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RESUMO

A Pereskia aculeata € uma cactacea, nativa do Brasil, suas folhas séo utilizadas
na alimentacdo e medicina popular. Neste trabalho foram utilizadas folhas
coletadas no outono, em Ribeirdo Branco-SP, com o0 objetivo de extrair a
mucilagem e caracterizar sua composi¢ao, estrutura quimica e propriedades
fisico-quimicas. A partir da extracdo aquosa a frio, purificacdo do extrato bruto
aquoso por centrifugacéo e precipitagdo em etanol, obteve-se um rendimento de
1,6% (m/m), em relacdo as folhas verdes, considerado alto, no qual se
guantificou por espectrofotocolorimetria 48,3 % de carboidrato, 18,8 % de
proteina e 26,2 % de acido urbnico, identificado como acido galacturénico por
cromatografia de alto desempenho de troca ibnica com detector amperométrico
(PAD). A caracterizacdo dos demais monossacarideos pela técnica de PAD,
apos hidrélise acida, de forma qualitativa mostrou, também, a presenca de
fucose, ramnose, arabinose e galactose. A andlise dos derivados de acetato de
O-metil alditois, por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS), comparativa aos produtos apos carboxi-reducdo e
remetilacdo, mostrou que a mucilagem é composta por galactose (~49 mol%),
arabinose (~21 mol%), ramnose (~14 mol%), fucose (~7 mol%) e &acido
galacturénico (~9 mol%); sendo a cadeia principal formada por D-galactose
(1—4) com ramificacdes de arabinose no C-3. Os espectros de ressonancia
magnética nuclear (RMN) de hidrogénio (*H), carbono (*3C) e bidimensionais
(HSQC e HBMC) confirmaram a composicao, ligacdes glicosidicas e a
anomericidade, sendo possivel caracterizar uma arabinogalactana do tipo I, com
baixo grau de esterificacdo para o acido a-D-galacturénico (35,5 %). Por
termogravimetria, quantificou-se (m/m) 9 % de umidade, e 16 % de massa
residual constituida por cinzas e por oxidos de metais, sendo alguns metais
quantificados em Espectrometro Otico de Emissdo Atdmica com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP OES, Radial). Através da cromatografia em gel
acoplada a multidetectores se observou que a amostra é dispersa, formada por
4 picos. Com o valor de 0,16 mL.g* para o dn/dc, foi determinada a massa molar
média ponderal do principal polissacarideo como 7,9 x 10° g.mol%, com indice
de dispersdo de 1,3. Através da formula de Mark-Houwink, a viscosidade
intrinseca (26 dL.g') forneceu os valores de K e a que indicaram que a
mucilagem tem conformacéo aleatdria e cadeias flexiveis em solucdo de nitrato
de sddio, com raio de giro de 41 nm e concentragéo critica (c”) de 4,6 mg.mL™.
O potencial zeta, -25 mV, foi atribuido a presenca de acido galacturdnico, de
carboxilas nas cadeias laterais dos aminoé&cidos, e de hidroxilas. Por
tensiometria determinou-se a concentracdo de adsorcao interfacial critica (1
mg.mL?), a concentracdo critica de auto-associacdo (8 mg.mL?') e que a
amostra tem caracteristicas de tensoativo. Com relacdo ao comportamento
reolégico da mucilagem a 60 g.L-! dispersa em &gua, observou-se carater
pseudoplastico, que melhora pela adicdo de sal e aquecimento na pré-dispersao,
conforme resultados pelo modelo de Ostwald de Waele. Embora complexe e
aumente a viscosidade em presenca de ions Ca?* (0,0075 mg.mL™) e hidreto, a
pH 7,1, teve perfil de dispersdo viscoelastica pelo modelo de Cox-Merz,
provavelmente, pelo baixo teor de grupos éster na mucilagem.

Palavras-chave: Pereskia aculeata. Mucilagem. Arabinogalactana. Reologia.



ABSTRACT

Pereskia aculeata is a cactaceous, native from Brazil, and its leaves are used as
food and in folk medicine. In the present study, were utilized leaves collected in
the autumn, in Ribeirdo Branco-SP, with the goal of extracting the mucilage and
characterize their composition, chemical structure and physical-chemical
properties. The leaves were submitted to a cold agueous extraction, followed by
purification by centrifugation and ethanol precipitation, the yield was 1.6%.
Through spectrophotometry was quantified 48.3% of carbohydrate, 18.8% of
protein and 26.2% of uronic acid, identified as galacturonic acid through high
performance anion exchange chromatography with amperometric detector
(PAD). After hydrolysis, by PAD, detected the presence of fucose, rhammnose,
arabinose and galactose. Analysis of the acetate derivatives of O-methyl alditols
was performed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS).
Comparative results with the products of carboxy reduction, remethylation
showed the presence of galactose (~ 49 mol%), arabinose (~ 21 mol%),
rhamnose (~ 14 mol%), fucose (~ 7 mol%) and galacturonic acid (~ 9 mol%);
which main chain consisting of D-galactose linked (1 — 4) partially substituted at
C-3 by arabinose. Nuclear magnetic resonance (NMR) spectra of hydrogen (*H),
carbon (*3C) and two-dimensional (HSQC and HBMC) confirmed the
composition, glycosidic linkages and anomeric region, being possible to
characterize a type | arabinogalactan, with low degree of esterification to the a-
D-galacturonic acid (35.5 %). Through thermogravimetry analysis was quantified
9% moisture and 16% residual mass, consisting of ash and metal oxides, and
some metals quantified in Optical Atomic Emission Spectrometer with Inductively
Coupled Plasma (ICP OES, Radial). By gel chromatography analysis coupled to
multidetector the dispersed sample consisting of 4 peaks. Was determined 0.16
mL.g* for the dn/dc, the mass average molecular weight of main polysaccharide
of 7.9 x 10° g.mol?, and a dispersion index of 1.3. The Mark-Houwink equation
provided the intrinsic viscosity (26 dL.g), the K and a values, showing that the
mucilage was in random conformation and flexible chains in sodium nitrate
solution, radius of gyration of 41 nm and critical concentration (c*) of 4.6 mg.mL"
1. The zeta potential (-25 mV) was attributed to the presence of galacturonic acid,
the carboxyl groups in the side chains of amino acids and hydroxil groups.
Analysis by tensiometry provided the interfacial adsorption critical concentration
(1 mg.mL?), the critical concentration for self-association (8 mg.mL?') and
suggest the sample has surfactant behavior. On concern to the rheological
behavior (60 g.L') was observed pseudoplastic character, which improves by
adding salt and heating the pre-dispersion, as the result of Ostwald Waele model.
Although complex and increase the viscosity in the presence of Ca?* ions (0.0075
mg.mL™?), hydride, at pH 7.1, the Cox-Merz model showed viscoelastic profile
dispersion, probably due to the low content ester groups in the mucilage.

Keywords: Pereskia aculeata. Mucilage. Arabinogalactan. Rheology.
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1 INTRODUCAO

1.1 Pereskia aculeata Mill

Conhecida popularmente como ora-pro-nobis, palavra latina, que significa
rogai por nos, a Pereskia aculeata foi primeiramente descrita como Peireskia por
Plumier em 1703; em 1753 Linnaeus usou como nivel de espécie o nhome de
Cactus pereskia, mas, logo em 1754, Miller a elevou ao nivel de género. E, por
isso, prevalece atualmente a dada nomeacdao (BUTTERWORTH e WALLACE,
2005). A atribuicdo do género foi em homenagem ao cientista francés Nicolas
Claude Fabri de Peiresc (1580-1637) (SCHEINVAR, 1995), ja o termo aculeata
vem do latim cujo significado € espinho, agulha.

E uma planta perene, no caule ha aculeos, ou seja, falsos espinhos, com
folhas suculentas lanceoladas, as flores sdo pequenas e brancas e os frutos se
apresentam como pequenas bagas amarelas. Proveniente da familia das
Cactaceas € uma das unicas com folhas desenvolvidas, sendo originaria das
Ameéricas, ocorre desde a Florida até o Brasil (MAPA, 2010).

Caracteriza-se por um desenvolvimento vegetativo durante o ano inteiro
(ALMEIDA FILHO e CAMBRAIA, 1974). E uma planta ristica resistente a seca,
caracteristica para climas tropical e subtropical, adapta-se a diversos tipos de
solo e pouco necessita de adubacdes, podendo se desenvolver em condicdes
desfavoraveis a maioria de outras plantas. A facilidade de plantio e elevada
produtividade da cultura no Brasil, vem agregando valores ao cultivo de P.
aculeata (LIMA Jr et al., 2013). Pode ser considerada uma planta indigena e que
representa uma fonte de alimentacéo de baixo custo e de alta qualidade para a
populacdo com menor poder aquisitivo, especialmente, em regibes onde a
desnutricio é generalizada. E, portanto, importante como fonte de alimento néo
convencional na agricultura e na economia (TAKEITI et al., 2009).

A ora-pro-nobis é considerada uma hortalica ndo convencional, também
chamada de carne de pobre, devido ao alto teor de proteina, fornece também
em sua composi¢ao vitaminas, sais minerais, fibras e hemiceluloses, que sao
importantes na alimentacao e nutrigdo humana. Dentro da constituicdo proteica

apresenta aminoacidos essenciais e ndo essenciais, com um elevado teor em
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lisina (ALMEIDA FILHO e CAMBRAIA, 1974), um aminoacido encontrado em
proteinas animais. Os valores encontrados de aminoacidos essenciais e nédo
essenciais sao proximos ou superiores aos recomendados pela FAO para dieta
humana (FAO, 1984), com destaque para o triptofano que é o mais abundante
(TAKEITI et al., 2009).

Estudos desenvolvidos mostraram um elevado teor de fibra dietética total,
em relacdo as folhas verdes (3,8%, m/m), teor proteico (28,4 %, m/m), sendo
comparado em termos de matéria seca proximo ao feijdo (18-20 %, m/m)
(FONSECA, ARZOLLA, SARRUGE, 1964), com valores significativamente
elevados com relacdo aos encontrados em folhas de batata doce (3,8 %, m/m)
(ISHIDA, 2000), espinafre (3,2 %, m/m) e agriao (2,6 %, m/m) (SALAZAR et al.,
2006). Além de suas quantidades consideraveis de minerais como célcio (3,42
mg/100g), magnésio (1,90 mg/100g), manganés (46,4 mg/100g), zinco (26,7
mg/100g) e fosforo (156 mg/100g), fornece também vitaminas (vitamina A,
vitamina C e acido félico) em folhas frescas.

A P. aculeata € um ingrediente funcional e, além do uso alimentar, € usada
na medicina popular, onde suas folhas sdo usadas como emoliente, conhecidas
por suavizar inflamagdes e por auxiliar na cicatrizagdo em casos de queimadura
(SARTOR et al., 2010) e como emolientes quando aplicadas sobre abscessos
duros (CORREA, 1974). Estudos etnofarmacoldgicos revelam sua utilizag&o
para combater a anemia (DAMASCENO e BARBOSA, 2008). Além de possuir
atividade antimicrobiana sobre varios micro-organismos, em concentragcfes que
variaram entre 70 e 200 pg.L! (ROYO et al., 2005), também néo apresenta
citotoxicidade em concentracdes abaixo de 833 pg.mL?! (LUCYSZYN et al.,
2010).

Com relacdo ao carboidrato extraido com agua (80 °C) das folhas da P.
aculeata, verificou-se que esse é constituido, predominantemente, por uma
arabinogalactana (SIERAKOWSKI, 1982, 1988; SIERAKOWSKI et al., 1987).
Comumente os polissacarideos extraidos dos cactos sédo descritos como ricos
em arabinogalactana, composta por galactose, arabinose, ramnose e acido
galacturénico (SAENZ, SEPULVEDA e MATSUHIRO, 2004; HABIBI et al., 2004).
E, para orientar suas possiveis aplicacdes, é interessante e importante elucidar

as estruturas quimicas e as propriedades fisico-quimicas de carboidratos em
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solucéo, pois isso envolve o desenvolvimento da pesquisa e da sociedade como

um todo.

1.2 Carboidratos em plantas

Na classe de polissacarideos pode-se estabelecer que séo polimeros de
monossacarideos, 0s quais se unem por ligacdes glicosidicas, formada quando
um grupo hidroxila (-OH) de uma molécula reage com a hidroxila da outra
molécula a qual esta ligada ao atomo de carbono da carbonila (LEHNINGER,
2006).

Por definicdo, todo polimero formado por mais de dez monossacarideos
recebe o nome de polissacarideo. A maioria dos polissacarideos presentes na
natureza apresenta mais de cem unidades, alguns chegam até a ter na faixa de
mil unidades monoméricas, além de poderem existir nas formas lineares ou
ramificadas, também podem apresentar uma ou mais variedades de
mondmeros, entdo denominados homopolissacarideos e heteropolissacarideos,
respectivamente (BERK, 1980).

Os carboidratos séo definidos como aldeidos ou cetonas contendo um ou
mais grupos hidroxilas na molécula, na maioria dos casos encontrados com cinco
(arabinose) ou seis (glucose, galactose) atomos de carbono. Devido a essa
variacao, ha uma nomenclatura que permite especificar o tamanho do anel, onde
o termo furanose, refere-se a um anel com cinco carbonos e piranose a um anel
de seis carbonos, em comparacdo com o0s anéis de furano e pirano,
respectivamente (SOLOMONS e FRYHLE, 2006). Outra indicacdo de como esta
organizado o anel, sdo as orientagdes sobre a hidroxila da carbonila, sendo o
anémero a quando o grupo hidroxila (-OH) é trans ao grupo hidroxi metil (-
CH20H), e andmero 3 quando o grupo hidroxila (-OH) € cis ao grupo hidroxi metil

(-CH20H), como ilustrado na Figura 1.
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FIGURA 1. REPRESENTACAO DA GALACTOSE ANTES E DEPOIS DA CICLIZACAO

As biomoléculas denominadas carboidratos sdo muito importantes
principalmente aos seres humanos, visto que sdo a base da alimentacdo na
maior parte do mundo, sendo a principal fornecedora de energia para a maioria
das células que ndo fazem fotossintese. Os polimeros dos carboidratos estéo
presentes tanto na forma estrutural quanto de prote¢céo nos tecidos conjuntivos
de animais, paredes celulares bacterianas e vegetais (LEHNINGER, 2006).

Em plantas um dos grupos de moléculas mais importantes sao 0s
carboidratos, os quais podem se manifestar como monossacarideos,
dissacarideos, oligossacarideos superiores, polissacarideos e seus derivados. A
natureza das ligagdes nos carboidratos complexos e a estrutura dos
componentes individuais sacarideos tém importantes consequéncias fisiologicas
nas plantas (AVIGAD e DEY, 1997). Além da agua, os carboidratos sdo os

principais constituintes dos tecidos e células das plantas. Consequentemente,
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formam os recursos naturais renovaveis mais importantes na Terra e podem ser
usados como matérias-primas para 0s processos industriais (REID, 1995).

O polissacarideo obtido pela extracdo das folhas de P. aculeata é um
exemplo dessa complexidade dada pela composicdo e estrutura das

arabinogalactanas.

1.2.1 Arabinogalactanas

As arabinogalactanas sdo polissacarideos estruturais, ou seja, que estao
presentes na formagéo da estrutura dos vegetais superiores (FINCHER, STONE
e CLARK, 1983) e apresenta uma estrutura molecular complexa e de dificil
caracterizacdo (WHISTLER e BeMILLER 1997; ASPINALL, 1982). Ha diversos
estudos na literatura sobre sua elucidacdo. Podem ser encontradas em
sementes, raizes, caules, folhas, flores e em troncos dos vegetais superiores
(FINCHER, STONE e CLARK, 1983; DELGOBO et al., 1999; DONG e FANG,
2001; SHOWALTER, 2001; LIANG et al., 2014; MA et al., 2014).

As arabinogalactanas formam uma subclasse dos polissacarideos, e tém
massas molares que variam de 10 x 10% e 120 x 102 g.mol?. Isso pode ser
explicado porque além das variedades caracteristicas de cada planta, também
h& variacdes nas técnicas analiticas (SAEED et al., 2011). Aspinall (1973), ao
evidenciar as diferencas quanto as ligacdes quimicas envolvidas na cadeia
principal dessas macromoléculas, as classificou de acordo com os tipos de
ligacbes que unem as unidades de galactose na cadeia principal. As
arabinogalactanas do tipo | sdo pouco ramificadas e apresentam cadeias
principais de (1—4)-B-D-galactanas, enquanto as arabinogalactanas do tipo Il
sdo altamente ramificadas, e constituidas por cadeias principais de (1—3) e/ou
(1—6)-B-D-galactanas.
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1.2.1.1. Arabinogalactanas do Tipo |

As arabinogalactanas do tipo | sdo também chamadas de pécticas, por
serem encontradas como cadeias laterais que ramificam as pectinas
(ASPINALL, 1980; FINCHER, STONE e CLARKE, 1983; KACURAKOVA et al.,
2000). Esses polissacarideos sao constituidos por uma cadeia principal de B-D-
galactopiranoses ligadas (1—4), substituidas por unidades de arabinose e
galactose. Segundo ASPINALL (1982) e STEPHEN (1983), as unidades
substituintes sdo, geralmente, ligadas ao O-3 da cadeia principal de [B-D-
galactana e o conteudo de arabinose que esse tipo pode apresentar € muito
variavel, podendo chegar a 50%.

A literatura demonstra maior diversidade nas estruturas quimicas, com
alto grau de complexidade, contendo, além de arabinose e galactose,
monossacarideos como ramnose, xilose, manose e glucose. A diversidade das
arabinogalactanas do tipo | ndo é observada somente na composi¢ao
monossacaridica, como também na massa molar e nas ligacfes glicosidicas
entre as unidades que compdem as cadeias laterais dessas moléculas (CAPEK
et al., 2010; DIALLO et al., 2003; KARDOSOVA et al., 2004; CIPRIANI et al.,
2009; DO NASCIMENTO et al., 2015).

1.2.1.2. Arabinogalactanas tipo Il

As arabinogalactanas do tipo Il constituem uma ampla classe de
biomoléculas, pois, apesar de apresentarem uma estrutura geral semelhante, a
estrutura fina varia muito de espécie para espécie (CARPITA e GIBEAUT, 1993;
ALBERSHEIM et al., 1996; XU et al., 2010). A composi¢cdo monossacaridica
pode apresentar variacées, podendo o conteudo de arabinose atingir até 80%.

As estruturas moleculares de arabinogalactanas do tipo Il séo altamente
ramificadas, com cadeia longa e alta massa molar. A cadeia principal dessas
moléculas €, geralmente, pequena e constituida por B-D-galactopiranoses
interligadas (1—3), porém podem ainda ser observadas cadeias formadas por -

(1—6)-D-galactopiranoses, ou ainda uma mistura de ligages (1—3) e (1—6). As



25

ramificacbes incluem cadeias laterais constituidas por unidades de [-D-
galactopiranoses, B-D-galactopiranoses substituidas por a-L-arabinofuranose
ligadas (1—3) e cadeias de a-L-arabinofuranose ligadas (1—5). As ramificacdes
podem ainda conter unidades de acido D-glucurénico, 4-O-metil-D-glucurdnico e
D-galacturdnico (Mc NEIL, DARVILL e ALBERSHEIM, 1980; ASPINALL, 1982;
FINCHER, STONE e CLARKE, 1983; STEPHEN, 1983; CAPEK et al., 2010;
WANG et al., 2015).

As arabinogalactanas tipo | como as do tipo Il fazem parte de um grupo de
moléculas que constituem os hidrocoloides, cujas caracteristicas, a seguir, sdo

descritas.

1.3 Hidrocoloides

Os hidrocoléides séao definidos como polimeros de cadeia longa, alta
massa molar e sao principalmente caracterizados pela propensao de inchar em
agua e formar dispersdes viscosas, espessamento, emulsificagdo e formacao de
hidrogéis. Esta caracteristica se da pela presenca de uma grande quantidade de
grupamentos hidroxila (-OH), e carboxila (COO’) que aumentam
consideravelmente a afinidade de ligacdo com moléculas de agua tornando-os
compostos hidrofilicos. Além disso, os hidrocoldides podem produzir uma
disperséo, que € intermediaria entre uma solugéo verdadeira e uma suspensao,
e também exibem as propriedades de um coloide. Considerando essas duas
propriedades, sdo apropriadamente denominados como hidrocoléides (DAI et
al., 2008; SAHA E BHATTACHARYA, 2010; BORTOLIN et al., 2012; LI E NIE,
2015).

As mudancas no estilo de vida moderna, a crescente tomada de
consciéncia da relacdo entre dieta e saude e as novas tecnologias de
processamento levaram a um rapido aumento no consumo de alimentos
funcionais e ao desenvolvimento de alimentos com alto teor de fibras e baixa
gordura (PHILLIPS e WILLIAMS, 2009). Os hidrocoléides, na industria de
alimentos, quando utilizados como ingredientes funcionais servem no controle
de textura, como estabilizantes, com propriedades sensoriais e de aumento no

tempo de prateleira dos produtos (DICKINSON, 2003). Os coldides alimentares
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podem representar uma parte importante da nossa dieta diaria, em produtos
como molhos, maionese, iogurte e sorvetes. Assim, os hidrocolbides tém um
conjunto diferencial de propriedades funcionais em alimentos (LI e NIE, 2015).

Gracas as suas caracteristicas Unicas, esses hidrogéis tém, também,
apresentado ampla utilizacdo em produtos de higiene, engenharia de tecido,
implantes biomédicos, aditivos para o solo na agricultura, horticultura além de
sistemas de liberacdo controlada de farmacos devido suas boas propriedades
mecanicas e biocompatibilidade (OH et al., 2008). Especificamente, para
aplicacoes médicas apresentam algumas vantagens que 0s tornam muito
interessantes tais como: baixa toxicidade; capacidade de intumescer em fluidos
biolégicos, o que os assemelha aos tecidos vivos; consisténcia elastomeérica,
minimizando o atrito entre tecidos e o hidrogel; alta permeabilidade, o que
permite o fluxo de fluidos corpéreos devido a sua alta porosidade; além da
facilidade de obtencdo em diferentes formatos, incorporacdo e liberacao
controlada de farmacos de diferentes polaridades (MOURA et al., 2005).

Os hidrocoloides sdo abundantes na natureza e podem ser encontrados
nas formas estrutural, e de reserva, ou como outros componentes funcionais em
tecidos vegetais e animais. O termo hidrocol6ide envolve todos os
polissacarideos que sdo extraidos de plantas, bem como derivados de gomas
de plantas exudadas, além de algas e micro-organismos (DICKINSON, 2003;
PHILLIPS e WILLIAMS, 2009). Os comercialmente importantes e suas fontes de

exploracdo podem ser encontrados como descrito na Figura 2.
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FIGURA 2. HIDROCOLOIDES COMERCIALMENTE IMPORTANTES E SUAS ORIGENS

(PHILLIPS e WILLIAMS, 2009)

Nos vegetais, dependendo da forma como séo extraidos (a frio, a quente,

a diferentes pHs e solventes), também podem receber outras denominacoes,

entre elas estdo as mucilagens.
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1.4 Mucilagem

As mucilagens sdo hidrocoldides encontrados em grande quantidade na
natureza e comumente em plantas. Sao polissacarideos ou carboidratos
complexos contendo um ou mais monossacarideos ou seus derivados ligados e
estruturados de inumeras formas (PRAJAPATI et al.,, 2013). Este tipo de
polissacarideo constitui uma classe de macromoléculas com diversidade
estrutural, bioldgica e com uma ampla gama de propriedades fisico-quimicas que
podem ser amplamente utilizados para varias aplicacdes (MALVIYA et al., 2011).
Em sua maior parte, sdo sollveis em agua, tém aplicacbes extremamente
significativas nas industrias alimentares e farmacéuticas. Eles sdo amplamente
utilizados na industria farmacéutica e de alimentos como agentes espessantes,
agentes de retencdo de agua, estabilizantes, agentes de suspensao e na
preparacdo de cosméticos. Apresentam um bom potencial para aplicacdes
farmacéuticas, tais como diluentes, aglutinantes, excipientes farmacéuticos,
desintegrantes de comprimidos, espessantes em liquidos orais, agentes de
formacdo de pelicula em aplicacdo transdérmica, filmes periodontais e como
agentes gelificantes para aplicacao topica, devido a facilidade de aplicagcéo para
uma melhor absorcéo percutanea (ARCHANA et al., 2013).

Segundo Jani et al. (2009), podemos citar algumas vantagens na
utiizacdo das mucilagens, como exemplo, por suas caracteristicas
biodegradaveis, visto que sé@o polimeros produzidos por organismos vivos, que
representam as fontes renovaveis e ndo ha impacto adverso sobre a saude
humana ou ambiental; por serem biocompativeis e quimicamente atoxicos.
Praticamente toda a composicdo desses materiais vegetais sdo carboidratos e
com a melhor adaptacdo do paciente, ha menos efeitos colaterais quando
comparados aos materiais sintéticos. Por serem de fontes naturais sdo mais
baratos que os obtidos por sintese e também devido a disponibilidade na
natureza (especialmente nos paises em desenvolvimento).

O aumento da importancia dos materiais a base de plantas, se deve ao
fato que os recursos vegetais sao renovaveis e, se cultivados e colhidos de forma
sustentavel, podem ser um constante fornecimento de matérias-primas. No
entanto, substancias de origem vegetal também colocam alguns desafios na sua

utilizacao, tais como: por serem sintetizados em pequenas quantidades e serem
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estruturalmente complexas, que podem diferir de acordo com a localizacéo das
plantas, bem como outras variaveis, como a temporada da coleta. Isto pode
resultar em isolamento dispendioso e lento processo de purificagdo. Contudo,
esses desafios podem se tornar motivadores no estudo desses materiais. Visto
que, em muitos casos, 0 uso de mucilagens é uma valiosa fonte de renda para
pequenos agricultores pobres e trabalhadores de temporadas, tanto em paises
ou regides pobres ou em desenvolvimento, sendo assim produc¢des muito
importantes. Da mesma forma, inUmeras pessoas ao redor do mundo utilizam
esse tipo de material diariamente (ROBBINS, 1988; JANI et al., 2009).
Particularmente, as mucilagens extraidas dos cactos, como é o caso da
mucilagem das folhas de P. aculeata, de um modo geral, podem servir como
fontes de alimentac&o, medicinais e cosmeéticos, e sdo cultivadas em terras
aridas e semiaridas desfavoraveis para outras culturas. Principalmente, quando
analisamos a desertificagdo global e fontes de 4gua em declinio, estas plantas
estdo ganhando maior interesse. Na Ultima década, muitos estudos sobre
processamento de cactos e o estudo do polissacarideo da mucilagem
acrescentaram novo valor para essas culturas (PETERA et al., 2015). E nédo sé
0 conhecimento da sua composi¢do é importante, como também é o de suas

propriedades em solucéo.

1.5 Parametros fisico-quimicos de polissacarideos e m

solucéo

1.5.1 Massa molar

A massa molar € uma caracteristica fundamental dos polissacarideos e
sua determinacdo é importante em relacdo as suas muitas propriedades.
Polissacarideos sao dispersos, em relagcdo a sua massa molar, o que significa
que, cada polissacarideo contem em sua estrutura, cadeias com quantidades
diferentes de unidades de monossacarideos dando a distribuicdo da massa

molar.
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Ha alguns tipos de estatisticas que descrevem médias de massa molar de
uso comum. S&o, por exemplo, nimeros de massa molar média numérica (Mn)
e massa molar média ponderal (Mw). Essas médias sdo baseadas em
aproximacodes estatisticas que podem ser descritas matematicamente.

As moléculas ou particulas de um polissacarideo, por exemplo, variam em
tamanho devido a diversidade de mondmeros e tendem a ter distribuicdes
assimétricas. Muitas vezes, a determinacgéo detalhada de distribuicdo em massa
ou tamanho de particula molar relativa, se da através de métodos experimentais
que produzem valores meédios. O valor da Mn depende das contribuicdes
relativas das varias moléculas ou particulas para o estabelecimento do sistema
gue estd sendo medido. E, juntamente com a massa molar ponderal média,
fornece informacdes sobre a distribuicdo e a razdo Mw/Mn, chamada de indice
de dispersdo, o qual leva em consideracdo, a distribuicdo e como esta
organizada essa distribuicdo. Por exemplo, acarretando nas propriedades de
difuséo e viscosidade do polimero em solucdo (SHAW, 1992; GOODWIN, 2004).
E quando o valor da dispersdo € 1 a massa molar ponderal média € a massa
molar.

Existem algumas técnicas tipicas para determinacdo de Mw de
polissacarideos, estas sao divididas em técnicas chamadas absoluta, relativa e
combinadas. Técnicas absolutas para determinacdo de Mw, ndo exigem
nenhuma informacdo sobre a conformacdo molar, incluem as analises de
osmometria, espalhamento de luz e sedimentagdo em equilibrio. Técnicas
relativas requerem algum conhecimento ou hipétese relativa a conformacéo
molar, onde podem ser citadas as analises por viscosimetria e cromatografia por
exclusdo de tamanho (SEC). As técnicas combinadas usam informacdes de
duas ou mais, assim como as citadas acima (WANG e CUI, 2005).

Esses procedimentos, além de massa molar, podem fornecer outros
parametros que, quando relacionados, também facilitam encontrar outras

caracteristicas que sao importantes para dar informacdes ao material estudado.
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1.5.2 Raio de giro

O raio de giro (Rg) pode ser definido como uma dimensao do espaco que
uma cadeia de um polimero ocupa do centro de massa (rc) até a extremidade

de uma esfera (Figura 3).

FIGURA 3. REPRESENTACAO DO RAIO DE GIRO ONDE UMA CADEIA DE POLIMERO TEM
UM VOLUME APROXIMADO DO RAIO DE UMA ESFERA (TERAOKA, 2002)

O Ry pode ser obtido pelas técnicas de SEC e é usado para definir a
concentracéo critica (c*). Esta provisdo permite aplicar a mesma definicdo para
as solucdes de polimeros néo lineares, tais como polimeros de estrutura de
estrela, ramificada ou esférica. Quando as cadeias se tornam mais esféricas, o
Rg diminui em comparacdo com a mesma massa molar. Em consequéncia, a
concentragcdo critica ocorre a uma concentracdo mais elevada (TERAOKA,
2002).

Em maiores concentragdes, como a concentracao (C) aumenta, o sistema
torna-se congestionado e, eventualmente, as moléculas se chocam. Assim, na
chamada concentragéo critica (c*), o volume total da solugédo é “empacotado”
com essas esferas que sdo menores e, também, pode ocorrer a formacédo de
redes interpenetradas poliméricas, onde uma cadeia do polimero permeia outra
rede a nivel molar com ou sem ligacdes quimicas (WANG e CUI, 2005). A Figura

4 apresenta trés séries de concentracdes (C): ¢ « C*, ¢ = c*, e ¢ » C*.
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FIGURA 4. REGIMES DE CONCENTRACAO PARA SOLUCOES DE POLIMEROS FLEXIVEIS
LINEARES: SOLUCAO DILUIDA ¢ « ¢ * SOLUCAO NA CONCENTRAGAO
CRITICA ¢ = ¢ *; SOLUCAO SEMIDILUIDA ¢ » ¢ * (TERAOKA, 2002)

Quando ¢ € menor que c*, a solucdo é chamada diluida. As cadeias séo
separadas uma das outras e comportam-se mais ou menos de forma
independente. A cadeia de polimero interage, principalmente, com as moléculas
do solvente. A solucao se aproxima de uma solucéo ideal. A situacéo é diferente
em concentracfes acima de c*. A solucdo se enquadra no chamado regime
semidiluido. Quando ¢ é maior que c* as cadeias estdo sobrepostas e
entrelagadas. A sua mobilidade & muito reduzida em comparagdo com as
cadeias em solugdes diluidas. As propriedades termodindmicas das solucfes
semidiluidas sdo muito diferentes das de uma solucao ideal extrapolada com a
mesma concentracdo. Em solucdes poliméricas, o desvio da idealidade da
solucdo tem lugar a baixa concentracdo em termos da fracdo de volume ou da
concentragdo em massa. A existéncia do regime semidiluido é caracteristica de
solucdes polimeéricas.

Em maiores concentragdes (c*), as solu¢cdes entram no chamado regime
concentrado, onde em cada segmento da cadeia do polimero ndo ha espaco
suficiente disponivel para mobilidade. Para um polimero de uma massa molar
significativamente elevada, existe uma variacdo de concentracbes entre
concentracéo critica e concentrada (TERAOKA, 2002).

No processamento de materiais poliméricos em solucdo, € importante
conhecer a dependéncia da concentracdo estatica e as propriedades dindmicas
das macromoléculas em solucdo (YINGT E CHU, 1987), para que assim seja

possivel desenvolver e otimizar aplicabilidades da macromolécula. Visto que
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elevadas massas molares em macromoléculas, tendem a formacao de inUmeras
conformacdes, levando ao emaranhamento e desemaranhamento entre elas,
ocasionando na formacdo de lacos ou nOs temporarios. Esse processo é
dindmico, ja que estdo em continuo movimento. A intensidade e duracao desses
entrelacamentos determinam algumas propriedades dessas macromoléculas em
solucdo, visto que elas tentem a voltar ao seu estado de equilibrio que tém a
conformacao de cadeias aleatdrias (BRETAS e D’AVILA, 2000). Um dos efeitos
gue podem ser mencionados sobre a variacdo da massa molar, € com relacéo a
viscosidade, onde o aumento dessa massa aumenta linearmente a viscosidade
da solucédo, para um mesmo polimero-solvente e mesma temperatura (LUCAS,
SOARES e MONTEIRO, 2001), interferindo nas propriedades de fluxo onde esta

a reologia.

1.5.3 Reologia

Reologia é definida como a ciéncia da deformacéo e fluxo da matéria, ou
seja, a que estuda como os materiais podem responder quando determinada
tensdo ou deformacéo externa € aplicada (STEFFE, 1996). SCHARAMM (2000)
define reologia como a deformacdo de um corpo (gases, liquidos ou sélidos)
sofre sob a influéncia de tensoes.

A viscosidade de um fluido é a propriedade que indica a resisténcia a uma
determinada forca de cisalhamento e/ou escoamento interna ao fluxo, a qual
depende da taxa de cisalhamento ou deformacéo, temperatura, tempo e historico
anterior a essa forgca (SHARMA, MULVANEY e RIZVI, 2000). Assim sendo, de
forma geral, podem ser divididos em fluidos newtonianos e ndo newtonianos.

Os fluidos newtonianos possuem um valor de viscosidade invariavel a
uma temperatura constante, enquanto que os fluidos nao-Newtonianos a
viscosidade aparente depende da taxa de cisalhamento (BARNES, HUTTON e
WALTERS, 1989; CHHABRA e RICHARDSON, 1999). A figura 5 exemplifica

como os fluidos estédo organizados e subdivididos.
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Fluido

Nao-Newtonianos

Newtonianos

Inelasticos

Viscoelasticos

1
1 1
Dependentes do

Independentes do
tempo tempo
1 1
1 1 1 1 1
_ . Plasticos . ..
Pseudoplastico Dilatante de Tixotropico | | Reopético
Bingham

FIGURA 5. CLASSIFICACAO DO COMPORTAMENTO REOLOGICO DE FLUIDOS (TONELI et
al., 2005)

A figura 6 mostra a relacdo entre log viscosidade (n) e log taxa de
cisalhamento (y), conhecida como curva de viscosidade, a qual mostra como os

fluidos citados se comportam a uma determinada taxa de cisalhamento.

Dilatante

Newtoniano

logn

Pseudoplastico

log ¥
FIGURA 6. CURVAS DE VISCOSIDADE PARA FLUIDO DILATANTE, PSEUDOPLASTICO E
NEWTONIANO (BRETAS e D’AVILA, 2000)
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1.5.3.1 Fluidos Newtonianos

Os fluidos newtonianos, por definicdo, possuem uma relacao estritamente
linear entre tensdo de cisalhamento e taxa de deformacgéo, com reta passando
pela origem (STEFFE, 1996), ou seja, ndo ha alteracdo na viscosidade com o
aumento da taxa de cisalhamento. A resisténcia que o fluido oferece ao
escoamento é caracterizada como a sua viscosidade newtoniana (n), como
mostra a Equacéo (1).

As propriedades reolégicas de fluidos newtonianos séo independentes da
taxa de cisalhamento e do histérico anterior de cisalhamento e sdo dependentes
da composicédo e temperatura (BARNES, HUTTON e WALTERS, 1989). Para
um fluido newtoniano, os valores de tensdo de cisalhamento e da taxa de
cisalhamento pertencem a uma reta em que a viscosidade néo € afetada pelas
mudancas na taxa de cisalhamento (SHARMA, MULVANEY e RIZVI, 2000).

Equacéao 1:

T=n(V)

Onde no sistema MKS:
T: tensédo de cisalhamento (N.m? = Pa);
y: taxa de cisalhamento (s2);

n. viscosidade newtoniana (Pa.s)

1.5.3.2 Fluidos Nao Newtonianos

Todos os fluidos que ndo apresentam a linearidade com relacdo a
viscosidade, taxa de cisalhamento e tensdo de cisalhamento sdo denominados
como nao newtonianos (SHARMA, MULVANEY e RIZVI, 2000).

Conforme o esquema da figura 5, os fluidos ndo newtonianos podem ser
dependentes ou independentes do tempo. Para os fluidos ndo newtonianos
independentes do tempo, quando sdo mantidas constantes a temperatura e a
composicdo, tem-se a viscosidade aparente e que depende da taxa de
cisalhamento ou da tenséo de cisalhamento (BARNES, HUTTON e WALTERS,
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1989). Os dependentes do tempo, além dos fatores acima citados, dependem do
tempo que foram cisalhados. Para fluidos ndo newtonianos o termo viscosidade
€ substituido por nap que é a viscosidade aparente e € funcdo do gradiente de
velocidade (HAMINIUK, 2007), como pode ser observado na equacéao 2.

Equacéo 2:
T

Nap =

Onde:
Nap: Viscosidade aparente (Pa.s);
T: tensdo de cisalhamento (N.m? = Pa);

y. taxa de cisalhamento (s})

A figura 7 ilustra o comportamento de fluidos ndo newtonianos, com

relacdo as curvas de fluxo e as de viscosidade.

ST a— .\:.-h-u-'__:":
By
v o
¥
@) Fluidos (2) Fluide pseudoplastico _
Newtonianos Fluidos

{3 i i e ;
©) Fluido dilatante nio:Newtoniahos

.@} Fluido pseudoplastico
com tensio inicial

FIGURA 7. CURVAS DE FLUXO (A) E DE VISCOSIDADE (B) PARA FLUIDOS NAO
NEWTONIANOS (SCHARAMM, 2006)
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1.5.3.2.1 Fluidos Dependentes do Tempo

A dependéncia do tempo em fluidos ndo newtonianos é observada com
certa frequéncia. Um indicio do comportamento reoldgico dependente do tempo
de um fluido € a observacdo da chamada curva de histerese. A qual pode ser
observada quando numa curva de fluxo do material analisado, a substancia é
submetida a um aumento na variacdo da taxa de cisalhamento (ida) e, quando
essa atingir um valor maximo, € reduzida até retornar ao valor inicial (volta). Se
essas duas curvas ndo se sobrepdem, formando uma area entre as curvas, essa
area se denomina histerese (BARNES, HUTTON e WALTERS, 1989). A figura 8

exemplifica a formacéo dessa area.

Tixotropicos

Reopéticos

Y
FIGURA 8. CURVAS DE ESCOAMENTO PARA FLUIDOS DEPENDENTES DO TEMPO
(SHARMA, MULVANEY e RIZVI, 2000)

1.5.3.2.1.1. Fluidos Tixotrépicos

Os fluidos tixotropicos apresentam uma diminuicdo na viscosidade
aparente qguando submetido a uma tensdo constante e um comportamento mais
visCoso quando em repouso, ou seja, tendem a retornar a condicao inicial de
viscosidade. Fluidos desse tipo sdo conhecidos por conter pequenas particulas

(cristais ou biopolimeros) que sdo mantidos unidos por forgas ou ligagfes fracas.
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O cisalhamento do material separa as particulas agregadas e entdo ocorre uma
menor resisténcia ao escoamento e a viscosidade decresce com o tempo até um
valor constante ser alcangado (BARNES, HUTTON e WALTERS, 1989). Sao

exemplos de fluidos tixotropicos comidas de bebe e iogurte.

1.5.3.2.1.2. Fluidos Reopéticos

O processo € inverso a tixotropia, ou seja, quando o fluido é submetido a
uma tensao ou fluxo apresenta maior viscosidade e quando volta ao repouso
diminui a viscosidade, tendendo a retornar ao seu comportamento reolégico
inicial. Ha diferentes razdes para este comportamento. A mais importante é que
o cisalhamento aumenta a frequéncia das colisbes entre as moléculas ou
particulas dos fluidos, que pode levar para um aumento de agregados e,
consequentemente, a um aumento na viscosidade aparente (BARNES,
HUTTON e WALTERS, 1989).

1.5.3.2.2 Fluidos Independentes do Tempo

Os fluidos ndo newtonianos também podem ser classificados de acordo
com a maneira com que a viscosidade aparente aumenta ou diminui com a taxa

de deformagéo.

1.5.3.2.2.1. Fluidos Pseudoplasticos

Eles tém como comportamento caracteristico a diminuicéo na viscosidade
aparente com o aumento da taxa de cisalhamento. Geralmente, comecam a
escoar sob a acdo de tensdes de cisalhamento infinitesimais, ndo havendo a
presenca de uma tensao residual ou tensao de ruptura.

Segundo Toneli et al. (2005), esse comportamento pode ser explicado
pela modificacdo da estrutura de cadeias longas das moléculas com o aumento
da velocidade de cisalhamento. Essas cadeias tendem a se alinhar

paralelamente as linhas de corrente, diminuindo a resisténcia ao escoamento.
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Os fluidos pseudoplasticos tendem a apresentar um comportamento newtoniano
quando submetidos a grandes velocidades de cisalhamento, provocado pelo
total alinhamento molar. Com o aumento da taxa de cisalhamento, particulas
rigidas se orientam na formacéo do fluxo e em solucbes poliméricas, seus
entrelacamentos podem ser desfeitos e as moléculas se alinham e se orientam
em dire¢éo ao fluxo, como pode ser observado na figura 9 (SCHARAMM, 2006).

Este tipo de fluido demonstra um decréscimo na viscosidade com um
aumento na tensédo de cisalhamento e em repouso tentem em manter uma ordem
interna regular, formando uma resisténcia interna ao fluxo e, consequentemente,
maior viscosidade (SCHARAMM, 2006). Purés de frutas e vegetais séo
considerados fluidos pseudoplasticos.

1. Liquido em repouso

e
y %3’33;

oando na diregao das setas
o

L=
O o
Orientagao Estiramento Deformagao

FIGURA 9. DISPERSOES EM REPOUSO E EM ESCOAMENTO ATRAVES DE UM TUBO
(SCHARAMM, 2006)

1.5.3.2.2.2. Fluidos Dilatantes

Esses séo caracterizados pelo aumento na viscosidade aparente, com o
aumento na taxa de cisalhamento. Apresentam o comportamento inverso ao
comportamento pseudoplastico, ou seja, a viscosidade do fluido aumenta com o
aumento da taxa de cisalhamento. Somente sdo encontrados em liquidos que

contém uma alta proporcéo de particulas rigidas insoltveis em solugdo, como
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por exemplo alguns tipos de mel e suspensbes de amido (STEFFE, 1996;
BARNES, HUTTON e WALTERS, 1989).

1.5.3.2.2.3. Fluidos Plasticos de Bingham e Plasti cos

Caracterizam-se por apresentarem uma tensao inicial ou residual, a partir
da qual o fluido apresenta uma relacao linear entre tensao de cisalhamento e
taxa de deformacdo (BARNES, HUTTON e WALTERS, 1989). O fluido de
Bingham apresenta comportamento de soélido sob repouso, ou seja, deve ser
aplicado uma tensédo inicial antes que o fluxo seja provocado (BARNES,
HUTTON e WALTERS, 1989). Ja os plasticos apresentam uma reducdo da
viscosidade apods atingida a tensao inicial ou residual. Sdo exemplos os molhos

de tomate, maionese e margarina.

1.5.3.2.1 Fluidos Viscoelastico

Fluidos ndo newtonianos viscoelasticos podem ser descritos como 0s que
apresentam simultaneamente, propriedades de fluidos e de sélidos, onde as
propriedades viscosas podem ser ndo newtonianas e dependentes do tempo. As
propriedades elasticas, por sua vez, manifestam-se, através da presenca de
tensBes perpendiculares a direcdo de cisalhamento com magnitude diferente
daquelas apresentadas pelas tensGes paralelas a diregcdo de cisalhamento
(BARNES, HUTTON e WALTERS, 1989), a clara de ovo batida, pode ser um
exemplo desse tipo de fluido.

Com base no conhecimento acima descrito foi desenvolvido o presente

trabalho cujos objetivos estdo descritos a seguir.
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2 OBJETIVOS

2.1

Objetivo geral

Caracterizar as propriedades fisico-quimicas do hidrocoloide extraido de
folhas de Pereskia aculeata.

2.2

Objetivos especificos

Extrair a mucilagem das folhas de Pereskia aculeata;

Caracterizar a composi¢cado quimica da mucilagem em termos de
acidos urbnicos, agucar total, proteina, minerais, monossacarideos
e de ligacdes glicosidicas;

Determinar as caracteristicas fisico-quimicas do biopolimero, tais
como: a estabilidade térmica, a massa molar média ponderal e a
meédia numeérica, a dispersdo, o raio de giro, a viscosidade
intrinseca, a concentracdo critica, 0 potencial zeta e a tenséo
superficial;

Determinar o comportamento reoldgico da arabinogalactana em
agua, em diferentes pH, temperatura, concentracdo de cloreto de

sodio e na presenca de ions calcio.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Origem das amostras

As folhas de Pereskia aculeata foram colhidas de um mesmo plantio
situado no Sitio Pereiras, cidade de Ribeirdo Branco-SP, onde ha legalmente
uma atividade agropecuaria autorizada pela SAA-SP na UPA 1272. O material
doado pela empresa Proteios®, foi encaminhado ao BioPol/lUFPR,
acondicionado em caixas de isopor. Uma exsicata coletada foi depositada no
Herbario do Departamento de Botanica da Universidade Federal do Parana, e
identificada pelo Prof. Paulo Henrique Labiak Evangelista (Curador). O niumero
de registro no Herbario é 75565. A liberagédo do uso desse vegetal foi autorizada
pelo CNPqg (Processo 010656/2013-8), credenciado pelo Conselho de Gestéao do
Patrimonio Genético (CGEN), para acesso ao patriménio genético para fins de
pesquisa cientifica. As folhas foram colhidas em meados de abril, dentro da
estacdo do outono, segundo o Centro de Pesquisas Meteoroldgicas e Climéticas
Aplicadas a Agricultura, este periodo é caracterizado por temperatura de 18,9 °C
de média (CEPAGRI, 2015).

Os solventes e os demais reagentes foram adquiridos do comércio e

utilizados sem nenhum tratamento prévio.

3.2 OBTENCAO DA MUCILAGEM

3.2.1 Obtencédo do po etandlico de folhasde  Pereskia aculeata

As folhas foram imersas em etanol absoluto 99%, por um periodo de
aproximadamente 72 horas, posteriormente foram colocadas para secar a 23 °C
(£ 2 °C). Apds, foram passadas em peneira de 20 mesh, para obter o p6 que foi

tratado, via Soxhlet, com etanol o qual foi utilizado como solvente. O extrato
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resultante foi desprezado, e o po6 residual (etandlico) foi seco a 23 °C (x 2 °C)
(SIERAKOWSKI et al., 1987- adaptado).

3.2.2 Obtencao do extrato aquoso e mucilagem bruta a partir

do po etandlico

O po6 etandlico foi submetido ao processo de extracdo com agua
deionizada a 25°C, em liquidificador repetidas vezes, até que nao se observou
visualmente alteragdo de viscosidade da agua. O extrato foi filtrado, em filtro de
pano tipo nylon, a fim de se obter uma amostra com menos fibras, e ao volume
total foi acrescido 2 volumes de etanol (99%), para precipitacdo do polimero.
Para melhor separacdo o material foi centrifugado a 8.000 g por 15 minutos, a
25°C, utilizando uma centrifuga da Sigma modelo 4K15. O precipitado foi tratado
com etanol e re-centrifugado de 7 a 8 vezes, a fim de obter uma coloragao clara
e, posteriormente, foi agregado, peneirado e colocado para secar a 23°C (z 2°C)
obtendo-se entdo a mucilagem bruta (SIERAKOWSKI et al., 1987- adaptado).

3.2.3 Purificagdo da mucilagem bruta

Apbs observacado de uma dificil solubilidade da mucilagem bruta em agua
e em solugbes salinas, em diferentes temperaturas, foi feita entdo a re-
suspensao do material. Preparou-se uma dispersédo aquosa do material a 10 g/L,
gue permaneceu sob agitacdo vigorosa em agitador mecanico por 16 h. Apés a
dispersao o material foi centrifugado a 10.000 g por 10 minutos, a 25°C, a fim de
que tudo que fosse soluvel em agua permanecesse em solucdo e o
remanescente das fibras insoluveis sedimentasse. O sobrenadante foi recolhido
e recebeu tratamento com cloreto de sodio (NaCl), formando uma solucéo 0,1
mol.LY; apés a homogeneizacao foi acrescido 2 volumes de etanol. Com o intuito
de obter o precipitado, esse material foi centrifugado a 10.000 g por 20 minutos,
a 4°C. O precipitado foi tratado com etanol, 3 vezes, e seco a 23°C (x 2°C)
(SIERAKOWSKI et al., 1987- adaptado). Apds, foi possivel entdo obter a
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mucilagem purificada das folhas de P. aculeata, simplesmente denominada

mucilagem, a qual foi a empregada para todas as analises.

3.3 CARACTERIZACAO QUIMICA E ESTRUTURAL DA
MUCILAGEM

3.3.1 Determinacéo de acido urénico, acucar total e proteina

Para a determinacdo de acidos urdnicos foi utilizada a metodologia
desenvolvida por FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991). Sobre amostra a ser
analisada foi adicionado acido sulfamico de potassio (40 pL), com o intuito de
minimizar a interferéncia dos aguUcares neutros; logo apos foi feita a adicdo de
tetraborato de sodio (2,4 mL) em solucdo de acido sulfarico para hidrolisar o
polissacarideo e, de meta-hidroxifenil (80 pL), como reagente colorimétrico.
Como padréo foi utilizado &cido D-galacturdnico, na faixa de concentracéo de 5
a 40 yg.mL1. A absorbancia foi lida em 525 nm.

O carboidrato total foi quantificado pelo método de Dubois utilizando fenol-
acido sulfarico, onde sobre uma dispersdo em agua contendo a mucilagem
adicionou-se 0,5 mL de fenol a 5% e, depois, 2,5 mL de acido sulfarico para
analise (P.A)) a 98% (m/m). Primeiramente, ocorre a hidrolise seguida da
desidratacdo dos carboidratos pelo acido sulfarico, formando o
hidroximetilfurfural (de hexose) e furfural (de pentoses) que, posteriormente,
reagem com o fenol formando um composto colorido, que é quantificado por
espectrofotometria em comprimento de onda de 490 nm. Como padrao foi
utilizado a galactose, na faixa de concentracédo de 10 a 100 g.mL* em &gua, e
as leituras da absorbéancia foram feitas a 490 nm (DUBOIS et al., 1956).

Para a dosagem de proteina, utilizou-se o método de HARTREE (1972).
Para tal previamente sdo preparadas trés solucdes: A, B e C. A solugédo A é
constituida de tartarato de sédio e potassio e carbonato de calcio, diluidas em
hidroxido de sédio 1 mol.L%; a solucéo B é obtida pela mistura de tartarato de
sédio e potassio com sulfato de cobre, também em hidroxido de sodio; e a

solucdo C € o reagente de Folin diluido. O principio do método baseia-se numa
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mistura contendo molibdato, tungstato e acido fosforico (reagente Folin-
Ciocalteau), que sofre uma reducdo quando reage com proteinas, na presenca
do catalisador cobre (ll) o qual em meio alcalino forma um complexo de cobre
(I com peptideos/proteinas. Para a quantificacdo da amostra, que foi
previamente diluida em agua, adiciona-se 0,9 ml do reagente A. A reacao
permanece por 10 minutos em banho-maria a 50 °C, e ap6s é resfriada a
temperatura ambiente; 0,1 mL do reagente B é acrescentado e fica em repouso
a temperatura ambiente por 10 minutos; entdo o reagente C é adicionado, levado
a banho maria a 50 °C por 10 min. Depois de resfriadas a temperatura ambiente
as amostras foram analisadas a 650 nm. Foi utilizada albumina proveniente de

soro bovino como padréo, na faixa de concentracéo de 20-100 ug.mL?* em agua.

3.3.2 Determinacédo de minerais

A quantificacdo dos minerais presentes na mucilagem foi obtida através
das leituras em Espectrometro Otico de Emissdo Atdmica com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP OES, Radial), da marca SPECTRO, modelo
ARCOS. Os comprimentos de onda usados para as determinagdes dos minerais
variaram e estao apresentados na Tabela 1. Para tal, as amostras foram abertas
previamente em acido nitrico concentrado e, posteriormente, diluidas para 2%
(v/v), para a inje¢cdo no equipamento e detec¢do dos seguintes metais: célcio,
ferro, manganés, fosforo, zinco, potassio, magnésio e sodio. As analises da
quantificacdo foram realizadas através de curvas de calibracdo, previamente
estabelecidas, e efetuadas no Centro Analitico de Instrumentacdo da

Universidade de Sao Paulo.
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TABELA 1. ELEMENTOS DETERMINADOS POR ICP OES E SEUS
RESPECTIVOS COMPRIMENTOS DE ONDA

Metal Comprimento de onda
(nm)

Calcio 396,847
Ferro 259,941
Fosforo 177,495
Magnésio 279,553
Manganés 257,611
Potassio 766,491
Sadio 589,592
Zinco 213,856

3.3.3 Composicdo da mucilagem em monossacarideos

Os monossacarideos foram identificados pelas técnicas de cromatografia
anibnica de alta resolucdo com detec¢do por pulso amperométrico (HPAEC-
PAD) e, também, por cromatografia em fase gasosa acoplada com um
espectrometro de massa. A primeira foi apenas uma analise qualitativa das
unidades monossacaridicas presentes. E a segunda técnica foi mais
quantitativa, a fim de analisar a composi¢cdo monossacaridica e as ligacdes
glicosidicas, pelas metodologias que seguem descritas a seguir.
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3.3.3.1 Identificacdo de monossacarideos por cromat ografia
anidbnica de alta resolucdo com deteccéo por pulso
amperomeétrico (HPAEC-PAD)

Primeiramente, foi feita a hidrélise do polissacarideo, onde foi preparada
uma dispersdo a 8 mg.mL* da mucilagem. Desta foi retirada uma aliquota de 1
mL, a qual foi adicionado 1 mL de &cido trifluoroacético (TFA) a 4 mol.L, essa
solucéo foi colocada em ampola e selada, e mantida em banho de areia a 100
°C, por 8 horas (GORIN et al., 1996). Apds esse periodo, foram adicionados 2
mL de metanol e as amostras mantidas na capela com ar quente para
evaporacao; o processo foi repetido por mais 2 vezes para total remocao do TFA.
Entdo, a amostra hidrolisada foi dissolvida em 1 mL de 4gua e analisadas em
sistema de cromatografia anionica de alta resolucdo com deteccédo por pulso
amperometrico (HPAEC-PAD) — Coluna CarboPac PA20 — DIONEX, fabricante
Thermo Scientific, do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular/UFPR).

3.3.3.2 Identificacdo dos monossacarideos e das lig acles
glicosidicas do polissacarideo por cromatografia em
fase gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS)

A mucilagem foi metilada de acordo com o método de Ciucanu e Kerek
(1984). Para isso 40 mg da mucilagem foi dissolvida em 3 mL de dimetilsulfoxido
(DMSO, solvente nao protogénico) a 40°C, em seguida foi adicionado 0,75 mL
de iodeto de metila (CHal), o agente alquilante, seguida de lenta adicdo de 40
mg de hidroxido de sodio (NaOH) seco, para a formacédo do alcodxido sob
agitacao vigorosa até a solidificacdo. Apos 24 horas de repouso, o material foi
solubilizado em &gua destilada e a solucéo alcalina foi neutralizada com acido
aceético, seguido de didlise e liofilizacdo. O processo de adigdo do CHsl e NaOH
foi repetido mais duas vezes, completando a etapa de metilacdo. A amostra foi
dividida em duas. Uma seguiu para a carboxi-reducéo dos acgucares acidos (B)

e a outra para a hidrélise total (A).
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A fracdo (B) foi tratada com hidreto de litio em tetrahidrofurano para
reducdo dos grupamentos carboxi (acido) a hidroxi (alcool). Este produto foi
remetilado pelo método de Ciucanu e Kerek (1984), o produto O-metilado foi
hidrolisado, neutralizado, reduzido e acetilado. Para a hidrdlise total (A, B) a
amostra passou por tratamento com acido sulfurico 72% (m/m), reducdo com
boroidreto de sédio deuterado e acetilacdo pelo método Wolfrom e Thompson,
(1963 a, b). O produto final foi uma mistura de acetato de alditois parcialmente
metilados. Entdo, as duas as amostras (A e B) foram analisadas em
cromatografo Varian modelo 3300, equipado com coluna capilar (30m x 0.25 mm
i.d.), revestida com OV-225 + OV-17 (3:1) (GORIN et al., 1982), acoplada com
um espectrometro de massa Finnigan-MAT. Foi utilizado como gés de arraste o
gas hélio (1 mL.min!) e a temperatura da coluna foi programada de 50 °C até
182 °C, a 40 °C.min"t, mantendo a 182 °C até o final da corrida. Os derivados
dos monossacarideos foram separados pelo tempo de retengéo e os tipos de
ligacdo foram determinados através das fragmentagdes especificas obtidas pela
analise no espectrometro de massa (Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular/UFPR).

3.3.4 Anadlise da estrutura da mucilagem por ressona ncia

magnética nuclear

As andlises da estrutura de carboidratos pelos espectros de RMN
monodimensionais (carbono - 3C e hidrogénio - *H) e bidimensionais (HSQC -
heteronuclear single gquantum coherence e HMBC - heteronuclear multiple
quantum correlation spectroscopy) foram realizadas em equipamento da marca
Bruker, modelo DRX-400, série AVANCE, em tubo de 5 mm de diametro, em
agua deuterada (D20), utilizando TMS-p como referéncia para a calibragdo dos
espectros (0 = 0 ppm). Todas as analises foram realizadas a 70°C, frequéncia de
400 MHz para RMN -!H e 100 MHz para o RMN -13C. Esses experimentos foram

realizados no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR.
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3.4 DETERMINACAO DE PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA
MUCILAGEM

3.4.1 Analise por cromatografia de exclusdo de tama nho
(SEC)

A técnica da cromatografia de exclusao por tamanho (SEC), é utilizada
para determinacdo de parametros macromoleculares de um polimero em
solucdo onde por meio de colunas se faz a separacdo das moléculas com
relacdo ao seu volume hidrodinamico, fornecendo informacdes importantes para
caracterizacao do material, como descrito a seguir.

Primeiramente, para a sequéncia de analises necessarias para a
caracterizacdo da massa molar, foi determinado o incremento do indice de
refracdo em funcao da concentragéo (dn/dc) da amostra preparada, a partir da
faixa de concentragdo de 0,2 a 1,0 mg.mL%, em solugéo de nitrato de sédio 0,1
mol.L** contendo 200 ppm de azida de sédio. No sistema acoplado ao detector
de indice de refracdo (IR) da marca Viscotek (Malvern Co., Estados Unidos),
modelo VE3580, foram injetados 100 uyL da amostra previamente filtrada,
sequencialmente, em membranas de 3, 0,8 e 0,45 ym, com fluxo de injecdo da
fase moével de 0,6 mL.mint. O valor de dn/dc foi obtido pela extrapolacdo dos
valores da area do pico de indice de refracdo em fungdo da concentracao,
atraves de uma regressao linear.

Posteriormente, ao célculo do dn/dc, para a determinagéo da distribuicéo
da massa molar média numérica (Mn), massa molar média ponderal (Mw), raio
de giro (Rg) e viscosidade intrinseca ([n]), volumes de 100 pL da solu¢do aquosas
da mucilagem foram filtrados em membranas de 3, 0,8, 0,45 e 0,22 ym
(Millipore). A amostra foi injetada no GPC contendo coluna de polimetacrilato da
Shodex-OH Pack SB-806M-HQ L007054 (Jap&o), com limite de exclusdo de
2x107 g.moL™?, e eluida com fluxo de fase mével de 0,4 mL.min. O sistema do
GPC estava acoplado a um refratdmetro diferencial, a um detector viscosimétrico
e a um detector de espalhamento de luz laser, comprimento de onda de 632,8

nm, modelo 270 Dual Detector (Viscotek), a baixo angulo, 7° (LALLS, do inglés
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Low Angle Laser Light Scattering) e a angulo reto, 90° (RALLS, do inglés Right
Angle Laser Light Scattering). Como eluente foi utilizado a mesma solucao
aquosa (0,1 mol.L't de NaNOs, contendo 200 ppm de azida de sédio) da
preparacdo da amostra. Para a padronizacdo do equipamento quanto ao
detector de IR e normalizacdo do detector de espalhamento de luz, foram
utilizados padrdes cromatograficos de massa molar conhecida, o poli (6xido de
etileno) (22.000 g.mol?) e a dextrana (70.000 g.mol?) de procedéncia da
Viscotek, preparadas previamente no mesmo solvente. A compilacdo dos
resultados obtidos pelos detectores, a saber: Mw, Mn, dispersao, concentracao

critica (¢, Rg e ([n]) foi realizada pelo Software OmniSec 4.7 (Viscotek).

3.4.1.1 Determinacao da concentracao critica

A determinacdo da concentragdo critica foi realizada utilizando os
parametros determinados pela técnica de espalhamento de luz, conforme a
equacao:

Equacéo (3)
— Mw
B 4/3 m.Na.R}

*

C

Onde:
Mw: massa molar média ponderal (g.mol?);
Na: nimero de Avogadro;

Rg: raio de giro (cm).

3.4.2 Potencial zeta

As medidas do Potencial Zeta (¢) foram feitas no equipamento Zetasizer
Nano-ZS90 Malvern a 25 °C, para uma dispersao na concentracédo de 1 g/L, em

pH 5,5 (preparada em agua purificada (MilliQ System Millipore), as leituras em
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triplicata foram realizadas ap0s cinco minutos de equilibrio. As analises foram

realizadas no Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.

3.4.3 Analise termogravimétrica

Para determinar a estabilidade térmica, teor de umidade e massa residual
(cinzas e 6xidos de metais), a amostra foi acondicionada em cadinho de alumina
(Al203), e analisadas no equipamento Netzsch STA 449 F3 Jupiter
(Departamento de Quimica - UFPR), em varredura de temperatura na faixa de

25-700°C, taxa de aguecimento de 5°C.mint em atmosfera de ar sintético.

3.4.4 Tensiometria

As medidas foram realizadas utilizando o tensiémetro Dataphysics GmbH
(Alemanha), modelo OCA 15+. As dispersdes foram previamente preparadas em
agua na concentracéo de 40 mg.mL™ e, posteriormente, foram feitas 18 diluicdes
até 0,1 mg.mL'. Procedeu-se as medidas pelo método da gota pendente e
aproximacdes matematicas de Laplace-Young, calculadas pelo software SCA20
do préprio equipamento. Foi utilizada uma seringa de 500 pL (Hamilton, Suica),
agulha de 38,1 mm de comprimento com 1,65 e 0,91 mm de diametro externo e
interno, respectivamente. Os resultados foram obtidos pela média de dez

medicdes em triplicata.

3.4.5 Ensaios Reoldgicos das mucilagens bruta e pur ificada

As curvas de fluxo ou as de viscosidade, foram realizadas em reémetro
Haake RS 1, com controle de temperatura (25 °C) através de um banho termo
circulante Haake (DC30) e sensores Z20 DIN e C60/2Ti adequados para cada
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faixa de viscosidade. Todo o sistema estava acoplado a um computador com
software Haake rheometer.

Com relagdo ao comportamento viscoso da mucilagem foi primeiramente
analisado o extrato bruto (primeira etapa de extracdo do material) para que,
posteriormente, fosse comparada com a mucilagem purificada, e escolhida a
amostra que apresentasse o melhor perfil. Para as analises foram variados
alguns fatores, como: concentracdo, pH (3, 5, 7,2 e 10), concentracao de NaCl
(de 0,1, 0,2 e 0,3 mol.L?), concentragdo de CaCl2 (0,0075 mg.mL"1),
comportamento viscoso da mucilagem apés submetida a curvas de viscosidade
com diferentes temperaturas de aguecimento (de 20 a 70°C), e de resfriamento
(de 70 a 20°C), ambas com variacéo a cada 5°C.

ApoOs a obtencdo dos dados experimentais das curvas de viscosidade em
agua, os resultados foram tratados matematicamente pela equacédo Ostwald de
Waele (equacédo 4), através do mesmo software acoplado ao computador:

Equacéo (4)
T=Ky"
Onde:

1. tenséo de cisalhamento (Pa);
y: taxa de cisalhamento (s2);
K: coeficiente de consisténcia (Pa.s");

n: indice de comportamento do fluido (adimensional).

As analises no regime oscilatorio foram realizadas no mesmo sistema de
analise do nao oscilatério. A mucilagem escolhida para estas analises recebeu
tratamentos de temperatura, calcio, hidreto (protecdo contra a reacdo de B-
eliminacdo) e pH, visto as melhores condi¢coes previamente apresentadas. As
condi¢cées foram 15 horas em aquecimento, 0,0075 mg.mL* de Ca?*, pH 7,1 em
tampao fosfato (0,1 mol.L?).

Antes de realizar as andalises dos espectros mecanicos (modulos G’ e G”
em funcéo da frequéncia) foi realizada uma varredura de tensédo na faixa de 0,10
a 10 Pa em diferentes valores de frequéncia (0,05, 1 e 10 Hz) com o objetivo de

determinar a regido viscoelastica. Neste estudo, apos a varredura de tensao, o
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valor de tenséo escolhido para a varredura de frequéncia foi de 0,1 Pa. Também
foi realizado um estudo da amostra pelo modelo de Cox-Merz, através da
equacao 5:
Equagéao 5
" (w) =n,, {) paraw =y

Onde:

n*: viscosidade dindmica complexa (mPa.s);
Nap: Viscosidade aparente de cisalhamento (mPa.s);
w: frequéncia de oscilacdo (rad.s?);

y. taxa de cisalhamento (s?).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXTRACAO E RENDIMENTO DA MUCILAGEM

As folhas verdes de Pereskia aculeata receberam tratamento com etanol
para a desidratacdo, seguida da remocao de pigmentos e lipideos em Soxhlet,
também com etanol e, posteriormente, foram seguidos os procedimentos de
extragdo em agua, purificacdo e analises do material. O rendimento das folhas
secas, depois do periodo que desidratou, e foram retirados os pigmentos e
lipidios em etanol, foi de 11,8%, em relacéo as folhas verdes. Essa porcentagem
indica o grau de retencdo de 4gua nas folhas, importante para a transpiracao e
proprio da fisiologia das folhas desse vegetal (cactacea). Espécies de Pereskia
sao consideradas como o0s cactos existentes que melhor representam os “cactos
ancestrais”, apresentam uma ideia para demonstrar como 0s cactos regularam
0 uso da agua como prioridade para a evolugdo sem folhas e desenvolvimento
do caule suculento (EDWARDS e DIAZ, 2006). E conhecido que o estresse
térmico pode causar injurias, e levar a uma diminuicdo severa do crescimento e
desenvolvimento, podendo causar até a morte da planta (LIMA et al., 2013).
Portanto, o maior teor de agua pode auxiliar no controle da temperatura e na
sobrevivéncia do vegetal.

O rendimento em porcentagem (m/m) de pé bruto em relagédo as folhas
verdes foi de 5,4 % e o do p6 purificado de 1,6%. A porcentagem obtida para o
po purificado esta dentro do intervalo observado para a amostra extraida das
folnas de caqui (Diospyros kaki), 1,22%, (DUAN et al., 2003). Em trabalho
efetuado por Sierakowski (1982) que tratou as folhas de P. aculeata com etanol,
acetona e benzeno, seguido de extragcdo aquosa com temperatura de 85°C, o
rendimento foi de 2,13%, em relacdo as folhas verdes provenientes de Vigosa
(MG). Portanto, o observado, em nosso trabalho, para o extrato bruto € maior,
além de menor consumo de energia e a metodologia empregada no presente
trabalho € menos agressiva ao ser humano e ao meio ambiente por ndo usar o
benzeno. Segundo a EPA (Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos)

um longo periodo de exposicdo a este solvente, além de causar intoxicacoes,
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pode levar o individuo a ocorréncia de varios tipos de cancer. Também, ha que
se considerar a possivel interferéncia quanto a natureza do solo nos valores de
rendimento e da presenca de mais fibras no extrato. Dispersdes subsequentes
mostraram que a presenca das fibras dificultou a solubilizacdo da amostra e
induziu a etapa de purificacdo por re-solubilizacé&o e centrifugacao, que resultou
num menor rendimento (75-80%) em massa, mas que permitiu a obtencao de
um material mais sollvel em agua e que, pelo método de extracdo utilizado e
dispersdo, pode ser denominado de mucilagem (SAENZ, SEPULVEDA e
MATSUHIRO, 2004; PRAJAPATI et al., 2013).

4.2 CARACTERIZACAO QUIMICA E ESTRUTURAL DA
MUCILAGEM

4.2.1 Determinacao de acido urdnico, agucar total e proteina

Com relacdo as determinacbes da composicdo da mucilagem o0s
resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 2.

TABELA 2. DETERMINACAO EM % (m/m) DE ACIDO URONICO, ACUCAR TOTAL E
PROTEINA PARA A MUCILAGEM DAS FOLHAS DE P. aculeata

Analises % (m/m)
Acido Urénico ! 26,240,2
Acucar Total ? 48,3+0,8
Proteina 3 18,8+0,2

L FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991)
2 DUBOIS et al. (1956)
3 HARTREE (1972)

Estudos iniciais realizados por Sierakowski (1982) com 0 mesmo vegetal,
mas com local de coleta diferente, apresentaram resultados de 12,0% para acido
urénico, 41,0% de acucar total e 15,25% de proteina, seguindo as metodologias
de Bitter e Muir (1962), Dubois et al. (1956) e Kjeldahl (1968), respectivamente.
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Assim, além da metodologia o solo também pode interferir na composicao das
amostras. Recentemente, estudos foram realizados por Lima Jr et al. (2013),
com as folhas de P. aculeata, que encontraram os indices de proteina de 10,5%
e acucar total de 46,9%, segundo os métodos de Kjeldahl (1968) e Dubois et al.
(1956), respectivamente. Este mesmo grupo encontrou 0,44% de acido urbénico
pela dosagem de Blumenkrantz e Asboe-Hansen (1973) usando o método com
m-hidroxidifenil (MHDP) (CONCEICAO et al., 2014), sugerindo que o método de
extracdo a quente da mucilagem de folhas de P. aculeata que utilizaram nao foi
o adequado por promover auto hidrdlise e retirar uma concentracao significativa
de grupamentos acidos da estrutura do material e que, num processo de
extracdo, devem ser preservados pois é um componente que pode dar ao

polissacarideo diferentes propriedades e aplicacoes.

4.2.2 Determinacdo de minerais

Como ja mencionado na literatura, a P. aculeata apresenta propriedades
importantes em termos de componentes necessarios para a nutricdo como
exemplo proteina, carboidrato, vitaminas, fibras, além da quantidade de
minerais, 0s quais séo consideraveis para o correto funcionamento do organismo
humano. A Tabela 3 apresenta a composicdo em minerais quantificada no
espectrometro 6tico de emissdo atdmica com plasma indutivamente acoplado
(ICP OES).
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TABELA 3. QUANTIFICAGCAO DE MINERAIS PARA A MUCILAGEM DAS FOLHAS DE P.

aculeata
Minerais Conteldo *
(mg/100q)
Célcio 0,15 + 0,0005
Ferro 0,01 + 0,002
Manganés 0,01 + 0,001
Fosforo 0,094 + 0,001
Zinco 0,001 +0,0001
Potassio 0,3+£0,001
Magnésio 1,61+£0,02
Saodio 1,98 £ 0,08

*Determinados no ICP OES

De forma geral, a amostra apresentou maiores teores de sodio, seguido
de magnésio, potassio e calcio. O calcio em alimentos tem interessante fungao,
ja que a sua principal fonte sdo os alimentos lacteos e algumas pessoas
possuem intolerancia a lactose; portanto, essa mucilagem como alimento pode
ser uma fonte importante na ingestdo de calcio. O sodio esta presente em altas
concentracfes em alimentos processados, porém € encontrado em baixas
concentracfes em alimentos de origem vegetal, e, em baixas concentracoes, é
importante para o bom funcionamento do organismo para regulagédo da bomba
sédio potassio, na manutencdo do equilibrio osmético do organismo dos seres
humanos. Mas, parte do sédio pode vir do processo de purificacdo ao qual foi
precipitado em meio salino (NaCl). O potassio € encontrado em alimentos, como
as hortalicas, visto que & um dos constituintes essenciais das células e o
magnésio para o bom regulamento do organismo e imunidade (SALAZAR et al.,
2006; YUYAMA et al., 1997)

Estudo realizado por Takeiti et al. (2009) com as folhas de P. aculeata,
mostra teor proximo para a quantidade de magnésio, e com relacdo aos outros
minerais, as porcentagens sdo maiores. Ja Conceicao et al. (2014), encontraram
valores superiores aos relatados na literatura e da Tabela 3; e para a técnica
empregada de microscopia eletrénica de varredura, onde ndo h& necessidade

de tratamento quimico do material, erros podem ocorrer por nao atribuir
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caracteristicas da amostra de uma forma geral, e, apenas, de uma regiao da
imagem. As diferengas com os resultados da literatura, também, podem ser
relacionadas com as caracteristicas de solo, clima e processo de extracdo
empregado e pela técnica de quantificacdo dos minerais. A técnica
multielementar como ICP OES, que corresponde a espectrometria de emissao
atdmica com plasma acoplado indutivamente, permite a observacdo do plasma
no modo de configuracdo axial e radial, ou seja, um modo de observagao mais

sensivel para cada elemento, portanto com maior confiabilidade.

4.2.3 Composicao da mucilagem em monossacarideos

De forma qualitativa, foram analisados os monossacarideos pela técnica
de cromatografia anidnica de alta resolucdo com deteccdo por pulso
amperomeétrico (HPAEC-PAD), a qual além de fornecer os monossacarideos
neutros, detecta os acidos, como pode ser observado na Tabela 4. Por isso a
importancia da sua avaliagdo e, posteriormente, a comparacdo com 0S

monossacarideos detectados como acetatos de O-metil alditois.

TABELA 4. DETERMINAGCAO DE MQNOSSACAR[DEO§ POR CROMATOGRAFIA ANJC)NICA
DE ALTA RESOLUCAO COM DETECCAO POR PULSO AMPEROMETRICO
(HPAEC-PAD) DA MUCILAGEM DAS FOLHAS DE P. aculeata

Monossacarideo Conteudo
(% Molar)
L-Arabinose 35,9
D-Galactose 55,4
L-Ramnose 3,2
L-Fucose 1,8
Acido p-Galacturénico 3,7

Os monossacarideos detectados obedecem a seguinte proporcéo 1: 1,8:
2,1: 20,4: 31,5 para fucose: ramnose: acido galacturonico: arabinose: galactose,
respectivamente. Identificando a presenca de &cido galacturdnico, como o

representante do acido urénico guantificado pela técnica
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espectrofotocolorimétrica. A principal importancia dessa deteccdo se deu em
relagdo a presenca de L-fucose que € um monossacarideo normalmente néo
detectado devido a labilidade das unidades no processo de hidrélise e, também,
a identificacdo de acido galacturdnico. Todavia, a quantificacdo desse ultimo
mostra que, provavelmente, a hidrdlise néo foi total e, portanto, € um resultado
apenas qualitativo, uma vez que os valores obtidos através de hidrélise acida
sédo inferiores aos métodos colorimétricos de determinacdo de agucares acidos.

Considerando os resultados da Tabela 5, a qual apresenta os agucares
metilados, suas respectivas ligacdes e a porcentagem de agucares acidos que
se tornaram neutros apos a caboxi reducédo, essa tabela seria a melhor forma de
representacdo da quantificagdo das unidades monossacaridicas; mesmo sendo
uma técnica onde pode haver perdas no processo de sintese e de extracdo dos
acetados de alditdis O-metilados. Destaca-se que para comprovar a presenca
do tipo de acido urbnico no polissacarideo, e suas ligacdes glicosidicas
envolvidas, a amostra foi carboxi-reduzida, onde esta metodologia € realizada
no intuito de reduzir as carboxilas do acido urénico, convertendo-as em alcool,
logo em monossacarideos neutros correspondentes. Apds essa reacao,
observou-se um aumento na quantidade de galactose total de 49% para 58%,
com o aparecimento de 2,4,6-Mes-Galp, sugerindo ligagbes em C-1 e C-3 nas
unidades de Galp, aumento de 2,3,6-Galp (ligacdes em C-1 e C-4), as quais
indicam que as unidades de acido galacturdnico estavam presentes, com
diferentes ligacdes glicosidicas, e, provavelmente, mais envolvidas com as
unidades de ramnose e de fucose da estrutura polissacaridica, também pelo
aumento em percentagem dessas unidades com o procedimento prévio da
carboxi-reducdo do polissacarideo antes da hidrédlise. A aparente reducdo, em
mol%, das unidades de arabinose de 38 para 21, sugere que essas fazem parte
das ramificagbes, como cadeias laterais mais externas e relacionadas a parte

neutra da estrutura.
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TABELA 5. DETERMINACAO DE MONOSSACARIDEOS COMO DERIVADOS DE ACETATO
DE ALDITOIS O-METILADOS, APOS REACAO DE METILACAO DA
MUCILAGEM DAS FOLHAS DE P. aculeata, ANTES A APOS O PROCESSO DE
CARBOXI-REDUCAO

O-Metil-Alditois acetato Tipos de Ligacdes Mol%
Glicosidicas

A B
2,3,5-Mes-Araf Terminal Araf 24 13
2,3-Me2-Araf 1,5-Araf 1 1
3-Me-Arap 1,2,4-Arap 13 7
2,3,4,6-Mes-Galp Terminal Galp 1 2
2,3,6-Mes-Galp 1,4-Galp 15 19
2,6-Me2-Galp 1,3,4-Galp 33 34
2,4,6-Mes-Galp 1,3-Galp 3
2-Me-Rhap 1,3,4-Rhap 3 6
3-Me-Rhap 1,2,4-Rhap 6 8
3-Me-Fucp 1,2,4-Fucp 4 7

* |dentificados por GC-MS, em coluna OV-225 + OV-17 (3:1), conforme materiais e métodos
A - Metilado, carboxi-reduzido, metilado, hidrolisado, reduzido e acetilado
B - Metilado, hidrolisado, reduzido e acetilado

Como avaliacdo da composi¢do a amostra é principalmente composta por
galactose (~49 mol%) e arabinose (~21 mol%), sugerindo que o polissacarideo
extraido das folhas de P. aculeata é uma fracdo rica em arabinogalactana acida,
com porcentagens préximas as encontradas em cactos de Cereus triangularis
(PETERA et al., 2015). E é constituida por menores quantidades de ramnose
(~14 mol%), fucose (~7%) e acido galacturdnico (~9 mol%). As espécies de
cactaceas apresentam basicamente em sua composicdo 0s monossacarideos:
galactose, arabinose, ramnose e acido galacturénico (SAENZ, SEPULVEDA e
MATSUHIRO 2004).

A analise da tabela 5 revela, também, a presenca de 2,3,6-Mes-Galp e

2,6-Me2-Galp, sugerindo que a cadeia principal € constituida de ligagbes (1—4)
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para as unidades de galactose com 34% dessas unidades substituidas na
posicao C-3. A presenca de 2,3-Mez-Araf e 3-Me-Arap indicam, respectivamente,
a presenca de ligagdes (1—5) entre as unidades de arabinofuranose e de
ligacdes em C-1, C-2 e C-4 para as unidades de arabinopiranose. Assim, parte
da estrutura da arabinogalactana € similar a descrita por Sierakowski et al. (1987)
e por Habibi et al. (2004).

Com os resultados acima obtidos pode-se sugerir que o método de
Ciucanu e Kerek (1984) aqui utilizado foi melhor para o processo de metilacéo e
de preservacao da estrutura polissacaridica, uma vez que foi possivel identificar
as unidades de fucose, embora ainda de forma qualitativa. Em trabalho anterior,
empregando a metilacdo por Haworth (1915) ou por Kuhn, Trischmann e Low
(1955), que envolve em ambas a solubilizacdo em meio basico (NaOH a 40% ou
N, N-dimetilformamida), esse monossacarideo nao foi identificado
(SIERAKOWSKI et al., 1987). Portanto, essa unidade néo foi identificada, por ter
sido, possivelmente, perdida por reacdo de [B-eliminacdo, especialmente por

estar proxima glicosidicamente ao acido galacturdnico.

4.2.4 Analise da estrutura da mucilagem por resson  ancia

magneética nuclear

Com as andlises de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono, pode-se, de forma ndo degradativa, avaliar a composi¢cao da amostra
em termos de polissacarideo constituinte.

Os monossacarideos encontrados podem ser comprovados pela analise
de RMN de 13C, como pode ser observado na Figura 10 e Tabelas 6 e 7. Onde
0S principais monossacarideos da cadeia principal referentes a
arabinogalactana, arabinose e galactose, estdo apresentados com seus
respectivos deslocamentos.

Adicionalmente, com a ajuda do espectro bidimensional de HSQC-RMN
(heteronuclear single quantum coherence), foi possivel elucidar outros
deslocamentos de hidrogénio referentes a cadeia principal, o qual relaciona as
ligacdes diretas entre carbono e hidrogénio de uma molécula, como pode ser

observado na Figura 11 e Tabela 8.
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TABELA 6. LIGAGOES E DESLOCAMENTOS QUIMICOS REFERENTES A ARABINOSE
OBTIDOS POR 1C-RMN. EM D;0, A 70°C. DESLOCAMENTOS QUIMICOS
EXPRESSOS EM (&) ppm

Carbono / 1,5-a-Araf Araf-Terminal Arap
Unidades

monossacaridicas

C-1 108,2 108,6 101
C-2 81,6 81,6 67,6
C-3 76,5 76,5 73,2
C-4 86,5 86,5 65,7
C-5 62,6 62,6 62,3

TABELA 7. LIGACOES E DESLOCAMENTOS QUIMICOS REFERENTES A GALACTOSE
OBTIDOS POR 13C-RMN. EM D20, A 70°C. DESLOCAMENTOS QUIMICOS
EXPRESSOS EM () ppm

Carbono/Unidades 1,3,4-B-Galp 1,4-3-Galp

monossacaridicas

C-1 105,6 104,2
C-2 73,9 72,9
C-3 82,2 74,7
C-4 79,6 79,2
C-5 75,4 75,4

C-6 61,6 61,6
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FIGURA 10. ESPECTRO DE 13C-RMN PARA A MUCILAGEM DAS FOLHAS DE P. aculeata EM
D20, A 70°C. DESLOCAMENTOS QUIMICOS EXPRESSOS EM (3) ppm.

Também, foram encontrados os deslocamentos, de unidades das
ramificacbes, referentes a ramnopiranose, em 4 103,8, 70,8, 71,4, 73,8, 70, 16,3
atribuidas ao C-1, C-2, C-3, C-4, C-5 e C-6, respectivamente (PRAJAPATI et al.,
2013; HABIBI et al., 2004; KANG et al., 2011).

As unidades de a-fucopiranose apresentaram deslocamentos em 6 102,4
ppm relacionado a C-1, além do 6 19,9 atribuido ao C-6 desse monossacarideo.
No espectro de 'H-RMN (dado ndo apresentado), a fucose d 1,2, pode ser
relacionada por integracéo, onde foi possivel encontrar uma quantidade de 6,1
%, proxima a encontrada por andlise de metilacao (7 %), segundo o processo B.
Esses assinalamentos sdo importantes visto que a unidade de fucose € um
acucar com destacada funcédo na saude humana, atuando, por exemplo, como
uma unidade sinalizadora em respostas em processos de inflamacéo e
imunidade, inclusive tem apresentado efeitos fisiopatolégicos funcionalmente
para o tratamento de cancer (LISTINSKY, SIEGAL e LISTINSKY, 2011). Estudos
realizados por Péterszegi et al. (2003) observaram que compostos constituidos
por unidades de galactose, acido galacturdnico e fucose, extraidos a partir de
um polissacarideo bacteriano de elevada massa molecular, apresentaram bons
resultados sobre o retardo do envelhecimento celular da pele, por meio do
estimulo da proliferacéo de fibroblastos.

A amostra também apresentou sinal caracteristico de C-6 em 6 173,4 ppm
de carboxila (-COOH) na forma acida, em & 171 ppm de (-COO") de &cido
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galacturdnico na forma esterificada, e em 6100,2 e 99,4 ppm para C-1 nas
formas esterificada e livre, respectivamente.

A quantificacdo dos sinais de C-6 por integracdo () 0,21 e 0,18
respectivamente, indicam que 46,1 % do acido urdnico estdo esterificados.
Corroborando com esse dado, o resultado obtido através do espectro de HSQC-
RMN (Figura 11). Onde a integracdo do H-5 do a-D-acido galacturénico
esterificado e do livre (5 5, [ 0,142 e & 4,67, [ 0,2558, respectivamente) mostra
que 35,5 % do &cido esté esterificado. Essa diferenca pode ser atribuida as
propriedades de relaxacdo dos nlcleos de 3C e 'H-RMN. Esses resultados
indicam baixo grau de esterificacdo (GRASDALEN, BAK@I e LARSEN, 1988).

Além dos deslocamentos em & 67,5, 67,7, 77,24, 70,5, correspondentes
aos C-2, C-3, C-4 e C-5 provenientes de unidades de acido a-D-galacturénico,
ligadas (1—4) (DUAN et al., 2003; DO NASCIMENTO et al., 2015). E para o
espectro de *H-RMN o deslocamento a d 2,15 que evidenciam a presenca do

grupo acetil no polissacarideo (SIERAKOWSKI et al., 1990; PETERA et al.,
2015).

e e I o _
4 H5 a-p-GalA .
= esterified H5 a-D-GalA
_3 free
3
= o
_:3 ==
= -8
3 H1 a-D-GalA
esterified
—a |
B-Galp
a-Araf g

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
54 52 50 48 48 F2 [ppm]

FIGURA 11. ESPECTRO DE HSQC-RMN PARA A MUCILAGEM DAS FOLHAS DE P. aculeata
EM D20, A 70 °C. DESLOCAMENTOS QUIMICOS EXPRESSOS EM (&) ppm.
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TABELA 8. LIGACOES E DESLOCAMENTOS QUIMICOS REFERENTES AOS
MONOSSACARIDEOS DA MUCILAGEM DE FOLHAS DE P. aculeata,
OBTIDOS POR HSQC-RMN. EM D:0, A 70°C. DESLOCAMENTOS
QUIMICOS EXPRESSOS EM (5) ppm

Unidades / Ligacoes Deslocamentos Quimicos (8, ppm)
1 2 3 4 5 6

1,4-B-Galp

H 4,6 3,8 38 41 3,7 3,7

13C 1042 729 74,7 79,2 75,4 61,6
Araf-Terminal

H 51 4,1 39 40 3,7

13C 108,6 81,6 76,5 86,5 62,6

Através do espectro bidimensional de HMBC-RMN (Anexo Al), o qual
revela a correlacao entre hidrogénio e carbonos com distancias de 3 a 4 ligagdes,
foi possivel elucidar algumas ligacdes entre as moléculas.

Como pode ser observado na Figura 12, a qual relaciona as possiveis
ligacbes entre os monossacarideos. Onde se pode destacar como principais
correlagcbes em 64,7 e 79,6 ppm referentes ao H-1 e ao C-3 da cadeia principal
de 1,4-B-galactopiranose, também em & 5,6 e 108 ppm de H-1 e C-1 de a-
arabinofuranose-terminal e ligada (1—5), respectivamente. Em outra relacéo
com a cadeia principal, ha um deslocamento em o 4,54 de H-1 de 1,4-B-
galactopiranose relacionado ao & 73,2 de C-3 da cadeia de 1,2/4-
arabinopiranose. O deslocamento de H-2 de arabinofuranose-terminal a & 4,1
ppm ligados a C-2 de 1,3,4-B-galactopiranose em & 73,9 ppm, e ao C-1 de 1,4-
B-galactopiranose em 0104,2. Os deslocamentos a 0 4,5 e 104 referentes,
respectivamente, ao H-1 de 1,4-B-galactopiranose e ao C-1 de ramnopiranose.
Também se observa que o H-5 de unidades de &cido-D-galacturénico livre esta
relacionado ao C-1 de unidades de 1,4-B-galactopiranose, em 6 4,6 e 104 ppm,

respectivamente.
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Figura 12.

REPRESENTACAO DOS MONOSSACARIDEOS ENCONTRADOS PELO
ESPECTRO DE HMBC-RMN. A: LIGACOES ENTRE H-1 DE 1,4-3-Galp E C-3 DE
1,4-B-Galp. B: LIGACOES ENTRE H-1 DE 1,4-B-Galp E C-3 DE 1,2,4-Arap. C:
LIGACOES ENTRE H-1 DE 1,4-B-Galp E C-1 DE Rhap. D: LIGACOES ENTRE C-
1 DE 1,4-B-Galp E H-5 DE p-GalAp. E: LIGACOES ENTRE H-2 DE Araf-t E C-1
1,4-B-Galp. F: LIGACOES ENTRE H-2 DE Araf-t E C-2 1,3,4--Galp. G:
LIGACOES ENTRE H-1 DE Araf-t E C-1 1,5-0-Araf.
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4.3 Determinacdo de parametros fisico-quimicos da

mucilagem

4.3.1 Analise termogravimétrica

Por meio da andlise termogravimétrica (TG) e da respectiva derivada
(dTG), foi possivel verificar os teores de umidade, cinzas e estabilidade térmica,
como pode ser observado pelo termograma na Figura 13. As transi¢cdes de fase
em hidrocoldides podem ser resultantes, por exemplo, das mudancas na
composicdo. Conhecer as temperaturas de transicdo e as quantidades
termodindmicas é importante para compreender 0S processos, tais como
desidratacdo, evaporacdo, congelamento e conservacido de amostras (MOTHE
e RAO, 2010).
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FIGURA 13. CURVAS DE TG E dTG PARA A MUCILAGEM DAS FOLHAS DE P. aculeata,
OBTIDA POR ANALISE TERMOGRAVIMETRICA. EM ATMOSFERA DE AR
ATMOSFERICO E TAXA DE AQUECIMENTO DE 5 °C.min!

A curva de TG indica diferentes etapas de degradacao até a queima total

da fracdo organica da amostra. Podem ser observados trés eventos bem
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definidos. O primeiro em aproximadamente 90 °C, referente a perda de agua; o
segundo evento proximo a 250 °C pode ser atribuido ao inicio da degradacéo do
material e a quebra de ramificagdes, devido a consideravel perda de massa,
indicado pela curva derivada da curva termogravimétrica (dTG); o ultimo evento
em 450 °C é referente a degradacdo da amostra e pode ser atribuido aos
residuos de pirdlise de carboidrato e residuos minerais. Estes valores sdo muito
proximos aos encontrados por Mercé et al. (2001) e por Conceicéo et al. (2014),
com estudos envolvendo polissacarideo das folhas de P. aculeata.
Encontrou-se 9 % de umidade, e estudos realizados por Lima Jr et al.,
(2013) apresentaram 13,5 % de umidade, porém utilizaram outro método de
analise para obter esse dado. A quantidade de massa residual, constituida por
cinzas e por oxidos de metais foi de aproximadamente 16 %. Enquanto o referido

autor acima encontrou 42,5 % em seus estudos para as folhas de P. aculeata.

4.3.2 Analise por cromatografia de exclusdo por tam anho
(SEC)

A técnica de cromatografia de exclusédo por tamanho (SEC) desempenha
um fator muito importante no estudo de macromoléculas naturais e sintéticas,
pois tem a habilidade de medir muitos parametros, entre os quais a Mw e sua
distribuicdo, importante caracteristica de polissacarideos que pode influenciar
em seu comportamento, na viscosidade por exemplo, e até mensurar dimensao
do espaco que uma cadeia de um polimero ocupa, em analogia a uma esfera
oca, com massa e momento de inércia iguais aos da molécula, conhecido como
Ro.

Como pode ser visto no perfil cromatografico na Figura 14, ha a presenca
de 4 picos no IR, que mostram populacbes com diferentes distribuicbes de
massa molar, e que eluem em tempos diferentes. Sendo, portanto, uma amostra
dispersa com distribuicdo multimodal. A propria composicdo quimica desse
material pode interferir nessa caracteristica de dispersédo, especialmente em
relacdo a composicdo como em acidos urénicos e proteina. O material em estudo
é altamente heterogéneo, com relagdo ao observado pela técnica de SEC, visto
que além da variacdo na composicao das diferentes unidades de mondémeros
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(monossacarideos e aminoacidos), e de suas possiveis ligacdes e ramificacoes,
também pode apresentar variacdo na distribuicdo das massas molares (LIMA et
al., 2013).

O primeiro pico, assinalado na Figura 14, € o que traz as informacdes mais
relevantes sobre a amostra, visto que todos os detectores o indicam neste tempo
de eluicdo. Assim sendo, a Tabela 9 apresenta os resultados obtidos pelas
analises de cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC) acoplada a
multidetectores, conforme descrito em materiais e métodos, com informacdes

referentes ao primeiro pico.
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FIGURA 14. PERFIL DE ELUICAO POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO POR TNAMANHO
DA MUCILAGEM de folhas de P. aculeata, NA CONCENTRACAO DE 1
mg.mL1, EM 0,1 mol.L-* DE NaNO3
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TABELA 9. CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES MACROMOLECULARES DA
MUCILAGEM DAS FOLHAS DE P. aculeata, ANALISADAS POR SEC-
MULTIDETECTORES

Analises Valores
dn/dc (mL.g™) 0,16
Mw (g.molt)/ 10° 7,9
Mn (g.mol?)/ 10° 6,1
Muw/Mn 1,3
[n] (dL.g*) 2,6

K (103) 1,42
a 0,55
Rg (Flory-Fox) (nm) 41
c* (mg.mL1) 4,6

Valores de dn/dc; massa molar média ponderal (Mw); massa molar média numérica (Mn);

dispersdo (Mw/Mn); viscosidade intrinseca ([n]); raio de giro segundo Flory-Fox (Ry);

Os resultados encontrados para o indice de dn/dc, que € uma constante
que relaciona o indice de refracdo do meio em fung¢éo da concentracdo para a
amostra total, foi de 0,16, o0 mesmo valor encontrado por Cipriani et al. (2009)
em uma arabinogalactana extraida do farelo de soja. A determinacéo desse valor
€ importante porque se incluem nos calculos da determinacdo da massa molar
pelas técnicas de espalhamento de luz, como sera visto a seguir.

Com relacdo a Mw, uma das principais caracteristica fisico-quimicas de
polissacarideos solliveis em agua é que podem variar ao longo de uma ampla
faixa, de aproximadamente 10° a 107 g.mol* (DUSHKIN et al., 2013). O valor
aqui encontrado para este parametro foi de 7,9 x 10° g.mol1. Valores préximos
sdo encontrados na literatura, por exemplo, para arabinogalactanas extraidas de
folnas do caqui, das flores de crisantemo e do fruto de tamarillo (Solanum
betaceum) que apresentaram massa molar de 9,0 x 10° g.mol* (DUAN et al.,
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2003), 1,7 x 10° g.mol! (LIANG et al.,, 2014) e 1,3 x 10° g.mol! (DO
NASCIMENTO et al., 2015), respectivamente, determinadas pela técnica de
SEC.

Quanto a Mn, encontrou-se o valor de 6,1 x 10° g.mol. Este indice é
importante quando relacionado a Mw, para dar informacdes sobre a disperséo do
polimero. A razdo Mw/Mn, chamada de dispersdo, é uma medida 0til sobre a
distribuicdo de massa molar do polimero. Altos valores desse indice indicam uma
ampla distribuicdo com quantidades dos materiais em ambos 0s extremos.
Quando Mw/Mn tem valor igual a 1, indica que todas as moléculas poliméricas
tém a mesma massa molar (SUN, 1922). O valor da tabela 9 (1,3) mostra que o
material € disperso, dentro da faixa de 1,5 ~ 2,0 que € a normalmente encontrada
para polissacarideos naturais (WANG e CUI, 2005).

A viscosidade intrinseca [n] € uma indicacdo da dimenséo espacial das
moléculas do polimero em uma solucdo diluida (STRIEGEL, 2003), definida
como a viscosidade para a concentracao, infinitamente diluida, tendendo a zero
(LUCAS, SOARES e MONTEIRO, 2001). A dependéncia da [n] esta diretamente
relacionada com a massa molar e pode fornecer informacdes sobre a dimenséo
dos polimeros e sobre a arquitetura, quando relacionadas a equacgéo de Mark-
Houwink, [n] = KM?. Onde, K e a sdo constantes para um determinado sistema
envolvendo polimero/solvente/temperatura. O valor de a de 0,55, indica que o
polissacarideo estudado tem estrutura de cadeias flexiveis (MOREIRA et al.,
2004), quando em solucéo de nitrato de sédio

O valor do raio de giro (Rg) encontrado para a amostra (41 nm), é
ocasionado pela repulséo eletrostatica das cargas do polieletrdlito, que geram
uma expanséao do volume molar, preferencialmente, através de entrelacamentos,
ou zonas de juncao, através de cadeias laterais (DE FREITAS et al., 2010).
Portanto, revela a arquitetura da macromolécula e pode estar relacionado a
distribuicdo do acido urbénico na estrutura, tanto na cadeia principal como nas
ramificacbes e, também, a presenca de proteina, os quais interferem na
mobilidade das cadeias.

No valor de concentracao critica (c*) obtida pela equacéo 3, observa-se
que a amostra foi preparada dentro do regime diluido. Quando a concentracao
do polimero em solucdo € menor que c*, as cadeias ficam separadas, e se

comportam quase que de forma independente, ou seja, ha pouca interacao entre
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as cadeias do polimero e, preferencialmente, interagem com as moléculas do
solvente (TERAOKA, 2002).

4.3.3 Potencial zeta

A medida do potencial zeta é determinada utilizando técnicas de
eletroforese e indica o potencial de superficie das particulas, medindo as forgas
eletrostaticas repulsivas e atrativas, onde pode ser influenciado pelas alteragcfes
na interface com o meio dispersante, devido a dissociagao de grupos funcionais
na superficie ou adsorcdo de espécies ibnicas que estdo presentes no meio
aguoso da dispersdo (SCHAFFAZICK et al., 2003; MIRHOSSEINI et al., 2008).

O potencial zeta da mucilagem das folhas de P. aculeata é de -25 mV,
onde as mudancas na carga da superficie podem ser atribuidas a presenca de
acido galacturbnico e as carboxilas de cadeias laterais de aminoacidos,
impactando na carga negativa (PATHAK et al., 2015). Também, é atribuida as
cargas negativas na estrutura de algumas moléculas a presenca em grande
quantidade de hidroxila e carboxila. Assim, a combinacdo de massa molar
elevada, com uma proporcdo adequada de carboidratos, proteinas e uma carga
predominantemente negativa sao fatores que podem melhorar a estabilidade de
sistemas coloidais, tais como produtos coloidais farmacéuticos, cosméticos e
alimentares (SIBAJA-HERNANDEZ et al., 2015).

4.3.4 Tensiometria

A Figura 15 apresenta a relac&o entre a tensdo superficial e o logaritmo
da concentracéo para avaliar o seu comportamento. A observacao da tendéncia
em diminuir a tensdo superficial com o aumento da concentracdo, pode ser
explicada pela presenca de grupos O-acetil, O-metil nos polissacarideos e dos
grupos R laterais de aminoacidos da proteina, na composi¢cao da amostra, que
induzem mudancas de polaridade na superficie (menos polar) e que podem
implicar na capacidade da mucilagem de agir como um hidrocoléide tensoativo
(YAPO et al., 2007). Nao foram encontrados valores de tensdo superficial na

literatura préximos aos relatados neste trabalho visto que a maioria das medidas
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€ instantanea. Portanto, a diferenca pode ser devida ao tempo de equilibrio (10
minutos) antes da medida, e que deve ser propiciado com o intuito de que as
moléculas do tensoativo migrem do centro da solugcdo para a interface, se
orientem e se acomodem na superficie. (MYERS, 1999; KAMINSKI et al., 2015).

Em uma solugdo, as moléculas de tensoativos tentem a ocupar a
superficie e a partir do momento que a superficie é saturada, elas migram da
superficie, se aglomeram no interior da solucdo e formam agregados; a
concentracdo a qual isso acontece chama-se por concentracdo de adsorcéo
critica. Acima da concentracdo de adsorcdo critica, pode-se avaliar a
concentragéo critica de auto-associagéo, definido como o momento em que as
associacdes entre cadeias poliméricas comecam a se formar, e aumentam com
o0 aumento da quantidade de grupos hidrofilicos (GIUSTI, POPOT e TRIBET,
2012).

A tenséo superficial da amostra em concentracdo abaixo de 1 mg.mL? é
muito préxima a encontrada para a agua (72,75 mN.m™) na temperatura de
analise, acima dessa concentracdo ha diminuicdo concomitante da tensé&o
superficial. Por interseccdo das tangentes a mucilagem apresenta a
concentracéo de adsorgédo critica aproximadamente a 1 mg.mL. J& com relagdo
a concentracdo de auto-associagao encontrou-se praticamente uma tendéncia a

um platdé em concentracdes a partir de 8 mg.mL™.
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FIGURA 15. TENSAO SUPERFICIAL DA MUCILAGEM PREPARADA EM AGUA,
RELACIONADA AO LOG DAS CONCENTRACOES ENTRE 0,1 E 40 mg.mL,
A 25°C+2

4.3.5 Ensaios Reoldgicos

4.3.5.1 Mucilagem dispersa em agua

O comportamento reolégico de mucilagens em solucéo, apresenta alta
dependéncia do meio, como massa molar, concentragdo, pH, temperatura,
acucar e sal para formar gel (HUA et al., 2015). Apés ensaios reoldgicos prévios
fez-se a escolha da melhor concentracdo da amostra (60 mg.mL™1) para andlise
do comportamento em fluxo. A Figura 16 mostra a diferenga no comportamento
reolégico das curvas de viscosidade entre a mucilagem no extrato bruto e a
purificada (previamente descritas nos Materiais e Métodos). Pode-se afirmar que
a remocao de material insolavel no processo de purificagcdo por centrifugacéo
melhorou o comportamento da dispersdo, contribuindo para melhorar a
organizacao e interacao das estruturas, visto a grande diminuigéo da histerese.

Esse é um fenbmeno que ocorre quando numa curva de fluxo se aplicada uma
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taxa de cisalhamento, e a curva da volta ndo se sobrepde a curva de ida. Tal
comportamento pode ser atribuido em decorréncia da perda de moléculas de
agua das redes internas, e da ndo repeticdo da organizagdo macromolecular no
sentido do cisalhamento tendendo ao repouso. Observou-se um valor da
viscosidade maior ap0s a purificacdo onde, por exemplo, no ponto de taxa de
cisalhamento de 100 s, a viscosidade aparente é 170 e 512 mPa.s para o
extrato bruto e para a amostra purificada, respectivamente. Isso mostra a melhor
interacdo/entrelacamento das cadeias dos polissacarideos gerando o aumento
na viscosidade, apos a remocdo de particulas solidas insolaveis em agua,
implicando numa maior quantidade (concentracdo) de mucilagem e,

consequentemente, maior viscosidade.

] = Mucilagem extrato bruto
1 * Mucilagem purificada

1000
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o

o
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FIGURA 16. CURVAS DE VISCOSIDADE APARENTE PARA A MUCILAGEM DAS FOLHAS DE
P. aculeata, EXTRATO BRUTO E PURIFICADO. NA CONCENTRACAO 60
mg.mL* PREPARADAS EM AGUA PURA, A 25°C

Com relacéo ao perfil das curvas de viscosidade os dados foram tratados
pelo modelo matematico de Ostwald de Waele, o qual prevé uma representacéo
adequada para fluidos nao-newtonianos submetidos ao cisalhamento. Os
valores do indice de comportamento (n) caracteriza os fluidos como
pseudoplasticos quando 0 < n < 1, onde a viscosidade diminui com o aumento
da taxa de cisalhamento. Para fluidos Newtonianos o n =1, independente da

taxa de cisalhamento, mantendo a viscosidade constante. E para os fluidos
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dilatantes, aqueles que aumentam a viscosidade com o0 aumento da taxa de
cisalhamento o valor de 1 <n <2 (VAJRAVELU et al., 2014). Nos resultados
obtidos e apresentados na Tabela 10 para as duas amostras, o valor de n variou
entre 0,53 e 0,58, mostrando que tém comportamento pseudoplastico, o que
pode ser observado também pelo comportamento da curva da Figura 16.

Os valores de K, coeficiente de consisténcia, € bem maior para a
mucilagem purificada, e este esta relacionado a viscosidade, ou seja, quanto

maior a viscosidade, maior sera o coeficiente de consisténcia.

TABELA 10. PARAMETROS REOLOGICOS REFERENTES AO MODELO MATEMATICO DE
OSWALD DE WAELE PARA A MUCILAGEM DAS FOLHAS DE P. aculeata

Amostras n K r?
(Pa.s")

Amostra Purificada 0,58 9004 0,97

Amostra Extrato Bruto 0,53 1412 0,98

Equacéo de Oswald de Waele: 1 = K y"

4.3.5.2 Mucilagem dispersa em solu¢des de NaCl

Sabe-se que os polissacarideos anidnicos ou catidnicos podem exibir o
valor de viscosidade elevada em agua como resultado das interagdes repulsivas
de grupos com cargas ionicas ao longo das cadeias macromoleculares. No
entanto, na presenca de sais adicionados, as repulsdes de carga-carga séo
reduzidas, e as cadeias adotam uma conformac¢ao mais compacta, o que resulta
numa diminuicdo consideravel da viscosidade e até separacéo de fases, devido
as associacoes inter e intra-moleculares (ZHANG et al., 2005). Dessa forma, as
alteracdes da concentracéo de sais entre 0,15, 0,2 e 0,3 mol.L, apresentados
na Figura 17, além das solucdes isoidnicas, teve como propdésito observar o
comportamento da mucilagem na presenca e auséncia de ions. Conforme acima

relatado, sabe-se que, pode haver expansao das cadeias dos polimeros, devido
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a presenca de grupos carregados de mesmo sinal quando da auséncia de carga

contréria, oriunda de forca salina suficiente para a neutralizagdo dessas cargas.

= Agua

0,15 mol.L *
0,2 mol.L™
0,3mol.L™*

1000 +

100 H

Viscosidade aparente n (mPa.s)

10 4 —————rr —————rr —
10 100 1000

Taxa de Cisalhamento y (s™)

FIGURA 17. CURVAS DE VISCOSIDADE APARENTE PARA A MUCILAGEM DAS FOLHAS DE
P. aculeata, NA CONCENTRAGAO 60 mg.mL-* PREPARADAS EM AGUA E EM
SOLUCOES DE NaCl, A 25°C

Nas curvas da figura 17 observa-se que, para uma mesma concentracao
da mucilagem, o melhor comportamento para a curva de viscosidade foi para a
concentracdo de 0,15 mol.L"* de NaCl, onde a forga idnica é mais forte em
relacdo a solubilizacdo em agua, e assim as concentracdes dos contra ions
fazem a molécula se “contrair” expressando menor viscosidade, devido ao efeito
de blindagem (SHAO et al., 2014). Observou-se, também, no perfil das curvas
significativa histerese quando se adicionou uma concentracdo salina de 0,3
mol.Lt, pela competicdo das moléculas de agua quer pelo polieletrélito e

eletrélito.

4.3.5.3 Efeito do aquecimento no preparo da dispers &o e do

aquecimento/resfriamento nas curvas de viscosidade

As curvas de viscosidade também foram avaliadas com relagcéo ao efeito

da temperatura na dispersédo da mucilagem antes das andlises da viscosidade.
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(Figura 18). Pelo aumento da viscosidade aparente da amostra aquecida antes
das leituras, observa-se uma maior dispersao das moléculas no solvente, e maior
interac&o entre elas. Fato que, possivelmente, pode ser explicado pela presenca
das proteinas que, com 0 aquecimento, sdo desnaturadas e migram para a
interface, aumentado os valores da viscosidade em solucdo pela melhor

interacdo entre as cadeias de polissacarideos.

= Sem aquecimento
1000 5 i > P0s aquecimento

Viscosidade Aparente n (mPa.s)
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FIGURA 18. CURVAS DE VISCOSIDADE APARENTE PARA A MUCILAGEM DAS FOLHAS DE
P. aculeata, NA CONCENTRACAO 60 mg.mL* PREPARADAS EM AGUA, SEM
AQUECIMENTO E POS AQUECIMENTO ANTES DAS ANALISES, A 25°C

Nas rampas de variagcdo de temperatura, entre 20 a 70°C a cada 5°C,
tanto no sentido do aumento quanto da diminuicdo de cada temperatura, teve-
se como objetivo observar o relaxamento das moléculas, e de que forma a
energia térmica influencia no comportamento viscoso do material. Com o
aumento da temperatura, ocorrem mais facilmente as transicOes
conformacionais e 0s movimentos moleculares, os quais podem afetar
consideravelmente as interacdes intermoleculares, incluindo ligacbes de
hidrogénio, repulsdes eletrostaticas, associacdes hidrofébicas e interacdes de

van der Waals (HUA et al., 2015). No efeito da variacdo de temperatura notou-
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se também que, com o aquecimento, houve uma diminui¢cdo da viscosidade, bem
como acontece para a maioria das solugdes de polissacarideos pelo rearranjo
molecular em solucdo. Este fato mostra que o aumento da temperatura
enfraquece as propriedades espessantes e a pseudoplasticidade da solucéo
aguosa (SHAO et al., 2014). Porém, observou-se que aquecer a amostra no
rebmetro e depois resfriar a 25°C para fazer as curvas de fluxo, hA um aumento
da viscosidade, ou seja, as cadeias se solubilizam e se organizam melhor,
comprovado pelo indice K, onde a amostra pds aquecimento obteve um valor de
19.440 Pa.s".

4.3.5.4 Efeito da variacdo de pH e da adicdo de ion s calcio a

disperséo

Da literatura sabe-se que arabinogalactanas acidas que possuem baixo
grau de esterificacdo (menor que 50%) formam gel na presenca de ions célcio,
através da zona de juncdo intermolecular entre as cadeias do polissacarideo,
segundo o modelo Egg-Box (DURAND et al., 1990; IGLESIAS E LOZANO, 2004;
BRACCINI e PEREZ 2001; HUA et al., 2015). Nessa perspectiva trabalhamos
com as duas variaveis, pH e concentracao de ions calcio.

Inicialmente, a amostra foi avaliada com ensaios a pH 3, 5, 7,2 e 10,
Figura 19. Os pHs acidos (3 e 5) foram corrigidos levando em consideragéo
possivel uso da mucilagem em produtos alimenticios acidos (exemplo a
formulacéo de iogurtes), o pH 7,1 referente ao pH corporal, além da analise para

a possivel formacao de um sistema viscoelastico.
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FIGURA 19. CURVAS DE VISCOSIDADE APARENTE PARA MUCILAGEM DAS FOLHAS DE
P. aculeata, NA CONCENTRACAO DE 60 mg.mL*, EM DIFERENTES pHs E EM
AGUA, A 25°C

Em solucdo aquosa, observou-se que a disperséo apresenta pH entre 6,4
e 6,5. E, nas variacGes de pH a que as amostras foram submetidas, observa-se
que a viscosidade aumentou concomitantemente com o aumento do pH,
possivelmente por maior ionizacdo de grupamentos carboxilas, especialmente
do acido urénico, de hidroxilas formando alcdxido, os quais por repulsao iénica,
estendem a molécula e aumentam seu volume hidrodinamico e,
consequentemente, sua resisténcia ao fluxo (SHAO et al., 2014).

A adicao de ions calcio, um eletrdlito divalente, foi efetuada na tentativa
de se observar o envolvimento dos grupos COO presentes na estrutura do
polimero com o ion adicionado, formando as conhecidas Egg-box (Figura 20).

Com a adicao de ions calcio a solucao da melhor concentracdo desse ion
para a interacdo entre os grupamentos funcionais COO e o Ca?* foi a 0,0075
mg.mL?1. E, nos célculos efetuados, essa concentracdo esta relacionada a
quantidade de acido urdnico presente ha amostra e a quantidade necessaria de
célcio, obedecendo a relacdo R=[2(Ca*?)/(COO")], com R = 0,05 (CARDENAS,
GOYCOOLEA e RINAUDO, 2008; BRACCINI e PEREZ 2001).
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A figura 20 apresenta de modo comparativo as amostras da mucilagem
dispersa em agua, da mucilagem com ions célcio a 0,0075 mg.mL* (Ca?* 0,0075
mg.mL?) e da mucilagem que recebeu tratamentos, como pré-aquecimento,
adequacdo de pH e protecdo a degradacado, visto as melhores condicdes
previamente apresentadas, assim como descrito nos Materiais e Métodos.
Nessas condi¢gdes, como observado pela Figura 20 e Tabela 11, foi a amostra
pré-aquecida, tamponada e protegida com ions hidreto a que apresentou a maior
viscosidade e a menor histerese quando comparada as mucilagem purificada e
com adicdo de calcio, comprovado pelo indice de consisténcia (K), indicando
significativo aumento da viscosidade, e do valor de n, que indica que a solugéo
permanece no regime pseudoplastico. Com destaque para a dependéncia do

tempo revelada para a mucilagem que foi tratada com ions calcio apenas.
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FIGURA 20. CURVAS DE VISCOSIDADE APARENTE PARA A MUCILAGEM DAS FOLHAS DE
P. aculeata, NA CONCENTRACAO 60 mg.mL* PREPARADAS EM AGUA, COM
[ONS CALCIO EM pH 7,1 COM E SEM PRE-AQUECIMENTO, E COM E SEM
HIDRETO, A 25°C
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TABELA 11. PARAMETROS REOLOGICOS REFERENTES AO MODELO MATEMATICO DE
OSWALD DE WAELE PARA A MUCILAGEM DAS FOLHAS DE P. aculeata

Amostras n K r2
(Pa.s")

Em agua 0,58 9.004 0,97

Com Ca?*() 0,18 45.740 0,99

Aguecida 15h, Ca?*(" 0,21 50.160 0,97

Equacéo de Oswald de Waele: : = K y "
0,0075 mg.mL1de célcio
(™ 0,0075 mg.mL-1 de célcio, pH 7,1 (tampa&o fosfato) e hidreto (H-)

4.3.5.5 Andlise em regime oscilatorio

A analise de materiais viscoelasticos é projetada de forma a ndo destruir
a estrutura da amostra, de modo que as medi¢des possam fornecer informacdes
sobre as forgcas intermoleculares e interparticulas no material (THOMBRE e
GIDE, 2013). Assim sendo, para uma melhor caracterizacdo da amostra mais
viscosa foram realizadas analises no sistema oscilatério. Primeiramente, foi feito
a curva de tensdo, com o intuito de observar a regido viscoeldstica, na qual a
organizacdo da rede é mantida, ou seja, independente da frequéncia aplicada os
modulos de armazenamento ou elastico (G’) e o modulo de perda ou viscoso
(G"), ndo se alteram. E importante que a analise oscilatéria seja realizada neste
intervalo, porque sendo os valores dos modulos serdo muito menores devido ao
cisalhamento e a destruicédo da rede do polissacarideo (HAMINIUK et al., 2009).
A Figura 21 apresenta a relacao entre os médulos de (G' e G") e a variacao da
tensdo de cisalhamento entre 0,01 a 20 Pa, nas frequéncias de 0,05, 1 e 10 Hz
para a amostra que apresentou 0s maiores valores de viscosidade aparente.
Nota-se que para todas as frequéncias avaliadas a regido entre 0,04 e 1 Pa é a
viscoelastica, visto o platdé formado, portanto escolheu-se a tensdo de 0,1 Pa

para os demais ensaios.
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FIGURA 21. CURVAS PARA DETERMINACAO DA REGIAO VISCOELASTICA PARA A
MUCILAGEM DAS FOLHAS DE P. aculeata, COM IONS Ca?*, pH 7,1 E H-, A
25°C

Para a caracterizacao da forga das interacoes, foi analisada uma curva de
varredura de frequéncia entre 0,01 a 20 Hz, aplicando a tens&o de 0,1 Pa, cujo

perfil pode ser observado na Figura 22.
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FIGURA 22. VARREDURA DE FREQUEN’CIA PARA A MUCILAGEM DAS FOLHAS DE P.
aculeata, a 60g/L, COM IONS Ca%, pH 7,1 E H. G (MODULO DE
ARMAZENAMENTO) E G” (MODULO DE PERDA), A 25°C

Uma solugdo diluida, solugdo concentrada e um gel apresentam
diferentes comportamentos quando submetidos a varredura de frequéncia
(STEFFE, 1996). Observa-se, na Figura 22, o espectro mecanico da amostra
onde, inicialmente, a baixos valores de frequéncia, o G” (mddulo viscoso) é
maior, comportamento caracteristico de disperséo liquida, porém com o0 aumento
da frequéncia ocorreu o “fenébmeno de crossover”, ou seja, a interseccao entre
os dois moédulos, onde G’=G”. Essa caracteristica do G’ tornar-se maior que G”
em alta frequéncia é um comportamento tipico de dispersées concentradas,
onde o entrelagamento fisico entre as cadeias aumenta e, consequentemente,
os valores do modulo elastico (STEFFE, 1996). Em baixas frequéncias, ha tempo
suficiente para o desemaranhamento da cadeia principal e para o rearranjo
dentro da escala de tempo do periodo de oscilagdo. Assim, a resposta
predominante do polimero a deformacéo € de fluxo viscoso (maior G”), contudo,
com o aumento da frequéncia, o tempo necessario para rearranjos da cadeia

excede a escala de tempo da velocidade de deformacéo e a deformacéao elastica
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da rede emaranhada torna-se progressivamente mais significativa e, por
conseguinte, os dois mdédulos se interceptam. A partir de uma frequéncia
superior a 0,3 Hz o modulo elastico € superior ao viscoso devido a interacao
entre as particulas, e da formacdo de uma rede estrutural complexa, que néo
sao afetadas em baixas amplitudes de oscilagao (AHMED et al., 2007).

Uma maneira de complementar a caracterizagcdo das propriedades
reoldgicas € através do modelo de Cox-Merz (Figura 23), onde é representada a
curva de viscosidade dinamica complexa (n*) versus frequéncia (rad.s?) junto a
curva de viscosidade aparente (nap) versus a taxa de cisalhamento (s). Afirma-
se que houve a formagédo de um gel quando a viscosidade dinamica complexa
for a de maior valor nas curvas de viscosidade. O modelo de Cox-Merz explica
a relacao entre a viscosidade aparente, em taxa de cisalhamento rotacional e a
viscosidade complexa, em uma varredura de frequéncia de oscilagcdo. Assim, a
correlacdo de Cox-Merz permite o uso de dados a partir da regido linear no
estudo do comportamento viscoelastico ndo linear (THOMBRE e GIDE, 2013).
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FIGURA 23. GRAFICO DE COX-MERZ PARA A MUCILAGEM DAS FOLHAS DE P. aculeata, a
60 g.L't, COM [ONS Ca2*, pH 7,1 E H, 25 °C
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Num sistema com comportamento de liquido, ou seja, onde nao ocorre
entrelagcamentos entre as cadeias, as duas curvas de viscosidade absoluta e da
dindmica complexa se sobrepdem (SITTIKIJYOTHIN, TORRES E GONCALVES,
2005). Nos perfis apresentados na Figura 23, pode-se ver que o sistema ndo tem
carater de um liquido, mas também ndo formou um gel, tendo apenas
caracteristicas de uma dispersao viscoelastica, uma vez que a viscosidade
absoluta é maior que a viscosidade dinamica (HAN et al., 2002; ROBERTS e
CAMERON, 2002).

O comportamento obtido pode estar relacionado a quantidade de acido
galacturénico, quantificado por espectrofotocolorimetria e por espectros de RMN,
o qual influencia diretamente na formac¢éo ou ndo de um gel, visto que a forga do
gel pode ser atribuida aos valores inclusive do grau de esterificacdo, quanto
maior o teor, mais forte € o gel (HAMINIUK et al., 2009; DO NASCIMENTO et

al., 2014) e ndo é esse o0 caso desse contetudo nessa mucilagem.

5 CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

A extracdo aquosa a 25 ‘C mostrou bom rendimento e caracteristicas
guimicas interessantes para a mucilagem das folhas de P. aculeata,
principalmente, pelo conteddo em carboidratos, presenca de acidos urdnicos
esterificados ou ndo, de proteina e varios importantes minerais como nutrientes.

A analise da composicdo em monossacarideos e da estrutura confirmou
a presenca de uma Arabinogalactana do tipo I, constituida por uma cadeia
principal de unidades de (1—4)-B-galactopiranose, substituida em C-3 por
unidades de arabinose, com baixo grau de esterificacdo (35,5 %) no &cido
galacturdnico, que apresenta diferentes tipos de ligagdo. Destaque-se a
identificacdo da fucose, provavelmente, nas ramificacdes, que ainda néo havia
sido encontrada em arabinogalactanas de folhas de Pereskia aculeata.

O perfil por SEC-multidetectores mostrou heterogeneidade e disperséao
nas massas molares, com o pico 1 constituido por um polissacarideo de alta
massa molar, com conformacéo de cadeias flexiveis em concentracdo diluida,

em solucéo de NaNO:s.
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A mucilagem mostrou comportamento tensoativo acima de 1 g/L, e
formacdo de auto-associagdo acima de 8 g/L, cuja propriedade pode ser
atribuida a presenca de grupos O-acetil, O-Me, e de proteinas na sua
constituicdo. Pode, portanto, ser usada como um agente emulsificante e
estabilizante em solucdo aquosa, cujo potencial zeta a 25 °C é influenciado pela
presenca de acidos urbnico e proteina, especialmente, devido a presenca de
grupamentos hidroxila e carboxila.

O comportamento reoldgico, a 25 °C, da mucilagem em disperséo a 60
g/L mostrou carater pseudoplastico com caracteristicas de polieletrdlito em
presenca de sal e com a forma mais estendida em pH 10.

A dispersdo da mucilagem a 60 g/L em agua, com pré-aguecimento a 70
°C, mostrou aumento da viscosidade e melhoria da pseudoplasticidade, pela
melhor solubilizacdo e interacdo das moléculas, além da interferéncia das
proteinas desnaturadas apés o aguecimento que tendem a migrar para interface,
interferindo na viscosidade do meio.

A disperséo a 60 g.L* da mucilagem em agua e pH 7,1, em presenca de
cation divalente (Ca?*) suficiente para neutralizar a carga negativa da
arabinogalactana, pode estabelecer ligacéo cruzada por Egg-Box com aumento
da viscosidade.

A combinacao das melhores condi¢cbes, como pré-aquecimento, presenca
de Ca?', pH 7,1 tamponado, e de hidreto mostrou caracteristicas de uma
disperséo viscoelastica a 60 g.L?, provavelmente decorrente do baixo grau de

esterificacdo da mucilagem.
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Figura Al. ESPECTRO DE HMQC-RMN PARA A MUCILAGEM DAS FOLHAS DE P. aculeata
EM D20, A 70 °C. DESLOCAMENTOS QUIMICOS EXPRESSOS EM (8) ppm.



