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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo determinar a influéncia da substituicao parcial
do agente gelificante agar por galactomanana de guapuruvu (arvore nativa da Mata
Atlantica) (Schizolobium parahybae), bem como o efeito do processo de esterilizacao
(autoclavagem), em meios de cultura Murashige & Skoog (MS), os quais serviram de
matriz para a micropropagacdo vegetal de macieiras Marubakaido, em trabalho
anteriormente realizado (PEREIRA-NETTO et al., 2012). Os meios MS foram gelificados
com o0s polissacarideos agar e galactomanana e nomeados de acordo com a
porcentagem de galactomanana presente nas amostras, sendo elas: 6,25%, 12,5%,
25,0% e 37,5% (concentracao total 6g/L). A amostra agar recebeu este nome, pois foi
gelificada apenas por este polissacarideo (6g/L). O perfil reolégico destes sistemas foi
caracterizado através de analises oscilatérias dindmicas, de arraste e recuperagao e
dindmicas termo-mecanicas. A ultraestrutura dos géis agar/galactomanana foi estudada
por analises de microscopia eletronica de varredura (MEV). Realizaram-se também
anélises por *C RMN das amostras agar, 12,5%, 37,5% e uma fragao contendo apenas
galactomanana de guapuruvu. As analises reologicas oscilatérias demonstraram o
predominio do carater sélido (G' > G") para todas as amostras investigadas. O processo
de autoclavagem aumentou, significativamente, os valores de G' para todos os géis. Os
maiores valores de G', G" e n* estavam nas amostras gelificadas apenas com agar e os
géis binarios de agar/galactomanana mostraram uma tendéncia de decréscimo nesses
parametros reoldgicos a medida que maiores concentracbes de galactomanana estao
presentes no meio de micropropagacdo. Nos testes de arraste e recuperacdo os
maiores valores para complianga (J) foram observados nos meios 37,5% nao
autoclavados (0,725 cPA™) e autoclavados (0,437 cPA™) indicando a menor resisténcia
desses géis a deformacao. As amostras 25,0% e 37,5% mostraram os menores valores
de G' e G" e as menores temperaturas de gelificacdo (30 — 32 °C) nas analises termo-
mecanicas. Nas analises por MEV os géis 6,25%, 12,5%, 25,0% e 37,5% mostraram
uma rede estrutural fibrosa e porosa, diferente da rede compactada, mas também com
presenca de poros, da amostra agar. Os espectros de '*C RMN das amostras 12,5% e
37,5% de 'C RMN apresentaram os sinais caracteristicos de moléculas de
galactomanana e agarose. Os resultados obtidos mostraram que o processo de
autoclavagem influenciou positivamente os géis (maiores valores de G') e que a
substituicdo do agar por galactomanana de guapuruvu altera as propriedades
mecanicas das amostras (menores valores de G' e J). Ressalta-se que os géis de agar
contendo substituicdo por galactomanana sao favoraveis a micropropagacao, pois o
incremento de galactomanana tornou-os menos rigidos, com uma malha mais aberta e
fibrosa que provavelmente favorece a difusdo de agua e nutrientes para os explantes.

Palavras—chave: Micropropagacao, agar, galactomanana, Schizolobium parahybae,
reologia.



ABSTRACT

The aim of the present work was to determine the influence of partial substitution of the
gelling agent agar by the guapuruvu galactomannan (a native tree from the Atlantic
Forest) (Schizolobium parahybae). Another important point was to define the effect of
the sterilization process (autoclaving) in Murashige and Skoog culture media (MS),
which served as matrix for plant micropropagation of Marubakaido apples previously
(PEREIRA-NETO et al., 2012). The MS media were gelled with agar and
galactomannan polysaccharide and named according to the percentage of
galactomannan present in the samples, which were: 6.25%, 12.5%, 25.0% and 37.5%
(total concentration of 6g/L). The rheological profile of these systems was characterized
through the following analyses: dynamical oscillatory, creep and recovery, and
dynamical thermo-mechanical analysis. The ultrastructure of the gels
agar/galactomannan was studied by scanning electron microscopy analysis (SEM). It
was also studied *C NMR analyzes of the samples agar, 12.5%, 37.5% and a fraction
containing only guapuruvu galactomannan. In order to analyze the oscillatory rheological
behavior, it was observed the predominance of solid character G' > G ". The autoclaving
process has significantly increased the values of *n of G' for all gels. The highest values
of G ', G" and n* were found in the samples that were only gelled with agar. The binary
gels of agar/galactomannan showed a decreasing trend in these rheological parameters
as higher concentrations of galactomannan were present in the micropropagation
media. Concerning the creep and recovery test, the highest values for compliance (J)
were observed in 37.5% non-autoclaved (0.725 CPA™) and autoclaved (0.437 CPA™)
media, indicating a lower resistance to deformation of the gels. Samples 25.0% and
37.5% showed the lowest values of G 'and G "and the lower gelling temperatures (30-32
°C) in the thermo-mechanical analysis. Gels 6.25% , 12.5%, 25.0% and 37.5% showed
a fibrous and porous network structure by SEM analysis, which was different from the
network compressed but with pores from the agar sample. Spectra of samples 37.0%
and 12.5% '*C NMR showed the characteristic signs of agarose and galactomannan
molecules. The results indicate that the autoclaving process influenced positively gels
(higher value of G ') and that the agar substitution for guapuruvu galactomannan did not
improve the mechanical properties of the samples (lower values of G 'and J). However,
these media may be favorable for micropropagation, because the increase of
galactomannan turned them less rigid, with a more open fibrous mesh that can promote
the diffusion of water and nutrients to the explants.

Keywords: Micropropagation, agar, galactomannan, Schizolobium parahybae, rheology.
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1. INTRODUCAO

A micropropagacao consiste na produgao rapida de milhares de clones de
uma planta, a partir de uma Unica célula vegetal somatica ou de um pequeno
pedaco de tecido vegetal (explante) (HARTIMANN et al, 2002). A macga é,
comercialmente, a mais importante fruta das zonas temperadas e a terceira mais
cultivada no mundo (71.8 milhées toneladas/ ano) (FAO, 2011). Macas sao
tradicionalmente propagadas através de métodos vegetativos, como enxertia ou
brotamento. No entanto, tais métodos ndo garantem plantas saudaveis e livres de
patdgenos, além disso, obtém-se uma baixa taxa de multiplicagdo e o cultivo
depende da estacdo do ano. A micropropagacao de porta-enxertos da macieira é
uma alternativa a propagacao vegetativa, e ainda, proporciona uma étima
ferramenta para o estudo e desenvolvimento de novas variedades e linhagens
trangénicas (ALDWINCKLE et al., 2009).

O agente gelificante mais utilizado em meio de micropropagacao vegetal,
incluindo macieiras, é o agar. Agar é uma mistura de galactanas sollveis em agua,
polissacarideos obtidos de espécies de algas vermelhas, especialmente das ordens
Graciliaceae e Gelidiaceae. No entanto, além de representar um componente de
alto custo, o agar pode afetar o crescimento e o desenvolvimento de culturas in vitro
e, eventualmente, pode causar necrose e hiperhidricidade nos tecidos vegetais
(PASQUALETTO et al., 1988).

Alguns trabalhos propuseram a substituicdo total ou parcial do agar por
outros polissacarideos. Entre eles, estao: o amido (NAIK; SARKAR, 2001); alginato
(ADAHOA; ROSCOE, 1982), carragenana (NORZIAH et al, 2006), isubgol
(BABBAR; JAIN, 1998; CIGDEM; KHALID; ORHAN, 2008), xantana (BABBAR,
JAIN, 2006) e galactomananas (LUCYSZYN et al., 2006; LUCYSZYN et al., 2007;
PEREIRA-NETTO et al., 2012).

Galactomanana é um polissacarideo de reserva (SHCHERBUKIN; ANULOV,
1993), cuja principal fonte encontra-se no endosperma de sementes de
dicotiledéneas, principalmente nos membros da familia Leguminoseae. Este
polimero foi objeto de estudo de trabalho realizado anteriormente (PEREIRA-NETTO
et al, 2012), no qual galactomananas de guapuruvu (Schizolobium parahybae)

foram adicionadas em substituicdo parcial ao 4gar em meios de micropropagacao de
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macieiras Marubakaido. A mistura de agar e galactomanana estimularam,
significativamente, a formacao de brotos e o alongamento dos porta-enxertos de
macieiras Marubakaido. Além disso, os autores demonstraram que a estimulacao do
crescimento ndo esta ligado a degradacao da galactomanana. Os resultados obtidos
por Pereira-Netto e colaboradores (2012) sugerem que as possiveis vantagens do
sistema de micropropagacao com substituicdo parcial do agar por galactomanana de
guapuruvu estejam relacionadas as interagcées do gel binério.

Este trabalho se prépos a estudar, por meio de analises reolégicas e
microscopia eletrénica de varredura, a relacdo entre o modo de interacdo dos
polissacarideos agar e galactomanana de guapuruvu, utilizados como agentes
gelificantes, e o crescimento diferencial das macieiras micropropagadas em meio
MS.

O agente gelificante agar pode ser substituido, total ou parcialmente, em
meios de cultura vegetal, por polissacarideos alternativos tais como galactomanana
e xiloglucana (BABBAR et al., 2005; LUCYSZYN et al., 2006, LUCYSZYN et al.,
2007). Esses meios modificados por outro polissacarideo representam uma
alternativa vantajosa para a micropropagacao, pois ha a possibilidade de reducao
dos custos por serem componentes mais baratos do que o agar e ainda, observa-se
melhoria no crescimento das plantas micropropagadas.

A galactomanana obtida das sementes de Schizolobium parahybae foi
utilizada como substituta parcial ao gelificante 4gar em meios de micropropagacao
de macieiras Marubakaido (PEREIRA-NETTO et al, 2012), cujos resultados
demonstraram que a presenca da galactomanana foi benéfica aos explantes das
macieiras e que este crescimento diferencial ndo estava relacionado a
disponibilidade dos monossacarideos, galactose e manose, visto que, ndo ocorreu a
degradacao da galactomanana nos meios de cultura. Sendo assim, € provavel que a
diferenca no crescimento dessas plantas esteja relacionada a mudangas na
estrutura dos géis parcialmente substituidos por galactomanana de guapuruvu.
Este trabalho baseia-se na hipétese de que a organizagao da rede interna dos géis,
com alguma propor¢cao de galactomanana, € alterada de forma a beneficiar de
algum modo o crescimento das magas micropropagadas.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a estrutura interna e as propriedades reolégicas dos meios
Murashige & Skoog- MS (1962), gelificados com agar e os substituidos parcialmente
por galactomanana de guapuruvu (Schizolobium paraybae), visando inter-relacionar
tais caracteristicas ao crescimento diferencial do porta enxerto da macieira

marubakaido.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar as propriedades reoldgicas de meios de cultura gelificados com

misturas de agar/galactomanana;

e Determinar a influéncia do processo de autoclavagem em relagdo a estrutura

das misturas de agar/galactomanana via analise reoldgica;

e Analisar as misturas 4gar/galactomanana por RMN;

e Avaliar a estrutura das misturas agar/galactomanana por microscopia

eletrdnica de varredura (MEV);
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 MICROPROPAGAGAO VEGETAL

Micropropagacao consiste no uso de diferentes células somaticas, tecidos ou
orgaos de plantas introduzidos in vitro, estabelecidos e mantidos em culturas
assépticas visando regenerar novas plantas (HARTIMANN et al., 2002). Os meios
nutritivos fornecem substancias essenciais para o0 crescimento dos tecidos
cultivados e também participam do controle do padrdo de desenvolvimento in vitro
(CALDAS, 1998).

A cultura de tecidos vegetais é feita de um explante que é todo segmento de
tecido ou 6rgédo vegetal utilizado para iniciar uma cultura in vitro. Pode ser um
fragmento de folha, caule, raiz ou qualquer tecido que responda as condi¢des de
inducao do meio de cultura e que sejam capazes de se regenerar. Essa regeneracao
é fundamentada na capacidade de proliferacao das células vegetais organizarem-se
em tecidos e, eventualmente, em plantas completas. Essa capacidade ¢é
denominada totipoténcia e considera que as células vegetais manifestam, em
momentos diferentes e sob estimulo apropriado, a potencialidade de iniciar um novo
individuo multicelular (REINERT; BACKS, 1968; VASIL; VASIL, 1972; VERDEIL et
al., 2007; GEORGE, 2008).

A micropropagacao vegetal pode ser utilizada como uma poderosa ferramenta
na ciéncia. Dentre as possibilidades, viabiliza a clonagem de vérias espécies, a partir
de células, 6rgdos ou pequenos fragmentos de uma planta matriz. E um
procedimento de importadncia pratica e potencial na agricultura, com especial
enfoque na producdo em larga escala de plantas praticamente isentas de
patdgenos, bem como na pesquisa basica, principalmente em citologia e fisiologia
celular. Além disso, podem-se produzir clones de plantas que apresentam
dificuldades de propagacao via macropropagacao. Outra vantagem desta técnica é a
producado de mudas independente da época do ano (GEORGE, 1993).

A maca é, comercialmente, a mais importante fruta das zonas temperadas e a
terceira mais cultivada no mundo (64,3 milhdes toneladas/ ano) atras da banana
(81,3 milhdes toneladas/ ano) e da uva (66,3 milhdes toneladas/ ano) (FAO, 2009).
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Macas sao tradicionalmente propagadas através de métodos vegetativos,
como enxertia ou brotamento. No entanto, tais métodos ndo garantem plantas
saudaveis e livres de patdégenos, além disso, obtém-se uma baixa taxa de
multiplicacédo e o cultivo depende da estacdo do ano. A micropropagacao de porta-
enxertos da macieira resolve os principais problemas relacionados a propagagao
vegetativa, e ainda, produz plantas mais resistentes e com um crescimento mais
rapido do que as plantas produzidas através de métodos convéncionais
(ALDWINCKLE et al., 2009). (FIGURA 1)

FIGURA1- MICROPROPAGAGAO DE MACIERAS. A) EM MEIO’LI'QUIDO CONTENDO PEDAGOS
DE CARVAO ATIVADO; B) EM GEL; C) ‘ROYAL GALA’; D) ‘HUSVETI ROZMARING’; E) ‘ROYAL
GALA’; F) ‘MCINTOSH'; G E H) TRANSFERENCIA PARA TERRA 'ROYAL GALA'.

FONTE: J. DOBRANSZKI, J.A. TEIXEIRA DA SILVA (2010).

Entre as espécies lenhosas micropropagadas, a macieira € considerada de
dificil enraizamento, caracteristica associada a baixas taxas de sobrevivéncia em
condicdes ex vitro, por este motivo, a planta passa por dois estagios, o enraizamento
e a aclimatizagao, simultaneamente. Devido a sua importancia econémica (principais
estados produtores: Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Parana e Sao Paulo)
(http://www.agricultura.gov.br), o porta-enxerto da macieira marubakaido (Malus
Prunifolia), vem sendo bastante estudado para obtencdo de novos protocolos que
ultrapassem os obstaculos da micropropagacdo e garantam alta produtividade
(MOTOSUGI; GAO; SUGIURA, 1995; IGARASHI et al., 2002; MACIEL; VOLTOLINI;
PEDROTTI, 2002; LIMA-NISHIMURA et al., 2003; HARADA et al., 2005).
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2.2 AGAR: GALACTANA OBTIDA DE ALGAS VERMELHAS (RHODOPHYTA)

Algas vermelhas, pertencentes a familia Rhodophyta, representam uma
divisdo de plantas com mais de 4000 espécies, sendo a grande maioria de habitat
marinho e pouco mais de 100 delas de ambiente de agua doce (RAVEN et al.,
1996).

Muitos estudos sobre os polissacarideos presentes em algas vermelhas foram
realizados (DUCKWORTH, HONG, YAPHE, 1970; MARINHO-SORIANO et al., 1999;
MARINHO-SORIANO, BOURRET, 2003), e acredita-se que essas macromoléculas
estejam distribuidas em trés diferentes lugares nas algas, executando tarefas
distintas, tais como: a) na parede celular das algas, desempenhando um papel
estrutural, ou seja, conferindo resisténcia a parede celular; b) entre as membranas
citoplasmaticas, atuando na protegdo e como um ‘“cimento” e; c¢) no espago
intracelular, cumprindo o papel de polissacarideos de reserva (WATT et al., 2002).

Agar é uma mistura de galactanas. Dentre os polissacarideos
comercializados, as galactanas obtidas de algas vermelhas (Rhodophyta)
apresentam grande destaque. Os principais polissacarideos nao fibrilares sdo as
galactanas sulfatadas, constituidos de unidades alternadas de (1—3)-B-D-
galactopiranose e (1—4)-a-galactopiranose (KNUTSEN et al.,1994).

As galactanas sulfatadas de algas marinhas sdo polimeros lineares,
constituidos por unidades de B-galactopiranose substituidas glicosidicamente na
posicao 3 (unidade A) e a-galactopiranose substituidas glicosidicamente na posicao
4 (unidade B) (PERCIVAL; McDOWELL, 1967). A unidade A sempre pertence a
série estereoquimica D e a estereoquimica da unidade B é a base para a
classificagdo geral das galactanas, sendo classificadas como agaranas (série L) ou
carragenanas (série D) (PAINTER, 1983). Deste modo formam um arranjo alternado

entre as unidades A e B (AB)n.

[ (—3)-B-D-galactopiranose - (1—4)-o-galactopiranose-(1—) ]

Unidade A Unidade B
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Uma caracteristica estrutural particular dos polissacarideos sintetizados pelas
algas vermelhas € a presenca da unidade B total ou parcialmente ciclizada na forma
de 3,6-anidrogalactose. As galactanas sulfatadas que apresentam este anidro-
acucar na sua estrutura, podem apresentar propriedades gelificantes ou viscosantes
(RENN, 1997) e sao denominadas de ficocolbides ou hidrocoléides, pela elevada
capacidade que apresentam de formar géis em meios aquosos (GLICKSMAN,
1987).

Agar é comercialmente importante por sua capacidade de formar géis. Dois
géneros pertencentes a familia Rhodophyceae, Gracilaria e Gelidium, sdo o0s
responsaveis pela maior parte da produgdo de &gar no mundo, 44% e 53%,
respectivamente; sendo apenas, uma pequena por¢ao (3%) extraida de agarofitas
como a Gelidiella e Pterocladia (MCHUGH, 1991). Embora as espécies de Gracilaria
produzam, geralmente, agar com menor poder gelificante, comercialmente, elas séo
a principal fonte de extracao (FIGURA 2).

FIGURA 2 - ESPECIES DE ALGAS DA FAMILIA RHODOPHYCEAE REPRESENTANTES DOS
GENEROS: A) GRACILARIA; B) GELIDIUM; C) GELIDIELLA; D) PTEROCLADIA.
FONTE:HTTP://WWW.BOLDSYSTEMS.ORG;
HTTP:/WWW.ASTURNATURA.COM/GENERO/GELIDIUM,;
HTTP://BIOREUNIUFPB.BLOGSPOT.COM. SITES ACESSADOS EM 19/12/2010.
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O agar pode ser fracionado em dois componentes (ARAKI; HIRASE, 1954;
1960) (FIGURA 3). A fracao formada por um polissacarideo neutro e que apresenta
maior poder gelificante é denominada agarose, a outra fracdo, chamada
agaropectina, possui a mesma estrutura basica da agarose, no entanto, pode ter
algumas unidades monossacaridicas substituidas por acido cetal piruvico, 4,6-O-(1-
carboxietilideno) D-galactopiranosil ou por unidades de acucar metiladas ou
sulfatadas (HIRASE, 1957).

Varios estudos relatam que o rendimento, o tipo de substituinte, conteddos
de agarose e agaropectina, e propriedades gelificantes do agar sao influenciados
pela: espécie de alga utilizada (CRAIGIE et al., 1984; LAHAYE, 1986; LIGNELL;
PEDERSEN, 1989; LEVY; FRIEDLANDER, 1990); estacdo do ano (PRICE; BIELIG,
1992; HURTADO-PONCE; UMEZAKI, 1994), época de colheita (BIRD, 1988),
condicoes de extracdo e processamento (DURAIRATNAM, 1987; REES, 1961;
CRAIGIE; LEIGH, 1978) e estagio do ciclo de vida (MARINHO-SORIANO et al.,
1999).

A estrutura basica e repetitiva das galactanas é geralmente modificada por
diferentes tipos de substituintes, tais como O-sulfato, O-metil, O-glicosil e 4,6-O-(1’-
carboxietilideno) (USOV, 1998). A proporcdo e distribuicdo dos substituintes
mencionados podem alterar as propriedades fisico-quimicas dos polissacarideos
(YAPHE; DUCKWORTH, 1972; LAHAYE; ROCHAS, 1991; RODRIGUEZ et al.,
2009).

Agarana

Agarose

e R o " -
H
o]
n

A B

FIGURA 3- SEGMENTO REPRESENTATIVO DE UMA CADEIA DE AGARANA E AGAROSE, AS
UNIDADES 3 LIGADAS E 4 LIGADAS SAO REPRESENTADAS POR A E B, RESPECTIVAMENTE.

FONTE: RODRIGUEZ et al., 2002.
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As galactanas de algas vermelhas, polissacarideos nos qual o agar esta
incluido, desperta atencdes devido ao seu potencial econdmico sendo utilizadas em
diferentes areas, como: suporte para culturas bacterianas e meio de separacao em
cromatografia de coluna e eletroforese (DJABOUROV et al., 1989); na industria de
alimentos, como espessantes e gelificantes (DJABOUROQV et al, 1989; WATASE et
al, 1989; NORTON et al., 1999), e ainda possuem aplicacbes na area médica e
farmacolégica (MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2005).

O agar € o agente gelificante mais utilizado em meios de cultura de plantas e
de microorganismos. Dentre suas propriedades, destaca-se a sua natureza nao
toxica, estalibilidade, transparéncia e o fato de ser metabolicamente inativo
(HENDERSON; KINNERSLEY, 1988). Entretanto, alguns estudos questionam a
inatividade bioldgica e a natureza nao téxica do agar (KOHLENBACH; WERNICKE,
1978; DEGERGH,1983) , além disso, as principais marcas que comercializam o
polissacarideo sdo importadas, representando um produto de alto custo
(KOLENBACH; WERNICKE, 1978).

Atualmente, muitos trabalhos visam encontrar novas matrizes (géis utilizados
como suporte para culturas) que possuam propriedades vantajosas € ao mesmo
tempo baixo custo (LUCYSZYN et al., 2007; NORZIAH et al., 2006). As matrizes
utilizadas até entdo nao apresentam todas as propriedades desejaveis, como por
exemplo: neutralidade, facil disponibilidade e preco competitivo; faltam a elas uma
ou mais caracteristicas. Portanto, é importante identificar gelificantes mais
adequados, particularmente para cultura de tecidos em escala comercial
(LUCYSZYN et al., 2006).

Entre as possibilidades de substituicdo parcial do agar sdo citadas na
literatura as galactomananas (BABBAR et al, 2005; LUCYSZYN et al., 2006;
LUCYSZYN et al., 2007; PEREIRA-NETTO et al, 2012), alginato (ADAHOA;
ROSCOE, 1982), carragenana (NORZIAH et al., 2006), isubgol (BABBAR; JAIN,
1998; CIGDEM; KHALID; ORHAN, 2008) e xantana (BABBAR, JAIN, 2006).
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2.3 GALACTOMANANAS

As galactomananas obtidas de plantas constituem polissacarideos de reserva
(SHCHERBUKIN; ANULQV, 1993), cuja principal fonte € endosperma de sementes
de dicotiledéneas, principalmente os membros da familia Leguminoseae. Essa é a
terceira maior familia de fanerégamas apo6s Asteraceae e Orchidaceae. Apresenta
distribuicdo cosmopolita (LEWIS, 1987), com aproximadamente 727 géneros e
19.325 espécies, que variam de arvores emergentes até ervas diminutas e efémeras
(LEWIS et al., 2005). Recentes estudos filogenéticos sustentam para a familia
Leguminoseae, o reconhecimento de duas subfamilias monofiléticas (Mimosoideae e
Faboideae (Papilionoideae)), além de Caesalpinioideae como parafilética
(WOJCIECHOWSKI, 2003).

As galactomananas também podem ser obtidas a partir de fontes
microbianas, especialmente em leveduras e fungos (BRIEVRE; MARIAT, 1981;
AHRAZEM et al., 2002; SASHKOVI et al., 2003; GIMENEZ-ABINAN et al., 2007).

Esse biopolimero apresenta como estrutura genérica uma cadeia principal
com unidades de B-D-manopiranose com ligacées (1—4), substituidas em O-6 por
unidades de a-D-galactopiranose (DEA; MORRISON, 1975; DEY, 1978; SONI;
BOSE, 1985) (FIGURA 4).
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FIGURA 4- SEGMENTO REPRESENTATIVO DE UMA CADEIA DE GALACTOMANANA.
FONTE: CERQUEIRA et al. (2011).
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Existe uma enorme variedade de galactomananas, com estruturas Unicas e
diferentes graus de ramificagées (Scherbukhin; Anulov, 1993; POLLARD et al.,
2010). Normalmente o numero de unidades de galactose é determinado pela razao
manose/galactose (Man/Gal). A razado manose/galactose pode variar dependendo do
grupo taxondédmico da fonte de onde o polissacarideo é extraido, sendo possivel
obter galactomananas com relacées Man/Gal entre 1,1 (altamente substituidas) e
5,0 (pouco substituidas) (Dea; Morrison, 1975).

A proporcao de unidades de galactose tem papel fundamental na
solubilidade das galactomananas, visto que, a medida que a razao Man/Gal diminui
a solubilidade aumenta. Caso, ndo existam ramificagdes com o monossacarideo
galactose, tem-se uma manana (cadeia linear de unidades de manose), cuja
distribuicao das cadeias ira proporcionar interagdes intermoleculares do tipo ligacao
de hidrogénio entre as hidroxilas cis da manose, levando a formagéo de agregados
completamente insoluveis em agua (GOYCOOLEA; MORRIS; GIDLEY, 1995).

Quando unidades de galactose estdo presentes, ou seja, as cadeias sao
ramificadas, ocorre um impedimento estérico entre as ligagbes de hidrogénio
intermoleculares, minimizando a formagao de agregados. Portanto, o alto grau de
substituicdo por galactose impede a agregacédo das cadeias de galactomanana. Por
outro lado, galactomananas com poucas cadeias laterais (maior razdo Man/Gal)
podem interagir melhor com outros polissacarideos devido as longas regidées nao
substituidas (SRIVASTAVA; KAPOOR, 2005). Em geral, as galactomananas menos
substituidas sdo obtidas de sementes de espécies com mais caracteristicas
plesiomorficas (Caesalpinaceae) e as moderada ou altamente substituidas, de
espécies com mais caracteres apomorficos (Fabaceae) (DOYLE, 1997).

A galactomanana quando solubilizada em agua forma uma solugé@o bastante
viscosa (NEUKOM, 1989), podendo ser utilizada como agente espessante,
estabilizante e emulsificante. A variedade de propriedades fisico-quimicas torna
esse polissacarideo um material bastante versatil utilizado pelo homem de inumeras
formas, entre elas, na industria téxtil, farmacéutica, alimenticia, cosmética e na
biomedicina (VIEIRA et al, 2007; SRIVASTAVA; KAPOOR, 2005). Recentemente,
alguns trabalhos tém mostrado a possibilidade de utilizacdo de galactomananas para
a formacdo de fiimes (CERQUEIRA, et al, 2009; MARTINS, et al, 2010;
MIKKONEN, et al., 2007).
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As duas principais galactomananas utilizadas comercialmente sdo a goma
guar (Cyamopsis tetragonobus) e a goma tara (Caesalpinea spinosa), com razao
Man/Gal de 1,6 e 3,3, respectivamente. (DEA; MORRINSON, 1975; DOYLE et al.,
2006). Outra galactomanana comercial comum é a goma cassia extraida de Cassia
tora cuja relagaéo Man/Gal ¢é ~ 3,0, (SRIVASTAVA; KAPOOR, 2005). A
galactomanana de feno-grego Trigonella foenum-graecum Man/Gal ~ 1,1 também ja
€ explorada comercialmente (BRUMMER, 2001). Outra galactomanana com
potencial econdmico é aquela extraida das sementes de Prosopis juliflora (Man/Gal
1,2) (FUNAMI et al., 2008).

Atualmente existe uma tendéncia mundial que visa encontrar sementes que
constituam fontes alternativas para extracdo de gomas, para a industria (CUNHA;
PAULA; FEITOSA, 2009). Em especial na América Latina, as possiveis fontes de
extracdo de galactomananas sao pouco conhecidas, apesar da rica biodiversidade
da flora local (AZERO; ANDRADE, 2002; CUNHA; PAULA; FEITOSA, 2009). Em
2008, o Brasil apresentou um déficit em relacdo a demanda de polissacarideos
necessarios a industria, sendo que o pais importou dos Estados Unidos US$
142.000 e exportou somente US$ 68.000. Entre os anos de 1993 a 2007 foram
importados, aproximadamente, 10.000 toneladas de goma guar (US$ 1.9/kg). Logo,
observa-se uma deficiéncia na suplementacdo deste polissacarideo e de
galactomananas, em geral, que possam atender a demanda do mercado brasileiro
(CUNHA; PAULA; FEITOSA, 2009).

Com o objetivo de aumentar a exploracdo de fontes alternativas de
galactomananas, varios trabalhos na literatura, incluindo trabalhos realizados pelo
grupo de Quimica de Carboidratos Vegetais da Universidade Federal do Parana,
caracterizaram estruturalmente galactomananas de diferentes fontes e relacionaram
suas propriedades, incluindo Mimosa scabrella (bracatinga) (GANTER et al., 1988;
1992; 1993; 1995; GANTER; REICHER, 1999), Senna multijuga (RECHIA-VARGAS,
1995), Schizolobium amazonicum (PETKOWICZ et al, 1993; 1998), Schizolobium
parahybae (GANTER et al., 1993, 1995; ZAWADZKI-BAGGIO, 1994; PETKOWICZ
et al. 1998), Apuleia leiocarpa (LUCYSZYN, 1994), Dimorphandra gardneriana tul.
(CUNHA et al., 2009), Caesalpinia ferrea var. ferrea (SOUZA et al., 2010). Outras
espécies, também da familia Leguminosae, tiveram suas galactomananas

purificadas e caracterizadas, como é o caso das espécies: Caesalpinia pulcherrima,
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Gleditsia triacanthos, Adenanthera pavonina (CERQUEIRA et al.,, 2009;
CERQUEIRA et al., 2011).

2.4 MISTURAS DE POLISSACARIDEOS- GEIS BINARIOS

Interagbes sinérgicas entre polissacarideos sdo comercialmente atraentes e
assunto de difundida exploragéo tecnolégica (CAIRNS; MILES; BROWNSEY, 1987).
Varios fatores afetam na magnitude da sinergia entre sistemas poliméricos, incluindo
o peso molecular e a viscosidade intrinseca (FERNANDES; GONCALVES;
DOUBLIER, 1991), a concentracéo de sais (KHOURYIEH et al., 2007; SCHORSCH,;
GARNIER; DOUBLIER, 1997), a proporcao de cada polissacarideo utilizada na
mistura (CUI et al., 1995), a concentracao total de polissacarideos (BRESOLIN et al.,
1997; MANNION et al., 1992), a temperatura (MANNION et al., 1992; ZHAN et al.,
1993) e 0 pH (MORRIS; FOSTER, 1994; ROSS-MURPHY; TAKO, 1991; WHITNEY;
et al.,1998).

Na literatura, existem muitos estudos relacionados a sinergia que ocorre entre
diferentes misturas de polissacarideos (BRESOLIN, 1999; FERNANDES, 1994;
NORZIAH; FOO; KARIM, 2006).

O modo de interacdo entre os polissacarideos agar e galactomanana de
alfarroba foi avaliado por experimentos reoldgicos e por RMN. A interacao sinérgica
desse sistema foi caracterizada pela formagéo de zonas de jungéo entre o agar e a
galctomanana de alfarraoba (Man/Gal ~3) em regides deste polissacarideo nao
substituidas por unidades de galactose. Observou-se também que, em
concentracbes elevadas de ambos, as moléculas de galactomanana se auto
associam, levando a uma separacao de fase formando uma rede interpenetrante
(TURQUOIS TARAVEL; ROCHA,1993).

O uso de um Uunico agente gelificante, muitas vezes resulta em um
gel com baixa coesao, aparéncia ndo apreciavel, curta durabilidade, alta sinerese, e
estabilidade inadequada para serem submetidos a processos industriais e condi¢des
ambientais diversas (LUCYSZYN et al., 2007).

Géis mistos com dois ou mais biopolimeros vém sendo amplamente

investigados, entre os exemplos incluem-se: a carragenana e micelas de caseina (JI
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et al, 2008), agar e carragenana (MEENA et al, 2009), amido e pectina
(KHONDKARA et al. 2006), agar e galactomanana (TAKO; NAKAMURA, 1988,
TURQUOIS; TARAVEL; ROCHAS, 1993; LUCYSZYN et al., 2006), galactomanana e
xantana (SHOBHA; THARANATHAN, 2009), pectina e galactomanana (WU et al.,
2009), xiloglucana e pectina (ITOH et al., 2008).

2.5 INFLUENCIA DE AGENTES GELIFICANTES EM MEIOS DE CULTURA PARA
MICROPROPAGAGCAO DE MACIEIRAS

O agente gelificante mais utilizado em meios de cultura de micropropagacao
vegetal, incluindo macieiras, é o 4gar, cuja concentragdo varia de 6 a 8 g/L. Agar é
um polissacarideo obtido de espécies de algas vermelhas, especialmente das
ordens Graciliaceae e Gelidiaceae. Apesar de ser o agente gelificante mais utilizado,
o0 agar representa um componente de alto custo e a literatura relata que este
polissacarideo pode afetar o crescimento e o desenvolvimento de culturas in vitro e,
eventualmente, pode causar necrose e hiperhidricidade (elevado teor de agua no
interior das células e tecidos com aspecto translicido) nos tecidos vegetais
(PASQUALETTO et al., 1988).

O crescimento diferencial do porta-enxerto da macieira Marubakaido (Malus
prunifolia Borkh) e da variedade Jonagored (Malus domestica) foi estudado por
Lima-Nishimura et al, 2003. Nesse estudo o gelificante &gar foi parcialmente
substituidos por xiloglucanas extraidas de sementes de Hymenaea courbaril (4 g/L
agar e 2 g/L xiloglucana p/v) e este meio foi comparado aquele gelificado apenas
com &gar (0.6% p/v). A substituicdo parcial do agar, neste estudo, resultou em
maiores taxas de multiplicacdo e aumento do crescimento das partes aéreas das
magas, além disso, nesses meios modificados a ocorréncia de hiperhidricidade foi
menor. A incorporacao da xiloglucana no meio de cultura foi benéfica ao crescimento
das macas e ainda representou um componente de custo reduzido, por se tratar de
um polissacarideo extraido de uma arvore nativa do Brasil.

Mohan e colaboradores (2004) utilizaram o bagaco de cana-de-agucar como
uma alternativa mais barata de suporte em culturas de Marubakaido e observaram

um aumento de 22% na taxa de enraizamento dessas plantas.
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Outro polissacarideo utilizado em substituicido parcial do &gar, na
micropropagacao vegetal, € o amido. No entanto, existem desvantagens em seu uso
decorrentes da presenca de amilases no meio, o que resulta em uma progressiva
diminuicdo da consisténcia do meio durante o periodo de cultura. Isso pode causar
hiperidricidade e a consequente morte dos explantes (ZIMMERMAN et al., 1985).
Portanto, esta é a razao principal para o uso limitado de amido como um agente de
gelificacdo em cultura de tecidos (NAIK; SARKAR, 2001), mesmo sendo um
gelificante de baixo custo.

As galactomananas foram utilizadas em substituicdes parciais com o agar
durante a proliferacao de brotos de macas Marubakaido (LUCYSYZN et al., 2005). A
mistura desses polissacarideos resultou em maior taxa de multiplicacao de brotos e,
principalmente, grande reduc¢do na ocorréncia de hiperhidricidade (2,5 agar/cassia,
6,6 agar/guar e 19,3 agar).

Lucysyzn e colaboradores (2006) realizaram a substituicdo parcial do agar
por galactomananas como agente gelificante no meio de cultura para o processo de
micropropagacao de brotos de morangueiro. Os autores observaram que essa
mistura, influenciou na taxa de proliferacao, rizogénese e crescimento dos brotos.
Segundo os autores, os resultados encontrados nos experimentos in vitro podem
estar relacionados ao carater neutro das galactomananas, que quando combinada
ao agar podem dar origem a um meio mais viscoelastico. A formacao de um gel
menos rigido ajuda e/ou facilita a difusdo de agua e nutrientes no meio (LUCYSYZN
et al., 2005) e, consequentemente, o crescimento de células e brotos.

Recentemente Pereira-Netto et al. (2012) demonstratam que a mistura de
agar e galactomanana extraida de sementes de Schizolobium paraybae
estimularam, significativamente, a formagéo de brotos e o alongamento dos porta-
enxertos de macieiras Marubakaido. Além disso, demonstrou-se que a estimulagéao
do crescimento ndo estava ligada a degradacdo da galactomanana. Visto isso, é
possivel que as vantagens encontradas estejam relacionadas a estrutura do gel
binario formado (hipétese que sera abordada neste trabalho).

Portanto, a substituicdo total ou parcial do agar por outros polissacarideos
resulta, de acordo com os exemplos citados acima, ndo somente em uma melhoria
na taxa de multiplicacdo dos brotos, como também, representa uma possibilidade de
reducao de custos, visto que, pode-se reduzir o valor da micropropagacao em até
90% dependendo do agente gelificante escolhido (BABBAR et al., 2005).
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2.6 SCHIZOLOBIUM PARAHYBAE ((VELL.) BLAKE) (GUAPURUVU) E
POLISSACARIDEOS EXTRAIDOS DE SUAS SEMENTES

Schizolobium parahybae (guapuruvu) (FIGURA 5) é uma espécie nativa da
Mata Atlantica, cuja classificacdo, de acordo com o Sistema de Classificacdo de
Cronquist, obedece a seguinte hierarquia: Reino: Plantae; Divisdo: Magnoliophyta
(Angiospermae); Classe: Magnoliopsida (Dicotiledonae); Ordem: Fabales; Familia:
Caesalpiniaceae; Género: Schizolobium; Espécie: Schizolobium parahybae (Vellozo)
S . F. Blake; Contrib. U. S. Nat. Herb. 20: 240, 1919. (ERNANI, 1994)

O fruto do guapuruvu, um legume seco e semelhante a uma gota de agua,
surge durante os meses de julho a agosto e abre-se por meio de duas valvas
espatuladas. Abriga uma semente lisa, brilhante e dura, medindo de 1,5 a 2 cm de
largura. Alguns polissacarideos foram isolados das sementes de S. parahybae
(Man/Gal ~ 3,0) e S. amazonicum e caracterizados estruturalmente, dentre eles,
galactomananas (GANTER et al.,, 1995), arabinanas e mananas (PETKOWICZ;
SCHAEFER; REICHER, 2007).

FIGURA 5- ARVORE DE SCHIZOLOBIUM PARAHYBAE (GUAPURUVU) ESPECIE NATIVA DA
MATA ATLANTICA (A), SUAS FLORES (B) E SEMENTES (C).
FONTE:HTTP:/WWW.UFSM.BR/HERBARIOFLORESTAL/IMG/ESPECIES/GUAPURUVU_EXTRA.J
PG ACESSADO EM 03/01/2011.



33

Petkowicz e colaboradores (1998) compararam as galactomananas obtidas
Schizolobium parahybae (guapuruvu), S. amazonicum e Cassia fastuosa, e
observaram que as trés espécies apresentaram a mesma razao Man/Gal, e através
da andlise dos oligossacarideos obtidos por hidrélise parcial constataram que a
estrutura fina é igual para as espécies de Schizolobium, porém diferente para a C.
fastuosa.

Através de técnicas reoldgicas, calorimetria diferencial de varredura, Bresolin
et al. (1998), estudaram os aspectos conformacionais da xantana nas interacoes
entre xantana e galactomanana de Schizolobium parahybae, € encontraram menor
temperatura de formagdo de gel em relacdo a descrita na literatura, devido a
distribuicdo das unidades de galactose na cadeia principal e a razao Man/Gal, que é
de 3.

Ganter e colaboradores (1995) verificaram a distribuicdo de unidades de D-
galactose ao longo da cadeia principal de manose através de '*C RMN para
galactomananas de bracatinga, guapuruvu e barbatim&o. A bracatinga caracteriza-
se pela presenca de duas substituicbes seguidas na cadeia de manose. Para
guapuruvu e barbatim&o, ocorre uma substituicado a cada duas unidades de manose.
Andlises de RMN 'C revelaram a presenca de regides nao-substituidas. Os
resultados, obtidos pelos autores, sdo consistentes com o arranjo aleatério das

unidades de D-galactose nas trés galactomananas.

2.7 REOLOGIA APLICADA A ANALISE DE POLISSACARIDEOS

Para investigar as propriedades de interagées de polissacarideos, métodos
reolégicos tém sido de grande valia. Em linhas gerais a reologia € a ciéncia que
estuda a deformacdo e o escoamento da matéria (LAPASIN; PRICL, 1995;
BARNES; HUTTON; WALTERS, 1989), o termo é derivado do grego e significa
“ciéncia do fluxo”, cuja definicdo originalmente dada por Binghan em 1929, é aceita
universalmente (NAE, 1993).

O comportamento reoldgico dos polimeros pode ser fortemente influenciado

pela massa molar, ramificacbes da cadeia polimérica, polaridade, copolimerizacéo,
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mistura de polimeros, particulas sélidas suspensas, interacées polimero-solvente e
rigidez da cadeia (BARNES; HUTTON; WALTERS, 1989; SHAW, 1975).

A grande maioria das aplicacbes de polissacarideos esta associada a
capacidade que eles possuem de alterar propriedades fisicas do meio onde se
encontram, resultando em solugcdes de alta viscosidade ou criando redes
intermoleculares coesivas (MORRIS, 1995). Pensando nisso, inUmeras pesquisas
tém sido desenvolvidas com a finalidade de avaliar o comportamento de diferentes
polissacarideos, individualmente, e, em misturas, quando submetidos a diferentes
condicoes de processo (FERNANDES, 1991; BRESOLIN et al., 1998; BRESOLIN et
al., 1999; NORZIAH; FOO; KARIM, 2006; SHOBHA et al, 2009; VRIESMANN;
SILVEIRA; PETKOWICZ, 2010).

Viana-Filho (2009) estudou a incorporagdo de galactomananas e
xiloglucanas, espécies nativas, e dos polissacarideos comerciais xantana,
hialuronato de sodio e fucogel na preparacdo de emulsdes Oleo-em-agua (O/A). O
perfil reolégico da emulsao pode ser modulado pela combinacao de polissacarideos,
que confeiram caracteristicas desejadas ou novas ao produto. Existe a possibilidade
das galactomananas substituirem parcialmente a xantana em ~ 55% devido a
interacdo sinérgica entre estes dois biopolimeros, gerando reducado de custos. Os
polissacarideos extraidos das sementes de Schizolobium parahybae (guapuruvu),
Mimosa scabrella (bracatinga) e Hymenaea. Courbaril (copaiba) demonstraram o
potencial de aplicabilidade de elementos da biodiversidade brasileira na industria
cosmética. Por meio de testes de arraste e recuperacdo, termo-mecanicos e
oscilatérios dindmicos observa-se que ocorre interacdo sinérgica entre as
galactomananas e a xantana neste sistema complexo, podendo esta interagéo
reduzir custos de producéo.

Analises reoldgicas ndo oscilatorias e oscilatorias dinamicas do gel binario de
agar e galactomanana extraida de Cassia fastuosa (cassia) e Cyamopsis
tetragonolobus (goma guar) revelaram que, em termos de resisténcia do gel, a
melhor interagdo ocorreu em um meio de cultura gelificado com &gar e
galactomanana de cassia, confirmando que a galactomanana menos substituida
promove uma melhor interagcdo com agar do que a outra mais substituida (goma
guar). Os parametros reolégicos G', G" e n* mostraram que as misturas do agar com
ambas as galactomananas sdo mais viscoelasticas que a amostra gelificada apenas

com o polissacarideo agar (6 g/L); o carater sélido das amostras decresce na
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seguinte ordem: agar (6 g/L, p/v) > agar/cassia (3/3 g/L, p/v) > a4gar/goma guar (3/3,
g/L, p/v) (LUCYSZYN et al, 2006).

2.8 MICROSCOPIA ELETB@NICA DE VARREDURA (MEV) APLICADA A
ANALISE DE POLISSACARIDEOS

Microscoépio Eletrénico de Varredura (MEV) € um instrumento muito versatil e
usado rotineiramente para a andlise micro estrutural de materiais solidos. Apesar da
complexidade dos mecanismos para a obtencdo da imagem, o resultado é uma
imagem, em geral, de facil interpretacao (KALAB, 1993).

As imagens obtidas nas analises por MEV podem ser utilizadas juntamente
com estudos reoldgicos de diversos polissacarideos visando investigar a estrutura
desses materiais (FLORENT GUILLOU et al., 2009; FARAHNAKY et al, 2010).
Recentemente, a unido desses dois métodos de analise vem sendo utilizada para
estudar a microestrutura de misturas de polissacarideos (DUNSTAN, 2001;
MEDINA-TORRES, 2006; LOVEDEEP KAUR et al, 2007; DONATO;
KOLODZIEJCYK; ROUVET, 2011; FAROUK et al., 2010; THRIMAWITHANA et al.,
2010).

Hassan; Frank; Elsoda (2003) utilizaram a técnica de Crio-MEV para
determinar a contribuicdo da adicdo de um exopolissacarideo bacteriano na
microestrutura de dois tipos de queijo (Karish e Feta).

O gel formado pelo polissacarideo extraido de sementes de Plantago ovata
Forsk (goma psyllium) foi caracterizado microscépica e reologicamente. Testes
oscilatorios dindmicos foram realizados em fungdo da concentracao (2, 2.5 e 3%
v/v); temperatura (5-95 °C) e pH (2,5-10). Diante das condi¢cdes de analises, as
amostras apresentaram carater de gel fraco com valores de G' maiores que G", e
temperatura de fusdo a aproximadamente 40 °C. A semelhanga observada nos
experimentos reolégicos ndo foram confirmadas nas analises microscopicas, que
mostraram diferengas no tamanho e na distribuicdo dos poros dos géis variando a
concentracao, temperatura e pH (FARAHNAKY et al., 2010).



3 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Extrag&do da galactomanana de
sementes de Schizolobium parahybae

(guapuruvu)

Preparo Meio MS gelificado com substitui¢oes parciais de
agar por galactomanana de guapuagar/galactomanana
guapuruvu (concentragao final 6g/L)

AMOSTRAS: AGAR, 6,25%; 12,5%; 25,0% e 37,5%
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENGAO DA GALACTOMANANA DE Schizolobium parahybae
(GUAPURUVU)

As sementes de Schizolobium parahybae (guapuruvu) foram fornecidas pelo
Viveiro Mata Atlantica — Sao Paulo. As sementes foram aquecidas em banho-maria
fervente por 30 minutos para a inativagdo enzimatica. O endosperma foi seco a
temperatura ambiente (23°C) por 48 horas, e moido em seguida. ApOs este
procedimento, as sementes foram deslipidificadas com uma mistura tolueno:etanol
(2:1, v/v), em aparelho extrator de Soxhlet). Em seguida foram submetidas a
extragdo aquosa em agitador mecanico a 23°C por 1 hora. A mistura foi centrifugada
duas vezes (10.000 rpm, 10 min) em centrifuga refrigerada HITACHI CR21E a 23°C.
O precipitado obtido foi separado do sobrenadante etandlico por centrifugacéo e
lavado em concentragcdes progressivas de etanol (80%, 90%, 100%). Em seguida foi

colocado em estufa a vacuo para secagem.

4.2 PREPARACAO DO MEIO DE CULTURA UTILIZADO PARA A
MICROPROPAGACAO DO PORTA-ENXERTO DA MACIEIRA MAKUBAKAIDO
COM DIFERENTES CONCENTRAGCOES DE AGAR E GALACTOMANANA DE
GUAPURUVU

As misturas de 4&gar/galactomanana foram utilizadas como agentes

gelificantes do meio MS, composto pelos sais e aditivos organicos:



TABELA 1. COMPOSIGAO DO MEIO MURASHIGE & SKOOG- MS (1962).
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Sais

Aditivos Orgénicos

NH,NO; (20,6 mg/l)

i-Inositol (100mg/l)

HsBO; (6,2 mg/l)

Niacina (0,5mg/l)

CaCl; . 2H,0 (440 mg/l)

Piridoxina (0,5mg/l)

CoCl, . 6H,0 (0,025 mg/l)

Tiamina (0,1mg/l)

MgSo, . 7H,0 (370 mg/l)

Glicina (recristalizado) (2,0mg/l)

CuS0, . 5H,0 (0,025 mg/l)

Sacarose (30g/l)

KH,PO, (170 mg/l)

FeSO,. 7H.0 (27,8 mg/l)

KNO; (1,9 mg/l)

KI (0,83 mg/l)

Na;MoO, . 4H,0 (22,3 mg/l)

ZnSO, . 7H,0 (8,6 mg/l)

Naz EDTA . 2H,0 (37,2 mg/l)

A galactomanana obtida de sementes de guapuruvu foi solubilizada em meio
de cultura MS com concentragdo de 6g do polissacarideo para cada 1L do meio
(6g/L). A solucdo permaneceu sob agitacao por 20 horas a temperatura ambiente
(23 a 25°C). Foram preparadas quatro misturas binarias contendo respectivamente
6,25 %; 12,5%; 25,0% e 37,5% de galactomanana de guapuruvu (solucéo [6g/L])
sendo a concentracao final de 6g/L de agente gelificante completada com agar em
p6 (Agar Sigma). Além destas misturas binarias preparou-se uma amostra contendo
somente agar (6g/L) — fracao controle. A porcentagem de galactomanana adicionada
aos meios foi determinada em estudos anteriores, sendo que a mistura binaria
galactomanana/agar contendo 37,5% de galactomanana foi a porcentagem maxima
possivel que resultou em meio de cultura gelificado. (PEREIRA-NETTO et al.,
2012). O pH do meio de cultura resultante foi ajustado para 5,7-5,8 (condi¢cao 6tima
para micropropagacao do porta-enxerto da macieira marubakaido) com KOH 1M. Em
seguida, as amostras foram aquecidas em forno de microondas a 96°C e retiradas
imediatamente apdés o meio de cultura entrar em ebulicdo (aproximadamente 1
minuto). As amostras nas diferentes concentragoes foram divididas igualmente em
dois frascos, sendo que um foi autoclavado a 121°C; 1,5 atm, por 1h15min (tempo
total do ciclo de esterilizagdo) e o outro permaneceu a temperatura ambiente (sem

autoclavagem).
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4.3 ANALISES REOLOGICAS

4.3.1 Analises Oscilatdrias Dinamicas

Para sistemas reais, polissacarideos, por exemplo, o grau do carater sélido e
liquido pode ser quantificado através do modulo de armazenamento (G’) e modulo
de perda (G”), ambos expressos em Pascal (Pa) e que sdo componentes do médulo
de cisalhamento complexo (G*), que representa a resisténcia total a deformacgéo
(NAE, 1993).

O termo modulo de armazenamento ou elastico (G’) indica que a energia da
forca aplicada que € temporariamente estocada durante o teste, estd relacionada
com a medida de elasticidade ou energia armazenada relativa ao carater solido do
polimero analisado. O termo modulo de perda ou viscoso (G”) diz respeito ao fato de
que a energia usada para iniciar o fluxo é irreversivelmente perdida, pois €
convertida em energia térmica e esta relacionada ao carater liquido do polimero
(NAE, 1993).

A variagao de G’, G” e n* (viscosidade dinamica complexa, n*= G*/®) com a
velocidade angular (w) fornece importantes informacbées para caracterizar as
interacdes moleculares em sistemas poliméricos. Se uma substancia é puramente
viscosa, G’ é igual a zero e G” é igual a G*. Se uma substancia & puramente
elastica, G” é igual a zero e G’ é igual a G* (SCHRAMM, 2006).

Nesse contexto, é importante identificar a regido de comportamento
viscoelastico linear, isto é, as condi¢cdes nas quais existe uma relacao linear entre a
deformagéo sofrida e a pressdo imposta ao material. A faixa de viscoelasticidade
linear é limitada para a faixa de amplitude para qual G* é constante, garantindo que
a amostra néo seja deformada para o ponto em que a ligagdo interna temporaria da
molécula ou dos agregados seja destruida, e a maior parte da energia introduzida é
irreversivelmente perdida como calor (FERRY, 1980).

A FIGURA 6A mostra o perfil tipico de G’, G’e¢ n* em fungéo da frequéncia
para um gel de polissacarideo. O modulo eldstico € maior que o médulo viscoso
durante a faixa de freqléncia analisada, caracterizando uma resposta

predominantemente semelhante a de um soélido. Quanto maior o valor de G’, maior é
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o carater sélido do gel e as deformagdes serdo elasticas ou recuperaveis (RAO,
1992; WALTER, 1998). A viscosidade dinamica complexa m* diminui linearmente
com aumento da freqiéncia (MORRIS, 1995).

Na FIGURA 6B, o comportamento de fluxo assemelha-se ao de um liquido. A
medida que a freqiéncia aumenta, G' aumenta mais do que G". Em um determinado
ponto as curvas se cruzam, e aproximadamente nesta faixa, situa-se o ponto de
gelificacdo, a partir do qual G’ é maior que G” e ha predominio do carater solido
(KAVANAGH; ROSS-MURPHY, 1998; MORRIS, 1983).

A FIGURA 6C ilustra o comportamento tipico de uma solucdo diluida de um
polissacarideo. A viscosidade dindmica apresenta uma pequena variagdo com a
freqiéncia. O modulo de perda € significativamente maior que o modulo elastico,
especialmente em frequiéncias menores. Em altas frequéncias, a movimentagao
interna dos segmentos da cadeia torna-se mais importante e G’ se aproxima de G”
(NAE, 1993). A viscosidade dindmica complexa m* apresenta um comportamento

essencialmente linear com o aumento da frequéncia (MORRIS, 1983).
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FIGURA 6 - REPRE§ENTA(}AO GRAFICA DE SISTEMAS PQLISSACARiDICOS TiPICOS: (A) GEL
FORTE; (B) SOLUCAO CONCENTRADA; (C) SOLUCAQ DILUIDA.
ADAPTADO DE: MORRIS (1995).

As analises reoldgicas foram realizadas em reémetro MARS Il acoplado a um
banho termostatizado HAAKE K15 e termocirculador de agua DC5B3, e a um
controlador térmico TC 81 (Peltier), utilizando o sensor placa-placa P20TiL (gap=2
mm) (FIGURA 7). Previamente as analises reologicas, foi realizado a inércia do
equipamento e do sensor para descontar os valores das forgas centrifuga e
centripeta geradas durante os experimentos.

Para as andlises reologicas foram utilizadas as amostras autoclavadas e nao
autoclavadas do meio de cultura contendo &gar (controle) e das misturas de
agar/galactomanana (6,25%; 12,5%; 25,0%; 37,5%), sendo a concentracao final dos
polissacarideos de 6g/L.

Inicialmente procedeu-se uma varredura de tensao na frequéncia de 1Hz para

avaliar a regido viscoelastica linear (RVL) e selecdo da tensdao empregada nas
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analises de varredura de freqiiéncia, rampas de temperatura e teste de arraste e
recuperacdo. A RVL foi estabelecida para que ndo ocorram desvios dos modelos
que descrevem o0 comportamento dos materiais, e para que a deformacéo causada
nao destrua as ligacdes internas temporarias de moléculas ou agregados, gerando
perda de viscosidade e perda irreversivel de parte da energia em forma de calor
(MALKIN, 1994; SCHRAMM, 2006). Nesta regidao os modulos elastico (G’) e viscoso
(G”) permanecem constantes com a variacdo da deformacdo, indicando que ndo
ocorreu perturbacao significativa na estrutura do polimero. As varreduras de tensao
foram feitas para o intervalo de 0,1 a 100 Pa a 1Hz.

As andlises dindmicas por varredura de frequéncia foram feitas a partir da
determinacdo da regido viscoelastica dos géis, sendo o valor escolhido 1Pa. As
analises foram realizadas em modo CS variando a amplitude de 0,1 a 100 Hz a
20°C, gerando o espectro mecanico das amostras, onde foram determinados os
valores dos médulos elastico (G’), viscoso (G”) e viscosidade complexa (* n)em
funcdo da frequéncia. Com estas informacdes foi possivel caracterizar o perfil
viscoelastico caracteristico do sistemas formado (SCHRAMM, 2006). Todas as

analises foram realizadas , pelo menos, em triplicatas.

FIGURA 7 - REOMETRO MARS II.
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4.3.2 Analises Dinamicas Termomecanicas

O comportamento reoldgico da transicao sol-gel dos géis foi analisado através
de rampas de temperatura. Os modulos elastico (G’) e viscoso (G”) foram
observados durante aquecimento de 10°C a 90°C e posterior resfriamento de 90°C a
10°C, com gradiente de 3°C/minuto e frequéncia a 1Hz. Os experimentos foram
realizados na regido viscoelastica linear.

Para essa analise utilizou-se o reémetro ja citado, acoplado a um sistema de
controle de temperatura Peltier (TC81).

4.3.3 Analises de Arraste e Recuperacao

Para avaliar caracteristicas viscoelasticas, da possivel estrutura de um
sistema, e as variagbes associadas a adicdo de novos ingredientes na sua
composigao, o teste de arraste e recuperagao é uma analise util e bastante utilizada
(DOLZ, 2008). Este € um teste de viscoelasticidade que permite diferenciar, de
forma bastante satisfatoria, as respostas elasticas e as respostas viscosas.

De forma diferente das medicbes de forca normal, que mostram a
dependéncia entre a taxa de cisalhamento e a viscosidade ou elasticidade, o ensaio
de fluéncia e recuperacao introduz um parametro adicional de tempo de resposta
(dependente da tensédo) para o comportamento elastico e viscoso de sélidos e
liqguidos (SCHRAMM, 2006). Trés comportamentos podem ser observados num teste
de arraste e recuperacdo. A Figura 8A representa o comportamento de um corpo
elastico ideal, onde toda energia é recuperada. Quando uma tenséo é aplicada a um
fluido ideal, a deformacdo sofrida é inteiramente mantida (FIGURA 8B). Em um
corpo real, que é viscoso e elastico, quando a tensédo € removida parte da energia
armazenada no corpo sera liberada (FIGURA 8C) (BRUMMER, 2006).
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FIGURA 8- ARRASTE E RECUPERACAQ DE: A)CORPO ELASTICO, B) CORPO VISCOSO E C)
CORPO VISCOELASTICO. TO = TEMPO INICIAL; T1= RETIRADA DA TENSAO; T2= FINAL DA
ANALISE.

FONTE: BRUMMER (20086).

A complianca (J) € uma propriedade do material semelhante a viscosidade
n no fluxo continuo, quanto mais alta for a complianga, mais facilmente o material é
deformado, quando submetido a uma tensdo constante aplicada (SCHRAMM, 2006).
A curva tipica de complianca de arraste e recuperagdao de um material viscoelastico
(FIGURA 9) pode ser dividida em seis regides principais:

A-B é a regidao de complianga instantanea Jo, na qual as ligacoes entre as
diferentes unidades estruturais sao alongadas elasticamente. Nesta regido, se a
tensao é removida, a estrutura da amostra pode se recuperar completamente.

A regidao B-C corresponde a deformacao elastica atrasada de complianca Ja,
onde as ligagbes sdo quebradas e refeitas, mas nem todas estas ligagdes se
rompem e se refazem na mesma razao.

C-D é a regido linear da complianca Newtoniana Jn, em que as unidades
estruturais deslizam umas sobre as outras devido a ruptura das ligacdes.

Quando a tensdo é removida em D, a recuperagado consiste em uma parte
elastica instantanea D-E, e uma parte eléstica atrasada E-F. Devido a quebra das
ligagbes entre unidades estruturais ter ocorrido na regido C-D, uma parte da
estrutura ndo é recuperada em F-G.
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Complianca J(t)

FIGURA 9 — CURVA DE COMPLIANGA DE ARRASTE E RECUPERACAO DE UM MATERIAL
VISCOELASTICO EM FUNGAO DO TEMPO.
FONTE: RAO (1999).

Os géis foram submetidos ao teste de arraste e recuperagdo para
investigacao das suas propriedades viscoelasticas. Esta andlise consiste na medida
da deformacdo da amostra por um periodo de tempo pré-estabelecido sob uma
tensdo constante, em seguida ocorre a recuperacao total, parcial ou nula da
deformacdo em funcdo do cancelamento da tensdo aplicada, e a medida desta
recuperacdo € observada durante um periodo de tempo que deve ser pré-
estabelecido em cada experimento (SCHRAMM, 2006).

O teste é composto por duas etapas. Na primeira, denominada arraste, uma
tensdo de 3Pa é aplicada e os valores da deformagdo sdo mensurados por um
periodo de 300s. Apds este intervalo, numa segunda etapa, denominada
recuperacao, a tensédo € removida e os valores da deformacéo sdo analisados por
um periodo de 900s. A partir deste teste, é possivel obter os valores da complianca,
ela define o qudo complacente € uma amostra. Quanto mais alta for a compliancga,
mais facil sera deformar uma amostra por uma tensao aplicada (SCHRAMM, 2006).

Os experimentos de arraste e recuperacao foram realizados no modo CD.
Todos os resultados das analises oscilatérias dinamicas foram tratados com testes
estatisticos de Tukey, p=0,05.
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4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

4.4.1 Preparacao das amostras de géis para a microscopia eletronica de
varredura (MEV)

Amostras bastante hidratadas ndo podem ser observadas diretamente usando
o MEV, fato que pode ser contornado utilizando-se a técnica de criofratura.

A Crio-microscopia eletrénica de varredura (Crio-MEV) fornece uma solucao
para muitos dos problemas associados ao MEV convencional (SARGENT, 1988).
Nesta técnica, amostras sédo estabilizadas através de um congelamento rapido,
resultando em amostras ainda hidratadas. Amostras preparadas para o Crio-MEV
perdem agua de uma forma controlada, por isso espera-se encontrar imagens mais
representativas da estrutura de alguns componentes altamente hidratados, como os
polissacarideos, por exemplo (ECHLIN, 1992; SERP et al., 2002a, b).

Durante o congelamento, a formacado de gelo causa alteracdes fisicas e
quimicas na amostra, sendo que, a taxa de formacéo e a forma do gelo dependem
de dois fatores: a temperatura e o tempo de congelamento. Esse problema pode ser
resolvido utilizando o nitrogénio para congelar amostras que serdo crio-observadas,
uma vez que a agua nao formara gelo cristalino, mas sim uma estrutura amorfa,
denominada de gelo vitreo. Esta técnica provoca um dano minimo a micro estrutura
da amostra (FUJIKAWA; KURODA, 2000). No momento da analise das imagens no
Crio-MEV a agua da amostra passa do estado sélido para vapor (sublimacao),
permitindo a visualizagdo adequada do material estudado.

As amostras foram analisadas em Microscépio Eletronico de Varredura
modelo JSM 6360LV (Jeol), pela técnica de criofratura (SERPE et al., 2002 a, b).

Os géis autoclavados, contendo substituicbes de agar por galactomanana e a
amostra controle (agar 6g/l) foram utilizadas para analises no MEV. Apéds a
gelificagcdo das amostras, retirou-se dos respectivos frascos os géis, com ajuda de
bisturi e pinga, cubos de aproximadamente 8cm® que foram transferidos para
ependorfs de 2ml.

Para realizacao da técnica de criofratura as amostras devem ser fixadas com
solucdes de glicerol em tampao cacodilato nas concentracdes 15%, 30% e 50%, por

15 minutos em cada solugdo. Em seguida, os géis foram congelados rapidamente
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em nitrogénio liquido (-196°C) e fraturados pela agdo de uma forca mecanica. Apos
a fratura as amostras foram novamente fixadas em concentragdes progressivas de
solucdes de glicerol em tampado cacodilato (15%, 30% e 50%). Apds este
procedimento, as amostras foram desidratadas com etanol nas seguintes
concentragbes: 20%, 40%, 60%, 80% e 100%. Em cada solu¢do etandlica as
amostras permaneceram por 20 minutos.

Por fim, os géis foram levados ao CME (Centro de Microscopia Eletrénica) da
Universidade Federal do Parana para a determinacdo do ponto critico —
desidratacdo do material, pela troca do solvente etanol por CO; liquido. O passo
seguinte a realizagcao do ponto critico € a metalizagdo — deposicdo de uma camada
de ouro na amostra para torna-la condutora de elétrons. Os suportes — peca
metélica em formato cilindrico onde sdo depositadas as amostras - foram guardados
em dessecador no proprio CME até o momento da visualizagdo. Estes experimentos
foram realizados em colaboragdo com a Prof® Célia Regina do Departamento de
Biologia Celular, UFPR.

4.5 ANALISES DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

A galactomanana de guapuruvu, o agar e as misturas agar/galactomanana
12,5% e 37,5% foram analisados por RMN de carbono treze. As analises de RMN
foram realizadas no espectrofotdmetro BRUKER, modelo AVANCE DRX-400,
incorporando transformador Fourier (FT), com ressonancia de 'C, de 100 e
100MHz, respectivamente, utilizando a temperatura de 70°C para o0s
polissacarideos. A amostra foi dissolvida em D,O a 70°C na concentragdo de 10
mg/ml. Os experimentos foram realizados utilizando tubo de 10 mm de diametro
externo. Os deslocamentos foram expressos em ppm, utilizando a ressonancia dos

grupos CHs da acetona como padréo interno (**C, §30.2).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE CARBONO
TREZE

As misturas de agar e galactomanana nas propor¢des de 12,5% e 37,5%
foram comparadas com o0s espectros dos polissacarideos isolados: agar e
galactomanana de guapuruvu.

Diversos trabalhos na literatura apresentam a estrutura quimica de
galactomananas obtidas de sementes de diferentes espécies a partir das analises de
RMN. Os resultados obtidos por diferentes autores demonstram a similaridade nos
deslocamentos quimicos desses polissacarideos. Dessa forma, a ressonancia do
carbono ('°C) pode ser atribuida baseada em dados reportados na literatura
(GRASDALEN; PAINTER, 1980; PETKOWICZ et al., 1998; JOSHI; KAPOOR, 20083;
VIEIRA et al., 2007; CUNHA et al., 2009).

A galactomanana extraida do endosperma das sementes de guapuruvu foi
analisada por espectroscopia de RMN '*C. Na regido anomérica, os sinais em & 98,9
ppm e 100,1 ppm sao referentes as unidades de a-D-galactopiranose e [B-D-
manopiranose para campo mais baixo, dos carbonos substituidos e nao substituidos
(entre & 68 — 80) e regides do C-6 da Gal (6 61,3) e da Man substituidos (5 66,7) e
nao substituidos (& 60,7) para campo mais alto (GANTER et al., 1993; GANTER et
al., 1995) (FIGURA 10).

As amostras agar, 12,5% e 37,5% foram analisadas por espectrometria de
RMN 'C. O espectro de RMN *C da amostra de &gar realizada neste trabalho é
semelhante ao apresentado por Rodriguez et al. (2008) para uma amostra de uma
agarose extraida de Gracilaria gracilis, uma espécie da familia Rhodophyta,
confirmando que a fracao é também constituida por este tipo de molécula.

Na regido anomérica observa-se a presenga de dois sinais, um em 101,9
ppm, referente ao C-1 de unidades (1—3)-B-D-galactopiranosil (G) e outro em 97,8
ppm referente ao C-1 de unidades (1—4)- 3,6-anidro-a-L-galactopiranosil (LA);
nomenclatura proposta por Knustsen (1994). Os sinais em 60,7 ppm e 68,9 ppm

referem-se aos C-6 das unidades G e LA, respectivamente. Os deslocamentos em
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70,7, 82,7, 69,2 e 75,8 ppm referem-se, respectivamente, aos carbonos 2, 3, 4 e 5
das unidades G. Para as unidades LA os sinais 69,5, 79,6, 76,9 e 75,1 ppm
correspondem aos carbonos 2, 3, 4 e 5 (FIGURA 10).

Exceto o sinal referente ao C-6 da unidade G, visualizado apenas em 37,5%,
todos os outros deslocamentos foram observados nas amostras que continham o
gelificante agar.

A partir da comparacao dos espectros da amostra agar com os espectros dos
géis binarios de agar/galactomanana 12,5% e 37,5% observou-se que nao ocorreu
alargamento e deslocamento dos sinais, referentes as unidades de agarose, a
medida que galactomanana foi adicionada ao sistema.

TURQUOIS et al. (1993) estudou o modo de interacao do gel binario de agar
e galactomanana de alfarroba por meio de analises de RMN '°C. Os experimentos
foram realizados a 25 °C e 80 °C. Os espectros obtidos na temperatura de 80 °C
permitiram a visualizagdo de todos os sinais dos polissacarideos agar e
galactomanana. Na analise a 25 °C relatou o desaparecimento de todos os picos da
agarose, diminuicdo na intensidade dos picos referentes a galactomanana e
deslocamento de alguns sinais. Levando em conta, a razao Man/Gal e a propor¢ao
de decréscimo na intensidade dos picos, segundo o autor, partes da cadeia de
galactomanana com menor razdao Man/Gal foram influenciadas pela adicdo de
agarose, enquanto que partes mais substituida por unidades de manose ~ 3,0 nao
sofreram influéncia das moléculas de agarose.

Sendo assim, os espectros obtidos neste trabalho estdo em consonéncia com
o trabalho de Turquois et al. (1993) para os espectros analisados a 80 °C, visto que,
as variaveis, temperatura e razdo Man/Gal, que ndo influenciaram no deslocamento
e na intensidade dos sinais, foram semelhantes as utilizadas neste trabalho, quais
sejam: temperatura da analise 70 °C e razdo Man/Gal da galactomanana de
Schizolobium parahybae (guapuruvu) 3:1 (GANTER et al, 1993; GANTER et
al.,1995).

Os espectros dos géis binarios 12,5% e 37,5% apresentaram sinais referentes
aos polissacarideos agar e galactomanana. Na amostra 12,5% a resolugdo do
espectro permitiu a visualizagcdo de alguns picos atribuidos as unidades de
galactomanana, no entanto, foi na amostra 37,5%, com a maior proporcao de
galactomanana que a presencga desse polissacarideo pode ser visualizada (FIGURA
10).
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FIGURA 10 — ESPECTRO DE RMN DO CARBONO TREZE ('3C) COM AS ATRIBUICOES PARA OS
CARBONOS DAS UNIDADES DE _ B-D-GALACTOPIRANOSIL E  3,6-ANIDRO-o-L-
GALACTOPIRANOSIL DAS AMOSTRAS AGAR, 12,5% E 37,5%; E UNIDADES DE B-D-
MANOPIRANOSE (MAN) E a-D-GALACTOPIRANOSE (GAL) DA GALACTOMANANA DE S.
parahybae ANALISE EM 100 MHZ DE FREQUENCIA, EM D,O, A 70 °C. DESLOCAMENTOS
QUIMICOS EXPRESSOS EM ppm (3).

Na tabela 2 estdo descritas as atribuicdes de sinais para os carbonos das
unidades estruturais do agar, B-D-galactopiranosil e 3,6-anidro-a-L-galactopiranosil e
da galactomanana de guapuruvu, o-D-galactopiranose e B-D-manopiranose. Os
mesmos sinais para as unidades dos polissacarideos agar e galactomanana foram

observados nos géis 12,5% e 37,5%.
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TABELA 2 - ATRIBUIQOES DE SINAIS DAS ANALISES DE RMN DE CARBONO (RMN '°C) DAS
AMOSTRAS AGAR, 12,5% E 37,5% DA GALACTOMANANA DE S. parahybae.

Unidade estrutural Deslocamentos quimicos
B-D-galactopiranosil
C-1 101.9
C-2 69.8
C-3 81.8
C-4 68.4
C-5 74.9
C-6 60.7

3,6-anidro-a-L-galactopiranosil

C-1 97.8
C-2 69.5
C-3 79.6
C-4 76.9
C-5 75.1
C-6 68.9

o-D-Galactopiranose

C-1 98,9
C-2 68,6
C-3 69,6
C-4 69,5
C-5 71,3
C-6 61,3
B-D-Manopiranose
C-1 100,1 (continua)
C-2 (70,1)*
C-3 71,6
C-4 76,5 (76,7) *
C-5 75,1 (73,5) *
C-6 60,7 (66,7) *

Leg.: * deslocamentos (6) dos carbonos em parénteses pertencentes as unidades (-D-Man
substituidas por a-D-Gal
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5.2 ANALISES REOLOGICAS

5.2.1 Analises Oscilatdrias Dinamicas

As analises reoldgicas foram realizadas com a finalidade de verificar o efeito
da substituicdo parcial do agar por galactomanana de S. parahybae, bem como a
influéncia do processo de esterilizagdo dos meios de cultura MS gelificados por
estes polissacarideos. Para isso, analisaram-se diferentes percentagens de cada
polimero nas misturas, conforme demonstrado na Tabela 3.

Duas classes de amostras foram comparadas entre si, sendo agrupadas da

seguinte forma: 1) submetidas a autoclavagem e; 2) amostras nao autoclavadas.

TABELA 3. VALORES DE CONCENTRAGAO DOS MEIOS DE CULTURA DE AGAR E
GALACTOMANANA PARA ANALISES REOLOGICAS.

Concentracdo de Agar (%) Concentracao de Galactomanana (%)
100 0
93,75 6,25
87,5 12,5
75,0 25,0
62,5 37,5

Para as varreduras de tensdo foram realizados ensaios com diferentes
freqliéncias (1Hz, 2Hz e 3Hz) porque a regido de viscoelasticidade linear (RVL) é
dependente da freqiiéncia, sendo, os melhores resultados, ou seja, aqueles com
maior reprodutibilidade, encontrados a frequéncia fixa de 1Hz. Esta analise foi
realizada no intervalo de 0,1 a 100 Pa.

Os valores de deformacdo utilizados em analises reologicas de
polissacarideos normalmente variam de 1 a 10% (BHATTACHARYA, 1999;
CHRONAKIS; KASAPIS; RICHARDSON, 1996; COURRAZE; GROSSIORDI, 1991).
A deformagéo empregada nas varreduras de freqiéncia deste estudo foi de 1Pa. A
FIGURA 11 ilustra o perfil obtido para as amostras que nao foram autoclavadas e
dos géis autoclavados.
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FIGURA 11 — VARREDURA DE TEN$AO EXECUTADA EM MODO CS DE 0.1 — 100 PA, 1,00 HZ, A
20°C, PARA AS AMOSTRAS: A) AGAR, 6,25%; 12,5%; 25,0% E 375% QUE NAO FORAM
AUTOCLAVADAS E AS AMOSTRAS B) AGAR, 6,25%; 12,5%; 25,0% E 375% AUTOCLAVADAS A
121°C POR 1H E 15 MIN.
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A partir da determinacdo da regido viscoelastica linear, os valores dos
moédulos de cisalhamento elastico (G’) e viscoso (G”) foram avaliados para o
intervalo de frequéncia de 0,1 a 100 Hz, com tensao aplicada de 1Pa para todas as
amostras. Dessa forma, a RVL foi estabelecida para que ndo ocorram desvios dos
modelos que descrevem o comportamento dos materiais, e para que a deformacao
causada nao destrua as ligagdes internas temporarias de moléculas ou agregados,
gerando perda de viscosidade e perda irreversivel de parte da energia em forma de
calor (MALKIN, 1994; SCHRAMM, 2006), o que poderia resultar em analises nao
representativas da estrutura real dos géis, durante os testes oscilatorios.

As varreduras de frequéncia dos géis autoclavados e nao autoclavados
mostram que os géis apresentam um comportamento tipico de um gel. Para todas
as amostras analisadas observou-se o predominio do carater sélido G' > G", em
média na ordem de 10 vezes, perfil caracteristico de um gel rigido. Estes espectros
mecanicos fornecem evidéncias experimentais de que a mobilidade da cadeia global
de moléculas dentro da rede dos géis € muito baixa, ou seja, ocorre a formacao de
uma rede tridimensional (NORZIAH et al., 2006).

Foi evidenciado, no entanto, para todos os sistemas analisados, uma variacao
no comportamento dos parametros reolégicos G' e G". A partir de determinado
momento, 0s modulos tornaram-se dependentes da frequéncia. Na faixa de
frequéncia de 0,1 a 4 Hz os géis mostraram carater de gel forte, porém acima de 4
Hz esse comportamento passa a ser perturbado, mostrando que as estruturas dos
géis podem estar sendo modificadas (FIGURA 12).
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FIGURA 12 — VARREDURA DE FREQUEN(}IA EXECUTADA EM MODO CS DE 0,01 — 100,00 Hz,
1,00 Pa, A 20°C, PARA AS AMOSTRAS: A) AGAR, 6,25%; 12,5%; 25,0% E 375% QUE NAO FORAM
AUTOCLAVADAS E AS AMOSTRAS B) AGAR, 6,25%; 12,5%; 25,0% E 375% AUTOCLAVADAS A
121°C POR 1H E 15 MIN.

Algumas informagdes importantes devem ser ressaltadas, a medida que, os
parametros reoldgicos sao divergentes quanto ao processo de esterilizacdo das
amostras e também quanto a adicao de galactomanana ao sistema.

Todo meio de cultura utilizado para micropropagacdo vegetal deve ser

esterilizado antes de receber o material vegetal em questdo. Apesar de ser um
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processo obrigatério, a influéncia da esterilizacdo em solugdes contendo polimeros,
€ pouco relatada na literatura (OVIATT; BRANT, 1993; BINDAL et al., 2003). Neste
trabalho o processo de autoclavagem influenciou nas propriedades reoldgicas dos
meios gelificados com diferentes proporcdes de agar e galactomanana.

De acordo com os valores apresentados na Tabela 4 pode-se observar que
os valores de G', G" e n* sdo maiores para as amostras autoclavadas do que para
as que ndo passaram por este processo. Testes estatisticos apontaram que o
processo de autoclavagem aumentou, significativamente (p<0,05), os valores de G'
para todos os géis.

TABELA 4 - MEDIA DOS VALORES DE G’, G” E* OBITIDOS A 1HZ PARA AS AMOSTRAS

PARCIALMENTE SUBSTITUIDAS POR GALACTOMANANA (6,25; 12,5; 25,0 E 37,5%) E AMOSTRA
CONTENDO SOMENTE AGAR (AUTOCLAVADAS E NAO AUTOCLAVADAS).

Valor Médio de G', G" e n* a 1Hz

Agar 6,25% 12,5% 25,0% 37,5%

G' (Pa) Nao 982,53+ 74574+ 746,06+ 41262+ 199,58 +
Autoclavadas 33,3 23,14 31,95 28,08 24,21
Autoclavadas 1206,66 990,02+ 866,30+ 642,72+ 400,61 =

+31,96 32,18 17,95 27,77 17,96

G" (Pa) N&o 40,03+ 3438+ 3512+ 20,90+ 17,67 +

Autoclavadas 554 4,14 5,88 4,26 3,84

Autoclavadas 63,55+ 55,73+ 47,18+ 35,82+ 29,15+
6,91 5,21 5,16 6,91 2,85

n* Nao 1,56 + 1,21 1,01 £ 0,54 + 0,33 =

(hPa.s) Autoclavadas 0,082 0,077 0,098 0,010 0,041

Autoclavadas 1,88 + 1,61 + 1,34 + 0,85 + 0,66 +
0,020 0,006 0,039 0,023 0,068

A menor diferenca foi encontrada para o meio 12,5% (746,06 para 866,30 Pa)
e, a maior diferenca no médulo G' esteve no gel 6,25% (745,74 para 990,02 Pa). E
possivel que o aumento da energia cinética do sistema, devido ao aumento da

temperatura (120 °C) e da pressao, tenha favorecido as interagbes moleculares
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(especialmente as interacbes hidrofébicas) das cadeias dos polissacarideos agar e
galactomanana, o que resultou em géis com redes tridimensionais mais estruturadas
e, consequentemente, maiores valores de G'.

Resultados semelhantes foram encontrados em um sistema de proteinas do
trigo, no qual, apdés o processo de autoclavagem maiores valores de G' foram
observados. Segundo os autores, a essa condicdo de temperatura e pressao
algumas interagdes hidrofébicas, pontes de dissulfeto e ligacdes eletrostaticas, entre
as cadeias das proteinas sdo favorecidas pelo aumento da energia cinética do
sistema (COMFORT; HOWELL, 2003).

Por outro lado, existem sistemas em que o processo de esterilizagdo foi
responsavel por uma diminuicdo no carater sélido da amostra testada. A
autoclavagem de uma solugdo de quitosana a 2% (p/v.), por apenas 10 minutos,
resultou em um decréscimo de 30% no peso molecular, diminuicdo da viscosidade
dindmica, e numa substancial diminuicdo das propriedades mecanicas do gel
(JARRY, 2001).

Em alguns casos, ndao foram observadas mudancas nos parametros
reolégicos das amostras apds a autoclavagem. Bindal et al., (2003) observou a
influéncia do processo de autoclavagem para a goma guar € ndao encontrou uma
mudanca significativa para os valores da viscosidade aparente. O mesmo
comportamento nao foi observado para a xantana e para a hidroxietilcelulose que
apresentaram uma reducéo significativa da viscosidade aparente.

Andriola e colaboradores (2009) estudaram o efeito de diferentes métodos de
esterilizagdo nas propriedades termo-mecanicas do hidrogel de xiloglucana de
Tamarindus indica apds degalactosilicdo. As propriedades do hidrogel foram
preservadas para as amostras que foram submetidas ao processo de esterilizacao
por irradiagdo-y e autoclavagem a 121°C, 1atm durante 20 minutos. A temperatura
de transigao sol-gel foi similar para todas as amostras e para a amostra controle.

Sendo assim, ndo € possivel determinar previamente a influéncia da
esterilizacdo nos diferentes sistemas. Neste trabalho, considera-se que o processo
de autoclavagem teve uma influéncia positiva nos meios de cultura, pois ndo causou
a reducao dos valores de G', que na prética estao relacionados com a dureza de um
gel.

O principal questionamento deste trabalho foi o efeito, da substituicdo de agar

por galactomanana de guapuruvu nos parametros reolodgicos dos meios de cultura.
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Os resultados dos testes oscilatorios mostraram que a substituicdo parcial do agar
pela galactomanana causou um decréscimo proporcional nos valores de G' e G". Os
maiores valores de G' (1206,66 Pa a 1Hz) foram encontrados para a amostra de
meio autoclavado contendo somente &gar (TABELA 4 pag. 55). Esse
comportamento foi observado em misturas de agar e x-carragenana, visto que o
maior valor de G' correspondia ao meio gelificado apenas com agar e a medida que
maiores concentracées de k-carragenana eram adicionadas ao sistema menores
valores de G' foram obtidos (NORZIAH et al, 2006). Resultados semelhantes,
também, foram observados na mistura formada por agar e galactomanana de goma
guar (LUCYSZYN et al., 2006).

A FIGURA 13A ilustra a média dos valores de G' a 1Hz para as amostras que
ndo foram autoclavadas. Segundo os dados apresentados na figura, a amostra agar
possui 0s maiores valores de G' (982,53Pa), seguido pelas misturas
agar/galactomanana, cujos valores do modulo elastico decaem, proporcionalmente,
ao acrescimo de galactomanana no meio. As amostras 6,25% (745,74Pa) e 12,5%
(746,06Pa) ndo apresentaram diferencas significativas entre elas, provavelmente,
porque nessas condi¢cdes de gelificagdo (sem autocalavagem) a diferenca na
concentracao de galactomanana nao seja suficiente para causar modificagdes na
estrutura dos géis.

Uma diferenga observada nos meios autoclavados, além do aumento nos
valores de G', diz respeito a mudanca no perfil das amostras 6,25% e 12,5%, que
passaram a ter valores de G' significativamente diferentes, 990,02 Pa e 866,30 Pa,
respectivamente (FIGURA 13B). Estes resultados sugerem que a adicdo de
galactomanana ao sistema deve interferir na interacdo entre as cadeias de agar,
proporcionando um afrouxamento na malha tridimensional, do gel que € mais bem

visualizado em condicdes de alta energia (autoclave).
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FIGURA 13 - REPRESENTAGCAO DA MEDIA DOS VALORES DOS MODULOS ELASTICOS (G)) A
1Hz PARA AMOSTRAS: A) NAO AUTOCLAVADAS E B) AUTOCLAVADAS A 121°C POR 1H E
15MINUTOS. AS LETRAS IGUAIS, DE ACORDO COM TESTE DE TUKEY, INDICAM AMOSTRAS
QUE NAO DIFEREM SIGNIFICATIVAMENTE (P=0,05). AS BARRAS VERTICAIS MOSTRAM O
ERRO PADRAO.

Tanto nas amostras nao autoclavadas (FIGURA 13A) quanto nas
autoclavadas (FIGURA 13B) a presengca de galactomanana no sistema em
diferentes concentracodes, resultou em uma menor rigidez dos géis (menores valores
de G'). Este fato fica evidente quando as andlises referentes as amostras agar e

37,5% sao confrontadas, pois nas amostras que néo foram esterilizadas houve uma
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reducdo de 782,95 Pa nos valores de G' e quando foram autoclavadas um
decréscimo de 806,05 Pa.

Na literatura, a teoria mais aceita diz que o aumento de G' resulta da
existéncia de uma rede interpenetrante, na qual as cadeias de dois polimeros se
associam formando uma unica fase no gel (PICULELLI; NILSSON; MUHRDECK,
1992; NISHINARI et al., 1996). Sabe-se que, pequenas diferengas na estrutura
quimica dos polissacarideos pode levar a incompatibilidade mutua, ou seja, a nao
interacdo entre as cadeias que, geralmente, causa a separacao de fases (GARNIER,;
SCHORSCH; DOUBLIER, 1995).

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que ocorreu uma separacao de
fases na rede dos géis, ou seja, ndo ocorreu uma interagdo sinérgica entre as
cadeias dos polissacarideos agar e galactomanana de guapuruvu, pois menores
valores de G' foram encontrados nos meios de cultura gelificados com substituicées
por galactomanana de guapuruvu. Resultados similares, a este, foram reportados
para os sistemas k-carragenana/ gelana e 1-carragenana/ gelana (NISHINARI et al.,
1996; RODRIGUEZ; TECANTE, 1999).

5.2.2 Anadlises de Arraste e Recuperacao

O efeito da substituicao parcial do agar por galactomanana de S. parahybae
nas amostras agar/ galactomanana foi, também, determinado por meio do teste de
arraste e recuperagdo. Entre outras vantagens, essa andlise nao causa
perturbagdes significativas na estrutura interna do sistema e ainda, pode ser
realizada juntamente com outras analises oscilatérias, que permitirdo obter
informacdes sobre a estrutura interna da amostra estudada (DOLZ; HERNANDEZ;
DELEJIDO, 2008).

Para todas as analises a tensdo escolhida foi de 3Pa - ap6s analises nas
tensdes de 1, 2 e 3 Pa - nesta tensdo as curvas de complianga mostraram-se
semelhantes, indicando que a estrutura ndo estava sendo comprometida. Durante
300s este valor de tensao foi aplicado na amostra, que reage com um determinado

valor de deformagédo. ApOs esse tempo, a tensdo foi retirada e verificou-se a
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capacidade do material de voltar para sua estrutura original, ou seja, seu carater
elastico (SCHRAMM, 2006).
A adicdao de galactomanana ao sistema e o processo de autoclavagem

alteraram o comportamento viscoelastico das amostras analisadas (FIGURA 14 A e
B).
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FIGURA 14 - TESTE DE ARRASTE E RECUPERAGCAO DAS AMOSTRAS: A) AGAR, 6,25%; 12,5%;
25,0% E 37,5% QUE NAO FORAM AUTOCLAVADAS E DAS AMOSTRAS B) AGAR, 6,25%; 12,5%;
25,0% E 37,5% AUTOCLAVADAS A 121°C POR 1H E 15 MIN.
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Na Tabela 5 estdo apresentados os valores da complianca no instante zero
(Jo), os valores do modulo elastico no tempo zero (Go) € a recuperacao exibida em

cada amostra. A recuperacao foi determinada pela relacao Jr/dJmax. (1/cPa).

TABELA 5 - VALORES DE J,, Go E JRIJMAX. PARA AS AMOSTRAS PARCIALMENTE
SUBSTITUIDAS POR GALACTOMANANA (6,25; 12,5; 25,0 E 37,5%) E AMOSTRA CONTENDO
SOMENTE AGAR (CONTROLE) (AUTOCLAVADAS E NAO AUTOCLAVADAS).

Amostras nao autoclavadas Amostras autoclavadas
Jo (1/cPa) Jr/Jmax. Gy (Pa) Jo Jr/dmax. Gy (Pa)
(1/Pa) (1/cPa) (1/cPa)

Agar 06155; 75,89 + 633,0 + 0,125 + 93,14 + 805,4 +
’ 12,20 7,35 0,003 9,07 17,21

6,25% 0623(5)”; 75,03 + 4665 + 0124+ 91,56 + 804,6 +
’ 10,82 19,57 3,76 37,48

0,006

12,5% 0,317 + 72,75 + 321,6 + 0,216 + 68,62 + 462,6 +
0,006 5,81 10,45 0,001 5,28 20,55

25,0% O’g%%i 61,32 + 240,05 + 0,356 + 7551 + 270,5 +
: 5,68 16,15 0,014 2,17 18,39

37,5% 0,725 + 68,63 + 137,05 + 0,437 + 63,715 + 228,55 +
0,015 6,18 3,35 0,005 6,47 2,76

Legenda: O periodo de arraste foi de 300s sob tenséo de 3Pa, e a recuperagao (Jr/ldJmax.) em periodo

de 1500s sob tensao nula e valores de Gy que representa o modulo elastico no tempo t=0.

A complianca (J) reflete a facilidade com que um material é deformado.
Quanto maior o valor de J, menor a resisténcia oferecida pelo material a
deformagéo. Para as amostras que nao foram autoclavadas os menores valores de J
foram encontrados nos meios gelificados apenas com agar € no meio 6,25%, que
apresentaram valores de Jo muito similares, 0,155 cPa’ e 0,213 cPa’,
respectivamente. Esses géis também apresentaram o0s maiores valores de
recuperacgdo Jr/dmax= 75,89% e 75,03% e o maior valor para o médulo elastico no
tempo zero, Go= 633,0 Pa e 466,5 Pa, para os meios agar e 6,25%, respectivamente

(TABELA 5).
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A adicdo de 37,5% de galactomanana ao sistema causou uma diminuicao
significativa na resisténcia a deformacao, apresentando os maiores valores de Jo
0,725 cPA™ e 0 menor valor para Go 137,05 Pa. A partir desses resultados e da
analise por varredura de freqliéncia observa-se uma tendéncia na diminuicdo da
forca do gel a medida que maiores concentracbes de galactomanana séao
adicionadas ao sistema.

De acordo com o teste de arraste e recuperagdo, as amostras autoclavadas
agar e 6,25% apresentam os menores valores de Jo, 0,125 cPa™ e 0,124 cPa™,
respectivamente. Assim como os meios ndo autoclavados, estas amostras possuem
os maiores valores de Gy e de recuperacédo Jr/Jmax. Estes dados mostram que a
substituicdo por galactomanana na concentragdo de 6,25% né&o influenciou na
complacéncia desse gel, ou seja, ndo teve efeito sobre a resisténcia do sistema
quando este é submetido a uma determinada tensdo, sugerindo uma estrutura
interna bastante similar desta amostra e do meio &gar (DOLZ; HERNANDEZ;
DELEJIDO, 2008).

O mesmo comportamento observado para as amostras ndo autoclavadas foi
evidenciado nos meios autoclavados, ou seja, conforme o agar é substituido por
concentragbes maiores de galactomanana, maiores s&o os valores de Jo, € menores
os valores de Jr/ldJmax e Gy Essa tendéncia é observada, igualmente, nas
varreduras de frequéncia (TABELA 4), em que, os maiores valores de G', médulo
relacionado ao carater so6lido de um material, foram observados nos géis com as
menores propor¢des de galactomanana.

Portanto, comparando a resposta elastica e viscosa dos materiais pode-se
concluir que os géis mais elasticos, ou seja, aqueles com maiores valores de
Jr/ldmax, sdo: agar e 6,25%. Além disso, a medida que maiores concentragdes de
galactomanana sao adicionadas ao sistema, os géis tornam-se cada vez mais
viscoelasticos (Jr/ldJmax menores e Jo maiores). Sendo assim, nao é possivel afirmar
que a mistura de 4gar com galactomanana de guapuruvu exibiram efeito sinérgico,
pois os valores de complianga sdo maiores para 0s géis binarios do que para o meio
agar.

Na mistura entre xantana e glucomanana o efeito de sinergia foi observado,
pela redugdo da complianga da mistura binaria quando comparada aos valores das
compliancas das solucdes contendo os polissacarideos isolados (FITZSIMONS;
TOBIN; MORRIS, 2008).
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5.2.3 Analises Dinamicas Termomecanicas

Com a finalidade de observar o efeito da temperatura sob o processo de
gelificacdo do sistema foi realizado o estudo da influéncia do aquecimento e
resfriamento nos valores de Ge G” para a mistura agar/galactomanana
autoclavadas e ndo autoclavadas. A faixa de variagao de temperatura foi de 10 °C a
90 °C com velocidade de 3 °C/min., com a medida de frequéncia fixa de 1 Hz e
tensao de cisalhamento fixa de 1 Pa. A variagcdo dos modulos elastico (G’) e viscoso
(G”) foi observada durante o aquecimento para 90 °C e posterior resfriamento para
10°C.

Durante o aquecimento, ambos os modulos G’ e G” decaem discretamente
até aproximadamente 70 °C (FIGURA 15), para todos os sistemas autoclavados ou
ndo auoclavados, e entre 70 °C e 90 °C observa-se uma queda proeminente para os
valores de G’. Esta queda proeminente a partir de 70°C, especialmente nos valores
de G' foi encontrada para misturas de x-carragenana/goma alfarroba (LUNDIN;
HERMANSSON, 1997), x-carragenana/konjac glucomanana (KOHYAMA; IIDA;
NISHINARI, 1993), 4&gar/x-carragenana (NORZIAH et al, 2006) e
agar/galactomanana de Ceratonia siliqua (OLHERO et al., 2000).



65

— G' Agar
10000~ A - G 6,25%
G 12,5%
1000- e G 25,0%
= G 37,5%
I
T 100-
o
10-
1 I 1 1 ] !
0 20 40 60 80 100
Temperatura (°C)
100004 B ,
-e= (5" Agar
- (G'6,25%
1000- ‘.‘w\ - G 12,5%
E G 25,0%
< 1004 \ G' 37,5%
O
10- \
&
1 L) ) L) L) )

Temperatura (°C)

FIGURA 15 — VARIAGAO DO MODULO ELASTICO (G') PARA AS AMOSTRAS: A) AGAR, 6,25%;
12,5%; 25,0% E 37,5% QUE NAO FORAM AUTOCLAVADAS; B) AGAR, 6,25%; 12,5%; 25,0% E
37,5% AUTOCLAVADAS 121°C POR 1H E 15MINUTOS MEDIDAS DURANTE AQUECIMENTO
(10°C A 90°C).
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O agar é capaz de formar uma solucao termo-reversivel em meio aquoso, que
permanece estavel ao longo de uma ampla faixa de temperatura, ou seja, possui
uma alta histerese: intervalo de temperatura entre as temperaturas de fusédo e
gelificacdo (ALTMAN et al, 2004; LABROPOULOS et al, 2002). O agar gelifica a
uma temperatura aproximada de 40 °C e sua temperatura de fuséo esta por volta de
85 °C (ARMISEN; GALATAS, 1993), valor semelhante ao ponto de transigdo gel-sol
encontrado, neste trabalho, para os meios agar/galactomanana (80- 85 °C).

Através do comportamento dos sistemas para a andlise termomecanica
durante o aquecimento, demonstrou-se que a adicdo de galactomananana nao
influenciou significativamente no ponto de fusdo das amostras. As maiores
diferengas no médulo eléstico foram observadas entre o meio sem adigdo de
galactomanana e o meio contendo a concentracdo maxima desse polissacarideo
(87,5%).

Quanto aos meios ndo autoclavados (FIGURA 15A) observam-se menores
valores do médulo elastico (G'), em temperaturas elevadas, para o meio composto
apenas pelo polissacarideo agar. Além disso, os géis binarios agar/galactomanana
mostraram-se menos termoestaveis, quando foram autoclavados (FIGURA 15B), em
comparacao as mesmas amostras ndo autoclavadas, pois hd uma diminuicdo nos
valores de G' no final do aquecimento préxima de 10 vezes. Isto indica que apds um
processo de esterilizacdo, quando a amostra € novamente submetida a condicdes
de elevadas temperaturas, ela ndo é capaz de se reestruturar do mesmo modo que
as amostras néo esterilizadas.

Este comportamento nao foi observado para a amostra agar, que manteve o
mesmo perfil com ou sem o processo de esterilizagdo. E provavel, portanto, que a
diminuicdo do carater solido das amostras 6,25, 12,5, 25,0 e 37,5% esteja
relacionado as interagdes intermoleculares entre as cadeias de agar e
galactomanana do guapuruvu que sao modificadas de forma irreversivel nas
condi¢oes estudadas (autoclave + altas temperaturas).

Bindal e colaboradores (2003) relataram uma diminuicdo da viscosidade
aparente em solugdes de goma guar a 0,2, 0,3 e 0,4% apds o0 processo de
esterilizagdo por 30 minutos. Entretanto para uma solugéo a 0,5% nao foi observado
uma redugdo na viscosidade aparente. Launay et al., (1997) observou que as
interacdes entre as cadeias de goma guar ndo sdo muito sensiveis a elevadas

temperaturas. Maier et al., (1993), observou 0 mesmo fendmeno quando mostrou
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que a viscosidade aparente de solugdes de goma guar decaia com o aumento da
temperatura (temperatura maxima do experimento foi 90 °C), porém ocorria uma
recuperacgdo total dos valores da viscosidade quando as solugbes eram resfriadas
até temperatura ambiente.

Apb6s o aquecimento (10 °C a 90 °C) a amostra comega a ser resfriada e
retorna, novamente, a 10 °C (FIGURA 16). Nessa fase da anadlise é possivel
observar o ponto em que ocorre a mudancga de estado fisico (transigdo sol-gel) e
avaliar os valores de G' e G", que indicam o grau de recuperacao do gel, apos o ciclo
de temperatura. O ponto de gelificacdo dos géis foi calculado extrapolando-se a
faixa de grande elevacao dos valores de G' para interceptar o eixo x (temperatura)
(HSIEH; REGENSTEIN; RAO, 1993; NORZIAH et al., 2006). Outro método, mais
preciso, que pode ser utilizado na determinagdo do ponto de gelificagdo é o calculo
do ponto de inflexdo (BUSATO et al., 2009), no entanto, neste trabalho, nao foi
possivel utiliza-lo pela auséncia de ponto de inflexdo nas curvas dos géis (ponto de
inversdo da concavidade da curva).
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FIGURA 16 — VARIACAO DO MODULO ELASTICO (G') PARA AS AMOSTRAS: A) AGAR, 6,25%;
12,5%; 25,0% E 37,5% QUE NAO FORAM AUTOCLAVADAS; B) AGAR, 6,25%; 12,5%; 25,0% E
37,5% AUTOCLAVADAS 121°C POR 1H E 15MINUTOS MEDIDAS DURANTE RESFRIAMENTO
(90°C A 10°C).

O processo de micropropagagao exige que os meios, a serem utilizados,
passem por um processo de esterilizagdo, sendo assim, os géis autoclavados sao os

que mimetizam as condicées de cultura das macieiras; lembrando que os géis
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binarios estudados aqui foram utilizados, anteriormente, para analisar o crescimento
diferencial de macieiras marubakaido (PEREIRA-NETTO et al. 2012).

As analises termo-mecanicas dos meios (agar, 6,25%, 12,5%, 25,0% e 37,5%
- autoclavados) mostraram perfis semelhantes entre o meio agar e as amostras
substituidas por galactomanana de guapuruvu durante o aquecimento (10 — 90 °C).
Nesses meios os valores de G' sofrem um decréscimo a partir de 70 °C em ordem
de grandeza de cerca de 100 vezes, indicando o ponto de amolecimento das
amostras, ou seja, a transicao de fase solida para liquida (FIGURA 17).

Durante a fase de aquecimento os valores de G' apresentam valores sempre
superiores aos valores de G", apontando o predominio do carater sélido dessas
amostras. Apos o termino do ciclo de aquecimento- resfriamento ocorre um ligeiro
aumento do modulo elastico (G') em relagéo ao seu valor inicial . Os dados obtidos
para os géis, apds o ciclo de aquecimento-resfriamento, sugerem que a estabilidade
térmica total pode ser oriunda da simples preservacao e estabilizagdo das estruturas
formadas durante o resfriamento ap6s o preparo do gel, ndo havendo indicacdo da
formacdo de novas associagcées intermoleculares significantes durante o
aquecimento (TSOGA; RICHARDSON; MORRIS, 2004).

A semelhanga encontrada entre as amostras durante a fase de aquecimento,
nao foi observada durante o resfriamento. O meio gelificado apenas com agar e os
meios contendo menores substituicbes por galactomanana (6,25% e 12,5%)
mostraram perfis similares em todo o ciclo aquecimento-resfriamento com
temperaturas de gelificagéo (35 — 40 °C) muito préximas. No entanto, em meios com
maiores concentragdes de galactomanana (25,0 e 37,5%) observam-se decréscimo
nos valores de G' e diminuicado da temperatura de gelificacdo (30 — 35 °C) (TABELA
6).

TABELA 6 — VALORES DE TEMPERATURA DE FUSAO E DE GELIFICAGAO DAS AMOSTRAS
PREVIAMENTE AUTOCLAVADAS

Amostras Temperatura de Fusao Temperatura de
gelificacao
Agar 80 —90 °C 35-40°C
6,25% 80 —90 °C 35-40°C
12,5% 80 —90 °C 35-40°C
25,0% 80 — 90 °C 30-35°C

37,5% 80 —90 °C 30—-35°C
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O comportamento dos moédulos de armazenamento (G') e de perda (G") dos

géis autoclavados em um ciclo aquecimento-resfriamento esta apresentado na
FIGURA 17 .
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FIGURA 17 — VARIACAO DO MODULO ELASTICO (G') E VISCOSO (G") PARA AS AMOSTRAS: A)
AGAR; B) 6,25%; C) 12,5%; D) 25,0% E E) 37,5% AUTOCLAVADAS 121°C POR 1H E 15MINUTOS,
MEDIDAS DURANTE AQUECIMENTO (10°C A 90°C) E POSTERIOR RESFRIAMENTO (90°C A
10°C). SETAS PRETAS INDICAM O SENTIDO DE G' E G" DURANTE O CICLO AQUECIMENTO-
RESFRIAMENTO.
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Durante a fase de resfriamento do gel 4gar e das misturas binarias observam-
se duas regides de transicao sol-gel - a primeira entre 60 — 70 °C e a outra entre 30
— 40 °C - este fato pode indicar que o processo de gelificacdo pode estar ocorrendo
em duas etapas, e que apenas em temperaturas mais baixas € que ocorre a
gelificacao completa dos géis (NORZIAH et al., 2006). Na faixa de temperatura entre
30 — 40 °C, que esta préxima a temperatura de gelificacdo do agar, € onde se
observa, na pratica, a solidificagdo destes meios.

A diminuicao dos valores de G' e G" e as menores temperaturas de gelificacao
encontrados nos meio 25,0% e 37,5%, confirmam a tendéncia encontrada nas
outras andlises reoldgicas realizadas, ou seja, a substituicdo de galactomanana de
guapuruvu por agar torna esses géis binarios menos rigidos, especialmente, quando
maiores concentragdes de galactomanana sdo adicionados ao sistema.

Tendo em vista a semelhanca no modo de gelificacdo das moléculas de
carragenana e agar (ambas galactanas, cuja gelificacdo ocorre pela formacao de
duplas hélices; agarose difere das carragenanas na estereoquimica da unidade B)
pode-se se tracar um paralelo entre o modo de interacdo da mistura de
carragenana/galactomanana e o de agar/galactomanana. Dea; Morrison (1975)
propuseram um modelo de interagdao entre carragenana/galactomanana em que as
duplas hélices das moléculas de carragenana interagiam com moléculas de
galactomanana nas suas regides nao substituidas por unidades de manose (modelo
classico). Cainrs et al. (1987, 1991) através de analises de difracdo de raios X
propuseram outro modelo, em que a rede formada por duplas hélices de
carragenana apenas contém moléculas de galactomanana em solucdo, logo este
polissacarideo ndo tem influéncia no processo de gelificacao da mistura.

Fernandes e colaboradores (1992) estudaram géis bindrios de x-carragenana
com trés diferentes galactomananas (guar, tara e alfarroba) e sugerem a
participagcdo das moléculas de galactomanana no processo de gelificacdo dos
sistemas, visto que, menores temperaturas de gelificacao foram encontradas quando
a galactomanana estava presente no sistema. Apesar dos dados obtidos neste
trabalho estarem de acordo com o proposto por Cairns et al. (1987,1991), os autores
sugerem que galactomananas com maior razdo Man/Gal, como a tara, que
apresenta razdo Man/Gal ~3 (semelhante ao da galactomanana de guapuruvu),

influenciaram no processo de gelificagdo da mistura.
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Misturas contendo moléculas de galactomanana podem formar uma nova fase
no sistema, na qual estas moléculas, dependendo da razdo Man/Gal (MCCLEARY;
NEUKOM, 1982) formam agregados pela interacdo das regides livres de unidades
de manose e assim modificam as propriedades das misturas. A formacao desses
agregados foi sugerida nos trabalhos citados acima e esta hipétese também pode
ser mencionada neste trabalho, visto que, em maiores concentragdes de
galactomanana, nos géis binarios, a temperatura de gelificacdo foi alterada,
indicando que a galactomanana de guapuruvu alterou a estrutura dos géis.

5.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para a analise ultraestrutural em MEV dos géis de agar (controle) e os
enriquecidos com galactomanana de guapuruvu nas concentracbes de 6,25%;
12,5%; 25,0% e 37,5% foi utilizada a mesma metodologia de preparo dos géis
realizado nas anadlises reoldgicas. Para as microscopias, a técnica escolhida foi a
Crio-MEV, na qual, as amostras sdo rapidamente congeladas com nitrogénio liquido
e posteriormente fraturadas, pois, segundo a literatura, essa é a melhor técnica para
observacdo de materiais altamente hidratados (ECHLIN, 1992; PRAKASH,;
FRANCIS; SCRIVEN, 2008).

Primeiramente, foram observadas as superficies externas dos géis nas areas
sem pontos de quebra. Pode-se visualizar nas imagens obtidas que a amostra
controle (agar) apresenta um padrao de superficie lisa e homogénea nao encontrada
nos géis com substituicbes parciais de galactomanana de guapuruvu (FIGURA 18).
Os géis de agar com adi¢des de galactomanana apresentaram superficies lisas em
areas localizadas, mas o0 que prevalece sao regibes com circunvolungoes
(especialmente observado em 6,25%) e regides com aspecto mais rugoso (12,5% e

25,0%, principalmente).
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FIGURA 18 — IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA. OBSERVAGAO DA
AREA SUPERFICIAL DOS GEIS DE AGAR/GALACTOMANANA (6,25%; 12,5%; 25,0% E 37,5%) E
DA AMOSTRA GELIFICADA APENAS COM AGAR. AUMENTO DE 100 VEZES.

7

Em maior aumento (ampliacdo de 1500 vezes) é possivel observar
claramente a diferenga entre a superficie externa do meio contendo apenas o agar
como agente gelificante e da amostra com a maior propor¢do de galactomanana na
composigao (37,5%). Aquela apresenta uma superficie lisa, enquanto esta se
mostra rugosa com aspecto cerebroide e bastante porosa (FIGURA 19).

Portanto, ja na parte superficial dos meios € possivel inferir que a adicdo de
galactomanana ao sistema resulta em modificacdo na estrutura dos géis,

aparentemente tornando-os menos compactados, menos rigidos; fato também
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observado nas andlises reoldgicas, em especial nos testes de arraste e
recuperacdo, nos quais os valores de Jo (compliangca) para 37,5% sao,
significativamente, maiores do que os do agar, mostrando uma estrutura mais

complacente do que o gel com agar.

FIGURA 19 — IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA. OBSERVAGAO DA
AREA SUPERFICIAL DOS GEIS DE AGAR/GALACTOMANANA (37,5%) E DA AMOSTRA
GELIFICADA APENAS COM AGAR. AUMENTO DE 1500 VEZES.

O passo seguinte a observacdao da superficie das amostras foi localizar
pontos de quebra, ou seja, partes dos géis que no momento da fratura do material
congelado expuseram o interior das amostras e estavam em posicao contraria ao
suporte de metal.

Assim como na parte superficial das amostras, a analise das regides internas
dos géis mostra diferengas entre o gel de agar (controle) e os enriquecidos com
galactomanana de guapuruvu nas concentracoes de 6,25%; 12,5%; 25,0% e 37,5%.
No gel de agar pode-se visualizar uma estrutura de aspecto denso, com poros de
tamanho e distribuicdo heterogénea e, em algumas regides (sem poros) podem-se
observar estruturas fibrosas compondo uma rede bastante compactada (setas
vermelhas) (FIGURA 20).
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FIGURA 20 — IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA. OBSERVAQ,AO DO
PONTO DE QUEBRA DA AMOSTRA GELIFICADA APENAS COM AGAR E DOS GEIS DE
AGAR/GALACTOMANANA (6,25%; 12,5%; 25,0% E 37,5%). AUMENTO DE 5.000 VEZES. SETAS
VERMELHAS: REDE COMPACTADA; SETAS AZUIS: POROS; SETAS VERDES: PEQUENAS
ESTRUTURAS VESICULARES/ GLOBULOSAS.

A malha interna dos géis enriquecidos com galactomanana de guapuruvu
apresentou um padrdo de organizacdo diferente do meio 4gar, mas semelhantes

entre si. Nestas amostras visualizou-se uma malha constituida por fibras, cuja
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organizacao promoveu a formacao de inumeros poros (setas azuis) distribuidos por
toda a parte interna.

Algumas diferencas, mais sutis, puderam ser observadas nos sistemas com
galactomanana, principalmente, entre os meios 6,25% e 37,5%. O meio 6,25% é
composto por uma estrutura fibrilar, apresentando um padrédo interno de
polimerizagdo heterogéneo, ou seja, existem regides com grandes poros e outras
mais compactadas (pequenos poros e fibras mais entrelagadas). No meio 37,5% vé-
se pequenas estruturas vesiculares/ globulosas (setas verdes) que devem estar
relacionadas a adicao de maiores quantidades de galactomanana em concentra¢des
que favorecem a formagao de um corpusculo globular, possivelmente, associagbes
de cadeias de galactomanana.

Os géis 6,25%; 12,5% e 25,0% apresentaram as maiores semelhancgas entre
si, sendo, formados por uma malha fibrosa e com poros (FIGURA 21). No entanto, a
observacdo das microscopias mostra que: no gel 6,25% a estrutura interna
apresenta areas predominantemente mais compactadas contrastando com grandes
poros (setas roxas); o gel 12,5%, visualmente, tem o padrdo de polimerizagao mais
homogéneo, com fibras formando uma rede bastante entrelagada, tendo, um
parénquima mais poroso e aparéncia mais "soft" quando comparado a amostra
6,25% ; 0 gel 25,0% também se organizou de forma homogénea, como o0 12,5%,
apresentando uma rede fibrosa bastante entrelacada, mas a juncdo das cadeias
organizou arquiteturas semelhantes a lamelas/ camadas, intercalando regides de

fibras organizadas e perfuragdes/ espagos vazios (setas amarelas).
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FIGURA 21 — IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA. OBSERVAQ,AO DO
PONTO DE QUEBRA DA AMOSTRA GELIFICADA APENAS COM AGAR E DOS GEIS DE
AGAR/GAL,ACTOMANANA (6,25%; 12,5%; 25,0% E 37,5%). AUMENTO DE 10.000 VEZES. SETAS
ROXAS: AREAS PREDOMINANTEMENTE MAIS COMPACTADAS CONTRASTANDO COM
GRANDES POROS; SETAS AMARELAS: PERFURACOES/ ESPACOS VAZIOS.
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Os testes oscilatorios dindmicos (varreduras de frequiéncia) mostraram que
entre as amostras autoclavadas, processo que também foi realizado para o MEV,
existe uma tendéncia de reducao do modulo elastico (G'), que indica o carater sélido
dos géis, a medida que concentracoes maiores de galactomananas sao adicionadas
aos meios. Esses resultados podem ser relacionados aos padrdes de organizagao
da estrutura interna dos materiais, visto que, segundo a descricdo acima e a
observacdo das microscopias, o gel de agar teve a malha mais compactada,
coincidindo com os maiores valores de G' (1206,66Pa) entre todos, e 0s meios
acrescidos com galactomanana, mostraram-se mais porosos e com uma rede
organizada de forma mais aberta, pelo afrouxamento das fibras.

As amostras 25,0% e 37.5% tiveram os menores valores de G' (642,72Pa e
400,61 Pa), sendo coincidente com a arquitetura de uma rede com espagos vazios
(buracos) (25,0%) e uma rede que comegou a apresentar granulacées em
detrimento da rede fibrilar (37,5%). Esses fatores estruturais, possivelmente, estdo
relacionados com a diminuicdo do carater solido destes géis, em relacdo a aqueles
com menor concentracao de galactomanana.

Os valores obtidos para os modulos elasticos (G') e a observacdo da
ultraestrutura dos meios de cultura podem ajudar na elucidacdo dos resultados
encontrados para o crescimento diferencial das macieiras. De acordo com os dados,
obtidos em trabalho anteriormente realizado (PEREIRA-NETTO et al.,, 2012), a
adicao de galactomanana ao sistema influenciou no crescimento das plantas. Os
melhores valores para a taxa de multiplicagcdo foram encontrados nos meios 12,5% e
25,0% (FIGURA 22), com destaque para o meio 12,5%, cuja taxa de multiplicagao

foi, significativamente, maior do que o meio gelificado apenas com agar.
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FIGURA 22 — EFEITO DA ADICAO DE GALACTOMANANA DE S. paraybae NA TAXA DE
MULTIPLICACAO DE M. prunifolia. AS LETRAS IGUAIS, DE ACORDO COM TESTE DE TUKEY,
INDICAM AMOSTRAS QUE NAO DIFEREM SIGNIFICATIVAMENTE (P=0,005) ENTRE SI. AS
BARRAS VERTICAIS MOSTRAM O DESVIO PADRAO.

FONTE: PEREIRA-NETTO et al. (2012).

Considerando que todos os fatores possivelmente causadores de mudancgas
no crescimento das plantas, como por exemplo, o pH, as concentragdes de sais e
fitoreguladores, a temperatura e o fotoperiodo (PASQUAL, 2001) foram
padronizados para todos os meios, logo, o crescimento diferencial das macieiras
deve estar relacionado a substituicdo do agar pela galactomanana e mais, essa
variagdo se deve a rigidez dos géis e a estrutura diferenciada dos meios
agar/galactomanana, ou seja, esta relacionado a variagées nas propriedades fisicas
dos meios.

O agar é utilizado em concentragdes que variam de 4 a 10 g/L (CALDAS et
al., 1998), mas além de ser considerado o componente de maior custo do meio de
cultura (GEORGE, 1993) altas concentracdées de agar promovem a elevacado do
potencial osmético do meio, dificultando a difusdo dos nutrientes para os explantes
reduzindo seu desenvolvimento. Sendo assim, a escolha da quantidade de agar
resulta de um compromisso entre um meio duro que minimize as perdas de agua e
um meio mole que permite uma melhor difusdo dos nutrientes.

Apesar de a substituicdo de galactomanana no sistema néo ter resultado num
incremento das propriedades mecanicas (menores valores de G' e maiores valores

J) para as plantas estas condigbes foram benéficas, ou seja, o incremento de
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galactomanana nos meios tornou-0os menos rigidos, com uma malha mais aberta e
fibrosa que deve ter favorecido a difusdo de agua e nutrientes para o explante. Ao
mesmo tempo, a concentracdo de agar nesses meios nao foi tdo reduzida a ponto
de aumentar consideravelmente a evaporacao de agua.

Entretanto, em géis com concentragcdes mais elevadas de galactomanana
(acima de 12,5%) observa-se uma queda na taxa de multiplicacao (FIGURA 22) que,
provavelmente, indica que estes meios (25,0% e 37,5%) apresentam dificuldade
para suportar o peso fisico das plantas de maneira efetiva, visto que sdo os meios
menos rigidos (menores de G').

LUCYSZYN e colaboradores (2007) reportaram o efeito da substituicdo
parcial de agar por galactomanana de Cassia fastuosa (cassia) and Cyamopsis
tetragonolobus (goma guar) na micropropagagao in vitro de explantes de folhas de
tabaco (Nicotiana tabacum). Os explantes cultivados em agar/guar ou agar/cassia
mostraram diferengas significativas no numero de brotos, massa fresca,
comprimento da raiz e, no crescimento das folhas, em comparacdo com o0s
resultados obtidos para meio controle (agar 6g/L). O crescimento diferencial visto
nos meios com substituicdo de galactomanana foram relacionados aos parametros
fisicos dos géis como a diminuigéo nos valores de viscosidade aparente. A formacgao
de um gel macio (mais viscoelastico) ajuda e/ou facilita a difusdo de agua e nutriente
no meio e, consequentemente, o crescimento de células e brotos.

DOBRANSZKI; MAGYAR-TABORI; TOMBACZ (2011) estudaram géis
binarios de agar/goma guar e phytagel/goma guar na micropropagacdo de macgas
Galaxy. De acordo com analises reoldgicas, a presenca de goma guar no sistema
causou reducdo no carater sélido dos géis, e ainda permitiu um aumento na
velocidade de difusdo de azul de metileno.

Por fim, o meio 12,5% que proporcionou o melhor crescimento nas macieiras
deve reunir em suas caracteristicas estruturais todos os fatores favoraveis ao
desenvolvimento de um explante, quais sejam: concentragbes ideais de agar que
diminuam a evaporagdo; meio ndo muito compactado que facilite a difusdo de
nutrientes e agua; concentracao 6tima de galactomanana na qual a estrutura interna
se organiza em uma malha fibrilar bastante homogénea; e meio rigido o suficiente
para manter o explante bem posicionado (PEREIRA-NETTO et al., 2012).
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Portanto, é possivel inferir que a substituicdo parcial do agar por
galactomanana de guapuruvu, por reduzir o carater solido dos géis binarios,
aumente a difusao de nutrientes e melhore a disponibilidade de agua aos explantes
de maca, e esta caracteristica fisica adquirida pelos géis com galactomanana, seja a
causa das melhores taxas de multiplicagéo dessas plantas.
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6 CONCLUSOES

O comportamento reolégico dos géis binarios de agar e galactomanana foi
altamente influenciado pelo processo de autoclavagem e pela porcentagem de
galactomanana de guapuruvu substituida em relacdo ao agente gelificante agar.
Estes efeitos puderam ser avaliados por analises oscilatorias dinamicas, oscilatérias
termo-mecanicas e teste de arraste e recuperacao.

De acordo com os resultados obtidos nas analises oscilatorias, a substituicao
por galactomanana de guapuruvu ndo promoveu um incremento das propriedades
mecanicas dos géis agar/galactomanana, que apresentaram valores de G' inferiores
as amostras agar. O espectro mecanico mostrou que todas as amostras exibiram
predominio do carater solido (G' > G"), em média na ordem de 10 vezes, peffil
caracteristico de um gel rigido. Os mddulos elastico G’ e viscoso G” dos meios agar,
6,25%, 12,5%, 25,0% e 37,5% evidenciaram que o processo de autoclavagem
aumentou o carater elastico de todas as amostras, onde os sistemas previamente
esterilizados apresentaram os maiores valores de G'.

Pela analise de arraste e recuperacao foi possivel examinar o carater
viscoelastico das amostras no periodo de tempo de 300s, na qual as amostras agar
e 6,25%, autoclavadas, apresentaram maior resisténcia a deformacao e capacidade
de recuperacao de ~ 90%, sugerindo a formacao de sistemas com estrutura interna
mais forte quando comparados aos demais, em contrapartida, o meio 37,5%
mostrou uma estrutura interna mais fraca, de menor resisténcia a deformacgéo,
apresentando os maiores valores de complianca.

Através das analises reoldgicas termo-mecanica observou-se que a
diminuicdo dos valores de G' e G" e as menores temperaturas de gelificagéo
encontrados nos meio 25,0% e 37,5%, confirmam a tendéncia de que a substituicao
de galactomanana de guapuruvu por agar torna esses geis binarios menos rigidos,
especialmente, quando maiores concentragdes de galactomanana sao adicionados
ao sistema. Os pontos de amolecimento e gelificagdo encontrados para todas as
amostras estdo proximos as temperaturas de mudanca de fase do polissacarideo

agar.
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Os espectros de RMN dos géis binarios 12,5% e 37,5% apresentaram sinais
referentes aos polissacarideos agar e galactomanana.

As anadlises por MEV indicaram que a substituicdo de galactomanana de
guapuruvu modifica a organizagdo da estrutura interna dos géis binarios.
Especialmente a amostra 12,5% apresentrou padrdo de polimerizagdo mais
homogéneo, com fibras formando uma rede bastante entrelagada, tendo, um
parénquima mais poroso e aparéncia mais "soft".

Por meio das andlises realizadas infere-se que o nao incremento nas
propriedades mecéanicas dos geéis, decorrente da substituicdo parcial do agar por
galactomanana de guapuruvu conferiu a eles uma arquitetura porosa e fibrilar que
esta relacionada a uma melhor difusdo de agua e nutrientes, quando estes meios

sdo utilizados para a micropropagacgao vegetal.
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