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Lista de simbolos, siglas e abreviaturas

o, - fragdo a-caseina sensivel ao calcio
ARy - diferenga entre o fator de Rayleigh (Rg) da solugdo e do solvente
€ - absortividade molar

n - viscosidade

[n] - viscosidade intrinseca

n* - viscosidade dindmica complexa

Nrel - Viscosidade relativa

Nsp - viscosidade especifica

0 - angulo de espalhamento do feixe de luz
0’ - elipticidade molar

d - angulo de fase

A - comprimento de onda

Ao - comprimento de onda da luz incidente
Y - deformacéo

o - freqiiéncia

T - tensdo de cisalhamento

;y - velocidade de cisalhamento

To - amplitude de tensdo de cisalhamento

Yo - amplitude de deformagdo

T, - tempo de relaxamento longitudinal

T, - tempo de relaxamento transverso

aC - a-caseina

BC - B-caseina

kC - k-caseina

A, - segundo coeficiente virial

Ay(1) - segundo coeficiente virial do solvente

Ay2) - segundo coeficiente virial da proteina isolada
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As3) - segundo coeficiente virial do polissacarideo isolado

Ay23) - segundo coeficiente virial da mistura polissacarideo-proteina

Apopo - segundo coeficiente virial do polissacarideo isolado

Aprpo - segundo coeficiente virial da mistura polissacarideo-proteina

Apepr - segundo coeficiente virial da proteina isolada

APS - persulfato de amonio

BSA - soro albumina bovina

c* - concentragdo critica

C - concentragdo do polimero

CMC - carboximetilcelulose

CT - caseina total

Coo - razdo caracteristica

13C-.RMN - ressondncia magnética nuclear de carbono-13

d - deslocamento quimico

deg - dipdlo elétrico

D,0 - 6xido de deutério

DC - dicroismo circular

DLs, - dose letal 50% oral

dn/dc - taxa de variagdo do indice de refra¢do em relagdo a concentragéo

DPPC - dipalmitoilfosfatidilcolina

DSC - calorimetria diferencial de varredura

DISAD/MS - Divisdo Nacional de Vigildncia Sanitaria de Produtos Saneantes
Domissanitarios/ Ministério da Saude

E - campo elétrico

EYPC - fosfatidilcolina

g - campo magnético

G - galactomanana

G’ - modulo de cisalhamento dindmico elastico

G’’ - modulo de cisalhamento dindmico viscoso

Gy - intensidade relativa correspondente ao feixe espalhado

G, - intensidade relativa correspondente ao feixe incidente

G-CT - galactomanana: caseina total
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G-aC - galactomanana: a-caseina

G-BC - galactomanana: 3-caseina

G-kC - galactomanana: k-caseina

g.L.c. - cromatografia liquido-gasosa

H - campo magnético

HPSEC-MALLS - cromatografia de exclusdo estérica acoplada a detector de
espalhamento de luz em multidngulos

'H-RMN - ressondncia magnética nuclear de préton

Io - intensidade da luz que incide na cela

I - intensidade da luz ao deixar a cela

I(Q) - intensidade de luz espalhada

IR - infra-vermelho

K* - constante 6ptica

L - componentes circulares a esquerda

L’ - comprimento de contorno

Lp - comprimento de persisténcia

LBG - alfarroba

LD - leite desnatado

LI - leite integral

LPD - leite em p6 desnatado

LS — detector de espalhamento de luz laser

M - massa da molécula

M : G - relag@o manose : galactose

MALLS - detector de espalhamento de luz em multidngulos

mg - dipélo magnético

MET - microscopia eletronica de transmissao

M, - massa molar monomérica

M,, - massa molar ponderal média

n - indice de refragdo

Na - nimero de Avogadro (6,02 x 10 23 mol")

p - dipdlo oscilante

Po - fungdo de O (considera as interferéncias entre as diferentes vibragdes emitidas por
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PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida
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Rg - fator de Rayleigh
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Resumo

A interagdo polissacarideo-proteinas do leite foi analisada por medidas reologicas,
utilizando ciclos de temperatura e anélises dindmicas por varreduras de freqii€éncia, com um
maximo nos valores de G' e G" obtido na temperatura de 65 °C, e formagdo de uma estrutura
mais viscoelastica, semelhante a um gel mais acentuado (G’/G’" = 2,8), em relagdo aos
sistemas sem aquecimento (25 °C) (solugdo viscosa) (G'/G’’ = 0,4), e ap6s aquecimento (gel
fraco) (G’/G’* = 2,7). Através destas analises, pode-se sugerir uma possivel sinergia, devido a
mudangas nas propriedades reoldgicas no sistema. em relagdo ao sistema composto por
galactomanana-leite desnatado sem aquecimento. Nos espectros de dicroismo circular para as
misturas galactomanana-caseina total, observou-se uma variagdo significativa na intensidade
do sinal e no deslocamento no comprimento de onda para os picos minimos. Para as misturas
contendo a, B e x-caseina, observou-se que as fragdes com k-caseina apresentaram uma maior
variagdo na intensidade dos sinais no espectro de DC, seguida pelas fragdes B e a-caseina.
Através de microscopia eletronica de transmissdo (MET), para as misturas galactomanana-
caseina total ou fragdes a, B e k-caseina, a adi¢do do polissacarideo faz com que ocorra uma
retragdo das particulas da proteina, com um aumento nos espagos, de onde a galactomanana é
excluida. Alteragées na microestrutura foram observadas ap6s a adi¢do da galactomanana,
com separacdo de fases em altas concentragbes de um dos biopolimeros, com maiores
diferengas na ordem P, k, a-caseina. A cromatografia de exclusdo estérica acoplada a
detectores de espalhamento de luz laser em multidngulos (HPSEC-MALLS) foi utilizada para
a determinagdo da massa molar, forma e analise da interacdo entre os biopolimeros.
Galactomanana-o-caseina e galactomanana-f3-caseina apresentaram um perfil semelhante ao
sistema galactomanana-caseina. A mistura galactomanana-k-caseina apresentou-se diferente
das demais, mas foram observadas para todas as misturas diferengas quanto a intensidade e
deslocamento dos sinais em relagdo aos biopolimeros isolados, demonstrando uma possivel
interagdo, obtendo-se maior interagdo entre a galactomanana e as fragdes purificadas da

caseina na ordem k-caseina, a-caseina e B-caseina, respectivamente.
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Abstract

The interaction of polysaccharide with milk protein was analyzed using rheological
methods, namely temperature cycles and dynamic analysis by frequency sweeps, with a
maximum value of G' ¢ G" at a temperature of 65 °C. formed was of a more viscoelastic and
accentuated gel-like structure (G’/G”’ = 2,8), in relation to non-heated systems (25 °C)
(viscous solution) (G’/G’” = 0,4) and after heating (weak gel) (G’/G™ = 2,7). Through these
analyses, a possible synergy might be suggested, due to changes in the rheological properties
when compared with galactomannan-skim milk without heating. In the circular dichroism
spectra (CD) for the mixtures of galactomannan with whole casein, a significant variation in
the signal intensity and wavelength shift for the minimal peaks was observed. For the
mixtures with a.. B e k-casein, the x-casein fractions gave rise to a greater intensity of the
signals in the CD spectrum variation, followed by the p and a-casein fractions. Using
transmission electronic microscopy (TEM), the galactomannan-whole casein mixtures or a,
e k-casein fractions, the polysaccharide addition caused a protein particle retraction, with an
increase of the spaces, where the galactomannan was excluded. Microstructure modifications
were observed after galactomannan addition, with phase separation at high concentrations of
one or others of the biopolymers, with the highest differences occurring in the order B, , a-
casein. Size exclusion chromatography coupled to multiangle laser light scattering detectors
(HPSEC-MALLS) was used for the determination of molecular weight, shape and interaction
analysis. Galactomannan-a-casein and galactomannan-B-casein mixtures presented a similar
profile to the galactomannan-whole casein system. The galactomannan-x-casein mixture was
different from the other fractions, but were observed in all the mixtures, differences intensity
and signals shift compared with the biopolymers alone. This indicates a possible interaction,
with a higher one between the galactomannan and purified casein fractions, in the order -

casein, a-casein and B-casein.
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1. Introdugio

Os polissacarideos s@o polimeros constituidos por unidades monossacaridicas, unidas
covalentemente por ligagdes glicosidicas. e de todas as substdncias organicas existentes, sdo
os mais abundantes e amplamente distribuidos na natureza (Aspinall ¢ Whyte. 1964; Aspinall,
1969).

Sao empregados principalmente na industria alimenticia para conferir um aumento na
viscosidade das solugdes e auxiliar na formacdo de géis ndo covalentes, na estabilizagdo de
emulsdes ou floculagdo de materiais dispersos, como quelantes, ligantes e
impermeabilizantes. devidlo a  caracteristicas tais como  biocompatibilidade,
biodegradabilidade e capacidade hidrofilica (Sanderson. 1981). S3o derivados de fontes
naturais, principalmente vegetais. nio apresentam risco significante a satide associado ao seu
uso em alimentos e podem apresentar vantagens no desenvolvimento da qualidade nutricional
e de textura (Lillford e Norton, 1992; Sanderson, 1998).

Estes hidrocoldides podem ser usados em conjunto com outros componentes
alimenticios para elaborar produtos com adequada qualidade, baixa caloria e isentos de
gordura (Glicksman, 1991; Dickinson, 1995; Walter, 1998).

A maioria dos agentes formadores de gel utilizados pela industria alimenticia em um
amplo grau de aplicagdes sdo polissacarideos e, recentemente, a extenséo de seu uso esta
aumentando rapidamente pela demanda de alimentos mais convenientes e versdes com baixo
conteudo em gordura dos produtos tradicionais (Oakenfull. 1998). Entdo, a quimica de
carboidratos € de grande importancia em estudos da relagdo entre a estrutura e as propriedades
fisico-quimicas e funcionais (solubilidade, capacidade de enovelamento, viscosidade,
formagdo de gel, coagulagdo, adesdo, propriedades emulsificantes e de formagdo de espuma)
destes biopolimeros. Formulagdes de alimentos, geralmente. contém misturas de
hidrocoléides desempenhando fungGes estruturais (Sanderson, 1981; Roller e Dea, 1992;
Chronakis e Kasapis, 1993; Kasapis e Morris, 1993; Chronakis et al., 1996; Manoj et al.,
1996; Zasypkin et al.. 1997; Walter, 1998; Schorsch et al., 1999a e 1999b).

Além do amido, o polissacarideo mais utilizado como fonte energética e agente
espessante, outras gomas como galactomananas (guar e alfarroba), carragenanas,

carboximetilcelulose (CMC) e xantana sio também utilizadas. A escolha de um agente
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espessante baseia-se, principalmente. nas propriedades reoldgicas e na estabilidade que o

mesmo fornece a fase aquosa (Drohan et al., 1997; Sanderson. 1998).

1.1. Galactomananas vegetais

As galactomananas vegetais sd0 macromoléculas constituidas de uma cadeia principal
de unidades B-D-manopiranosidicas ligadas glicosidicamente (1—4), possuindo ramificagdes
laterais de unidades de a-D-galactopiranose em O-6 (Dea e Morrison, 1975). Ocorrem como
polissacarideos de reserva do endosperma de sementes. particularmente em espécies das
familias Mimosaceae (Leguminosae), Caesalpiniaceae e Fabaceae (Dea er al, 1972; Dea e
Morrison, 1975).

Destacam-se entre os polissacarideos de reserva vegetal. pelas suas propriedades
viscosantes e emulsificantes, pois apresentam altos rendimentos, que variam de 15 a 38% da
massa seca da semente. Sua quantidade armazenada depende do tamanho relativo do
endosperma (Whistler e Saarnio, 1957; Aspinall e Whyte, 1964).

Apesar das analises quimicas destes polissacarideos de sementes terem iniciado no fim
do século XIX, em sementes de Ceratonia siliqua, atualmente galactomananas de inimeras
espécies vém sendo estudadas, mas somente trés sdo utilizadas para a produgdo em nivel
industrial: Ceratonia siliqua (alfarroba), com relagdo manose:galactose (M:G) de 4:1,
Cyamopsis tetragonolobus (goma guar) (M:G 1,5:1) e Caesalpinia spinosa (goma tara)
(M:G = 3:1) (Chudzikowski, 1971; Dea e Morrison, 1975; Soni e Bose, 1985; Herald, 1986b;
Kaup et al., 1991; Garcia-Ochoa e Casas, 1992; Maier et al., 1993, Kroeger et al., 1993).

Estes polissacarideos apresentam menor custo, quando comparados com a carragenana
ou xantana, e interagdes sinérgicas com estes polimeros oferecem a possibilidade de novas
funcionalidades com grande importancia industrial (Zhan et al., 1993).

A mais importante caracteristica das galactomananas, principalmente na industria de
alimentos, é a sua capacidade de modificar as propriedades reolégicas das solugdes aquosas.
Estes biopolimeros apresentam solugfes altamente viscosas em baixas concentragdes. Sdo
empregados como espessantes, formadores de gel quando em sinergia com outros

biopolimeros, emulsificantes, estabilizantes, floculantes, ligantes e impermeabilizantes
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(Whistler e Smart, 1953; Elfak et al., 1977).

Sdo adicionadas a uma variedade de produtos como sopas, molhos, maioneses,
embutidos, queijos, geléias, sucos, iogurtes, paes, bebidas alcodlicas e alimentos congelados
(Dea e Morrison, 1975; Kroger, 1976; Staub e Ali, 1982; Enriquez et al., 1989;
Neukon. 1989).

Diferengas estruturais entre as galactomananas, como a relagdo manose:galactose
(M:G), por exemplo, afetam as propriedades funcionais destes biopolimeros. As
galactomananas apresentam diferentes relagdes M:G. Tais variagdes dependem da fonte
biologica e do método de extragdo utilizado (Enriquez et al, 1989; Wang et al., 2000;
Chaubey e Kapoor, 2001; Fischer et al., 2001).

As galactomananas utilizadas comercialmente. alfarroba e guar. apresentam relaggo
M:G de 3,5:1 e 1,5:1, respectivamente, com cadeias laterais de galactose distribuidas de forma
randomica, capazes de formar interagdes inter € intramoleculares e sinérese com relagdo a
outras gomas alimentares. O guar apresenta, pela maior quantidade de unidades de galactose,
maior solubilidade em agua fria. As unidades de galactose s@o responséveis pela solubilidade
do polimero, ao passo que as unidades de manose pertencentes & cadeia principal estdo
relacionadas com a massa molar (Whistler e Daniel, 1985).

Petkowicz et al. (1998), através de estudos de modelagem molecular de galactomananas
com diferentes graus de substituicdo (1:1, 2:1, 3:1 e 4:1), observou que o contetido de
galactose e o padrio de distribui¢do destas unidades (ao acaso, alternado ou em blocos),
afetam a conformacdo das galactomananas. Estes autores utilizaram calculos tedricos de
parametros que fornecem uma descri¢do quantitativa do tamanho ou dimensdo da cadeia,
como o comprimento de persisténcia (Lp), o raio de giro (<rgz>”2), a razdo caracteristica (Cco)
e a distincia ponta a ponta (r), simulando a substitui¢do de unidades galactosil com diferentes
padrdes de distribuicdo na cadeia principal de manana, observando como esta substitui¢éo
afeta a flexibilidade e comprimento espacial da cadeia.

Os resultados observados indicam que a inser¢do de unidades de galactose induzem uma
importante diminui¢do do comprimento de cadeia calculada quando comparada com a cadeia
de manana pura, com valores de razdo caracteristica (C») variando de 47, para a manana pura,
a 35, para uma galactomanana com um grau de substitui¢do 5 (M:G 5:1). Para altos graus de
substituigdo, porém, nio se observou uma dependéncia do contetido de galactose, com valores

de C,, proximos a 30, indicando um limite de contragdo da cadeia (Petkowicz et al., 1998).
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A influéncia da distribui¢do das cadeias laterais (alternada, em blocos ou ao acaso) foi
analisada utilizando-se galactomananas com relagdes M:G 2:1 e 3:1, e ambas mostraram
padrdes semelhantes. No entanto o grau de flexibilidade aumentou na seguinte ordem:
unidades alternadas > unidades distribuidas ao acaso > unidades em blocos (Petkowicz et al..
1998). Estes autores observaram uma concordancia entre os calculos tedricos e os valores
experimentais (espalhamento de luz e viscosimetria) sugerindo que ambos. métodos e
estratégias usadas para a modelagem das galactomananas. descrevem corretamente o
comportamento conformacional das cadeias.

Entre os polissacarideos estudados pelo grupo de Quimica de Carboidratos Vegetais do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Parana. destaca-se a galactomanana
de M. scabrella. que é composta por uma cadeia principal 3-D-(1—4) manopiranosidica. com
90% das unidades substituidas em O-6 por unidades de a-D-galactopiranose. Sua relagio M:G
e sua viscosidade intrinseca foram determinadas por Ganter (1988), com valores de 1,1:1 e
[n] = 890 mL/g, respectivamente, para a solugdo aquosa diluida de galactomanana de M.
scabrella a 25 °C, caracterizando-a como um biopolimero altamente ramificado (Ganter,
1991; Ganter et al., 1992a, 1992b, 1993, 1995 e 1997).

Lucyszyn (1994) realizou testes toxicologicos de dose letal 50% oral (DLsg) para a
galactomanana de Mimosa scabrella Bentham e verificou que este polissacarideo apresentava
DLso em ratos em doses superiores a 6g/kg, enquadrando-se como produto fitossanitario da
classe IV (segundo portaria n. 04 — DISAD/MS de abril de 1980), ou seja, praticamente
atoxico. A DLso é a dose tinica (em miligramas) da substdncia administrada via oral, por
quilograma de peso do animal, que causa a morte de 50% dos animais testados em até 14 dias
apos sua administragdo (Lucyszyn et al., 2000).

O uso de fontes alternativas oriundas de espécies nativas para a produgido de
galactomananas vem sendo estudado pelo Laboratério de Quimica de Carboidratos Vegetais
da Universidade Federal do Parania ha mais de dez anos, com a elucidagdo da estrutura e
propriedades reologicas destas galactomananas. Ganter e Reicher (1999) realizaram estudos
sobre a estrutura quimica e propriedades reoldgicas de galactomananas de diferentes espécies
da familia Mimosaceae (M. scabrella var. aspericarpa, M. flocculosa, M. taibensis ¢ M.
bimucronata) através de técnicas de ressonidncia magnética nuclear de carbono-13
(*C-RMN), cromatografia de excluso estérica de espalhamento de luz (“light scattering™)

acoplada a detector de espalhamento de luz em multidngulos (HPSEC-MALLS) e
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determinagdo da viscosidade em baixos valores de cisalhamento. Os autores observaram que
ndo houve diferengas significativas entre as galactomananas das quatro espécies de Mimosa
em relacdo ao grau de substituicdo por unidades de galactose (M:G = 1,1:1) e espectros de
'> C-RMN. mas através da cromatografia de exclusio estérica (HPSEC-MALLS) e analise da
viscosidade observaram diferengas nas massas molares e propriedades reoldgicas das
quatro espécies, em comparagdo com a galactomanana de M. scabrella.

Considerando a estrutura e propriedades reologicas além da disponibilidade deste
recurso natural, as galactomananas das diferentes espécies estudadas no Laboratério de
Quimica de Carboidratos Vegetais — UFPR apresentam potencial para o uso industrial. Além
da galactomanana de M. scabrella, as de outras espécies, com diferentes periodos de produgdo
de sementes (M. scabrella = novembro a margo. M. bimucronata = abril a julho e
M. flocculosa = julho a outubro) (Carvalho. 1994), podem prover sementes para a producéo
de galactomananas. de relagdo M:G semelhante, durante todo o ano. Como a solubilidade das
galactomananas é dependente do grau de substitui¢do por unidades de galactose (Dea, 1987),
estes biopolimeros apresentam como vantagem sobre as galactomananas comerciais (guar e

alfarroba) uma maior solubilidade em agua (Ganter e Reicher, 1999).

1.1.1. Mimosa scabrella Bentham

A M. scabrella é uma planta leguminosa da familia Mimosaceae, popularmente
conhecida como bracatinga, perenifolia, com altura variando de 10 a 18 metros (Lorenzi,
1992; Carvalho, 1994). As arvores apresentam crescimento rapido além de extraordiniria
capacidade de regeneragdo natural, com florescimento a partir de oito meses de idade. O
inicio efetivo de produgdo de sementes ocorre a partir de trés anos de idade (Inoue et al.,
1984). A area de ocorréncia natural se da no sul do Estado de Minas Gerais (MG), no leste e
sul de Sao Paulo (SP), no nordeste do Rio de Janeiro (RJ), no sul e centro-sul do Parana (PR),
no leste e sul de Santa Catarina (SC) e no nordeste do Rio Grande do Sul (RS). E uma espécie
pioneira, e destaca-se por colonizar terrenos nus ou dreas degradadas, por via de suas
sementes. Possui uma longevidade de até 25 anos (Carvalho. 1994). A bracatinga ¢

considerada uma das espécies de crescimento inicial mais rapido do sul do Brasil. Na regido
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metropolitana de Curitiba-PR, a produtividade anual média em rotagdo de sete anos é

estimada em 12,5 a 15 m’/ha. sob regeneragdo natural (Carvalho, 1994).

1.2. Interagdes galactomanana-proteina

Além do uso isolado. os polissacarideos podem interagir com outros biopolimeros tais
como proteinas. Muitos estudos tém se concentrado na investigagdo do mecanismo destas
interagdes (Dickinson e Euston. 1991; Dickinson, 1995 e 1998; Zasypkin et al., 1997; Walter.
1998; Antonov et al., 1999: Alves et al., 1999a, 1999b e 1999c; Garti ef al.. 1999; Schorsch
et al.. 1999a e 1999b; Rayment et al.. 1998 e 2000).

A combinag¢do entre biopolimeros tem sido comercialmente explorada quanto a
possibilidade de interagdes sinérgicas, realcando certas caracteristicas reologicas que
permitam aperfeicoar determinadas qualidades desejaveis para o produto industrializado e
freqlientemente reduzir custos de fabrica¢do (Williams e Phillips, 1995).

Como as dispersdes de polissacarideos geralmente apresentam viscosidades maiores que
as constituidas por proteinas, espera-se que a relagdo polissacarideo-proteina além de
modificar a solubilidade, modifique também a viscosidade das suas misturas (Schmitt et al.,
1998). Sdo necessarias mais pesquisas para o entendimento de como a funcionalidade dos
complexos polissacarideo-proteina podem ser totalmente otimizadas em formulages de
ingredientes e alimentos sujeitos a uma ampla variagdo de condi¢ées de processamento
(Dickinson, 1998; Roberts et al., 2000).

As principais vantagens para o uso de complexos polissacarideo-proteina sdo, em
primeiro lugar, sua natureza biologica, permitindo seu uso em produtos com limitado
potencial alérgico, em segundo lugar, estas macromoléculas sdo inteiramente biodegradaveis,
0 que torna estes complexos atraentes particularmente a dois campos industriais: a industria
de alimentos e a de cosméticos (Schmitt et al., 1998).

Durante as ultimas trés décadas, observou-se um crescente interesse em misturas
contendo proteinas e polissacarideos. Com isto ocorreu um aumento do nimero de
hidrocoloides usados como aditivos em alimentos, como por exemplo a xantana, gelana,

proteinas concentradas ou isoladas de soja e do soro do leite. B-lactoglobulina, gliten, além
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do desenvolvimento de novos métodos de processamento, como aquecimento em microondas,
extrusdo termoplastica e tratamentos com alta pressdo (Zasypkin et al., 1997; Datta e Deeth,
1999; Paquin. 1999).

Os dois principais tipos de polimeros alimentares encontrados em emulsdes dleo em
agua s@o os polissacarideos e as proteinas. ¢ alguns produtos contém ambos os tipos de
macromolécula (Dickinson e Euston, 1991; Dickinson, 1995; Dickinson. 1998; Oakenfull,
1998). As solu¢des polissacarideo-proteina s@o, normalmente. mais eficientes como
estabilizadores de emulséo do que os biopolimeros individuais, na substitui¢do de gordura
(agentes responsaveis pelo aroma, sabor e textura), além de outros usos como purifica¢do
macromolecular, microencapsulacdo e sintese de biomateriais (enxertos artificiais e filmes
comestiveis) (Dickinson, 1995; Zasypkin et al.. 1997: Schmitt et al.. 1998).

Galactomananas vém sendo utilizadas como substitutos de gordura em sorvetes com
baixo teor de gordura e queijos macios em versées “light”. A galactomanana de alfarroba, em
particular, fornece uma textura desejavel unica, que acredita-se ser resultado de uma formagéo
de complexo entre a galactomanana com polimeros da caseina do leite (Herald, 1986a).

Reagbes de varios hidrocoldides com leite desnatado € com proteinas de leite
purificadas foram estudadas por eletroforese em gel de poliacrilamida e centrifuga¢do. Das
gomas testadas, somente a carragenana, furcelana (k-carragenena parcialmente sulfatada) e
alginato alteraram o padrdo eletroforético das proteinas. As misturas das galactomananas de
guar e¢/ou alfarroba com leite desnatado produziram um sedimento (“overnight” a 4 °C),
entretanto apresentaram resisténcia a sedimentagdo por centrifugagdo. O precipitado
sedimentado apresentou-se como uma substdncia fluida, comparado com as misturas
carragenana-leite desnatado. De modo semelhante, as galactomananas causaram a
sedimentagdo da caseina, sugerindo uma ligagcdo muito fraca entre os biopolimeros (Grindrod
e Nickerson, 1968). Devido aos resultados mais significativos terem sido em relagdo a
interacdo das proteinas do leite com outros polissacarideos, a literatura ndo apresentou
investigagGes mais detalhadas sobre a interagdo galactomanana-proteinas do leite até a
meados da década de 80.

Atualmente. emulsdes com baixo conteido em gordura estdio sendo desenvolvidas
através da utilizagdo de sistemas alternativos contendo proteinas e polissacarideos em
combinagdo com varios métodos (microprecipitagdo e microparticulagdo) para ligar particulas

de gordura dispersas. dando origem a emulsdes que teoricamente podem conter pouco ou
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nenhum conteudo em gordura (Chronakis e Kasapis. 1993; Dickinson, 1995; Schmitt et al.,
1998; Walter, 1998). A técnica de microprecipitagdo resulta da formag¢ido de um complexo de
coacervagdo (precipitag¢do) entre polissacarideos e proteinas em sistemas diluidos através do
ajuste de pH dos complexos. A microparticulagdo consiste em uma microprecipita¢do seguida
por uma fragmentagdo mecéanica dos complexos para diminuir seu tamanho e obter um

produto homogéneo (Schmitt ef al., 1998).

1.2.1. Mecanismos de interagio envolvidos

A estabilidade total e a textura dos coldides em alimentos depende ndo somente das
propriedades funcionais de biopolimeros individuais, mas também da natureza e da forga das
interagdes polissacarideo-proteina. Algumas destas propriedades poderiam ser melhor
elucidadas se a estrutura dos complexos fosse bem conhecida (Schmitt ef al., 1998; Nishinari
et al., 2000). Dependendo da estrutura quimica dos biopolimeros e das condi¢des em solugéo
(temperatura, pH, for¢a ionica, massa molar, razio polissacarideo-proteina, carga dos
biopolimeros), estas intera¢des podem ser atrativas ou repulsivas, fracas ou fortes. especificas
ou ndo especificas (Dickinson e Galazka, 1992; Dickinson, 1993; Delben e Stefancich, 1998;
Schmitt ef al., 1998). De um modo geral, a interagdo entre polissacarideos e proteinas pode se
dar de trés maneiras: associagdo forte, fraca ou nenhuma associagdo.

Interagdes atrativas fortes podem ocorrer entre proteinas positivamente carregadas e
polissacarideos anidnicos, especialmente em baixa forga ionica. InteragGes atrativas fracas
podem ocorrer em proteinas ndo carregadas ou carregadas negativamente e polissacarideos
neutros ou carregados. Em qualquer sistema particular, a interag@o polissacarideo-proteina
pode mudar de uma rede repulsiva para uma rede atrativa, e vice-versa, mudando-se as
condi¢des de temperatura, pH ou forga ionica (Dickinson, 1993).

A for¢a de complexa¢do de um sistema polissacarideo-proteina depende também da
distribuicdo de grupos ionizaveis na superficie da proteina, facilidade de desenovelamento da
sua estrutura nativa, flexibilidade e densidade de carga do polissacarideo (Dickinson, 1998).

Além dos paridmetros quimicos, o controle da formagdo de complexos polissacarideo-

proteina é dado por paridmetros fisicos € mecénicos como temperatura, velocidade de
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cisalhamento. tempo e pressdo os quais podem afetar a formagdo e a estabilidade destes
complexos (Matsudomi et al., 1995; Schmitt et al.. 1998: Dickinson e James, 2000).

A formagdo de complexo entre proteinas do leite e polissacarideos carregados se da.
principalmente, como resultado de interagGes eletrostaticas. mas isto ndo significa que os
polimeros devem apresentar cargas opostas para ocorrer associago. E bem estabelecido que
as interagdes atrativas polissacarideo-proteina podem ser funcionalmente eficientes em
valores de pH bem acima do ponto isoelétrico da proteina. especialmente para polissacarideos
altamente sulfatados (Dickinson, 1998; Dickinson e James. 2000; Maroziene e de Kruif,
2000).

Dada a importdncia das interagdes eletrostaticas, os pardmetros fisico-quimicos que
afetam tais interages como pH. forga iOnica. densidade de carga do polissacarideo.
concentragdo do polissacarideo e relagdo polissacarideo-proteina tém influéncia significativa
na formagdo destes complexos (Schmitt et al., 1998). Além disso, a neutralizagdo de carga
pelos contra-ions pode ocorrer. Em baixa for¢a idnica, a concentragdo do contra-ion tem
somente um pequeno efeito na coacervagdo, e o numero de cargas presentes no polimero €
suficiente para permitir interagdes eletrostaticas. Ao contrario, em alta concentragio de sal, a
carga global dos biopolimeros é reduzida pela interagdo com os contra-ions, resultando em
uma diminui¢do da atragdo eletrostatica entre as macromoléculas (Schmitt et al., 1998).

Maroziene e de Kruif (2000), em estudos sobre a interagdo pectina-caseina através de
técnicas viscosimétricas e de espalhamento de luz, observaram. em pH = 6,7, uma floculagéo-
deplecdo da micela de caseina. Este mecanismo envolve a exclusdo das cadeias de pectina do
espago entre as particulas coloidais (micelas de caseina), que induz a uma interagéo de atrag@o
efetiva entre as particulas coloidais. Se a atragdo é forte o suficiente, uma separagdo de fases
ocorre.

Antonov et al. (1999), em estudos da interagdo entre sistemas compostos por goma guar
e caseina, apresentam, como hipotese de um possivel mecanismo de interagéo entre estas
biomoléculas, a existéncia de um pequeno nimero de grupos funcionais carregados
positivamente nas moléculas de guar. e a formagido de complexo poderia ser devida a uma
interagdo iOnica fraca entre a caseina carregada negativamente (pH > pl) e o guar carregado
positivamente, que enfraquece em presenga de sal. Os autores ainda comentam que estes
complexos ndo podem ser formados quando a carga da caseina ¢ positiva (pH < pI), € numa

situagdo onde o pH = pl, estes biopolimeros podem se dissociar quando a forga ibnica €
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desprezivel. Estes grupos funcionais carregados positivamente presentes no guar citados por
Antonov et al. (1999) podem se tratar de proteinas associadas a cadeia do polissacarideo, que
estdo influenciando a interag¢@o polissacarideo-proteina.

Sierakowski et al. (2002) estudaram o comportamento de adsor¢do de galactomananas
oxidadas (Cussia fastuosa e Leucaena leucocephala) e sua interagdo com a soro albumina
bovina (BSA) através de medidas elipsométricas. e observaram uma forte influéncia do pH
sobre a interagdo dos biopolimeros. Segundo estes autores. em pH = 4.0, existe um maximo
na quantidade adsorvida, causada pela forte atragéo eletrostatica entre o BSA e as
galactomananas oxidadas. Todavia, nenhum efeito da for¢a iOnica sobre a adsorgdo foi
observado. A galactomanana oxidada de L. leucocephala foi um substrato mais atrativo para o
BSA. indicando que interagdes favoraveis ente os grupos carboxila e os segmentos de BSA
atuam no processo de adsorgéo.

Khokhlov e Nyrkova (1992) observaram em misturas contendo cadeias neutras e
polieletrdlitos fracamente carregados que a presenga de mesmo uma pequena fragdo de cargas
em um polimero leva, em muitos casos, a um substancial aumento na compatibilidade entre as
biomoléculas. O aumento da compatibilidade é também observado para a mistura de
moléculas rigidas e flexiveis se um ou ambos os componentes carregam alguma fragdo de
carga.

A galactomanana de M. scabrella apresenta um contetido protéico de aproximadamente
5% e 2,6% estimados pelos métodos de Hartree (1972) e Peterson (1977), respectivamente
(Perissutti, 1999). Bresolin ef al. (1996 e 1997) sugerem que este conteudo protéico presente
nas amostras da galactomanana de M. scabrella deve-se a uma ligagdo carboidrato-proteina,
que pode ser idnica, covalente ou por adsor¢éo.

Estudos de géis compostos pela mistura galactomanana-xantana discutem que a
presenca deste conteudo protéico ligado a galactomanana de M. scabrella apresenta uma
contribui¢do a forca ionica total da solugdo, e o aumento do contetido de proteinas, que
depende da pureza e concentragdo da galactomanana. aumenta consequentemente a
temperatura de transi¢do conformacional (Tm) da xantana. (Bresolin, 1998; Bresolin et al.,
1999).

Os sistemas polissacarideo neutro-proteina parecem mostrar uma fraca associa¢do em
baixas for¢as iOnicas e em valores de pHs diferentes do pl da proteina (Dickinson e Euston.

1991; Grinberg e Tolstoguzov, 1997). Alguns autores sugerem que os sistemas com misturas
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de polissacarideos neutros apresentam duas fases somente em condigdes de for¢a idnica >
0,09-0,2 (Woodside et al.. 1966; Antonov et al., 1987). Antonov et al. (1999), usando
espalhamento de luz, dicroismo circular (DC), velocidade de sedimentagdo. viscosimetria e
andlises em diferentes solventes, mostraram que. para o sistema caseina e guar, houve
separacdo de fases somente em forcas idonicas acima de 0,09 - 0,2 mol/L. No entanto, nio foi
excluida a possibilidade de formagdo de complexos proteina-polissacarideo em fase tnica.

Goff et al. (1999) examinaram a influéncia estrutural das gomas guar e alfarroba em
solugdes de sacarose e em solugdes sacarose-leite em p6 desnatado. Apds o congelamento e
flutuagdo de temperatura, foi avaliada a influéncia no controle da recristalizagdo do gelo
nestas solugdes por microscopia de fluorescéncia (através de uma sonda contendo um corante
tluorescente (isotiocianato de rodamina), que se liga covalentemente ao guar e a alfarroba).
Estes autores observaram que. na solugdo de sacarose, ndo houve nenhuma diferen¢a no
crescimento dos cristais de gelo entre a solugdo ndo estabilizada e a que apresentou alfarroba,
todavia, aquela que continha o guar ofereceu uma maior prote¢do contra o crescimento dos
cristais de gelo.

Como o grau de incompatibilidade é influenciado pela qualidade do solvente, é possivel
passar de uma completa compatibilidade para uma compatibilidade limitada pelo aumento da
qualidade do solvente, que é controlada por mudangas no pH, for¢a idnica e temperatura
(Schorsch et al., 1999b)

Schorsch et al. (1999a ¢ 1999b) observaram uma separagdo de fases em sistemas
contendo galactomanana de guar e alfarroba em solugGes de sacarose-proteinas do leite,
indicando uma incompatibilidade termodindmica entre o sistema polissacarideo-proteina.

A mistura de galactomanana de M. scabrella-leite em p6 desnatado (10:100 g/L) em
agua e solugdes salinas (NaCl e CaCl,) foi investigada por Perissutti et al. (Perissutti, 1999;
Perissutti et al., 2000) através de experimentos reologicos estaticos (curvas de viscosidade e
testes de “creep and recovery”) e oscilatorios (medida da caracteristica sélida e viscosa, G’ e
G”, respectivamente). Os resultados apontaram um efeito sinérgico, que foi destruido pela
adi¢do de NaCl na concentragdo de 0.01 e 0,1 mol/L, em concordéncia com resultados obtidos
utilizando-se galactomanana de guar por Antonov et al. (1999). Somente na presenga de
CaCl, 0,01 molL, a interagdo foi favorecida, provavelmente devido a influencia deste sal
sobre as micelas de caseina do leite (Perissutti ez al.. 2000).

Normalmente, polissacarideos lineares sdo mais incompativeis com proteinas que os
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polissacarideos ramificados. provavelmente devido ao fato destes ultimos estarem na forma
de “random coil” e serem menores que os seus homologos lineares com o mesmo grau de
polimerizagdo (Tsvetkov et al.. 1964). Quanto menor o tamanho das macromoléculas, maior é
a concentragdo de ligagdes e menor a incompatibilidade (Tompa, 1956; de Gennes, 1979).

Em estudos prévios realizados pelo grupo de Quimica de Carboidratos Vegetais do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Parana (Lucyszyn, 1994; Lucyszyn
et al., 2000), observou-se que, na formula¢do de pudim, com a substitui¢do de amido por
galactomanana de M. scabrella, ocorreu um aumento na viscosidade do sistema que continha
leite em compara¢do a0 mesmo em solugdo aquosa. Foi observado também que o sistema
contendo galactomanana na formulagdo causou uma diminui¢do da sinérese em relagdo ao
produto comercial. Esta diminui¢do da sinérese é uma importante propriedade em produtos
comerciais, como pudins e sorvetes. que sdo estocados geralmente por longos periodos e
devem manter suas caracteristicas originais, sem a liberagdo indesejavel de agua. Testes
sensoriais de analise descritiva quantitativa e de escala Hedonica realizados para os pudins
mostraram que os com sabor baunilha, contendo substitui¢do de amido por galactomanana em
até 2,5%, foram aceitos pelo painel sensorial, e que pudins elaborados com 1% de substitui¢do
por galactomanana apresentaram médias superiores nos parametros aroma e textura em

relagdo aos produtos comerciais.

1.3. Leite e seus constituintes

Apesar do leite apresentar a aparéncia de um simples liquido, sua estrutura ¢ muito
complexa e ndo conhecida totalmente. O conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas
deste fluido bioldgico é necessario para a melhor compreensdo das mudangas que ocorrem
durante o processamento e as propriedades de produtos intermediarios e finais derivados do
leite (Vélez-Ruiz e Canovas, 1997).

Os componentes do leite sdo classificados em sete grupos: proteinas, lipideos,
carboidratos, minerais. pigmentos. vitaminas e enzimas, e componentes variados. Do ponto de
vista fisico-quimico. o leite é uma solu¢do complexa de sais, lactose e outros componentes

organicos hidrofilicos menores, em que as proteinas do soro. micelas corpusculares de caseina
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e globulos de gordura sdo dispersos (Meyer. 1960).

Estes constituintes interagem de diferentes maneiras, dando origem a diferentes
microestruturas, dependendo do processo de manufatura aplicado para elaborar cada produto
derivado. e estas controlam as propriedades fisico-quimicas tais como a viscosidade.
elasticidade. textura. susceptibilidade a sinérese. firmeza e espalhamento (Vélez-Ruiz e
Canovas. 1997).

Os componentes mais importantes do leite sdo as proteinas e os lipideos. e suas
modificagdes fisico-quimicas afetam a estrutura e o comportamento global dos derivados. Os
lipideos sdo compostos principalmente por triacilglicerois, apesar de existirem também
pequenas quantidades de fosfolipideos e esterois (Meyer, 1960).

As proteinas possuem a capacidade de formar um gel composto por uma matriz protéica
contendo caseina como elemento estrutural principal, e também componentes adicionais
(proteinas do soro do leite, globulos de gordura. bactérias do &acido lactico e outros
ingredientes) (Vélez-Ruiz e Canovas, 1997).

A caseina € a proteina presente em maior quantidade na forma de particulas globulares
chamadas micelas, que sdo compostas por submicelas unidas por pontes de fosfato de calcio
(figura 1), e apresenta trés fragdes denominadas as (as; € asz), P € k-caseina. Estas fragGes
diferem entre si por suas massas molares, taxa de migracdo em campo elétrico e conteudo em
fosforo, estando presentes nas submicelas na proporgdo 4:3:1 (Meyer. 1960. Clark e Ross-
Murphy, 1987). As fragées da caseina bovina sdo ndo globulares e tém pouca estrutura
secundaria ou tercidria regulares para serem rompidas. A fra¢do B-caseina em solugdo adota
uma conformagio proxima a um emaranhado ao acaso e nio mostra nenhuma transigéo entre
30¢e 100 °C.

A x-caseina, apesar de estar presente em uma pequena porcentagem, ¢ um constituinte
altamente significativo, conhecido por promover estabilidade as micelas contra agregagéo
(Clark e Ross-Murphy, 1987).

As micelas de caseina constituem uns dos mais importantes componentes do leite, € que
tornam possivel formular uma variedade de produtos com caracteristicas muito diferentes,
variando de liquidos (leite evaporado) e semi-liquidos (iogurtes) para semi-sélidos (queijo). A
habilidade da caseina em interagir com proteinas do soro do leite, agregar e hidrolisar sob os
efeitos de baixo pH e aquecimento, e presenga de enzimas proteoliticas sdo as mais

importantes propriedades do leite na produgio de laticinios (Kalab, 1985). A importancia da
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caseina na industria de laticinios e em muitos produtos alimentares esta em suas propriedades
funcionais, dentre as quais seu papel emulsificador. que ¢ resultado de uma combinagdo de
diversos fatores: alta massa molar. grande flexibilidade molecular e forte carater hidrofobico.
A caseina pode existir em diferentes estados em solugdo aquosa. variando de pequenas
macromoléculas dissolvidas em um comportamento de emaranhado. até particulas coloidais
com 300 nm de tamanho. Em produtos lacteos comerciais, a proteina ocorre tanto como

agregado (micelas), quanto como camadas emulsificantes na superficie coloidal.

O Submicela
et Fosfatn de Ca” *

Figura 1: Modelo proposto para a estrutura das micelas de caseina em solugdo (adaptado
de Clark e Ross-Murphy, 1987).

O fendmeno de agregacdo das moléculas de caseina em baixos valores de pH
(pH = 4,6) nio ocorre somente por condig¢des de diminuigdo da carga das micelas, mas por um
processo que envolve mudancas na estrutura original destas. Quando o pH diminui do valor
normal do pH do leite (pH = 6,6), o material inorganico (fosfato de calcio amorfo) dentro da
estrutura da micela dissolve-se, e alguns dos componentes da proteina também tornam-se
solubilizados. Como o pH continua a cair, uma seqiiéncia complexa de eventos ocorre,

finalizando com a reagregagfio da parte protéica do sistema. e formagdo de novas particulas de
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proteina floculada em uma rede particulada em grumos.

As proteinas do soro do leite representam cerca de 20% do conteudo de proteinas
contidas no leite desnatado. Estas proteinas ndo sdo precipitadas pela acidificagdo em pH 4,6
e podem ser separadas em duas fragdes denominadas a-lactoalbumina e B-lactoglobulina
(Meyer. 1960).

No leite processado, enzimas, gases, minerais. vitaminas, agentes emulsificantes,
acidulantes e microrganismos sdo constituintes secundarios adicionados ou desenvolvidos
durante o processo de manufatura e podem promover interagdes com os componentes

primarios (Vélez-Ruiz e Canovas, 1997).

1.4. Metodologia utilizada na anailise de interagdes poliméricas

Pesquisas na area de alimentos s3o necessarias para o conhecimento das propriedades
reoldgicas e seu relacionamento com a microestrutura dos alimentos. As técnicas reoldgicas
em conjunto com técnicas como microscopia eletronica, cristalografia, ressoniancia magnética
nuclear (RMN), dicroismo circular (DC) e espalhamento de luz podem fornecer informagdes
importantes sobre as propriedades funcionais dos alimentos (Payens, 1971; Ashton et al.,
1975; Kalab e Emmons, 1975; Clark e Ross-Murphy, 1987; Aguilera e Kessler, 1989;
Aguilera e Kinsella, 1991; Clark, 1991; Horne, 1991; Hart et al.. 1992; Xu et al., 1992; Santos
et al., 1997; Delben e Stefancich, 1998; Kapoor et al., 1998; Newman e Hemmingson, 1998,
Goff et al., 1999; de Kruif e Tuinier, 1999).

As técnicas fisicas aplicadas para o estudo dos géis de biopolimeros podem ser
divididas naquelas que essencialmente examinam os detalhes da ligagdo cruzada a nivel
molecular, e aquelas que sondam a grandes distdncias (figura 2). Os métodos
espectroscopicos, incluindo infra-vermelho, espectroscopia de Raman e RMN, e métodos
quirdpticos (rotagdo optica (ORD) e DC) sdo sondas que operam essencialmente sobre
moléculas, e podem fornecer informagdes imprescindiveis sobre a estrutura molecular do
complexo polissacarideo-proteina. Distincias sensivelmente maiores, isto ¢, > 10 nm, com
variagdo de 10 — 2000 nm, sdo tipicamente avaliadas por técnicas de Raio-X, DC, infra-

vermelho (IR) e HPSEC-MALLS com detectores de espalhamento de néutrons em baixo
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angulo (SANS). Todas estas técnicas sdo muito sensiveis € podem detectar pequenas
varia¢des na estrutura do biopolimero (Schmitt es al., 1998). Acima da escala de distancia de
2000 nm, atuam as sondas estruturais. incluindo microscopia Optica e eletronica. e medidas
mecanicas (analises reologicas) que. essencialmente. monitoram a continuidade da rede sobre
dimensdes macroscopicas (sondas supramoleculares) (Clark e Ross-Murphy, 1987).

A maioria dos experimentos referentes & determinagdo da estrutura dos complexos
polissacarideo-proteina sdo baseados em técnicas de investigacdo indiretas. O espalhamento
de luz, por exemplo. é utilizado para caracterizar o tamanho dos complexos. mas pode ser
utilizado. juntamente com outras técnicas como a calorimetria diferencial de varredura (DSC),

para dar informagdes sobre a possivel estrutura dos complexos (Schmitt er al.. 1998).

Molecular Macromolecular Supramolecular
Micelar, Polimérico, Coloidal Redes ==
Liquido Cristalino Compostos/Particulas
1 1 10 100 1000 w04 10¢ w® 10’
e 'S A 4 it v - A - [nm
escala de distincia
] ] -
-7 oo w9 b A b 4 ol
escala de tempo segundos
Espectroscopia Classica Métodos Reo-6pticos Reologia Classica
WP T <w0d 10i<7 <0} 103< 7 <108
RMN, UV, IR Espalhamento de luz quase elistico Cisathamento fixo
CD, ORD Espalhamento de luz integrado Cisalhamento oscilat6rio
Espalhamento quase RMN amplo birefringente transitério
elistico de neutron

Figura 2: Escalas de tempo e distdncia molecular, macromolecular e supramolecular e

técnicas utilizadas como sondas (Clark e Ross-Murphy, 1987).

Estudos de relaxamento de préton através de RMN de hidrogéis e fibras alimentares tém

sido reportados recentemente na literatura. Paradossi et al. (1997) estudaram o

comportamento de relaxamento das moléculas de agua dentro de um sistema constituido por
quitosana-ciclodextrina através de experimentos de tempos de relaxamento longitudinal (t;) e

transverso (t2) por ressonincia magnética nuclear de proton ("H-RMN), e verificaram que o
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estudo das propriedades da agua envolta na matriz do gel pode fornecer informagdes
comparativas de algumas propriedades relevantes do sistema. como por exemplo as intera¢des
da rede com a agua. Neste estudo. observou-se que os géis de quitosana-ciclodextrina sdo
formados por ligagGes covalentes cruzadas. com dois tipos de agua com diferentes modos de
relaxamento presentes na rede. Ambos os tipos de dgua (moléculas de dgua ligadas ao gel e
moléculas de agua confinadas nos poros do gel) submetem-se a uma troca de protons com a
matriz e a energia do processo ¢ regulada por intera¢gdes do tipo pontes de hidrogénio
(Paradossi et al., 1997). Estes autores salientam que se pode fazer uma correlagédo direta entre
as medidas de relaxamento e as propriedades estruturais dos géis em estudo. O relaxamento
longitudinal 1, pode ser considerado como um pardmetro empirico que reflete o estado do
solvente na matriz do gel. Um valor assintotico de 7, = 2,5 s & temperatura ambiente é
caracteristico de uma massa de agua. Qualquer valor de Ty menor que o assintético é um
indicativo de uma heterogeneidade no meio em que a 4gua € confinada. O relaxamento
transverso T, oferece uma andlise mais detalhada em termos de processos de transferéncia
nuclear, fornecendo informagdes sobre as interagdes gel-solvente. A rede do gel ¢
caracterizada por um mecanismo de relaxamento transverso de dois componentes relativos a
meios estruturalmente diferentes compostos por moléculas de agua, indicados pelos tempos
de relaxamento 1, estudados em uma variagio de temperatura de 4 a 50 °C. Entre 4 ¢ 18 °C, o
intercdmbio entre os protons da matriz e da agua prevalece em interagdes dipolares inter e
intramoleculares da agua confinada nos poros da rede do gel, resultando em uma marcada
mudancga na inclinagdo de T, com a temperatura (Paradossi e/ al., 1997).

Hricovini ef al. (1997) realizaram estudos de relaxamento através de *C-RMN de uma
glicosaminoglicana com estrutura —4)-3-D-GlcA(1—4)-B-D-GIcNAc(1— de E. coli K5, que
oferece a possibilidade de produg¢do de compostos como heparina e heparana-suifato através
de modifica¢do quimica e enzimatica. Estes autores observaram, através de medidas de
relaxamento heteronuclear em trés campos magnéticos diferentes, que a movimentagéo global
da K5 em solug@o aquosa é anisotropica, e a presen¢a de acido glucurdnico nesta molécula
resulta numa estrutura mais rigida, diferente de outras glicosaminoglicanas, confirmado pelos
valores do pardmetro de ordenamento (S? — extensdo de movimentagdo interna), revelando
movimentag¢des internas mais limitadas para o polissacarideo.

Newman e Hemmingson (1998) estudaram a interagdo molecular entre goma de
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alfarroba e celulose através da analise dos espectros de 'C-RMN e dos tempos de
relaxamento das amostras. utilizando quatro critérios para esta analise: 1) respostas relativas a
polarizagdo cruzada e seqiiéncias de excitagdo de pulso unico. 2) mudangas nos
deslocamentos quimicos dos sinais assinalados para a galactomanana. 3) mudangas nas
constantes de tempo de relaxamento dos spins de proton para a galactomanana. e
4) alargamento dos sinais de RMN assinalados para a celulose. Através dos experimentos de
tempo de relaxamento, os autores observaram uma diferenca de oito vezes no tempo de
relaxamento 1; da mistura galactomanana-celulose em relagdo a galactomanana isolada para
o sinal 102 ppm (referente ao C1 da galactomanana), indicando ambientes muito diferentes.
Os valores de t, encontrados para 89 ppm (referente a celulose) sdo muito similares aos do
sinal 102 ppm. podendo ser explicados em termos de difusdo de spin de proton entre a
celulose e a galactomanana aderida. Nesta situag@o. a magnetizagdo em ambos os dominios
torna-se depletada em taxas similares durante a medida de t; (Newman e Hemmingson.
1998). Segundo estes autores, tal interagdo parece envolver a maioria das unidades manosil da
cadeia principal da manana (70% aproximadamente), mas ndo as unidades de galactosil.

Goff et al. (1999) estudaram os sistemas galactomanana de alfarroba e guar com
proteinas do leite em solugdes contendo sacarose apds o congelamento, € em ciclos de
temperatura (18 a 10°C) através de microscopia de fluorescéncia, utilizado-se um corante
fluorescente (isotiocianato de rodamina) que ligou-se a galactomanana. Foi observado que a
galactomanana de alfarroba produziu uma estrutura em rede semelhante a um gel ao redor
dos cristais de gelo, que se tornava cada vez mais distinta com a repeti¢do dos ciclos de
temperatura. Esta rede ndo era evidente quando se utilizou a goma guar no sistema. A analise
das imagens da distribui¢do do tamanho dos cristais de gelo mostrou que a alfarroba fornecia
maior resisténcia a recristalizagdo que a goma guar.

Nos sistemas contendo sacarose e leite em po desnatado, foram observados os mesmos
perfis, mas com um aumento menor do tamanho dos cristais de gelo do que nos sistemas sem
leite em po, e ambas as galactomananas promoveram uma separagdo de fases do sistema
(Goffet al., 1999).

A adigdo de carragenana ao sistema galactomanana-proteina do leite resultou em uma
redu¢do na extensdo da separacdo de fases anteriormente observada, mas as solugbes
contendo carragenana apresentavam maior recristaliza¢do. Os autores sugerem que a redugido

na recristaliza¢do observada com a adi¢do das galactomananas de alfarroba e guar resultou da
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formagdo de uma rede continua de polimero e heterogeneidade estrutural na fase ndo
congelada (Goff et al.. 1999).

Schorsch er al. (1999b), em estudos de sistemas galactomanana de alfarroba-proteinas
do leite contendo sacarose. através de microscopia confocal. microscopia eletronica de
transmissdo. técnicas reologicas e espalhamento de luz laser em multidngulos, observaram
que. a uma temperatura de 5 °C e pH = 6,8, as micelas de caseina sdo altamente incompativeis
com a galactomanana de alfarroba. As micelas de caseina. que sdo negativamente carregadas
em condi¢des normais. parecem ndo se agregar. como resultado do processo de separagdo de
fases.

Ferragut e Chirald (1996) estudaram a microestrutura de sistemas contendo leite em pd
desnatado e galactomanana de alfarroba em emulsées 6leo-em-agua com baixo teor de
gordura, e através dos resultados obtidos pelas analises reologicas e de MET, observaram que
a interagdo entre galactomanana-proteina de leite reflete um efeito de sinergismo na
construg¢do da estrutura da emulsdo, relacionado com sua consisténcia. Os autores ainda
comentam que a presenga de sal parece ter um papel importante, provavelmente favorecendo
a associacdo macromolecular, pela neutralizagdo dos grupos idnicos das proteinas, ou
diminuic¢do do contetdo de dgua disponivel para a hidratagido do polimero.

Estas interacbes podem ser responsdveis pelo estabelecimento de uma rede de
polissacarideo-proteina na fase aquosa, e nas multicamadas interfaciais na superficie das
goticulas. A floculagdo de goticulas ¢ micelas de caseina podem também apresentar um
importante papel nas propriedades reoldgicas e estruturais das emulsées (Ferragut e Chirald.
1996).

Tendo em vista o exposto acima, as técnicas utilizadas para o estudo da interagdo

polissacarideo-proteina estdo descritas nos itens a seguir.

1.4.1. Técnicas reolégicas

Reologia ¢ a ciéncia da deformag¢do e comportamento de fluxo da matéria, e estd
relacionada com a tensdo que age sobre um corpo e a resultante deformagdo causada. As

propriedades fisico-quimicas dos polissacarideos, entre elas a massa molar, grau de



Introducdo 20

hidratagdo, interag@o intra e intermolecular. bem como a temperatura, pH e presenca de ions,
alteram a reologia das solu¢des (Krumel e Sarkar. 1975).

Para fluidos simples. o estudo da reologia envolve a medida da viscosidade. sendo que
esta depende primeiramente da temperatura e eventualmente da pressdo hidrostatica. A
maioria dos polimeros apresentam um comportamento dindmico que situa-se entre o carater
elastico e viscoso. sendo denominados viscoelasticos (Tager, 1978; Ferry, 1980; Schramm,
1994).

1.4.1.1. Aplicacio da viscosimetria no estudo de interacdes poliméricas

A andlise de curvas de fluxo é uma poderosa ferramenta para o estudo de sistemas
poliméricos liquidos, fornecendo informagdes importantes sobre a presenca de interagGes ao
se fazer a comparag¢do do comportamento de fluxo dos sistemas isolados e de suas misturas. E
possivel, ainda, utilizar inimeras varia¢des nas condig¢des do sistema como mudangas no pH,
forca idnica, temperatura, composi¢do individual e total, avaliando-se o seu impacto no
comportamento do sistema, permitindo inferir conclusdes sobre a presenga e a natureza das
interacgdes.

Antonov et al. (1999), através de curvas de fluxo, observaram no sistema caseinato de
sodio-goma guar que houve uma diferencga significativa nos valores de viscosidade absoluta
da mistura em relagdo a solugdo de galactomanana isolada. O comportamento de “shear
thinning” das duas amostras é idéntico, mas a mistura mostra um platé Newtoniano inicial
apreciavelmente maior que a solu¢do de goma guar isolada. Através das andlises reologicas e
do emprego de outras técnicas como espalhamento de luz, DC, velocidade de sedimentagéo e
analises em diferentes solventes, estes autores concluiram que ha formacdo de complexos
proteina-polissacarideo com liga¢des fracas, as quais poderiam ser destruidas pelo aumento da
forca i0nica.

Kok et al. (1999) em estudos sobre a comparagdo entre a composi¢do € as propriedades
reologicas durante o processamento térmico da alfarroba crua e refinada, utilizando-se um
redmetro equipado com uma célula de alta pressdo observaram que. na alfarroba crua, a

fragdo particulada provavelmente continha uma glicoproteina com um alto teor de arabinose
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(= 40%) e o sobrenadante constituido de uma galactomanana com relagdo M:G de 3,7:1.
Através da analise de viscosidade com varia¢do da temperatura. foi observado que. apesar da
viscosidade inicial da alfarroba crua ser menor que a alfarroba refinada. ambas as amostras
mostraram aumento na viscosidade apds 45 °C, com valores maximos na temperatura de 65
°C. Uma forte dependéncia da temperatura para a alfarroba purificada, em comparac¢do com a
alfarroba crua. também foi observada. confirmando que existem diferengas no grau de
degradagdo destas amostras, o que se acredita ser resultado da presenca de materiais na
amostra ndo purificada que protejam a galactomanana contra a degradacdo. Os autores
sugeriram que o componente protéico pode desempenhar um importante papel, pois os
aminoacidos sdo conhecidos por serem efetivos na captura de radicais livres envolvidos no
processo de degradagédo a pH neutro (Pilnik e McDonald. 1968; Bradley e Mitchell, 1988).

As propriedades reolégicas das misturas galactomanana (G) de M. scabrella com
relacio M:G 1,1:1 (Ganter et al., 1993) com leite desnatado (LD) e leite integral (LI) foi
investigado (Perissutti, 1999). As curvas de viscosidade para a mistura de galactomanana (1 a
20 g/L) e amostras de leite, mostraram o inicio do comportamento pseudoplastico em

concentragdes menores (2 g/L) do que as solugdes de galactomanana isolada (3,6 g/L).

Também foi observado um aumento na viscosidade (y = 10 s ') para 300 e
500 mPa.s para G:LD e G:LI, respectivamente, na mistura contendo galactomanana (10 g/L),
enquanto a solu¢do aquosa nesta mesma concentragdo em galactomanana apresentou uma
viscosidade de 100 mPa.s, e nas amostras de leite isoladas, 2 mPa.s sugerindo uma interagéo

galactomanana-proteina.

1.4.1.2. Medidas dinamicas

As medidas dinimicas também permitem estudar com profundidade os dominios
viscoelasticos, separando carater elastico de viscoso, que ocorrem em solugdes poliméricas
concentradas (Ferry, 1980).

Nas medidas dindmicas ou oscilatorias, a solu¢do é submetida a uma tensdo ou

deformacgdo senoidal oscilatéria aplicada ao material, no decorrer do tempo, a uma dada
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freqiiéncia. Em geral existe uma diferenga de fase entre a tenséo ¢ a deformagdo oscilatoria
resultante. Se a deformagdo varia com o tempo, entdo a tensdo correspondente pode ser
representada como a soma de dois componentes. um em fase com a deformagéo e o outro 90°
fora de fase (Mitchell. 1984).

Para os sistemas de polissacarideos. o grau de cardter solido e liquido pode ser
quantificado (figura 3). A razdo tensdo em fase/deformagdo aplicada é chamada mddulo de
cisalhamento elastico (G"). enquanto que o parametro correspondente para a resposta fora de
fase é chamada mddulo de cisalhamento viscoso (G’”), os quais séo expressos em unidade de
tensdo. pascal (Pa). O moddulo de cisalhamento G’ estd relacionado com as medidas de
elasticidade ou energia armazenada por ciclo de deformacdo senoidal. E relativo ao carater
solido do polimero. O médulo de cisalhamento G™" relaciona-se com a energia dissipada ou
perdida como calor por ciclo de deformagéo. ¢ € relativo ao carater liquido do polimero
(Tager. 1978; Ferry, 1980; Mitchell. 1984; Morris, 1995).

Para um sélido perfeitamente elastico toda a energia € estocada, consequentemente a
tensdo e a deformagdo estdo em fase, e G’ € igual a zero (figura 3b). Para um liquido que néo
possui propriedades elasticas, toda a energia ¢ dissipada, G’ € igual a zero. e a tensdo € a
deformacgdo estdo defasadas (fora de fase) em 90° (figura 3c) (Mitchell, 1984).

Os modulos de cisalhamento dindmicos elastico (G’) e viscoso (G’’) sdo dados pelas

seguintes equagdes:

G’ (0) =10/ ¥0. cos d Equacéo 1

G’ (0)=10/70.5end Equagéo 2

G’ (w)/G (w)=tgd Equagdo 3
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onde:

G’ = mddulo de cisalhamento dindmico eléstico
G™ = modulo de cisalhamento dindmico viscoso
10 = amplitude de tensdo

Yo = amplitude de deformagéo

d = angulo de fase

Em compostos que exibem um comportamento viscoeldstico (figura 3d), a deformagdo
depende da tensdo aplicada e do tempo em que esta tensdo € aplicada. Se as deformagdes
envolvidas sdo pequenas. entdo a razdo entre tensio ¢ deformagdo € independente da
magnitude da deformagdo. ¢ o comportamento ¢ chamado viscoeldstico linear (Mitchell.

1984).
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Figura 3: Respostas das amostras em testes oscilatorios em fase e fora de fase. a)

defur wagde

deformagdo em fun¢do do tempo, b) comportamento de um solido eldstico. c) liquido viscoso.

e d) material viscoelastico (adaptado de Vélez-Ruiz e Canovas, 1997).

Os sistemas de polissacarideos podem ser classificados de acordo com a figura 4. Na

figura 4a, encontra-se o espectro mecénico (dependéncia de G*. G™* e n* da freqiiéncia) para
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um tipico gel de polissacarideo. cujo mddulo de cisalhamento eldstico € muito maior que o
modulo de cisalhamento viscoso. mostrando uma resposta predominantemente solida, e
ambos os modulos sdo paralelos entre si. ¢ essencialmente independentes da variagdo da
freqiiéncia, o que ¢ esperado para uma rede elastica. A viscosidade dinamica diminui abrupta

e linearmente com o aumento da freqiiéncia (Morris. 1995).
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Figura 4: Comportamento dindmico de sistemas de polissacarideos. a) gel forte, b) gel

fraco, e ¢) solugdo diluida (adaptado de Morris, 1995).
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A figura 4b mostra uma estrutura de gel fraco ou solugdo concentrada. O médulo G** é
maior que o médulo G em baixas freqii€ncias de oscilagdo, e a viscosidade dindmica é
essencialmente independente da freqii€éncia (Newtoniano). Em altas freqiiéncias, o seu
comportamento aproxima-se ao de um gel. em que os moédulos G* e G' tornam-se
independentes da freqiiéncia, a resposta elastica (G”) predomina sobre o fluxo viscoso (G*), e
a viscosidade dinamica decresce. Em elevados valores de freqiiéncia. os emaranhados
intercadeia ndo tém tempo suficiente para dissociarem-se dentro do periodo de oscilagdo, a
rede comporta-se como um gel com ligagdo cruzada, enquanto que, em baixas freqiiéncias, as
cadeias tém tempo suficiente para dissociarem-se e fluirem (Morris, 1995).

A figura 4c apresenta uma estrutura tipica de uma solug@o viscosa ou diluida de
polissacarideos. A viscosidade dindmica complexa mostra uma pequena variagdo com a
freqiéncia (comportamento essencialmente Newtoniano), € o modulo G’ ¢
significativamente maior que o mddulo G, principalmente em baixos valores de freqii€éncia

(Morris, 1995).

1.4.1.2.1. Aplicacio de medidas dinamicas no estudo de interagdes poliméricas

Hart et al. (1992) estudaram géis formados por misturas polissacarideo-proteina
de x-carragenana com caseina total e fragdes purificadas da caseina (a. 3 € ), através de DC
e medidas reoldgicas no sistema oscilatdrio (deformagdo de 1,5% e freqiiéncia de 0,7 Hz). A
adi¢do de k-caseina (0,5%) no sistema contendo carragenana e cloreto de célcio causa um
aumento significativo em G’, dando origem a uma estrutura de gel termo-reversivel. Os
sistemas contendo carragenana e caseina total, e as fragdes a e [-caseina também
apresentaram interagdes formadoras de gel. entretanto mais fracas que as do sistema
carragenana e k-caseina.

Manoj et al. (1996) estudaram o sistema maltodextrina-caseinato de sédio através de
medidas de oscilagdo dindmica com pequena deformagdo, perfis de taxa de aquecimento
controlados. espectros mecénicos, varredura de deformagdo com grandes valores de
deformacdo e analise de tensdo transitoria, para caracterizar as propriedades viscoelasticas dos

géis. A dependéncia da concentragdo, razio viscoelastica, e perfis de fusdo dos médulos
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elastico e viscoso para as amostras de maltodextrinas concentradas. sugerem um gel de
biopolimero altamente agregado. Por outro lado. as particulas de caseinato de sodio formam
um sé6lido “pastoso™ a baixas temperaturas. com um componente altamente viscoso, que sob
aquecimento moderado reverte-se em um corpo liquido. A mistura dos polimeros resulta em
um sistema composto. cuja inversdo de fase (de rede continua da maltodextrina com inclusdes
protéicas descontinuas para uma dispersdo de caseinato suspendendo as particulas de
maltodextrina) ¢ determinada pela razdo entre as massas dos dois componentes da mistura.

Cui et al. (1995) realizaram experimentos em sistemas contendo galactomanana de
alfarroba e polissacarideos da mostarda amarela através de técnicas reoldgicas oscilatorias,
observando intera¢des sinérgicas nas misturas com proporg¢des de 1:1 e 1:9 dos dois polimeros
respectivamente. Os polissacarideos presentes na mostarda que apresentavam interagdo com a
galactomanana consistiam em uma cadeia principal composta por (3-D-glucana com ligagédo
glicosidica (1—>4), que adota uma estrutura rigida-ordenada, possivel responsavel pela
interacdo observada.

Sanchez et al. (1995) estudaram a capacidade de ligagdo a d4gua e o tempo de hidratagéo
de varias gomas alimentares, através de técnicas reoldgicas, e observaram que a goma xantana
foi a que apresentou maior capacidade de ligar-se a agua (232 mL/g), seguida pela goma guar
(40 mL/g), e alginato de sodio (25 mL/g). O alginato de propileno glicol e a alfarroba foram
0s que apresentaram as menores capacidades (15 e 11,6 mL/g), respectivamente. A proteina
de soja mostrou sinergismo com a goma xantana, guar e alfarroba através do aumento dos
coeficientes de consisténcia. Quando a proteina de soja interagiu com a mistura xantana-
galactomanana de guar (1:1), observou-se um aumento sinérgico no coeficiente de
consisténcia, todavia quando se utilizou uma mistura entre xantana-galactomanana de
alfarroba observou-se uma interagdo antagdnica, com diminuig¢@o das propriedades de gel do
sistema.

Sudhakar et al. (1996) estudaram a incorpora¢do de galactomananas de alfarroba e de
guar (0 a 0,2%) a pastas de amido de milho e de Amaranthus paniculatas (5%), em
formulagdes de sobremesas lacteas e pudins, observando modificagdes nas propriedades
reologicas. com aumento da viscosidade quando aquecidas em amilégrafo Brabender.
indicando um efeito sinérgico que é maior para a galactomanana de guar que para a de
alfarroba. Estes autores comentam que o guar é um polissacarideo ndo idnico, com

ramificacdes alternadas de galactose que inibem a formagdo de pontes de hidrogénio
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intramoleculares. mantendo a molécula em uma conformagéo estendida. podendo interagir
com as moléculas de amilose através de pontes de hidrogénio. Isto resulta em uma
conformagdo que aumenta o grau de pseudoplasticidade.

Uma explicagdo similar foi dada para o efeito da alfarroba no indice de comportamento
de fluxo. O indice de consisténcia aumenta com a incorporag¢do tanto de guar. quanto de
alfarroba. e este fato ¢ atribuido ao sinergismo (Sudhakar et al., 1996).

Chen et al. (2001) estudaram o sistema composto por misturas alfarroba-k-carragenana
através de técnicas de reologia dindmica. e testes de compressdo em analisador de textura.
para a determinagdo da relagdo otima entre as duas gomas, e observaram que a galactomanana
interage com a x-carragenana na forma potdssio mais efetivamente que nas formas calcio ou
sodio. Numa concentragdo total de polimeros de 1%. o gel formado por k-carragenana-
alfarroba apresentou uma maior tensdo para ruptura quando de 30 a 40% de galactomanana
foi adicionada.

Pai e Khan (2002) estudaram a reologia de misturas contendo xantana-goma guar
modificada enzimaticamente. As galactomananas modificadas apresentavam um maior
(33,6%) e menor (25,2%) contetido em galactose, respectivamente, que a goma guar nativa
(39,1%). e foram comparadas com misturas alfarroba-xantana. A mistura contendo guar
modificado com maior contetido em galactose apresentou um enfraquecimento de seu carater
viscoelastico, € os médulos G’ € G’* ndo sdo afetados por mudangas na temperatura ou for¢a
idnica do sistema. Na mistura contendo guar modificado com menor conteudo em galactose, a
extensdo do sinergismo aumentava com o aumento da temperatura. Os resultados obtidos
confirmam as teorias sobre a influéncia do conteiido em galactose na interagdo entre os
sistemas galactomanana-xantana.

Analises reolégicas dindmicas, para avaliar a intera¢@o entre as misturas galactomanana
(10 e 20 g/L) e LD ou LI, foram realizadas (Perissutti, 1999) e mostraram uma resposta
viscosa na faixa de freqiiéncia de 10 a 10 Hz, com valores de G*” maiores do que os valores
de G’ em baixas freqiiéncias, € uma interse¢do dos médulos em freqiiéncias mais elevadas,
para as misturas na concentragdo 20 g/L, indicando um comportamento de gel fraco ou
solugdio concentrada, a 25 °C. Através das varreduras de freqiiéncia das misturas G:LD e G:LI
em concentragdes de galactomanana de 10 e 20 g/L, foi observado que a mistura G:LI
mostrou um perfil semelhante ao da mistura G:LD, porém com maiores valores de G’ ¢ G” ¢

um comportamento viscoeldstico mais acentuado em relagdo a galactomanana isolada em
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solu¢do aquosa (Ganter ef al., 1992b). que apresenta um comportamento tipico de um solugio

diluida. na mesma concentragdo.

1.4.2. Dicroismo circular (DC)

A luz plano polarizada € a luz que oscila em um unico plano. Ela pode ser decomposta
em componentes plano polarizados a direita e & esquerda. Se os dois componentes ndo sdo
iguais em amplitude. tem-se a luz elipticamente polarizada (Sun. 1994).

Se a intensidade de absorgdo (A) ¢ usada como uma fun¢do de orientagéo do plano de
polarizacdo. tem-se o fendmeno chamado dicroismo circular. Como no caso dos indices de
refracdo, para uma substdncia opticamente inativa. as intensidades dos componentes
circularmente polarizados a direita ou a esquerda sdo iguais, e para substdncias opticamente

ativas eles sdo diferentes. A diferenca Ag é expressa por (Sun. 1994):

Ae =g -&eR Equacdo 4

onde:
& = absortividade molar ((L/cm).mol ")
L = componente circularmente polarizado a esquerda

R = componente circularmente polarizado a direita

Ae varia com o comprimento de onda (A) e pode ser positivo ou negativo, ou igual a
zero quando o cromoforo estd em um meio ndo quiral. A curva de Ag versus o comprimento
de onda para uma transi¢do Optica simples tem a forma de um sino, similar a curva de
absorgdo na espectroscopia. A for¢a da banda. determinada pelo fator mge.des, que € produto
dos momentos de transi¢do dos dipdlos elétricos (deg) € magnéticos (mge) associados com a

transicdo campo magnético (g) <> campo elétrico (E), no cromoforo considerado (Tobias,
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1987; Sun, 1994).

A espectropolarimetria baseia-se no desvio da luz circularmente polarizada incidente em
compostos quirais (ou assimétricos). O feixe de luz circularmente polarizado. consiste de 2
feixes plano-polarizados ortogonais a 90° e fora de fase. que passando por uma substincia
assimétrica, sdo absorvidos e interagem diferentemente com a luz devido a absortividade
intrinseca dos diferentes compostos (figura 5).

O dicroismo circular mede diferenga entre a absor¢do das componentes polarizadas a

esquerda e a direita (AA), segundo a lei de Beer-Lambert-Bouguer. que define a absorbéancia

como:
A = logo (Io/1) Equagdo 5
AA = Ac - Ad = |0g|o (lo/lc) - |0g|o (lo/ld) = |0g|o (le/ld) EqanﬁO 6
A=¢Cl
onde:
Io = intensidade da luz que incide na cela

[ = intensidade da luz ao deixar a cela
d =direita

e = esquerda

C = oncentragdo da solugéo

I = caminho 6ptico

O DC ¢ geralmente medido como um raio dicrdico, que € a relagdo das densidades
Opticas de uma banda de absor¢do em diregdo a luz polarizada (paralela sobre perpendicular)
para uma diregdo especifica na amostra, e mais especificamente, os raios dicroicos dependem
do angulo 0°. A tangente de 0’ é a razdo do eixo menor (b) e o eixo maior (a) da elipse que €

definida por (Sun, 1994):
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0’ =tg Equacdo 7
onde:

0" = elipticidade molar (grau.cm’/d mol)

a = eixo maior da elipse

b = €ixo menor da elipse
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Figura 5: a) Luz plano polarizada resolvida em duas componentes circulares a direita
(R) e a esquerda (L). b). c) e d) Ao passar pela amostra que absorve diferentemente as duas
componentes, R e L terdo tamanhos diferentes. Se a componente R é menos intensa que L, o

vetor campo elétrico tem a resultante eliptica mostrada na figura acima (Sun. 1994).

A relag@o entre 0’ e Ae é dada por:

Ag = (1/C DAA Equacio 8
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Desta forma. temos:

0'(rad) = tg (0) = (e -1ed)/ (el -led) Equaco 9

[exp (- Ac/2) - exp (- Aa/2)]/ [exp (- A/2) + exp (- Ad/2)] Equacgdo 10

Expandindo as exponenciais, ignorando os termos de menor ordem e convertendo em

graus. temos:

0’(graus) = 180.In10.AA/ 4n Equacdo 11

Esta elipticidade é proporcional ao CD de forma que:

0’ =32.98 AA Equacgdo 12

Por razdes historicas, a concentragio era medida em g/100 cm’, a elipticidade molar era
medida em grau.cm?/g. Para corrigir estas unidades temos que multiplicar a equagdo anterior

por 100.

[6°]=100.32,98.(A€) Equagédo 13
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Em experimentos de DC, a luz circularmente polarizada € utilizada. e o espectro pode
ser obtido somente se uma assimetria molecular intrinseca prevalecer. Nesta situagdo. a luz
circularmente polarizada a esquerda ou a direita pode ser absorvida em diferentes extensdes
por um polimero cromoforo. ¢ o equipamento mede esta diferenga em absortividade como
uma quantidade positiva ou negativa. e expressa-a em fungdo do comprimento de onda

(figura 6) (Clark e Ross-Murphy. 1987).

Figura 6: Espectro de dicroismo circular (banda dicrdica) (Sun. 1994).

Através da figura 7. pode-se observar o espectro de dicroismo circular de proteinas. em
que € possivel diferenciar os trés tipos basicos de conformagdo que estas podem apresentar

em solugdo (a-hélice, B-pregueada e desordenada).

1.4.2.1. Aplicagio de dicroismo circular na anilise de intera¢io polimérica

O dicroismo circular é extensivamente empregado no estudo estrutural de biopolimeros,
mas nd3o de polimeros sintéticos, devido aos polimeros biologicos serem na maioria
opticamente ativos. cnquanto que os sintéticos ndo o sio.

No estudo da conformagio dos biopolimeros, a importancia particular do efeito do DC ¢

que uma contribui¢do do croméforo no espectro € sensivelmente determinada pelo seu meio
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molecular e. em particular. pela assimetria do seu meio. Em parte, todavia. a forga rotacional
ird depender da configuragdo das unidades formadoras do polimero e das orientagdes de suas
unidades na vizinhanga. Aplica¢des de espectroscopia de DC no campo de formagédo de gel de
biopolimeros sdo comuns, e este método tem sido extensivamente aplicado para monitorar a

formagdo de rede em proteinas e polissacarideos (Clark e Ross-Murphy, 1987).
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Figura 7: Espectro de dicroismo circular de proteinas, observando-se os trés tipos
basicos de conformag@o que estas podem apresentar em solugéo (a-hélice, B-pregueada e

desordenada).

Hart et al. (1992), em estudos de géis formados por misturas polissacarideo-proteina
contendo k-carragenana, caseina total e fragGes purificadas da caseina (o, B e x) por
dicroismo circular, verificaram a capacidade da carragenana em alterar a conformagdo da k-
caseina, mas ndo das fragdes a e B-caseina (devido a turbidez destes sistemas). A adi¢do de

polissacarideos anidnicos perturbou significativamente o DC da caseina. Foram realizados
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experimentos em que foi adicionado ao sistema cloreto de calcio e observado que a presenga
de ions calcio favorece a interagdo especifica entre carragenana e k-caseina. Através dos
experimentos de DC. os autores concluiram que o sistema contendo carragenana e caseina na
presenga de ions calcio apresenta interagdo eletrostética especifica, que é reduzida a elevadas
temperaturas. devido a carragenana tornar-se conformacionalmente desordenada (Hart et al..
1992).

Delben e Stefancich (1998) estudaram a interagdo entre o sistema constituido por
polissacarideos como a carboximetilcelulose (CMC) e uma glucana modificada (glucana
glutamato) com a ovalbumina através de técnicas reoldgicas, DC. absor¢do em ultra-violeta e
calorimetria diferencial de varredura, as misturas foram aquecidas a 60 °C. Os autores
observaram interacdo entre o sistema glucana glutamato-ovalbumina tanto em baixas como
em altas temperaturas. com forma¢do de um complexo. O sistema CMC-ovalbumina
apresentou separagdo de fases a 25°C resultante de uma limitada compatibilidade
termodindmica entre os biopolimeros quando hd um excesso de ovalbumina, e, através dos
experimentos de calorimetria, pode-se observar que em altas temperaturas ha uma interagio
entre CMC-ovalbumina, quando em excesso de CMC.

Antonov et al. (1999) utilizaram espectros de DC, além de espalhamento de luz, curvas
de fluxo e diagramas de fase para investigar a interagdo entre os sistemas compostos pela
goma guar e caseinato de sddio ou B-caseina. Estes autores observaram que os espectros de
DC da B-caseina na regido de UV a pH = 5,6 e for¢a ionica I = 0,008 (utilizando-se tampao
K,HPO,) sdo caracterizados por um efeito negativo, com o minimo do pico a 200 nm,
correspondendo a uma estrutura desordenada. O guar apresentou um espectro na regido de
UV com uma caracteristica banda dicrdica simples. com pico positivo aproximadamente a
203 nm. Ja a mistura galatomanana-p-caseina resultou em uma diferenga no espectro de DC
da proteina em uma grande variagdo de concentragdes de galactomanana utilizadas. Os
resultados mostraram que o complexo galactomanana-f-caseina causa a quebra de uma
pequena quantidade da estrutura secundaria apresentada pela proteina. Através das técnicas
citadas, estes autores evidenciaram uma interagdo atrativa fraca entre o sistema
galactomanana-B-caseina observando a formagéo de associagdes, € levantam uma hipétese de
que este complexo possivelmente é estabilizado pelas cargas negativas da caseina e alguns

grupos funcionais positivamente carregados ligados a molécula do polissacarideo neutro.
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1.4.3. Cromatografia de exclusido estérica acoplada a detectores de espalhamento

de luz laser em multiangulos (HPSEC-MALLS)

Em 1869. Tyndall estudou o fendmeno de espalhamento por particulas em solugdo
coloidal e demonstrou que se a luz incidente € polarizada. o espalhamento é visivel em
somente um unico plano. Somente apos 1944, Debye sugeriu que a medida da intensidade do
espalnamento de luz poderia ser utilizada para determinar a massa molar de uma
macromolécula em solugdes diluidas e a possibilidade de determinar seu tamanho e sua
forma. Desde entdo. o espalhamento de luz tem se tornado uma importante ferramenta no
estudo do comportamento de polimeros em solugdo (Sun. 1994).

A luz ¢ uma forma de radiagdo eletromagnética. As propriedades de um campo
eletromagnético podem ser expressas por dois vetores: uma for¢a de campo elétrico (E) e uma
forca de campo magnético (H). Estas duas for¢as de campo estdo relacionadas de acordo com
as equagdes de Maxwell. O espalhamento € melhor descrito em termos de trés fatores: luz
incidente, particula (macromolécula), que serve como um dipdlo oscilante, e luz espalhada
(figura 8) (Sun, 1994).

- N

Observador

Luz espalhada

Luz lncidente -

-~
¥

Figura 8: Modelo de espalhamento Rayleigh (adaptado de Sun. 1994).

Como a luz incidente atinge a molécula. a distribuigdo dos elétrons na molécula é

distorcida, resultando na polarizagdo. que passa a agir como um dipdlo oscilante (p) (Sun,



Introdugcdo 36

1994). A intensidade do espalhamento de luz em qualquer angulo depende do comprimento
de onda da luz incidente. do tamanho ¢ da forma das particulas cspalhadas. e das propriedades
Opticas dos espalhadores. tanto quanto do angulo de observagdo (Hiemenz e Rajagopalan.
1997).

O espalhamento de luz pode ser classificado em estatico ou dindmico. dependendo de
como a intensidade é medida. No espalhamento de luz estatico, a intensidade total média de
tempo é medida em fung¢do do angulo de espalhamento. onde a massa e a dimensdo linear
caracteristica de uma particula podem ser determinados. Em contraste, no espalhamento de
luz dindmico. a variagdo temporal é medida e representada, geralmente, através de uma
fungdo de auto-correlagdo de intensidade. Os coeficientes de difusdo das particulas, tamanho e
distribuicdo de tamanho podem ser deduzidos através destas medidas (Hiemenz e
Rajagopalan. 1997).

A massa molar ponderal média (M,,) dos polissacarideos pode ser determinada através
do método de espalhamento. Um aspecto muito importante nesta determinagdo €& a
necessidade que as moléculas estejam suficientemente afastadas umas das outras para que
sejam tratadas como fontes independentes. Esta necessidade ¢ justificada para gases, mas para
liquidos, as moléculas estdo estreitamente juntas o suficiente para que ocorra uma
interferéncia entre as ondas emitidas de diferentes centros. As amostras sdo preparadas em
solugdes diluidas e filtradas em filtros de até 0,1 pm para minimizar o efeito de agregados
(Hiemenz e Rajagopalan, 1997).

Pode-se efetuar a medida do espalhamento do feixe luminoso em fungdo da
concentragdo do polimero e do angulo de espalhamento, calculando-se a massa molar

ponderal média através da relagéo:

K*C(1 + cos®0) / ARg= (1 /My +2 A,C+..) Py Equagdo 14

onde:
K* = constante Optica (2n*n® / Ao*N) / (dn/dc)?
C = concentragdo do polimero

0 = angulo de espalhamento do feixe de luz
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Rg = fator de Rayleigh

ARy = diferenga entre o fator de Rayleigh (Rg) da solugdo e do solvente

M,, = massa molar ponderal média

A; = segundo coeficiente virial

Py = tuncdo de O (considera as interferéncias entre as diferentes vibragdes emitidas por
uma mesma particula)

n = indice de refragdo do solvente (no comprimento de onda A,)

Ao = comprimento de onda da luz incidente

Na= nimero de Avogadro

dn/dc = taxa de variagdo do indice de refragdo em relagdo a concentragéo

O fator de Rayleigh (Rg) pode ser calculado através da seguinte equagdo:

Re= GgD/Goo' 1’ Equaggo 15

onde:
Ge = intensidade relativa correspondente ao feixe espalhado
G, = intensidade relativa correspondente ao feixe incidente

D, o’, 1’= constantes do aparetho

O termo Rgé o fator de Rayleigh. O excesso de luz espalhada pelo solvente multiplicado
pela distdncia entre o centro espalhador e o detetor, sobre a intensidade incidente € o volume
da célula iluminada pelo laser é observado pelo detetor; Py € a fungdo de espalhamento, e
mostra como a luz espalhada varia com os dngulos; A, é o segundo coeficiente virial (termo
termodindmico que mostra a interagdo entre o solvente e o soluto); dn/dc é a variagdo do
indice de refragdo da solugdo do material analisado com a variagdo de sua concentracdo; e

<rgz> é o raio de giro ao quadrado médio, relativo a distribui¢do de massa da molécula.
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Através da analise de espalhamento de luz estatico. pode-se calcular a massa molar
média (Mw) e o segundo coeficiente virial (A;) do polimero. estabelecendo para estes
sistemas o grafico de Zimm (figura 9), que ¢ a relagdo entre K*C/Rg (eixo y) kC + sen” (6/2)
(eixo x), a partir de uma dupla extrapolaggo a angulo zero (6 = 0) e concentragdo zero (C = 0)

(Sun. 1994; Antonov et al.. 1999).

lim ¢ 0.0 -0 K*C (1 + cos?0) / A Rg = 1/ M,, + 2A,C Equagdo 16

0 constante

€ constantc

sinzg- + ke

Figura 9: Gréfico de Zimm (Sun, 1994).

A partir da inclinagdo da curva resultante da extrapolagdo a angulo zero (0 = 0),

determina-se o segundo coeficiente virial (A;) (figura 10):

lim ¢ 0 K*C(1 + cos’ 0) / ARg = 1/ M,, + 2A,C Equago 17
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A partir da inclinagéo da curva resultante da extrapolagé@o a concentragio zero (C = 0)

determina-se a massa molar (M,,) (figura 10):

lim ¢ 0 K*C(1 +cos’0)/ ARy =1/ My, + 2A,C Equagdo 18

A partir da determinagdo experimental da relagdo entre o raio de giro e a massa molar é
possivel prever a forma geométrica da particula e as conformagdes assumidas para a cadeia
macromolecular, além da previsdo de uma macromolécula linear ou ramificada. Deve-se
ressaltar que o desenvolvimento desta técnica veio trazer muitos avangos na andlise estrutural

de macromoléculas (Reed, 1995b e 1996; Wyatt, 1993).

Kc

curva de concentragdo a um angulo constante

2A, = grau dc inclinagdo

Figura 10: Determinagdo da massa molar (M) e do segundo coeficiente virial (A;)
(adaptado de Sun, 1994).

Um pardmetro acessivel que esta intimamente relacionado com a natureza da interagdo
polissacarideo-proteina em solugdes diluidas é o segundo coeficiente virial (Appo) que €
determinado em experimentos de cromatografia de exclusdo estérica estdtica. Os valores
negativos (Aprpo < 0) € positivos (Apr.po > 0) do segundo coeficiente virial sdo indicativos de

interacSes em rede atrativa e repulsiva, respectivamente. O comportamento termodinidmico de
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uma solugéo polissacarideo-proteina depende dos valores relativos de Apr-po, Apr-pr € Apo-po, €M
que as quantidades de Ap.pr € Apo-po 530 0s coeficientes viriais da proteina e do polissacarideo
puros., representando as contribui¢des termodindmicas das interagdes proteina-proteina e
polissacarideo-polissacarideo, respectivamente (Dickinson, 1998).

Através da equagdo 12, o segundo coeficiente virial da proteina (Ayp), do
polissacarideo (Ay3)) € do sistema contendo a mistura polissacarideo-proteina (Ay(23)) podem
ser calculados. O segundo coeficiente virial, relativo ao sistema polissacarideo-proteina
(Az23)), caracteriza a interagdo mutua das duas macromoléculas. e € calculado através da
inclinagiio da dependéncia da concentragio linear da razio K*(C, + C3)/ [AR'%%-], de acordo

com a equacdo 13 (Antonov et al., 1999):

K*(C,+C;) = 1 + ZVZ,MzwxzaAa,m + 2 vavsMuoM3 X0 X3A003) + \iMZS&AM (C,+Cs)
[AR%o]  vHMoXp + ViM;X; (VM2 Xz + V3 M;Xs)*
Equagéo 18
onde:

| — relativo ao solvente

2 —relativo a proteina

3 —relativo ao polissacarideo

K* = constante Optica 27 n,2/NA?

n; — indice de refragdo do solvente

Na — nimero de Avogadro

A - comprimento de onda da luz incidente no vacuo
My, — massa molar

v — incremento no indice de refragéo

C — concentragéo (g/mL)

X — fragOes de massa

[AR“g—] — excesso de espalhamento de luz a dngulo zero

A, — segundo coeficiente virial
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Com o aprimoramento das técnicas de cromatografia de exclusdo estérica de alta
eficiéncia (HPSEC), foi possivel utilizar a técnica de espalhamento de luz com multidngulos
(MALLS) acoplada ao sistema, o que permite a realiza¢éio de experimentos para comprovagédo
de teorias relativas a técnica de espalhamento de luz, sendo considerada hoje a unica técnica
para andlise da massa molar de macromoléculas soliveis em &4gua evitando erros pela
adsor¢do ou exclusdo eletrostatica. Geralmente sdo utilizados como rotina um refratémetro
diferencial e um detetor de espalhamento de luz evitando, nestas condi¢Ges, o uso da
calibragdo universal. O detetor de ultravioleta pode ser adaptado no caso de andlise de
proteinas. Polarimetros podem ser utilizados na andlise de polimeros opticamente ativos, e
também o detetor de fluorescéncia, para polimeros marcados com marcadores fluorescentes
(Wyatt, 1993).

Para monitorar as caracteristicas viscosimétricas do polimero durante a elui¢do no
sistema HPSEC-MALLS, ¢ possivel adicionar um detetor viscosimétrico. Alguns trabalhos
descritos na literatura relatam a obten¢do da [n] e as constantes de Mark-Houwink a e b
([n] = a M,,”) (Bahary e Jilani, 1993). Viscosimetros capilares simples e outros hidraulicos
acoplados & ponte de Wheatstone podem ser adaptados ao sistema. Segundo Reed (1995b e
1996), a velocidade de cisalhamento imposta no sistema HPSEC-MALLS deve ser
monitorada para evitar a determinagdes em que as macromoléculas assumam um
comportamento pseudoplastico.

HPSEC-MALLS permite também a determinagfio da presenca de agregados que eluidos
a baixos volumes de elui¢do, fornecem uma intensidade de luz difundida elevada (Rinaudo,
1993). Este método é considerado por estes autores como o unico método vélido para

caracterizar o comportamento em soluc¢io de polissacarideos de elevada massa molar.

1.4.3.1. Aplicacio de cromatografia de excluséiio estérica acoplada a detectores de
espalhamento de luz laser em multiingulos (HPSEC-MALLS) na anilise de interacdo

polimérica

Santos et al. (1997) estudaram sistemas polissacarideo-fosfolipideo através de técnicas
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de espalhamento de luz estatico e dindmico e microscopia eletronica para a caracterizagido
estrutural e uso terapéutico como sistemas de liberacdo de drogas ou formulagées de vacinas,
através da quebra de um gel de maltodextrina com ligagdo cruzada. Através das técnicas
acima citadas, estes autores observaram que os fragmentos apresentam a forma esférica, e
como resultado da adicdo de fosfolipideos dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e
fosfatidilcolina (EYPC), ao microgel, bicamadas concéntricas multilamelares s3o formadas ao
redor do core de polissacarideo. Todavia, o efeito do DPPC no tamanho das particulas
espalhadas (associagdo microgel/lipideo) parece mais pronunciado, e esta relacionado com a
fluidez da bicamada: uma bicamada mais fluida, tal como a formada por EYPC, poderia ser
capaz de fornecer mais firmeza a superficie do poro do microgel.

De Kruif e Turnier (1999) estudaram a interagdo de um exo-polissacarideo de
Lactococcus lactis sub-espécie cremoris com proteinas do soro do leite em sistemas ndo
formadores de gel. A interagdo entre este exo-polissacarideo com componentes do leite é
relevante na consisténcia de produtos fermentados. Os autores prepararam particulas coloidais
de proteinas do soro do leite com um raio de 27 + 3 nm, utilizando-se pH neutro e uma forga
ionica de 0,1 mol/L, e analizaram as amostras por espalhamento de luz, viscosidade,
diagramas de fase e varredura de neutrons em pequeno dngulo. Em baixas concentragdes do
exo-polissacarideo a mistura era estavel, mas, em altas concentragdes, o sistema mostrava
separacdo de fases.

Através dos experimentos de espalhamento de luz, observou-se que as amostras
apresentavam um pico tipico de espalhamento, a intensidade na qual aumenta e a posigéo da
intensidade maxima de espalhamento move-se para menores valores de Q (vetor de
espalhamento de onda) com o tempo. Como Q € uma escala inversa do comprimento, um
maximo em baixos valores de Q significa que os agregados sdo criados durante a separagéo de
fase. Os autores concluiram que as misturas exo-polissacarideo-proteina do soro do leite
exibem um comportamento segregativo proprio de interagdes tipo deplegéo. Estas interagdes
induzem uma atragio efetiva entre as particulas da proteina do soro, que € proporcional ao
tamanho e a concentragdo do exo-polissacarideo. A atragdo aumenta a viscosidade do sistema,
e se ela for suficientemente forte, o sistema tende a separar-se em duas fases: uma rica em
exo-polissacarideo e outra rica em proteina do soro (de Kruif e Turnier, 1999).

Viebke (1995) estudou o sistema composto por misturas entre galactomanana de

alfarroba ou guar. e kappa (x) e iota (1) -carragenana através de técnicas de cromatografia de
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exclusdo estérica acoplada a detectores de espalhamento de luz em multidngulos, e observou
que, sob estas condigGes, a carragenana forma associagdes com sua propria molécula, e isto
aumenta a interag@o com outros polimeros (Morris. 1990). Foi observado que a x-carragenana
se associou com a alfarroba, mas nio com a goma guar, € a i-carragenana nio mostrou
nenhum sinal de associag@o com as duas galactomananas.

Schorsch er al. (1999a € 1999b) observaram uma separagdo de fases em sistemas
contendo galactomanana de guar e alfarroba em solugdes de sacarose-proteinas do leite,
através de técnicas de espalhamento de luz estitico, diagramas de fase e microscopia
confocal, indicando uma incompatibilidade termodindmica entre o sistema polissacarideo-
proteina.

Teoricamente, um aumento na massa molar dos biopolimeros leva a uma diminui¢éo da
compatibilidade em solugdo por diminui¢do da entropia combinatorial da mistura (Schmitt es
al., 1998).

Antonov et al. (1999) utilizaram espalhamento de luz para investigar a interagdo entre o
sistema goma guar-caseinato de sodio ou B-caseina, e evidenciaram uma interagio atrativa
fraca entre o sistema galactomanana-f-caseina observando a formagfo de associagdes. Este
complexo, possivelmente, é estabilizado pelas cargas negativas da caseina e alguns grupos
funcionais positivamente carregados ligados a molécula do polissacarideo neutro.

Tendo em vista a necessidade de investigagdes mais aprofundadas quanto ao
mecanismo de intera¢do polissacarideo-proteina, bem como um melhor entendimento da
funcionalidade destes complexos nas formulagdes de produtos alimenticios para o presente
trabalho foi escolhido como modelo galactomananas de uma espécie nativa: M. scabrella e
proteinas do leite (caseinas a, f € k).

Deve-se salientar, ainda, que, atualmente, as galactomananas utilizadas na industria
alimenticia sdo providas por meio de importagdo, o que estimula a buscas de novas fontes

alternativas para uma potencial aplicagéo.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Investigar o mecanismo de interagdo da galactomanana presente em sementes de
M. scabrella e galactomananas comerciais de guar e alfarroba com leite desnatado, caseina
total e fragGes de caseina purificadas (a, B e k), baseada em estudos reolégicos, de dicroismo
circular, microscopia eletronica de transmissdo e cromatografia de exclusio estérica acoplada

a detectores de espalhamento de luz laser em multidngulos.

2.2. Objetivos especificos

- Obter e purificar a galactomanana de M. scabrella.

- Purificar as galactomananas comerciais de goma guar e alfarroba.

- Analisar o comportamento reoldégico de misturas da galactomanana de M. scabrella

com leite desnatado por ciclos de temperatura e varreduras de freqiiéncia.

- Investigar o mecanismo de interagdo e o tipo de ligacdo existente entre
galactomananas e proteinas do leite, em misturas contendo caseina total e fragdes purificadas
de caseina (o, B e x), através de técnicas reoldgicas, dicroismo circular, microscopia
eletronica de transmissdo e cromatografia de exclusdo estérica acoplada a detectores de

espalhamento de luz laser em multidngulos.
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3. Materiais e métodos

3.1. Métodos gerais

3.1.1. Obtengéo das sementes

As sementes M. scabrella foram fornecidas pelo Instituto Ambiental do Parana (IAP),
provenientes de povoamentos naturais da regido de Bocaitiva do Sul, tendo sido colhidas em
dezembro de 1997.

3.1.2. Extracéo dos polissacarideos de M. scabrella

As sementes de M. scabrella (50 g) foram moidas em moinho WILEY, utilizando-se
peneiras de 2 e 1 mm, sucessivamente.

A inativag@o enzimatica do material moido foi realizada utilizando-se 500 mL de 4gua
destilada fervente em microondas na poténcia alta num tempo de 2 minutos, seguido da
adicdio de 500 mL de agua destilada gelada & solugdio. Em seguida foi realizada extragdo
aquosa a temperatura ambiente por um periodo de quatro horas, sob constante agitagdo.

O material extraido foi centrifugado em centrifuga HITACHI Himac CR21E por
15 minutos, a 20000 x g em temperatura de 20 °C, para a retirada preliminar dos residuos da
semente. O sobrenadante foi novamente centrifugado por 60 minutos, a 20000 x g em
temperatura de 20 °C para a retirada total dos residuos da semente.

O sobrenadante da centrifuga¢do foi, entdo, precipitado com a adi¢dio de um volume de
etanol comercial, sob agita¢do vigorosa e constante, centrifugado a 20000 x g por 5 minutos,
a 20 °C.

O precipitado resultante foi submetido a tratamentos sucessivos com etanol (70% a

100% v/v) e centrifugagdo por 5 minutos, a 20000 x g, numa temperatura de 20 °C.
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3.1.3. Purificacio dos polissacarideos

Para o processo de purifica¢do das galactomananas das sementes de M. scabrella e das
galactomananas comerciais de guar e alfarroba foram realizadas extragdes em solugdes
aquosas de NaCl 0,1 mol/L a temperatura ambiente por um periodo de quatro horas, sob
constante agitagdo, para a precipitagdo de possiveis contaminantes protéicos.

As galactomananas comerciais de goma guar e alfarroba (Sigma) foram solubilizadas
em agua destilada & temperatura ambiente, utilizando-se 0 mesmo procedimento descrito para
a galactomanana de M. scabrella, para que as impurezas provenientes das sementes fossem
eliminadas.

O material extraido sofreu o mesmo processo de centrifugacdo, precipitagdo e
tratamentos sucessivos um gradiente de etanol (70% a 100% v/v) como descrito no item

3.1.2., para que as galactomananas purificadas fossem isoladas.

3.1.4. Determinacio da granulometria dos polissacarideos

Para analisar o efeito da granulometria das galactomananas das sementes de
M. scabrella e das galactomananas comerciais de goma guar e alfarroba, utilizou-se um
homogeneizador “ Omni Macro Homogenizer ” (15 AMP/ 60 Hz) modelo 17505 do Centro
de Pesquisa e Processamento de Alimentos (CEPPA) — Universidade Federal do Parana, por
um tempo de 5 minutos, na velocidade oito ciclos por segundo, seguido de um peneiramento
em um sistema de peneiras em série com encaixe, com a seguinte numeragdo: 3, 4, 100 e
200 “mesh”. As peneiras foram previamente pesadas em balanga analitica, e ap6s o
peneiramento dos polissacarideos, estas eram novamente pesadas para a determinacgéo do peso

das galactomananas retidas em cada peneira.



Materiais e métodos 47

3.1.5. Preparacio das solucdes de caseina

As amostras de caseina total e fragSes purificadas da caseina (o, B e x) (Sigma),
utilizadas para os experimentos de dicroismo circular, foram solubilizadas sob agitagdo em
tampdo fosfato de potassio 0,008 mol/L (pH 7.0), em concentra¢des que variavam de 0,025 a
0,2 g/L, a temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 10

minutos.

3.2. Métodos quimicos e fisico-quimicos

3.2.1. Hidrélise dcida total da galactomanana de M. scabrella

A galactomanana (1 mg) foi solubilizada em agua destilada (1 mL), e a este material
solivel, foi acrescido 1 mL de acido trifluoroacético (TFA) 2 mol/L, deixando-o hidrolisar em
tubos hermeticamente fechados em banho a 100 °C por 5 horas (Adams, 1965).

Apés a hidrolise, o excesso de TFA foi removido por evaporagdo em capela a

temperatura ambiente.

3.2.2. Redugio

As fragdes submetidas a hidrélise 4cida total foram reduzidas com boroidreto de s6dio
(NaBH,), a temperatura ambiente, por aproximadamente 24 horas (Wolfrom e Thompson,
1963a). O excesso do agente redutor foi decomposto e a remogdo dos ions sédio (Na*) foi
realizada pela adigio da resina trocadora de cations na forma 4cida Lewattit S-100 (H") até
pH = 7,0. As solug¢des foram filtradas a vacuo ¢ evaporadas em rotaevaporador (40 °C). Ao

baldo de evaporagdo foi adicionado metanol para a retirada de acido borico, por meio de
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formacdo de tetraborato de metila, um composto volatil na temperatura de evaporagdo. O
sistema foi novamente evaporado em rotaevaporador. Esta operagdo foi repetida trés vezes.
Assim, os monossacarideos constituidos por um grupo funcional aldeido, passam a ser alcoois

com a adigdo de 2 atomos de hidrogénio na extremidade da molécula, denominados alditdis.

3.2.3. Acetilagido

Ap6s a redugio da amostra, esta foi submetida ao processo de acetilagio. A mistura de
alditois foram adicionados 1 mL de piridina e 1 mL de anidrido acético, em tubo
hermeticamente fechado. e o sistema deixado em capela a temperatura ambiente, por 24 horas
(Wolfrom e Thompson, 1963b).

A reagdo de esterificagdo foi interrompida pela adigdo de gelo. para a degradagdo do
excesso de anidrido acético, e os produtos acetilados foram extraidos da solugdo pela adigdo
de 3 mL de cloroférmio. O excesso de piridina presente na fase cloroférmica do sistema foi
eliminado através de sucessivas aplica¢des de solugdes aquosas de sulfato de cobre (CuSOy)
5% e agua destilada, alternadamente (formando um complexo azul escuro, o sulfato de
piridina, que passa para a fase aquosa e ¢ eliminado).

A fase cloroformica contendo os acetatos de alditéis foi coletada e levada a secura para

analise em cromatografia liquido-gasosa (g.l.c.) (item 3.4.1.).

3.2.4. Dosagem de acticar total da galactomanana de M. scabrella

As determinagdes de agucar total das galactomananas e das misturas galactomanana-
proteina do leite foram feitas pelo método fenol-acido sulfiirico (Dubois et al., 1956), em
comprimento de onda de 490 nm, utilizando-se como solugdo padrdo mistura de solugdes de
D-manose ¢ D-galactose 1:1 (v/v) (Sigma), para a obtengdo de uma curva de calibragdo. A

sensibilidade deste método é de 10 a 100 pg/mL.
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3.2.5. Dosagem de proteinas da galactomanana de M. scabrella

As dosagens dos componentes protéicos das galactomananas de M. scabrella e das
galactomananas comerciais de guar e alfarroba nativas e purificadas foram realizadas através
dos métodos de Hartree (1972) e Peterson (1977), utilizando-se os comprimentos de onda de
650 e 750 nm. respectivamente em espectrofotometro Spectronic® 20 Genesys'™
(SPECTRONIC INSTRUMENTS — USA). A sensibilidade destes métodos é de 10 a
100 pg/mL.

3.2.6. Desproteinizacio das galactomananas por coluna de Florisil

Para a purificag@o das galactomananas de M. scabrella e das galactomananas comerciais
de guar e alfarroba, foi utilizada uma coluna de Florisil (silicato de magnésio ativado) (Sigma)
eluida em agua bidestilada para a retirada de possiveis contaminantes de origem protéica por
adsorgdo, e também um sistema em “ batch” contendo as galactomananas e o Florisil, sendo

monitorada por dosagem de proteinas através do método de Peterson (1977).

3.2.7. Desproteiniza¢do das galactomananas por adi¢éio de NaCl

As galactomananas de M. scabrella e das galactomananas comerciais de guar e
alfarroba foram solubilizadas em uma solug&o de NaCl 0,1 mol/L para a retirada de possiveis

contaminantes de origem protéica.
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3.2.8. Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)

3.2.8.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) em condi¢des néo

desnaturantes (nativa)

O gel de corrida (gel separador) e o gel concentrador (*‘stacking gel”) foram preparados
em concentrac¢des de 10 e 4%, respectivamente, conforme as tabelas | e 2, para a eletroforese
em gel de poliacrilamida (PAGE) em condi¢Ges nativas e desnaturantes (SDS-PAGE).

O tampéo de corrida utilizado foi TRIS ((triidroximetil)-aminometano)-glicina pH = 8,3
(24 mmol/L TRIS e 192 mmol/L glicina); o tampao da amostra foi TRIS-HCI1 0,5 mol/L, pH =
6,8, contendo glicerol 10% e azul de bromofenol 0,5%.

As concentragdes das amostras aplicadas no gel foram de 100 pg/20 pL para a
galactomanana e 20 pg/20 pL para a caseina. Para as misturas galactomanana-caseina total e
fragdes purificadas (a-caseina, B-caseina e x-caseina), foi utilizado um volume de 50 uL de
solugdo de galactomanana e 50 puL de solugdo de caseina, agitando-se por 2 minutos, €
deixando a solugdo em repouso por 1 hora.

Quanto a montagem dos géis, dois géis foram confeccionados: um para coloragdo para
proteina e outro para colorag@o para polissacarideo. O gel permite a aplicagdo de 10 “spots™
(20 pL de amostra em cada pogo).

As coloragGes utilizadas foram “Coomassie blue” R-250 para a identificacdo de
proteinas (St. Groth et al., 1963), nitrato de prata (AgNO;) para carboidratos (Wray et al.,
1981) e reativo acido periodico-Schiff para carboidratos (Silva Junior, 2001).

Os géis foram colocados em um suporte € inseridos em uma cuba de eletroforese. Esta
foi preenchida com o tampdo de corrida (pH = 8,3), e ligada em uma fonte com voltagem
constante de 200 V / 150 mA / 30 W, até o corante atingir o final do gel de separag¢do. O

tempo médio de corrida foi de 40 minutos.
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TABELA 1: Quantidade dos componentes (em mL) para o gel de corrida nas

eletroforeses em gel de poliacrilamida (PAGE) em condi¢Ges nativas e desnaturantes (SDS-
PAGE).

Composto PAGE SDS-PAGE
(mL) (mL)
Agua destilada 5,00 4,00
Acrilamida 30% + bis-acrilamida 1% 2,80 3,30
(Triidroximetil)-aminometano (TRIS) 1,5 mol/L (pH = 8,8) 2,10 2,50
Dodecilsulfato de sodio (SDS) 10% - 0,10
Persulfato de aménio (APS) 10% 0,09 0,09
N, N, N°, N’ tetrametiletilenodiamina (TEMED) 0,01 0,01
10 mL 10 mL

TABELA 2: Quantidade dos componentes (em mL) para o gel concentrador nas
eletroforeses em gel de poliacrilamida (PAGE) em condigdes nativas e desnaturantes
(SDS-PAGE).

Composto PAGE SDS-PAGE
(mL) (mL)
Agua destilada 1,80 1,80
Acrilamida 30% + bis-acrilamida 1% 0,39 0,39
TRIS 0,5 mol/L (pH = 6,8) 0,78 0,75
SDS 10% - 0,03
APS 10% 0,027 0,027
TEMED 0,003 0,003

3mL 3mL
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3.2.8.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) em condigdes desnaturantes
(SDS-PAGE)

O procedimento para a eletroforese em SDS-PAGE € similar ao descrito para a
eletroforese em PAGE nativa (item 3.2.8.1.), com algumas modificagdes no preparo dos géis
(tabelas 1 e 2) e dos tampdes, com a utilizagdo de SDS para condi¢es desnaturantes, e -
mercaptoetanol no tampao de corrida, além de um marcador de massa molar (PHARMACIA-

BIOTECH), contendo as seguintes massas:

a-Lactoalbumina bovina - M, = 14.200 Da
Anidrase carbdnica - My, = 29.000 Da
Albumina ovo - M,, = 45.000 Da
Albumina bovina - My, = 66.000 Da
Inibidor de tripsina - My, = 97.400 Da

3.2.9. Microscopia eletronica de transmissio (MET)

Para a realizagdo dos experimentos de MET, foram utilizadas solugdes contendo os
biopolimeros isolados (galactomanana de M. scabrella e caseina total e as fragSes purificadas
(o, B € k-caseina) como controles, € misturas galactomanana-caseina em diferentes relagdes
polissacarideo-proteina, a fim de se observar uma interagio entre estes componentes. Todas as
amostras foram preparadas em duplicata.

Para o preparo de solugdo de polissacarideo, uma solugdio de galactomanana de
M. scabrella (2 g/L) foi preparada em NaCl 0,25 mol/L & temperatura ambiente, pH = 7,0 sob
agitagdo, durante o periodo de 1 hora.

Tanto a caseina total, quanto suas fragdes purificadas (3 g/L) foram dispersas em NaCl
0,25 mol/L a temperatura ambiente, pH = 7,0, sob agitagdo e, entdo, sonicadas por 8 minutos
a50w.

A mistura polissacarideo-proteina foi preparada em trés diferentes concentragdes, numa
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relagdo em g/L de galactomanana-caseina de 2:3, 10:3 e 2:30, respectivamente.

As amostras foram depositadas em uma tela (grade) de cobre de espessura 200 “mesh”
com uma pelicula de parlddio sobre a tela, e entdo secas sob vacuo & temperatura ambiente, e
para o contraste, as telas foram expostas a uma solu¢iio aquosa saturada de acetato de uranila
(C4HeO6U. 2H,0) (2% m/m) ao abrigo da luz, e lavadas com uma pequena quantidade de
agua milli-Q. Em seguida as amostras foram secas em papel absorvente, colocadas em placas
de Petri sobre uma camada de parafilme, e secas em estufa a vacuo a temperatura ambiente
por 3 horas. As telas foram depositadas em um porta telas para o armazenamento.

As amostras foram submetidas a analise em microscopio eletronico JEM-1200 EX II

JEOL, utilizando os seguintes aumentos 25000, 50000 e 100000 vezes, respectivamente.

3.3. Métodos reolégicos

As anélises reoldgicas foram determinadas em um redmetro HAAKE RS 75 Rheostress
acoplado a um termocirculador DC5B3 e banho termostatizado HAAKE K15, em temperatura
constante de 25° C, em sistema estético e dindmico, utilizando-se o sensor cone-placa com
um didmetro do cone 60 mm e dngulo de 2° (C60/2°). A determinagdo da inércia dos sensores
foi realizada para descontar os valores das forgas centrifuga e centripeta geradas durante os
experimentos no equipamento. Todas as anilises reologicas foram feitas em triplicata, com

amostras preparadas diariamente para evitar contaminag&o.

3.3.1. Preparo das misturas galactomanana-proteina

Para a andlise reologica, as misturas foram preparadas a partir de galactomanana de
M. scabrella, por adi¢do de galactomanana na concentragdo 10 g/L ao leite comercial
desnatado ultrapasteurizado pelo sistema UHT (“ultra high temperature”) da marca BATAVO
(Industria e Cooperativa Batavo S.A.).

No sistema de ultrapasteuriza¢do, o leite é aquecido a 140 °C por 4 segundos, em



Materiais e métodos 54

seguida resfriado a 20 °C e envasado numa embalagem a vacuo. Este processo garante as
qualidades nutritivas e naturais do produto por um periodo de 180 dias a temperatura
ambiente, desde que a embalagem permanega intacta.

As amostras em p6 foram pesadas em balanga analitica, e as misturas feitas num volume
total de 10 mL.

As misturas sofreram um processo de agitagdo magnética por um periodo de cerca de
4 horas a temperatura ambiente para a completa solubilizagdo, e permaneceram em repouso

antes dos ensaios reologicos.

3.3.1.1. Anadlise da interagiio entre galactomananas e proteinas do leite por ciclos

de temperatura

Para a andlise da influéncia da temperatura sobre o comportamento reolégico das
amostras, medidas reologicas de ciclos de temperatura no sistema estético foram utilizadas.
No modulo estatico, para a analise dos ciclos de temperatura, a amostra foi submetida a uma
variagdo de temperatura de 25 a 75 °C, num intervalo de 2 minutos, € em seguida um
decréscimo de temperatura de 75 a 10 °C num intervalo de aproximadamente 3 °C/minuto,
pelo tempo de aproximadamente 15 minutos. Para tal andlise utilizou-se o redmetro citado no
item 3.3., acoplado a um sistema de controle de temperatura Peltier (TC81). As anélises foram
realizadas no periodo de resfriamento.

Para determinar a precisdo do método, as andlises foram realizadas em triplicatas (trés
amostras por dia em trés dias diferentes) e o desvio padrdo e o coeficiente de variagdo (CV),

foram calculados.

3.3.1.2. Comportamento dinimico

Para avaliar o comportamento viscoelastico das amostras, foram realizadas analises de

varredura de freqiiéncia no sistema dindmico ou oscilatério.

As respostas eldsticas (G’) e viscosas (G’") do material foram avaliadas, utilizando-se
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baixos valores de deformagdo (y) conforme as varreduras de tensdo (102 a 10 Pa) em
freqiiéncia de 1 Hz, realizadas em experimentos anteriores (Perissutti, 1999), para a
determinacgdo da regidio viscoelastica linear das amostras, ou seja, a regido onde os modulos
elastico e viscoso permanecem constantes com a variagdo da deformagio, indicando que ndo
ocorre perturbagdo significativa na estrutura do polimero. A deformagdo escolhida dentro da
faixa viscoeldstica linear das amostras para as andlises do comportamento dindmico foi de
7%, e as analises dindmicas por varreduras de freqiiéncia foram feitas numa amplitude de
10%a 10 Hz.

3.4. Métodos cromatograficos e espectroscopicos

3.4.1. Cromatografia liquido-gasosa (g.l.c.)

A cromatografia liquido-gasosa foi realizada em um cromatégrafo HEWLETT
PACKARD 5890 Series II, com detector de ionizagdo de chama (FID), utilizando-se
nitrogénio como gas de arraste, com fluxo de 2,0 mL/minuto, a 220 °C, e a temperatura do
detector e do injetor de 250 °C, para a andlise quantitativa e qualitativa da fragdo
polissacaridica. O aparelho estava equipado com uma coluna capilar (0,25 mm x 30 m),
modelo DB-210, com espessura de filme de 0,25 pm. Através do g.l.c. foram identificados e
quantificados os monossacarideos presentes na amostra na forma de acetato de alditol (ver

itens 3.2.2. € 3.2.3).

3.4.2. Dicroismo circular

Os espectros de DC das amostras foram obtidos através de um espectropolarimetro
JASCO J-700, em faixa de comprimento de onda entre 190 e 260 nm, com uma cubeta

cilindrica com 1 mm de caminho dptico, termostatizada. Cada espectro foi obtido apés a
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acumulagdo de 16 medidas.

As concentragles das proteinas e das misturas foram checadas através da andlise da
densidade optica (D.0O.) das amostras no comprimento de onda 280 nm em espectrofotometro
HITACHI, modelo U-2001.

Os espectros de DC foram obtidos em uma escala de grau de elipticidade molar [0°].
Para a andlise, foi usado o software JASCO J-700 (versdo 1.20, 1997), que permite o
tratamento dos espectros obtidos a tratamento através de transformada de Fourier para a
reducgéo dos ruidos presentes.

Para analisar o efeito da temperatura sobre a interagdo galactomanana-caseina,
utilizaram-se as galactomananas de M. scabrella e guar na concentragdo 2,5 mg/mL e caseina
total ou k-caseina na concentragdo 0.2 mg/mL, com ciclos de aquecimento e resfriamento
realizados por meio de um banho de agua circulante, numa faixa de temperatura de 25 a
75 °C.

O método foi utilizado para observar a possivel formagdo de associagdes moleculares
entre galactomanana (concentragées que variaram de 0,05 a 5 mg/mL) e caseina total ou
fracdes purificadas de caseina (o, B e x) solubilizadas sob agitagdo em tampido fosfato de
potassio 0,008 mol/L (pH 7,0) em concentragdes que variaram de 0,025 a 0,2 mg/mL. Os
espectros foram coletados em diferentes temperaturas (25 a 75 °C) a fim de se observar

modifica¢des conformacionais dos biopolimeros.

3.4.3. Cromatografia de exclusdo estérica acoplada a detectores de espalhamento

de luz laser em multiingulos (HPSEC-MALLS)

A analise por cromatografia de exclusgo estérica acoplada a detectores de espalhamento
de luz laser em multidngulos (HPSEC-MALLS) foi realizada utilizando um equipamento
composto por um computador acoplado a um cromatégrafo de exclusdo estérica de alta
pressio (HPSEC) contendo um forno com 4 colunas de ultrahidrogel (WATERS) com
diferentes limites de exclusio, colocadas em série, ordenadas do maior limite de exclusdo para
o menor (7 x 10%, 4 x 10°, 8 x 10* € 5 x 10’ Da, respectivamente), uma bomba peristaltica

Waters 515 (WATERS), um injetor, um recipiente para solvente, e dois diferentes detectores:



Materiais e métodos 57

detector de espalhamento de luz laser em multidngulos (MALLS) modelo DAWN DSP
(WYATT Technologies) com 18 angulos, acoplados em série, e detector diferencial de indice
de refragdo (RI) Waters 2410 (WATERS).

O solvente utilizado como eluente no equipamento foi uma solugdo contendo nitrito de
soédio (NaNOs) 0,1 mol/L e azida de s6dio (NaN3) 200 ppm. A solugdo salina foi filtrada em
sistema de filtragio SARTORIUS, com membranas de acetato de celulose 0,22 pm
(MILLIPORE) antes de ser submetida ao sistema de fluxo do equipamento, com um fluxo de
0,6 mL/minuto, sob uma pressio de 920 psi a 25 °C (monitorado através da bomba
peristéltica).

As amostras isoladas de galactomanana, caseina total e fragdes purificadas da caseina, e
as misturas galactomanana-caseina foram solubilizadas na mesma solugdo salina descrita
anteriormente, em uma concentragio de | mg/mL.

Para uma completa andlise das amostras, trés experimentos foram realizados no
equipamento: teste de homogeneidade das amostras, calculo do dn/dc, € confecg¢do do gréfico
de Zimm para a determinagdo da massa molar (My), raio de giro ao quadrado (<rg2>) e
segundo coeficiente virial (A»).

A determinagdo exata dos valores pode ser realizada por analise informatizada
eletrénica através da equagdo de Rayleigh-Debye-Gans. O programa Astra for Windows
(WYATT TECHNOLOGY) foi empregado para o monitoramento dos detectores de indice de

refracdo e espalhamento de luz.

3.4.3.1. Anilises de homogeneidade das amostras

Para a analise de homogeneidade, devem estar conectados em série: o cromatografo de
exclusio estérica de alta pressio (HPSEC), a bomba peristéltica, o injetor, as colunas, € os
detectores de luz laser em multidngulos (MALLS) DAWN-DSP e de indice de refragdo (RI)
Waters 2410.

O equipamento foi ligado cerca de 1,5 h antes da andlise, e o fluxo do solvente foi
aumentado para 0,6 mL/min em um “loop” de 500 pL.

As amostras foram solubilizadas na solug¢do salina nitrito de sddio-azida de sddio na
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concentragdo 1 mg/mL, filtrada em membrana de acetato de celulose 0,22 um (MILLIPORE)
alguns minutos antes da andlise. As inje¢des das amostras foram realizadas num tempo de 80
minutos.

Com a homogeneidade verificada e obtendo-se uma amostra unimodal (homogénea), é

possivel determinar o dn/dc para, entdo, calcular sua massa molar.

3.4.3.2. Determinaciio do dn/dc das amostras

Para a analise do dn/dc, necessita-se de uma configuragdo diferente do equipamento, em
que a amostra ndo passa pelas colunas e pelo DAWN DSP. No dia anterior ao experimento,
devem estar desconectados as colunas e o detector de luz laser em multidngulos (MALLS)
DAWN-DSP, restando somente o detector de indice de refragdo (RI) Waters 2410, para que
as amostras sejam analisadas.

A determinagdo exata dos valores € realizada através de andlise informatizada
eletronica. O programa Astra (WYATT TECHNOLOGY) monitora o detector de indice de
refracio, uma vez que para esta analise é necessiria uma informagdo correta da massa
injetada, para que na analise do grafico deva-se assumir 100% de massa recuperada.

Para a realizagdo dos experimentos, o fluxo foi mantido em 0,1 mL/min, em um “loop”
de 200 uL.

Foram analisadas as solugdes isoladas de galactomanana, caseina e fragdes purificadas
da caseina, bem como as misturas galactomanana-caseina. Para tanto, foram preparadas
sucessivas dilui¢ées dos sistemas por adi¢do do solvente puro, mantendo-se constante e igual
a um a razdio entre os dois constituintes macromoleculares, permitindo a operagdo em
condi¢des diluidas. As amostras foram preparadas em 5 concentragdes diferentes (0,2; 0.4;
0,6; 0,8 e 1,0 mg/mL) em solug&o de nitrito de sddio-azida de sédio, atingindo a concentragdo
maxima de | mg/mL. Esta concentragdo pode variar de acordo com a amostra, tendo como

fator limitante a sensibilidade do detector de RI. Em seguida, estas foram filtradas em

membrana de acetato de celulose 0,45 um (MILLIPORE), minutos antes da andlise.
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3.4.3.3. Grafico de Zimm das amostras

Para a determinacdo da massa molar, deve-se fazer o grafico de Zimm, e para isto
devem ser desconectados, no dia anterior ao experimento. as colunas e o detector de indice de
refracdo (RI) Waters 2410, restando somente o detector de luz laser (LS) DAWN-DSP, para
analise das amostras. O fluxo foi mantido em 0,1 mL/min, em um “loop” de 200 pL.

Foram analisadas as solug¢des isoladas de galactomanana, caseina e fragdes purificadas
da caseina, e as misturas galactomanana-caseina, fazendo-se sucessivas dilui¢gdes dos sistemas
por adi¢do do solvente puro, mantendo-se constante e igual a um a razdo entre os dois
constituintes macromoleculares, permitindo a opera¢@o em condigdes diluidas.

As amostras foram preparadas em varias concentragdes (0,2; 0,4; 0,6; 0.8 e 1,0 mg/mL),
dependendo da amostra, em solugdo de nitrito de sodio-azida de sodio e filtradas em
membrana de 0,22 um (MILLIPORE), minutos antes da andlise. H4 uma relagdo entre os

dados coletados pelo sistema DAWN-DSP e os pardmetros moleculares derivados.
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4. Resultados e discussao

O estudo da composigdo e estrutura quimica dos polissacarideos de espécies vegetais
nativas vem sendo desenvolvido no Laboratério de Quimica de Carboidratos Vegetais da
Universidade Federal do Parana ha mais de vinte anos. Dentre os polissacarideos estudados,
destacam-se as galactomananas, que estdio presentes no endosperma das sementes, com
fungdo estrutural (captagdo de agua, evitar ressecamento) e de reserva.

As galactomananas obtidas através de sementes de M. scabrella (bracatinga) ja foram
estudadas previamente quanto a sua estrutura quimica, aplicagdo e propriedades reolégicas
(Ganter, 1988; Ganter, 1991; Ganter et al., 1991, 1992a, 1992b, 1993, 1995, 1997 e 1999;
Lucyszyn, 1994; Sugui, 1994; Cardoso, 1995; Bresolin et al., 1996, 1997 e 1998; Bresolin,
1998).

Estes polissacarideos apresentam rendimentos de aproximadamente 30% (m/m),
comparaveis aos das galactomananas produzidas comercialmente, e podem servir como fontes
alternativas para a substitui¢do de galactomananas comerciais, que sdo importadas.

O presente trabalho investigou os sistemas constituidos por misturas entre
polissacarideos e proteinas, utilizando-se galactomananas presentes no endosperma de
sementes de M. scabrella, em compara¢do com as galactomananas comerciais de guar e
alfarroba, e leite desnatado, caseina total e fragGes purificadas de caseina (a, B € x), a fim de
avaliar uma possivel interagdo entre estes biopolimeros. Para tal propésito, a estratégia
experimental compreendeu estudos reolégicos, dicroismo circular, microscopia eletronica de
transmissdo e cromatografia de exclusio estérica acoplada a detectores de espalhamento de

luz laser em multidngulos.

4.1. Obtencio e purificacio da galactomanana de M. scabrella

Apbs o processo de moagem, as galactomananas sofreram inativagdo enzimatica por
aquecimento, para evitar a degradagdo dos polissacarideos por enzimas (hidrolases e
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