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RESUMO

A Mimosa scabrella, conhecida como bracatinga, pertence a família 

Leguminosae, sub-família Mimosoidea. É uma espécie de crescimento rápido e abundante 

no Sul do Brasil fornecendo 1 kg de sementes anualmente. As sementes contém 30% de 

galactomanana (man:gal 1,1:1 ; [ ^  900 ml/g) e 11% de oligossacarídeos. Os

oligossacarídeos foram fracionados por cromatografia preparativa de gel permeação em

Bio-gel P2 e as frações obtidas purificadas por cromatografia líquida de alta eficiência.
13Os componentes identificados por C-n.m.r, FAB-ms, g.l.c.-ms foram ajugose (0,1%), 

verbascose (0,8%), estaquiose (0,9%), rafinose (0,7%), sacarose (5,8%), ciclitol (0,3%), 

derivado O-metílico do ciclitol (0,8%) e alditois (0,4%). Glucose (0,6%), galactose 

(0,3%) e frutose (0,3%) também foram encontrados. Entre os oligossacarídeos foi isolado 

e caracterizado um novo composto, o trigalactosil pinitol 0-o(-D-galactopiranosil- 

(l*6)-0-^D-galactopiranosil-(l«>6)-0-ííD-galactopiranosil-(1^2)-D-3-0-metil-chiroinositol.

Com relação as propriedades reológicas da galactomanana de Mimosa 

scabreiia em solução, verificou-se que os resultados experimentais de fluxo e dinâmica 

foram concordantes no regime diluído e semi-diluído. O polissacarídeo forma 

emaranhados ao acaso (random coil) estabelecidos a partir da curva matriz, com valores 

próprios de polímeros flexíveis como o poliestireno e poliestireno sulfonato.O biopolímero 

apresenta soluções com comportamento que contrasta com outras galactomananas em dois 

aspectos: comportamento líquido mesmo em regiões semi-diluídas e viscosidade específica 

em regime viscoelástico menor. Estas diferenças de comportamento da galactomanana de 

Mimosa scabreiia foram atribuídas a sua estrutura altamente ramificada.



SUMMARY

Mimosa scabrella, known as bracatinga, belongs to the Leguminosae family,

sub-family Mimosoideae, is a native tree abundant in Southern Brazil. Each tree provides

1 kg of seed annually. The seeds contain 30% of a viscous galactomannan (manrgal 1,1:1,

[r|] 900 ml/g) and 11% of oligosaccharides. The oligosaccharides were fractionated on

Bio-gel P2. The resulting fractions were purified by high performance liquid
13chromatography and their chemical composition and structure were determined by C- 

n.m.r spectroscopy, FAB-ms, glc and glc-ms as ajugose (0.1%), verbascose (0.8%), 

stachyose (0.9%), raffinose (0.7%), sucrose (5.8%), alditols (0.4%), cyclitol (0.3%) and 

their O-methylated derivative (0.8%). Glucose (0.6%), galactose (0.3%) and fructose 

(0.3%) were also found. A new compound trigalactosyl pinitol, O-a-D-galactopyranosyl- 

(Wi)-O-o(- D-galactopyranosyl-(K6)-0-i>(-D-galactopyranosyl-(l-^2)-D-3-0-methyl-chiro- 

inositol was identified in the oligosaccharide fraction.

The rheological properties of galactomannan solutions from Mimosa scabrella 

were investigated. The experimental results of both flow and dynamic systems are in 

agreement in dilute and semidilute regimes. The galactomannan solutions are characteristic 

of a random coil polymer established by master curve, similar to the value found for 

flexible polymers as polystyrene and polystyrene sulfonate. Galactomannan solutions have 

a typical behavior in contrast with other galactomannans, as a liquid-like solution even in 

a semidilute regime, and a lower viscoelastic behavior. These differences for behaviour 

of solutions of the galactomannan of Mimosa scabrella were attributed to its high degree 

of branching.

xxiv



1. INTRODUÇÃO

O homem depende das plantas para sobreviver, e à medida que a população 

mundial aumenta, maior é a necessidade de preservar a flora e proteger o ecossistema.

O número de espécies nativas sub-exploradas e potencialmente utilizáveis das 

regiões tropicais e sub tropicais é extremamente elevado em relação às poucas que são 

cultivadas para fins econômicos(162). Isto se deve, em grande parte, à escassez de 

informações básicas sobre a morfologia, fitossociologia e sistemática dos vegetais nativos, 

bem como à pouca divulgação de dados sobre o seu cultivo, bioquímica e fisiologia.

Além de limitar o uso das plantas, a acomodação a esta situação pode contribuir 

para o desaparecimento gradual de espécies, já que os padrões impostos por uma economia 

predominantemente extrativa resultam em elevadas taxas de desmatamento.

Porém, o conhecimento de requisitos ótimos para cultivo, bem como a seleção 

para melhoramento genético, poderão favorecer o interesse econômico e contribuir para 

uma exploração racional e controlada da flora(53) .

Sementes acumulam compostos de reserva os quais constituem verdadeiros 

depósitos energéticos, que são utilizados pelas próprias plantas, para o desenvolvimento 

do embrião durante a germinação, ou das gemas durante a brotação e pelo homem como 

fonte de carbono, energia e matéria prima(159). Dentre as reservas armazenadas destacam- 

se pela abundância e multiplicidade de usos, os carboidratos que podem ser subdivididos 

de acordo com a solubilidade em água(97):

1. carboidratos não estruturais insolúveis em água: primeiramente o amido (<*- 

glucanas) que é depositado nos amiloplastos e algumas hemiceluloses de várias 

composições que são frequentemente depositadas na parede celular;

2. carboidratos não estruturais solúveis em água: monossacarídeos, 

oligossacarídeos, alditois, ciclitois e polissacarídeos como galactomananas, 

arabinogalactanas, e frutanas.



Apesar da riqueza dos diferentes carboidratos não estruturais encontrados no 

reino vegetal, a sacarose e amido tem despertado maior interesse dos cientistas.

KELLER(97) descreve a importância dos estudos bioquímicos e da fisiologia de 

oligossacarídeos da sacarose e açúcares álcoois presentes em plantas superiores.

1.1. ESTRUTURA DOS OLIGOSSACARÍDEOS DA RAFINOSE

Existem vários carboidratos que possuem molécula de sacarose em sua 

extremidade tais como a inulina [ y0-(2—►l)-frutana], a levana [ ^2-^6)-fru tana], os 

oligossacarídeos formados por transglicosilação como a questose ( «-D-glucopiranosil- 

(l-*2)-|3-D-frutofuranosil-(l-*2)-y3-D-frutofuranose), a nistose (c*-D-glucopiranosil-(l-*2)- 

j3-D-frutofuranosil-(l —* - 2 ) - -D-frutofuranosil-(l—*-2)- (3  -D-frutofuranose); e os 

oligossacarídeos da rafinose.

Oligossacarídeos da sacarose, também conhecidos como o(-galactosídeos ou 

oligossacarídeos da família da rafinose, ou ainda de oligossacarídeos da rafinose, são 

moléculas de sacarose unidas através de ligações glicosídicas a vários monossacarídeos 

(galactose, frutose ou glucose) que podem ligar-se à unidade de frutose ou da glucose 

que compõe a sacarose, ou a ambas.

Os oligossacarídeos da sacarose podem apresentar-se na forma de o<-galactosil 

sacarose e compreendem a rafinose, planteose, estaquiose, verbascose e ajugose como 

representado na Tabela 1(62,71).

Além da(s) unidade(s) de galactose, a glucose pode estar ligada à molécula de 

sacarose como acontece na gentianose (|3-D-glucopiranosil-(l*6)-o<-D-glucopiranosil 

-(l-*2) - -D-frutofuranosideo), encontrada em rizomas de muitas espécies de 

Gentianaceae, ou na melezitose (*-D-glucopiranosil-(l*3)-/^-D-frutofuranosil-(2*l )-* -D- 

glucopiranosídeo) que ocorre em exudatos presentes nas folhas de árvores após ataque de 

insetos(71).

Além dos oligossacarídeos da sacarose são encontrados na natureza a melibiose 

(p<rD-galactopiranosil-(W))-í<-D-glucopiranosídeo), a maninotriose(<*-D-galactopiranosil- 

(l*6)-o<-D-galactopiranosil-(l*6)-<x-D-glucopiranosídeo), entre outros (62).

2



TABELA I -  OLIGOSSACARÍDEOS DA FAMlLIA DA RAFINOSE ( 67, 71 ).

OLIGOSSACARÍDEOS ESTRUTURA

Sacarose o(-D-glup-(l-*2 )-yí-D-f ruf

Planteose o(-D-glup- (1— 2)-/3-D-f ruf - ( ) -  << -D-galp

Rafinose o (-D-galp-(l-+6)-<K -D-glup-(T—2)-/3-D-f ruf

Estaquiose

Vesbascose

Ajugose

o( -D-galp- (t^6)-o( -D-galp- ( y ° ( -D-glup ( )-/3-D-f ruf

°( -D-galp- (l— ó)-^ - D - g a l p - - D - g a l p  (l-̂ 6)-o( -D-glup (1— 2y f t - D - f  ruf

o( -D-galp-(1— 6 -D-galp-(1^6)-^(-D-galp(b+*6y o(-D-galp(1*^6)-^-D-glup-(!-*2>jGD-fruf

glup = D-glucopiranosil; galp = D-galactopiranosil; fruf = D - frutofuranosil

CO
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Os níveis de oligossacarídeos da rafinose e suas proporções relativas são variáveis 

entre espécies, dependendo da idade, maturidade e condições ambientais(54), podendo 

variar também dentro da mesma espécie. Estes níveis podem perfazer mais que 10% do 

peso seco da semente. Em consequência, a extração e determinação do conteúdo em 

galactosídeos tem sido tema de muitos estudos(36,54,70,97,102,107,167,175,207).

Uma variedade de procedimentos tem sido empregada para a extração de 

o( -galactosídeos de sementes de leguminosas como fervura das sementes em etanol 

aquoso(168), extração aquosa a frio(114) e a temperaturas moderadas(99), entre outros. 

Como resultado destas extrações, muitas variações são observadas a nível de 

oligossacarídeos totais, que podem ser atribuidas a ineficiência do poder de extração dos 

solventes utilizados, hidrólise dos componentes pela presença de o(-galactosidase endógena 

ativa(99) ou discrepâncias ocorridas nos métodos de análise e quantificação.

SAINI(167), pretendendo comprovar que o uso de diferentes métodos de extração 

para oligossacarídeos não poderia ser a única fonte de tais variações, realizou estudos com 

sementes de Lupinus angustifo/ius cv. Chittick, Cicer arietinum  cv. Tyson, Glycine 

max cv. Forrest, Phaseolus angularis cv. Bloodwood e Vigna sinersis cv. Banjo. O 

material moido foi deslipidificado por tratamento com hexano a temperatura ambiente e 

a seguir submetido a quatro diferentes tipos de extração. O material moido e 

deslipidificado previamente foi extraído com água a 30°, com etanol aquoso a 65° ou 80° 

apresentando resultados compatíveis em relação às proporções de sacarose, e na 

composição em oligossacarídeos como rafinose, estaquiose e verbascose. O tratamento da 

semente previamente deslipidificada em uma mistura metanol: água (4 : 1) resultou numa 

extração incompleta dos oligômeros da rafinose. Os resultados mostraram que não ocorreu 

hidrólise significativa de oligômeros durante as extrações, embora uma leve hidrólise tenha 

sido observada no processo de extração aquosa com maior evidência para sementes de 

Lupinus angustifo/ius cv. Chittick. Isto é coerente com a obtenção de pequena 

quantidade de oligossacarídeos totais e altos níveis de atividade o(-galactosidase. O 

autor(167) sugere também que o processo de extração pode contribuir para o isolamento 

incompleto dos oligossacarídeos da família da rafinose, a co-extração de enzimas, como
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a ct-galactosidase, que podem determinar discrepâncias nas análises e quantificação dos 

oligômeros. Entretanto não fica descartada a hipótese que as condições de cultivo possam 

interferir na composição em oligossacarídeos.

KNUDSEN(102) em estudos realizados com sementes de Glycine max cv. Merr. 

verificou que o tratamento prévio das sementes inteiras em água fervente por 30 minutos 

antes da extração aquosa a 60° eliminava a presença de glucose e maltose, provavelmente 

pela inativação enzimática. Estes componentes foram detectados após extração aquosa a 

60° onde o tratamento prévio não foi realizado. KNUDSEN sugere, neste caso, um 

provável aumento da hidrólise enzimática do amido durante o processo de extração.

O mesmo método de extração foi empregado para análise dos oligossacarídeos 

da rafinose para mais três espécies de leguminosas, Cicer arietinum  L. , Pisum sativum  

L. e Phaseolus vulgarís L.. Foi observado que a sacarose estava presente em maiores 

proporções nas sementes de Glycine max cv. Merr. e Cicer arietinum  L., mas que nas 

sementes de Pisum sativum  L. e Phaseo/us vulgarís L. existiam quantidades 

proporcionais de sacarose e estaquiose. A rafinose foi observada nas quatro amostras, 

porém em pequena quantidade.

A quantificação dos oligossacarídos solúveis contidos nas sementes é necessária, 

no estudo do controle metabólico das plantas e nas investigações fisiológicas e 

bioquímicas.

KUO et alii(107) utilizaram o método quantitativo de cromatografia líquida de 

alta eficiência (HPLC) para investigar os oligossacarídeos de 29 espécies de sementes 

maduras, compreendidas entre 8 famílias. Os oligossacarídeos analisados foram obtidos 

por extração etanólica do material deslipidificado. Entre eles estão a sacarose e diferentes 

oligossacarídeos de rafinose. Quase todas as espécies da família Leguminosae 

apresentaram estaquiose em maior proporção que rafinose enquanto que todas as espécies 

da família Gramineae analisadas apresentaram maiores proporções de rafinose. A sacarose 

foi predominante em sementes deArachis hypogaea, Pisum sativum e Glycine max, 

todas de família Leguminosae e também em Helianthus annuus, família Compositae. 

Os mesmos dados sobre a sacarose em sementes de Glycine max e Pisum sativum
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foram reportados por KNUDSEN(102) e SAINI(167). Verbascose foi encontrada em maior 

proporção em sementes de Vicia faba e Phaseolus aureus, ambas pertencentes a família 

Leguminosae. Ao comparar estes resultados com os obtidos anteriormente por 

KNUDSEN(102) para sementes Glycine max e Phaseolus vulgaris, KUO et alii(107) 

observaram que as proporções de oligossacarídeos são significativamente menores, 

provavelmente por se tratar de cultivares diferentes.

Tendo em vista a diversividade entre proporções dos oligossacarídeos de rafinose 

nas sementes de diferentes famílias e mesmo entre diferentes espécies da mesma família, 

ainda não foi esclarecido qual é o mecanismo de regulação bioquímica que induz o 

acúmulo preferencial de um tipo específico de oligossacarídeo.

A composição em oligossacarídeos de sementes de Vicia Faba foi determinada 

em cinco cultivares diferentes(54), sendo dois de Vicia Faba L. (Muchamiel, Paceco) e 

três de Vicia faba minor (Scuro Torre Lama, Linea Monti 26, Manfredini). Embora todas 

apresentassem o mesmo perfil qualitativo, ou seja, sacarose, rafinose estaquiose e 

verbascose, observou-se uma distribuição relativa muito diferente. Sacarose e verbascose 

foram os componentes com maiores proporções em todos os cultivares, predominando no 

cultivar Vicia faba L. Muchamiel. Pode-se sugerir que a escolha de cultivares é uma das 

formas de melhorar a qualidade de produção de sementes de leguminosas.

CERNING et alii(33) na busca de novas fontes de alimentos realizaram estudos 

sobre a composição de carboidratos em sementes de Vicia faba a partir de 16 amostras 

de várias origens geográficas (Europa, Norte da África, Ásia). Os açúcares presentes na 

fração solúvel em etanol, separadas por cromatografia de coluna e camada delgada, foram 

identificados como galactosídeos de sacarose (5,7%), ou seja: rafinose, estaquiose, 

verbascose e ajugose (Tabela I).

A variação da composição em açúcares de baixo peso molecular foi analisada 

por YASUI(207) entre 23 amostras de sementes de Phaseolus vulgaris na forma 

selvagem. Mio-inositol, sacarose, rafinose, estaquiose e verbascose foram identificados 

em todas as amostras. A estaquiose foi predominante entre os oligossacarídeos isolados 

(relação estaquiose-verbascose 27:1). No entanto, em quatro das 23 amostras analisadas
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a relação entre verbascose e estaquiose foi em média 1,8:1 sendo denominadas de tipo A 

em relação às outras, denominadas de tipo B. As amostras do tipo A não apresentaram 

diferenças de cor da semente, peso ou morfologia floral e vegetativa em relação às outras 

do tipo B. Estes resultados podem conduzir à classificação quimiotaxonômica através da 

composição em carboidratos.

YASUI(205) realizou também estudos comparativos entre os oligossacarídeos 

obtidos a partir de 26 amostras de sementes de formas cultiváveis de Glycine max 

[Glycine max. (L.) MERRILL subs. max] e de formas selvagens [Glycine max. subsp. 

soja (SIEB. et ZUCC.) OHASHI]. (Admite-se que a forma selvagem é um ancestral do 

tipo cultivável). Glycine max L. é uma importante fonte de óleo vegetal e proteina, 

podendo as sementes secas serem utilizadas como alimento antes ou após o brotamento. 

Além disso muitos produtos processados tem sido criados e consumidos. Taxonomicamente 

a Glycine max pertence ao sub gênero SOJA e ao gênero Glycine W/LLD. Todas as 

amostras continham oligossacarídeos da rafinose e ciclitois, sendo a sacarose e estaquiose 

os componentes predominantes, como foi reportado por outros autores(102,107,167).

Os diferentes tipos de Glycine max, cultiváveis e selvagens, apresentam 

composição em carboidratos similar. De acordo com OHASHI(142) podem ser ditas 

coespecíficas. Porém, o tratamento por análises estatística de projeção, sugere que os tipos 

cultiváveis são distinguíveis, tomando-se por base as proporções em carboidratos(205).

Os tipos cultiváveis apresentaram maiores quantidades de sacarose, galactosil 

pinitol, galactinol [l-0-(<x-D-galactopiranosil)-l-L-mio-inositol], digalactosil glicerol e 

menores proporções de estaquiose, em relação aos tipos selvagens.

Estas observações poderiam indicar uma influência do homem na evolução das 

leguminosas alimentícias, mas segundo YASUI(205) ainda existem poucos dados 

disponíveis da composição de carboidratos de baixo peso molecular de outras espécies 

selvagens para uma análise comparativa.

Muito pouca pesquisa tem sido realizada, a nível de Brasil, sobre a identificação 

de oligossacarídeos presente em plantas nativas, apesar da abundância e diversividade de 

espécies existentes no país.
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O potencial agronômico de espécies do gênero Ca naval ia, devido à capacidade 

de proteção e recuperação de solos pobres, força vegetativa e pela recente introdução no 

Brasil da espécie Canava/ia giadiata var gladiata, com fins nutricionais, levou 

TEIXEIRA(190) a estudar a composição dos carboidratos de baixo peso molecular presente 

nas folhas e ramos de Canava/ia giadiata, Canava/ia giadiata var gladiata e Ca na valia 

brasiiiensis. Foram usados os processos de cromatografia de gel permeação (GPC) e 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) na separação e purificação dos 

oligossacarídeos e monossacarídeos. As frações mais significativas com grau de 

polimerização até dois, eram constituidas de glucose, sacarose, pequenas proporções de 

mio-inositol, sendo o pinitol o constituintes mais abundante. A ocorrência dos mesmos 

constituintes nas três espécies é explicada pela proximidade entre suas classificações 

botânica.

O Ca/opogonium mucunoides é uma leguminosa originária da América do 

Sul que cresce espontaneamente em diversas áreas do Brasil( Mato Grosso e regiões 

costeiras). Tem sido utilizado como proteção de solo, adubação verde e mais recentemente 

como forrageira para pastagem. Esta planta, como outras leguminosas, tem a capacidade 

de fixar nitrogênio, desenvolvendo-se em solos fracos além de possuir um crescimento 

rápido. O interesse desta espécie como fonte promissora no plano de valorização 

agroalimentar, propiciou a TEIXEIRA et alii(191) estudarem também os oligossacarídeos 

presentes no extrato etanólico das sementes desta leguminosa. As frações obtidas, foram 

identificadas como frutose, glucose, pinitol, sacarose, galactosilpinitol, rafinose e 

estaquiose.

Observou-se que várias espécies citadas(190,191,205,207) possuem como 

componentes, além de oligossacarídeos da rafinose, ciclitois e seus derivados.

1.2. CICLITÓIS

Ciclitóis têm sido identificados em muitos tipos de vegetais superiores, 

particularmente em Gimnospermas e em Angiospermas da família Leguminosae.
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Apresentam-se geralmente em altas concentrações nas sementes em desenvolvimento e em 

nódulos da raiz(16).

A nomenclatura dos ciclitóis é divergente entre os autores(2,150,199). Todos os 

ciclohexanohexois (ciclitóis), que compreendem nove estereoisomeros, são chamados de 

inositois e são diferenciados entre si pelos prefixos como: cis, epi, alio, mio, muco, neo, 

scilo, (+)-chiro e (-)-chiro inositol (Figura 1).

Os isômeros mio, (+)-chiro ( também denominado de D-inositol) e (-)-chiro 

inositol (também chamado L-inositol) são facilmente obtidos de fontes naturais, os outros 

diasteroisomeros são sintetizados a partir destes três, através de uma série de reações de 

epimerização. O mio-inositol está presente em grande número de plantas e 

microorganismos, é utilizado como padrão comercial, além de apresentar importância 

fisiológica. O mio-inositol é excretado pela urina (inosituria) associada a excreção de D- 

glucose (glucosuria), característica da diabetes mellitus; em seres humanos e ratos, a 

reabsorção de mio-inositol pelo rim é inibida devido a elevada concentração de D-glucose; 

é fator de crescimento para microorganismos e utilizado como vitamina A, agente 

lipotrófico prevenindo a infiltração de gordura no fígado. Além disso, o mio-inositol pode 

ser utilizado como tratamento para alopecia (perda de cabelo) e substituinte do ácido-L- 

ascórbico em dietas.

Entre os ciclitóis encontrados frequentemente no reino vegetal estão os eteres- 

O-metílicos de inositol como, por exemplo, o (H-)-pinitol , (-)-quebraquitol, sequoitol, 

bornesitol e o ononitol(150) (Figura 2).

O D-(+)-pinitol, (D-3-O-metil-chiro-inositol), foi isolado pela primeira vez em 

1856 por BERTHELOT(150) nos exudatos de Pinus cambertrana. Posteriormente 

numerosas plantas foram analisadas entre as quais 53 espécies de leguminosas, onde o 

pinitol foi encontrado em quantidade pouco significativa. Além do D-(+)-pinitol, foi 

observado em folhas de Artemísia dracunlus L. o antípoda ótico do pinitol, D-(-)- 

pinitol.

NORDIN(140) observou que a liberação do pinitol é muito mais rápida que de 

carboidratos durante a embebição de sementes de Glycine max cv. Sparks. Provavelmente
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Cis- Epi- Allo-
1,2 ,3 ,4 ,5 ,6  1 .2,3,4,5 1,2,3,4

O 6 5,6

O O
Mio- Muco- Neo-
1,2,3,5 1,2.4,5 1,2,3

4,6  3,6 4,5,6O1
Scilo- (-)Chiro (+lChiro
1.3.5 1,2,5 1,2,4
2.4.6 3,4,6 3,5,6

Figura 1 -Diastereoisomeros do inositol, de acordo com POSTERN A K( 150). Os ciclos 

estão contidos num plano, onde os números representados no numerador indicam 

os carbonos aos quais as hidroxilas estão ligadas na região superior ao plano e 

os números do denominador indicam os carbonos aos quais as hidroxilas estão 

ligadas na região inferior ao plano.



OH
D-(+)-Pjnitol

HO
L - (- )-Quebroquitol

HO
Sequoitol

HO
L -(-KBornesitol

HO
0 -(+)-Ononitol

OH
Oombonitol

OH
Liridiodendritol

Figura 2 - Eteres O-metílicos do inositol

o efluxo específico de pinitol tem um significado na germinação. A semente contem 0,6 

a 0,9% de pinitol dos quais 12% é perdido durante a embebição; esta mudança parece 

pequena para que seja atribuida a um controle do efeito osmótico. Possivelmente a perda 

de carboidratos e ciclitois tenha alguma influência no desenvolvimento das espécies de 

Rhizobium no solo.

Sabe-se que a liberação de carboidratos (sacarose, rafinose, estaquiose, frutose, 

glucose) durante a embebição é variável. A deterioração da testa e o conteúdo inicial de 

umidade são alguns dos fatores que influenciam o efluxo dos componentes da semente. 

Após armazenagem das sementes por alguns meses os resultados mostraram uma menor 

liberação de carboidratos. A relação pinitol-carboidrados foi maior em comparação com 

sementes não armazenadas(140).

Ainda hoje existem dúvida sobre a biossíntese de D-pinitol em plantas 

superiores(55). A sequência pode variar a partir das etapas de reação que envolvem 

sequoitol, mio-inositol e D-ononitol.

O L-(-)-quebraquitol, (L-2-O-metil-chiro-inositol), tem seu nome originário da 

Aspidosperma quebracho, do gênero Apocynacea, de onde foi isolado pela primeira 

vez em 1889 por TANRET(150). Foi encontrado também em Cannabis sativa( 16).
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Sequoitol, (5-O-metil-mio-inositol), foi isolado primeiramente em madeira de 

Sequoia sempervieres. Através de pesquisas sistemáticas observou-se que este ciclitol 

está presente em um grande número de Gimnospermas, particularmente em coníferas. Seu 

grupo metílico pode ser encontrado também na posição 2 do mio-inositol(+).

L-(+)-bornesitol, (L-l-O-metil-mio-inositol), foi extraído em 1871 por 

GIRARD(150) através de pressão sobre a borracheira bruta, e também isolado da madeira 

de Sarcopha/us diderrichii e Cannabis sativa(16). Pode existir na forma de L-(-)- 

bornesitol, como o pinitol que é encontrado no reino vegetal nas suas duas formas 

enantiomorfas.

D-(+)-ononitol, (D-4-O-metil-mio-inositol), foi isolado de Ononis nadrix L., 

Ononis alopecuroides L., Medicago sativa, Do/ichos lablasb L. e Vigna catjang 

walp, todas pertencentes a família Leguminosae. Dambonitol (1,3-O-dimetil-mio- 

inositol) e liridiodendritol (3,5-di-O-metil-mio-inositol) são raramente encontrados entre 

as espécies vegetais.

PHILIPS, DOUGHERTY E SMITH(145) ao constatarem a abundância relativa 

dos ciclitois em leguminosas partiram para a identificação destes compostos em sementes 

e nódulos das raizes de Glycine max L. Merr. Entre os ciclitois isolados estão o pinitol, 

D-chiro-inositol, mio-inositol e sequoitol. Pinitol foi predominante nas sementes dos 24 

cultivares examinados. No entanto apresentaram proporções diferenciadas entre os 

cultivares, provavelmente devido ao grau de maturação variável.

O segundo ciclitol mais abundante foi D-chiro-inositol, seguido de mio-inositol 

que foi encontrado em quantidades insignificantes.

Os extratos dos nódulos de raiz apresentaram concentrações de mio-inositol e D- 

chiro-inositol muitas vezes maior que em outras partes da planta, sendo que a concentração 

de pinitol e sequoitol foi semelhante.

BINDER E HADDON(16) em estudos realizados com as folhas de Glycine max 

L. Merr. identificaram ciclitois presentes em baixas concentrações, entre os quais D- 

(-l-)-ononitol, sequoitol e o bornesitol. Os autores observaram que o conteúdo de D-(+)- 

ononitol em folhas é variável, de acordo com o estágio de crescimento vegetativo e
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conforme o cultivar.

A G/ycine max L. Merr. foi a primeira espécie em que a combinação entre os 

ciclitois: pinitol, ononitol, sequoitol, bornesitol, chiro-inositol e mio-inositol foi observada. 

Por outro lado foram identificados pinitol, ononitol e bornesitol em Medicago 

sativa( 122,161); pinitol, sequoitol, bornesitol e D-chiro-inositol em três espécies de 

Asclepiadaceae. A identificação destes ciclitois pode apresentar algum interesse 

taxonômico.

Muitos autores(l 1,96,151,175,206) ao estudarem sementes da família 

Leguminosae observaram a presença de oligossacarídeos derivados do ciclitol 

denominados galactopiranosil ciclitois, galactosil ciclitois ou galactosídeos de ciclitol. O 

primeiro galactosídeo de ciclitol foi isolado de sementes de Vicia sativa , um mio-inositol 

galactosídeo conhecido como galactinol, identificado também em sementes de Phaseo/us 

vulgaris e Lupinus aibus{ 151). Outro isômero, 2-0(o(-D-galactopiranosil)-l-D-chiro- 

inositol foi isolado de sementes de Glycine max(96).

Os glicosídeos de pinitol encontram-se presentes entre os constituintes de baixo 

peso molecular das sementes de leguminosas(l 1,175). O galactosil-pinitol [2-0-(of-D- 

galactopiranosil)-4-0-metil-l-D-chiro-inositol] foi isolado pela primeira vez em sementes 

de Trifoiium subterraneum( 11), posteriormente em Cicer arietinum  L., Lens 

esculenta, Glycine max L. cv. Yellow Tokyo, Phaseolus vulgaris L.(151,175). A 

hidrólise ácida ou enzimática («C-galactosidase) forneceu proporções idênticas de galactose 

e pinitol. Após metilação, hidrólise, redução e acetilação, os produtos mono-Q-acetil- 

penta-O-metilciclitol e l,5-di-0-acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil-galactitol foram identificados 

por análise cromatografia a gás acoplada a espectrometria de massa.

Em estudos de sementes de 39 espécies de leguminosas, compreendidas em treze 

gêneros, verificou-se a presença de galactosil-pinitol em todas as amostras e que este 

componente estava sempre acompanhado de quantidades de pinitol, o mesmo ocorrendo 

para o galactinol em relação ao mio-inositol.

Admite-se que o galactinol presente nas plantas atua como um intermediário na 

biossíntese da rafinose, estaquiose e verbascose(52) e por analogia BEVERIDGE, FORD
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e RICHARDS(ll) sugerem para o galactosil-pinitol a mesma função. Esta proposição foi 

reforçada em estudos de SCHWEIZER et alii(175), que verificaram a ausência de 

galactinol em sementes de Glycine max e Cicer arietinum  L., mas observaram 

quantidades significativas de oligossacarídeos da rafinose e galactosil pinitol.

Outros isômeros foram identificados como o l-D-5-0-(o(-D-galactopiranosil)-4- 

O-metil-chiro-inositol isolado de sementes de Glycine max(96) e o galactosil ononitol [1- 

D-5-0-( <A -D-galactopiranosil)-4-0-metil-mio-inositol] isolado de sementes de Vigna 

angularis(206).

O galactosil ononitol está presente também em sementes de Vigna sinensis Savi, 

mas não em sementes de Phaseo/us vuigaris, Pisum sativum  L. e Glycine max cv. 

Merr., o que poderia sugerir um significado quimiotaxonômico, o mesmo ocorrendo para 

o galactinol(151) e o galactosil pinitol(l 1,175).

Um digalactosídeo pinitol, 0-ot-D-galactopiranosil-(l-*-6)-0-p(-D-galactopiranosil - 

(l-*-2)-4-0-metil-chiro-l-D-inositol foi isolado e identificado pela primeira vez em sementes 

de Cicer arietinum  L. cv Ain Temouchent (2,8% da semente descascada) e denominado 

ciceritol. Este composto está presente também em sementes de Lens esculenta (1,16%), 

Lupinus a/bus L. cv. Kalina (0,65%), Glycine max L., cv. Yellow Tokyo (0,08%) e 

Phaseo/us vuigaris L.,cv. Michelet (traços)(151). Foi detectado também um digalactosil 

glicerol em sementes de Phaseo/us aureus Roxb(6) e em Phaseo/us vuigaris L.(207).

QUEMENER E BRILLOUET(151) sugerem a existência de um homólogo do 

ciceritol, um trigalactosil pinitol, em sementes de Cicer arietinum  L. cv. Ain 

Temouchent, Lens esculenta e Lupinus a/bus L. cv. Kalina porém o composto não foi 

isolado e caracterizado.

Os açúcares álcoois denominados de poliois acíclicos ou alditois estão incluídos 

entre os compostos de baixo peso molecular presente nas sementes de leguminosas. 

LEWIS(109) listou 17 alditois de ocorrência natural em plantas. Porém, manitol, glucitol 

(sorbitol) e galactitol (dulcitol) são encontrados com maior frequência. O manitol foi 

identificado em aproximadamente 50 famílias, principalmente entre as Oliaceae, 

Apiaceae e Rubiaceae. Sorbitol é característico de muitas Rosaceae, Plantaginaceae
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e MalvaceaeÇJO) enquanto que o galactitol ocorre em Celastraceae. A distribuição dos 

alditois é tão distinta que eles podem ser sugeridos como valiosos marcadores 

quimiotaxonômicos.

Alditois encontram-se presentes em todas as partes das plantas superiores, mas 

seus sítios de reserva são principalmente as folhas e frutos. São definidos quimicamente 

como produtos de redução de aldoses ou cetoses. A redução de cada aldose produz um 

alditol, enquanto que dois alditois epiméricos são obtidos de cada cetose.

As funções fisiológicas atribuidas aos alditois são semelhantes às dos açúcares 

neutros. Elas incluem reserva de carbono (principalmente nos vacúolos), regulação 

osmótica, proteção de enzimas e membrana, e translocação de carbono.

1.3. METABOLISMO DOS OLIGOSSACARÍDEOS DA RAFINOSE

O metabolismo e acúmulo dos oligossacarídeos no desenvolvimento da semente 

é bastante complexo. Os oligossacarídeos da rafinose (Tabela I) são sintetizados no 

endosperma simultaneamente com a sedimentação da galactomanana(182). A biossíntese 

envolve sucessivas transferências de unidades -D-galactopiranosil do galactinol à 

molécula de sacarose, isto é, para o grupo hidroxila do C-6 do terminal glucosil ou da 

unidade D-galactosil da sequência oligossacarídica precedente(71) de acordo com esquema 

abaixo, conforme proposto por DEY(52):

a) UDP-galactose +  mio-inositol *GS t galactinol 4- UDP

b) sacarose + galactinol *RS ( rafinose +  mio-inositol

c) rafinose +  galactinol *SS estaquiose +  mio-inositol

d) estaquiose + galactinol *VS t verbascose + mio-inositol

* GS = galactinol sintase (UDP-galactose : inositol galactosil transferase) ; * RS = 

rafinose sintase ; * SS = estaquiose sintase; * VS = verbascose sintase.



16

Entretanto, KELLER(97) em revisão recente no Journal of Plant Physiology, 

relata que apesar da existência de vários trabalhos sobre o assunto 

(30,36,43,81,96,98,112,166,172.192,193) a bioquímica dos oligossacarídeos incluindo 

biossíntese, regulação e compartimentalização encontra-se em fase inicial, existindo a 

necessidade de estudos mais aprofundados.

A sacarose, o principal composto de translocação de carbono e energia nas 

plantas, importante no desenvolvimento das sementes, é utilizada na síntese de 

galactomanana e oligossacarídeos da rafinose, na Figura 3(182):

Oligossacarídeos da sacarose são degradados pela ação de hidrolases. 

Ao(-galactosidase (E.C. 3.2.1.22) é a principal enzima da iniciação catabólica na quebra 

dos galactosil sacarose removendo unidades de D-galactose com liberação da 

sacarose(129).

Em estudos realizados em tubérculos de Stachys s/eboldii(9S), observou-se que 

a o( -galactosidase esta localizada no vacúolo, no mesmo compartimento do substrato. 

Galactose livre também foi identificada, agindo como inibidor competitivo da atividade 

o<-galactosidase durante a fase de dormência do tubérculo. Postula-se que a galactose é 

transportada para fora do vacúolo e subsequentemente fosforilada pela galactoquinase no 

citossol interrompendo a inibição , permitindo que a ot-galactosidase mobilize a estaquiose 

para a germinação.

A atividade o<-galactosidase segundo estudos de LOWELL E KUO(112) aumenta 

durante o crescimento de sementes de Glycine max de dois cultivares, cv. Williams 82 

e Wolverine, o mesmo ocorrendo para cv. Forrest(85). Os autores investigaram também 

a relação entre o acúmulo de açúcares solúveis e a atividade enzimática durante o 

desenvolvimento de sementes de Glycine max L. Meer. dos dois cultivares.

SAINI(167) ao analisar métodos de extração para obtenção de olissacarídeos da 

rafinose a partir das sementes de leguminosas, observou que a atividade dao(-galactosidase 

estava associada à fracão da parede celular, exceto em sementes de Lupinus angustifo/ius 

cv. Chittick, que se encontrava na fração citoplasmática. Observou, ainda, que a atividade 

«(-galactosidase não foi afetada pela etapa de deslipidificação a temperatura ambiente.
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Embora a função dos oligossacarídeos da rafinose não esteja completamente 

elucidada, há evidências que eles, assim como a sacarose, atuam como compostos de 

reserva e de pronta disponibilidade para a planta, como substrato para a respiração durante 

agerminação(182). Consequentemente, alguns trabalhos tem sido desenvolvidos nesta área.

KUO et alii(107) realizaram análise comparativa do metabolismo de 

oligossacarídeos da rafinose em sementes de Phaseo/us aureus, Glycine max, e 

Gossypium herbaceum  durante a germinação, pois estas espécies apresentavam 

oligossacarídeos predominantes; a verbascose em Phaseo/us aureus, a estaquiose em 

Glycine max e rafinose em Gossypium herbaceum, o que deveria caracterizar 

diferentes cinéticas metabólicas. Observaram ainda, que níveis de sacarose decresciam 

progressivamente nas sementes de Glycine max e de Gossypium herbaceum, enquanto 

que um acréscimo deste açúcar ocorria nas sementes de Phaseolus aureus. Este acúmulo 

de sacarose provavelmente se deve à mobilização de uma grande quantidade de reserva de 

amido presente nos cotilédones das sementes de Phaseo/us aureus. Frutose e pequena 

quantidade de glucose são acumuladas no caule embrionário de Phaseo/us aureus e 

Glycine max\ em sementes de Gossypium herbaceum  este acúmulo é mínimo, e a 

presença de monossacarídeos nos cotilédones é também mínima ou inexistente.

Baseados nestes resultados os autores(107) sugerem que o caule embrionário seja 

o sítio majoritário para a hidrólise de sacarose e que o seu metabolismo, bem como, o de 

monossacarídeos é característico de cada espécie. Provavelmente a pequena quantidade de 

glucose presente no caule embrionário deva indicar que esta foi rapidamente metabolizada 

para novo crescimento, talvez para formação de UDP-Glucose(166). Verificaram ainda, 

pelo crescimento do caule embrionário e o decréscimo em peso seco dos cotilédones, que 

as sementes de Phaseo/us aureus germinavam mais rápido que as de Glycine max e 

estas, por sua vez, mais rápido que sementes de Gossypium herbaceum . A velocidade 

de germinação correspondia ao acúmulo de frutose no caule embrionário e ao 

desaparecimento do oligossacarídeo de rafinose predominante nas sementes, ou seja,
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UDP - GLUCOSE + FRUTOSE FRUTOSE + GLUCOSE

Figura 3 - Via metabólica de formação da galactomanana e dos oligossacarídeos da 

rafinose apartir da sacarose conforme proposto por SINGH et alii( 182).
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verbascose em Phaseo/us aureus, estaquiose em Glycine max e rafinose em 

Gossypium herbaceum.

No entanto, conteúdo em oligossacarídeos da rafinose nas sementes de Phaseo/us 

aureus e Glycine max foi maior quando comparada ao estado de dormência, sugerindo 

que este aumento provavelmente se deve a síntese dos oligossacarídeos nos primeiros 

estágios de germinação(52).

Em todos os casos citados acima, os oligossacarídeos da série da rafinose 

presentes, tanto nos cotilédones, como no caule embrionário desaparecem no decorrer da 

germinação, mas com velocidade maior no caule embrionário, sugerindo que os 

oligossacarídeos da rafinose, presente nos cotilédones, são primeiramente hidrolisados para 

produção de sacarose e dai transportados para o caule embrionário, para metabolização 

adicional.

Estas análises de açúcares solúveis das sementes em fase de germinação fornecem 

informações para o conhecimento do metabolismo dos oligossacarídeos nos cotilédones e 

caule embrionário, mas estes estudos requerem ainda uma melhor investigação associada 

ao metabolismo das enzimas envolvidas neste sistema, como a<x-ga!actosidase, invertase 

( ^-D-frutofuranosídeo frutohidrolase, EC 3.2.1.26) e sacarose sintase (UDP-glucose : 

frutose 2-o(-D-glucosil transferase, EC 2.4.1.13).

Foram desenvolvidos estudos sobre os efeitos da germinação em oligossacarídeos 

da rafinose em duas variedades de sementes Phaseo/us vulgaris (35), Phaseo/us 

aureus(6) e Cicer arietinum(6). A rafinose e estaquiose foram reduzidas a 

aproximadamente 70-80% do valor inicial após seis dias de germinação em sementes de 

Phaseo/us vulgaris. No caso das sementes de Phaseo/us aureus verificou-se um 

declínio total em oligossacarídeos da rafinose após três dias e para as sementes de Cicer 

arietinum  o decréscimo foi pouco siginificativo durante o mesmo período.

Os conteúdos de glucose, frutose e sacarose mostraram-se máximos após 48h e 

24h de germinação para sementes de Phaseo/us aureus e Cicer arietinum, 

respectivamente. Houve um leve decréscimo no conteúdo dos ciclitois e oligossacarídeos 

de ciclitois. As sementes na fase de brotação (mergulhadas em água e germinadas durante
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poucos dias) apresentaram proporções menores de componentes de baixo peso molecular, 

principalmente devido ao uso dos galactosídeos da família da rafinose pelas plantas, como 

fonte energética de rápida disponibilidade.

Diferenças no decréscimo dos oligossacarídeos nas sementes durante a germinação 

têm sido atribuidas, parte a diferenças de origem e cultivares, e parte a diferenças na 

atividade da enzima <*-galactosidase(12).

Com a finalidade de uma melhor compreenção das funções propostas para os 

oligossacarídeos da rafinose CASTILLO et alii(30) iniciaram estudos da rafinose sintase 

e galactinol sintase no desenvolvimento de sementes de Glycine max, v. Hudson 78 e 

Phaseolus vulgaris, v. Califórnia Dark Red. Estabeleceram que a atividade da galactinol 

sintase era maior nas últimas etapas de desenvolvimento das sementes, quando o peso das 

mesmas iniciavam um decréscimo, como no início do processo de dessecação. Isto é, a 

perda de água inicia concomitantemente com o acúmulo dos oligossacarídeos de rafinose. 

Os oligossacarídeos podem fornecer um microambiente de água e grupos hidroxilas que 

protegem as proteinas de membrana e outras moléculas biologicamente ativas da 

desnaturação, durante o processo de dessecação concernente à dormência. Um processo 

similar pode ser proposto para o processo de aclimatização durante o frio.

Durante o inverno as temperaturas são muito baixas para um crescimento 

significativo da planta, no verão, a umidade do solo é pequena e o crescimento é 

interrompido. Por este motivo algumas plantas desenvolvem características que favorecem 

o crescimento durante a primavera e outono, quando as temperaturas são mais amenas e 

a umidade é favorável(36).

Pastos de estações frias acumulam oligossacarídeos da rafinose em seus vacúolos, 

diferenciando dos vegetais que acumulam grande quantidade de amido em seus 

cloroplastos.

Em contraste com o amido, os oligossacarídeos são altamente solúveis em água 

e podem ser metabolizados a partir da sacarose com a alteração do comprimento das 

cadeias com o mínimo desperdício de energia(12). Além disso o metabolismo do amido 

é relativamente sensivel à temperaturas frias.
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Todas estas evidências levaram POLLOCK(147) a caracterizar os oligossacarídeos 

da rafinose como uma forma alternativa de reserva de carboidratos, especialmente em 

sítios fora de cloroplastos, fornecendo uma vantagem significativa para as plantas que 

continuam a crescer durante os meses de inverno.

Sugere-se, ainda, que a síntese dos oligômeros da rafinose possa facilitar a 

reciclagem de fosfato cloroplástico a baixas temperaturas, pois uma reciclagem é 

importante para o contínuo crescimento das plantas durante temperatura baixas(148). 

CASTILLO et alli(30) verificaram que baixas temperaturas induziam e ou aumentavam a 

atividade de galactinol sintase em sementes e folhas de Glycine max e Phaseolus 

aureus. Este fato foi acompanhado de um acréscimo de sacarose e oligômeros de rafinose 

e um decréscimo de amido durante o inverno.

A atividade da galactinol sintase aumentada ou induzida pelas baixas temperaturas 

indica que esta possa ter uma função chave na biossíntese dos oligossacarídeos da rafinose, 

em resposta a baixas temperaturas, devido a ativação gênica ou a processos 

postranslacionais, tornando-se esta enzima, um modelo interessante para o estudo da 

ativação gênica em plantas submetidas a baixa temperaturas.

O conhecimento do mecanismo molecular da ativação gênica pela baixa 

temperatura a que são submetidas as plantas, tem uma importância potencial para o 

desenvolvimento de estratégias de engenharia genética, para a resistência e aclimatização 

das plantas ao frio.

Como exemplo, experimentos in vitro demostraram que os açúcares presentes nas 

plantas podem evitar deformações causadas pelo congelamento, onde a rafinose 

demonstrou-se mais eficaz pela sua estrutura oligomérica em relação a sacarose e 

glucose(171).

1.4. FLATULÊNCIA

O interesse na pesquisa de carboidratos de baixo peso molecular em produtos 

naturais é crescente, pois estes podem perfazer mais de 10% do peso seco da
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semente(167). Do ponto de vista nutricional os oligossacarídeos da rafinose são conhecidos 

como fatores de indução à flatulência, pela formação de gases no intestino.

No sistema digestivo humano estes oligossacarídeos não são digeridos, 

consequentemente não sendo absorvidos pelo trato intestinal superior, mas são degradados 

e fermentados por microorganismos do colo intestinal produzindo H2 e C 02 devido a 

inexistência de enzimas do tipo o< -galactosidase na classe mamalia. Assim, os 

oligossacarídeos passam relativamente intactos até o intestino grosso, onde sofrem 

fermentação(13).

Muitas investigações tem sido realizadas com relação aos problemas de flatulência 

causados pela ingestão de sementes de leguminosas.

Tratamentos baseados na ingestão simultânea de leguminosas com enzimas, ao 

invés de hidrolizar os oligossacarídeos, tiveram um efeito insignificante na produção de 

gases a nível intestinal(ó).

Com a finalidade de analisar a qualidade nutricional das leguminosas de Pisum 

sativum  L, Vicia faba L. e Lens cuiinaris, BHATTY e CHRISTISON (13) 

determinaram o conteúdo de oligossacarídeos totais, sendo 5,88%, 3,03% e 3,84%, 

respectivamente. As proteínas isoladas destas três leguminosas, utilizadas como produtos 

processados na incorporação de rações e produtos alimentícios, apresentaram uma 

concentração muito baixa de sacarose e oligossacarídeos, logo, estando relativamente livre 

dos efeitos causados pela flatulência.

OGUN, MARKAKIS e CHENOWETH(141) analisaram os efeitos ocorridos na 

composição em oligossacarídeos de rafinose causado pelo descasque, imersão a frio, 

imersão a quente e cocção em quatro cultivares de sementes de Vigna unguiculata. 

Observou-se, por análise nas sementes isentas do caldo, que houve um pequeno decréscimo 

de rafinose após o processamento, enquanto, que para estaquiose o decréscimo foi 

significativo em todas os métodos de processamento, exceto pela imersão a frio. Como a 

estaquiose é um dos componentes de maior influência na flatulência, esta redução foi 

considerada significativa.

Outros tratamentos como imersão em água e bicarbonato de sódio, autoclavação,
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germinação e fritura das sementes germinadas foram aplicadas a sementes de Phaseolus 

vulgaris, Cicer arietinum, Phaseolus mungo, Cajanus cajan e Vicia faba{96).

Entre os métodos empregados, observaram que a germinação por 24 horas é um 

tratamento razoável para redução dos carboidratos causadores da flatulência, pois durante 

este período, os açúcares devem ser utilizados na produção de energia necessária para os 

vários processos ocorridos na semente. Neste mesmo período não se obteve perdas dos 

carboidratos úteis como agentes nutritivos.

Um estudo comparativo dos níveis de flatulência em relação ao conteúdo de 

oligossacarídeos presentes em algumas leguminosas foi desenvolvido por SAVITRI e 

DESIKACHAR(173). O conteúdo de oligossacarídeos obtidos após extração etanólica de 

sementes de sete diferentes leguminosas: Glycine max, Cicer arietinum, Cajanus 

cajan, Phaseolus mungo, Vigna catjang, Do/ichos biflorus e Phaseolus radiatus 

foi analisado em amostras cruas, após cocção ou germinação. Os resultados obtidos 

mostraram que o conteúdo em oligossacarídeos (rafinose, estaquiose e verbascose) nas 

amostras submetidas a cocção foram maiores que as cruas. Após germinação durante 72 

horas obteve-se uma redução em oligossacarídeos variando entre 40 - 50%. O aumento, 

após cocção foi atribuido à maior facilidade de extração dos oligossacarídeos. Este 

aumento variou de 15 a 25% entre as leguminosas analisadas.

A diminuição no conteúdo de oligossacarídeos com a germinação progressiva (24- 

72horas), ocorre provavelmente pela ação da enzima ot-galactosidase. Após 72 horas de 

germinação, a redução em estaquiose foi de 41 - 86%, seguida pela verbascose 50-75%, 

sendo menor para a rafinose 5-30%

A marcante redução nos efeitos de flatulência por todos os legumes após 

germinação pode ser atribuida a acentuada redução dos oligossacarídeos(153).

Os resultados acima citados demostraram que as práticas tradicionais como 

germinação e brotamento, seguidas por muitas civilizações orientais é um método fácil 

para redução da flatulência produzida pelas leguminosas.

Os estudos de SAVITRI e DESIKACHAR(173), demostraram que os efeitos de 

flatulência de algumas leguminosas no estado in natura e após germinação não eram
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proporcionais ao conteúdo de oligossacarídeos estimado. Este fato poderia indicar que, 

além dos «K-galactosídeos da sacarose, outros componentes como os galactosídeos ciclitois, 

as hemiceluloses e mesmo o amido podem ser responsáveis pela indução à flatulência.

Apesar dos inúmeros resultados interessantes discutidos acima, observa-se que as 

pesquisas na área de carboidratos de baixo peso molecular está no seu início. Esta situação 

deixa em aberto muitas questões fundamentais sobre a bioquímica e fisiologia dos 

oligossacarídeos da rafinose, ciclitois e alditois. Isto inclue etapas de biossíntese e 

utilização, regulação, translocação e funções fisiológicas complementares (osmoregulação, 

crioproteção).

Os componentes de baixo peso molecular são compostos suplementares ou 

alternativos ao metabolismo básico, que envolve a sacarose e amido sendo encontrados 

universalmente no reino vegetal. Consequentemente as investigações sobre oligossacarídeos 

da rafinose, ciclitois, alditois devem ser conduzidas paralelamente ao estudo do 

metabolismo básico, oferecendo assim, uma oportunidade impar para ampliar os 

conhecimentos sobre a complexidade e variabilidade da vida das plantas e sua melhor 

utilização pelo homem.

1.5. GALACTOMANANAS

Os biopolímeros, carboidratos e proteínas, estão sendo largamente utilizados em 

processos industriais, representando cerca de 80% da produção mundial, onde o restante 

compreende os polímeros sintéticos(203).

Dentre os carboidratos incluem-se os polissacarídeos de origem vegetal como 

amido (73% do consumo de polissacarídeos anualmente nos U.S.A.), celulose e seus 

derivados (19%), galactomanana (3%), alginato (0,9%), pectina (0,6%), carragenana 

(0,3%), agarose (0,2%) e os de origem microbiana como a xantana (0,8%) e dextrana 

(0,1%). Além destes polissacarídeos pode-se citar a quitina, quitosana, escleroglucana, 

succinoglucana e os da família da ransana (rhansan), gelana (gellan), welana (wellan), S- 

88, S-198, S-657, estes últimos em fase inicial de aplicação industrial(130).
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No reino vegetal os polissacarídeos são os constituintes mais abundantes, 

considerados importantes fontes de matéria prima renovável. Processos biotecnológicos 

estão sendo desenvolvidos para exploração e modificação destes polímeros(23).

Os polissacarídeos são frequentemente empregados para aumentar a viscosidade 

das soluções na formação de geis não covalentes, na estabilização de emulsões ou 

floculação de materiais dispersos, como quelantes, ligantes e impermeabilizantes. Tem 

como característica a biocompatibilidade, biodegradabilidade, capacidade hidrofílica e não 

toxicidade(170,204). Para que sejam adequadamente explorados pela indústria, é necessário 

o desenvolvimento prévio de critérios que definam a estrutura, função e conformação

molecular adotada.

Dentre estes polissacarídeos destacam-se pelas suas propriedades viscosantes e 

emulsificantes, as galactomananas. São constituintes de reserva em endosperma de 

sementes de plantas da família Leguminosae. Ocorrem também como componentes da 

parede celular em caules de Gimnospermas(194), em líquens(72,73), microorganismos 

como fungos(10,74,75,101,110,135). Apesar das análises químicas das galactomananas de 

sementes terem iniciado no fim do século XIX, em sementes de Ceratonia si/iqua(\S6), 

e atualmente com inúmeras espécies estudadas(48,185) somente duas são utilizadas para 

produção de galactomanana a nível industrial, Ceratonia siliqua e Cyamopsis 

tetragonolobus{\ll).

A Ceratonia siliqua (23% galactose, 77% manose) conhecida comercialmente 

por goma de alfarrobo, (locust bean ou carob), é nativa do Sul da Europa e foi utilizada 

inicialmente como ração animal(48). Esta espécie pertence a sub-família 

Caesalpinioideae, tribo Cassieae, produzindo árvores com oito metros de altura com 

frutos de 10 a 20 cm, a partir dos 5 anos, em média. Suas sementes são em forma oval, 

amarronzadas, com 8 a 9 mm de comprimento(24).

A Cyamopsis tetragonolobus (38% galactose, 62% manose) e uma planta 

nativa do Paquistão, da sub-família Faboideae, tribo indigofereae cujo polissacarídeo 

é conhecido comercialmente como goma de guar (guaran) o interesse nesta espécie surgiu
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em 1940 (48) devido a escassez de outras fontes de galactomanana durante 

a 2 a Guerra Mundial. Atualmente é cultivada em larga escala nos U.S.A.. É uma espécie 

de cultivo anual, possuindo 0,6 m de altura com sementes de diâmetro médio entre 4-5 

mm. Sua produção anual mundial entre os anos 1983-1985 foi de 67.000 toneladas

métricas, sendo 1/3 consumido na indústria de alimentos e o restante na indústria em 

geral. Seu valor de mercado no ano de 1986 foi de 45 milhões de dólares com previsões 

de aumento de produção em 18,3% para os próximos anos(204). Esta galactomanana e 

seus derivados está entre os primeiros biopolímeros de consumo mundial (abaixo da 

celulose e dos derivados de amido) em níveis de produção e valor de mercado.

Segundo BULPIN et alii(23) as propriedades da galactomananas utilizadas para 

fins comerciais provém de dois fatores concernentes a sua estrutura molecular:

1. a cadeia principal de /3-(l-*-4)-manana que é rígida e conduz à viscosidade

elevada em soluções diluídas.

2. Conteúdo em galactose que determina a combinação com outros polissacarídeos

e a estabilidade em sistemas de congelamento.

Este critério pode ser considerado satisfatório pois envolve os parâmetros que 

determinam a estrutura primária que é responsável pelo peso molecular, pela conformação 

adotada e pelos níveis estruturais terciários (interação polímero-polímero) e quaternário 

(interação entre polímeros diferentes).(154)

No caso de aplicações envolvendo aumento de viscosidade em soluções aquosas 

tanto a goma de guar como a goma de alfarrobo podem ser utilizadas, no entanto a goma 

de guar é mais empregada por razões econômicas. Entretanto em aplicações envolvendo 

co-gelatinização com outros polissacarídeos e estabilização em produtos congelados a goma 

de alfarrobo é a mais indicada, por apresentar menor conteúdo de galactose(139).

A aplicação das galactomananas na indústria pode ser resumida conforme indica 

a Tabela II.
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TABELA II - APLICAÇÕES DE GALACTOMANANAS DE GUAR E ALFARROBO 

POR ORDEM DE MAIOR APLICAÇÃO (139,177)

Indústria Aplicação

Alimentícia.................................... . . . . espessante

estabilizante

gelificantes (em associação com

outros polissacarídeos)

Papeleira.................................... . . . . aditivo

Textil......................................... . . . . espessante para tinturas

Minério....................................... . . . . floculante

agente de flotação

Petroquímica............................. ........................... agente de fracturação

colmatante temporário

Explosivos.................................... .......................estabilizante

Outras indústrias como, tintas, adesivos, farmacêutica, cosméticos, fotografias, 

agricultura, utilizam este produto em seus processos, porém em quantidade menos 

significativa. Trabalhos realizados nos anos 1940-1950 sobre as galactomananas de guar 

e alfarrobo permitiu a obtenção de um esquema geral concernente a estrutura deste 

composto. Galactomananas são macromoléculas constituidas de uma cadeia principal de 

unidades ß -D-manopiranosídicas ligadas glicosidicamente em (l-**4), possuindo

ramificações laterais de unidades c*-D-galactopiranose ligados glicosidicamente em 

(1-6).

As galactomananas podem apresentar diferenças entre as espécies de leguminosas 

pela proporção de unidades o(-D-galactopiranose presentes no polímero(179), que varia
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entre proporções de 50% para galactomanana de Medicago sativa (40) e Trifolium 

repens(91) ambas da tribo Trifolieae até 16% para galactomanana de Sophora 

japonica(\0íò) da tribo Sophoreae, uma característica importante que pode auxiliar na 

classificação quimiotaxonômica entre as espécies da família Leguminosae. As 

ramificações de unidades de galactose favorecem a solubilidade em água das 

galactomananas. Os níveis de no mínimo 10% em galactose são necessários para 

solubilidade em água(46).

A distribuição das unidades de o(-D-galactopiranose ao longo da cadeia principal 

de f3 -D-manopiranose, é outro aspecto importante, e pode estabelecer uma relação entre 

a estrutura do polímero e suas propriedades em solução, podendo ocorrer de forma regular 

(alternada), em blocos ou randômica(18,48,115).

Uma revisão abrangente sobre análise estrutural, conformação e peso molecular 

de galactomananas foi abordada em tese de mestrado da autora(66). A tese descreve o 

isolamento e análise da estrutura química de galactomanana obtida de sementes de 

Mimosa scabrel/a.

A galactomanana de Mimosa scabrella é composta de uma cadeia principal de 

manopiranose ligadas fi{\-*4) com 88% das unidades substituídas em 0-6 por unidade de 

o(-D-galactopiranose. Os resultados indicaram também a possibilidade da ocorrência de 

2% de galactobiose ao longo da cadeia principal de manose através de ligações (1-^6), 

porém este dado deverá ser confirmado.

Esta galactomanana apresenta viscosidade intrínseca [r^] ~  890ml/g e pode ser 

utilizada como alternativa para galactomanana de guar na indústria nacional.

A Mimosa scabrella, Angiospermae arborescente pertencente a família 

Leguminosae, é conhecida popularmente por bracatinga, bracaatinga, bracatinho, 

abaracaatinga, bracatinga preta, maracatinga (Biguaçu -SC), anizeiro (MG), mandengo 

(RJ), bracatinga branca, bracatinga vermelha e bracatinga argentina. As três últimas tem 

sido consideradas como três variedades diferentes(92,160). Esta espécie pode ser 

encontrada em território Paranaense, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Possue 

crescimento rápido e extraordinária capacidade de regeração natural, com florescimento
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apartir de 8 meses de idade, em média com árvore de três metros de altura, podendo 

atingir 15 metros em 4 a 6 anos. A produção de sementes de bracatinga é anual e 

abundante, fornecendo em média lkg de sementes por árvore a partir dos três anos de 

idade(14,15).

A agrossilvicultura da Mimosa scabrel/a vem sendo desenvolvida a mais de 80 

anos por pequenos e médios produtores, pois se presta ao reflorestamento, regeneração do 

solo e auxílio no combate a erosão. No Paraná perfaz 25% das matas. Projeta-se no 

mercado da madeira como fonte energética, na secagem de grãos, sementes agrícolas, erva 

mate e fumo, em olarias, panificadoras, cerâmicas, caldeiras de diferentes indústrias, na 

fabricação de aglomerados e celulose, como matéria prima para a produção de coque e 

carvão vegetal, na indústria moveleira e na construção civil.

Devido a este mercado consumidor seguro, seu manejo simples, pouco oneroso 

e com ciclo curto e produtivo, organismos estaduais vem desenvolvendo programas de 

incentivo a preservação, conservação e produção de bracatinga.

Dentre estes programas, em maio de 1987, foi firmado um convênio pela FAO - 

Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação - com os Governos do 

Brasil e da França, para a execução do Projeto FAO - GCP/BRA/025/FRA(117), tendo 

como objetivo básico identificar as condições de aumento da produtividade do sistema 

agrossilvicultural da bracatinga, bem como, os métodos operacionais e um aperfeiçoamento 

da organização dos pequenos produtores rurais frente as situações socio-econômicas, de 

forma a estimular o desenvolvimento integrado. Este projeto propõe-se, entre outros a 

ampliação da área plantada de bracatinga em 46.000 hectares, num prazo de 10 anos. A 

ampliação da área de bracatingais baseia-se na semeadura direta. As sementes são 

coletadas e/ou compradas pelo ITCF .Instituto de Terras, Cartografia e Florestas, 

organismo responsável pelo controle de qualidade e seleção de acordo com o grau de 

germinação. Este orgão é responsável pela distribuição das sementes aos pequenos e 

médios produtores, além da comercialização junto aos grandes consumidores.

Este convênio propõe-se também através da instalação de áreas de produção de 

sementes de bracatinga a obtenção de 5000 kg de sementes melhorada anualmente apartir
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do ano de 1995(27).

Este convênio engloba o "Projeto Energia" que tem como meta a colheita de 

60.000 Kg de sementes de bracatinga de reflorestamento de uma área de 100.000 hectares 

entre 1990-1999, considerando que o Paraná possue uma área de 2.447.039 hectares 

efetivamente disponíveis para este fim(143).

Em paralelo, o Estado do Paraná vem incrementando o Programa de 

desenvolvimento Florestal Integrado, PDFI, através da Secretaria de Estado da Agricultura 

e do Abastecimento, onde a bracatinga vem recebendo atenção especial, visto que o Paraná 

consome 17 milhões de metros estéreos de lenha e carvão por ano para atender ao 

consumo industrial, agropecuário, comercial e residencial(28).

O interesse nesta espécie é um estímulo ao estudo da galactomanana de sementes, 

visto que a matéria prima é disponível. Sementes descartadas para germinação também 

podem ser utilizadas.

1.6. CARACTERIZAÇÃO REOLÓGICA DOS POLÍMEROS

O fato das galactomananas formarem produtos de alta viscosidade, levou à 

investigação mais detalhada das suas propriedades reológicas visando melhorar produtos 

de interesse comercial. Para melhor compreensão da reologia serão apresentados a seguir 

alguns conceitos teóricos indispensáveis à análise do comportamento reológico das 

soluções.

Um fluido distingue-se de um sólido por sua deformabilidade. O sólido perfeito 

é aquele cuja deformação é elástica e obedece a Lei de HOOKE, que diz: a deformação 

do corpo é proporcional a tensão aplicada. A relação tensão/deformação fornece uma 

medida chamada de rigidez do material(189)

Os fluidos ideiais são aqueles que possuem deformação inelástica, e podem ser 

definidos segundo a Lei de NEWTON que diz: a deformação cresce contínua e linearmente 

qualquer que seja a tensão aplicada. Quando à resistência ao escoamento, ou seja, a 

viscosidade, é independente da taxa ou velocidade de cisalhamento, estes fluidos são



31

chamados de Newtonianos, como a água e o ar. Normalmente os polímeros em solução 

diluída possuem comportamento de um líquido Newtoniano(146).

O aparecimento de uma grande quantidade de polímeros sintéticos com 

comportamento variados quanto a deformabilidade contribuiu ao lado dos polímeros 

naturais para o desenvolvimento acelerado da Reologia, ciência do fluxo e de formação 

dos materiais que estuda os polímeros e fluidos não - Newtonianos.

Os fluidos não-Newtonianos, que subdividem-se em materiais denominados de 

Bingham, dilatantes ou pseudoplásticos (Figura 4) são aqueles cuja viscosidade depende 

do valor instantânio da tensão de cisalhamento ( 5  = força/área cisalhada), "independentes 

do tempo".

Os materiais com "comportamento de Bingham" necessitam de uma tensão de 

cisalhamento mínima para começar a fluir e após esta tensão inicial, o líquido escoa, 

mantendo a relação constante entre tensão de cisalhamento e velocidade de cisalhamento 

( também chamada de velocidade de deformação ou deformação). Como exemplo de 

fluidos de Bingham podem ser citados os dentifrícios e a maioria das tintas(22)

Figura 4 - Tipos de curvas de escoamento(125)
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Os materiais com comportamento dilatante ou pseudoplástico não necessitam de 

uma tensão inicial mínima para escoarem, porem a viscosidade destes fluidos (dilatantes 

ou pseudoplásticos) varia de forma não linear com a velocidade de cilhamento.

No caso de materiais com "comportamento dilatante" a viscosidade aumenta com 

o aumento da velocidade de cisalhamento. O comportamento dilatante pode ser evidenciado 

em suspensões altamente concentradas, onde as partículas constituintes são irregulares e 

não se orientam facilmente, ou em polímeros fundidos onde há formação de cristais 

durante o processo de escoamento. Como exemplos, pode-se citar suspenções de partículas 

muito pequenas, como amido de milho em etilenoglicol/água e soluções diluidas de 

poliisobuteno em polibuteno.

Nos fluidos com "comportamento pseudoplástico" há diminuição da viscosidade 

com o aumento da velocidade de cisalhamento, o que pode ser explicado através do 

desaparecimento dos emaranhados e da orientação das moléculas na direção do fluxo, 

tornando a resistência ao escoamento cada vez menor. A maioria dos polímeros sintéticos 

no seu estado fundido e os polímeros naturais em solução aquosa são exemplos de 

materiais pseudoplásticos.

Em soluções poliméricas, além da orientação das macromoléculas na direção do 

fluxo, a modificação na forma de moléculas flexíveis com a velocidade de cisalhamento 

e o efeito do fluxo no rompimento de interações intermoleculares são responsáveis pelo 

comportamento pseudoplástico.

A curva típica de um fluido pseudoplástico pode ser observada na Figura 5 que 

relaciona a viscosidade absoluta (r£) e velocidade de cisalhamento (ft). O comportamento 

Newtoniano(181) ocorre em velocidade de cisalhamento muito baixas (A) e muito altas 

(B), na faixa intermediária (C) observa-se o comportamento pseudoplástico, isto é, a partir 

de um gradiente crítico ( shear thinning - í  r) o logaritmo da viscosidade decresce 

linearmente com o aumento do logaritmo do cisalhamento(78). A faixa de comportamento 

pseudoplástico é variável e dependente do tipo de polímero e das condições de 

análise(104).

O aumento e a amplitude da diminuição da viscosidade em soluções que
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são compostas de polímeros de alto peso molecular podem ser explicadas pela orientação 

e ou deformação das moléculas durante o fluxo(79).

Considerando-se agora o comportamento da viscosidade a diferentes concentrações 

poliméricas com a variação da velocidade de cisalhamento observa-se que para soluções 

diluídas a redução da viscosidade do seu máximo (patamar Newtoniano) com o aumento 

da velocidade de cisalhamento é pouco significativo, sendo o decrescímo mais acentuado 

conforme o alinhamento dos emaranhados poliméricos na direção do fluxo.

Em soluções concentradas, a interpenetração dos novelos poliméricos leva a 

formação de uma rede estrutural emaranhada. A baixas velocidades de cisalhamento estes 

emaranhados que são rompidos pela deformação imposta, são rearranjados através de 

novas interações com diferentes segmentos, sem causar alteração na viscosidade. Esta 

situação corresponde o patamar Newtoniano (A - Figura 5).

Figura 5 - Curva de viscosidade típica de um fluído pseudoplástico



34

A diminuição da viscosidade a partir de um gradiente crítico ( - Figura 5),

ocorre quando a velocidade de cisalhamento externa imposta torna-se maior que a 

velocidade de formação de novos emaranhados, a densidade de ligações cruzadas da rede 

polimérica é desfeita e a viscosidade é reduzida.

Dentro da classificação de fluidos não-Newtonianos podem ser incluídos os 

materiais denominados viscoelásticos. Estes materiais apresentam propriedades que podem 

ser caracterizadas como intermediárias, entre as de um sólido perfeito (elástico) e as de 

um líquido perfeito (Newtoniano).

Um fluido viscoelástico em equilíbrio, quando submetido a uma tensão de 

cisalhamento, exibe inicialmente uma resposta elástica que corresponde ao deslocamento 

das moléculas de sua posição inicial, para uma nova posição de equilíbrio. Isto ocorre em 

um intervalo de tempo relativamente pequeno, chamado do tempo de relaxamento. Durante 

este tempo, o trabalho exercido sobre o material é armazenado, sob a forma de energia, 

se a tensão for removida, o corpo tende a recuperar sua forma original. Porém, esta 

recuperação é incompleta devido a manifestação da parte viscosa do material. O 

escoamento viscoso é, portanto a segunda resposta à tensão e inicia-se tão logo seja 

aplicada. Se a tensão de cisalhamento é mantida sobre o corpo, uma velocidade de 

deformação ( ^ ) constante é alcançada e o trabalho realizado para manutenção desse 

escoamento é dissipado em forma de calor.

O escoamento viscoso é por conseguinte, irreversível espontaneamente, e pode 

continuar mesmo após o alívio da tensão, logo as propriedades reológicas de substâncias 

viscoelásticas devem ser caracterizadas pela relação entre tensão e velocidade de 

cisalhamento, em um determinado período de tempo. Portanto o escoamento viscoelástico 

é dependente do tempo, que o diferencia dos outros três tipos de escoamentos não- 

Newtonianos (Bingham, dilatantes e pseudoplásticos).

A resposta de um material viscoelástico a uma dada tensão vai depender da 

velocidade de reorganização estrutural, a nível molecular(77).

Quando o material polimérico é submetido a uma pequena velocidade de 

cisalhamento (velocidade de deformação) ou quando a deformação é aplicada lentamente,



35

o arranjo das cadeias macromoleculares não se afasta muito de sua posição de equilíbrio. 

O material pode ser caracterizado com viscoelasticidade linear, ou seja os valores de 

tensões e deformação estão relacionados linearmente.

Por outro lado, se o material polimérico é submetido a uma alta deformação ou 

alta velocidade de cisalhamento, as cadeias macromoleculares tendem a se deslocar 

significativamente da situação ou conformação de equilíbrio. Neste caso o material fornece 

uma resposta mecânica não linear.

É de certo modo evidente que um composto macromolecular necessite de um 

tempo maior para alcançar um estado de equilíbrio, se comparado ao tempo necessário 

para um composto de baixo peso molecular. Nos polímeros, o relaxamento se propaga ao 

longo de toda cadeia e o tempo despendido será proporcional à arquitetura 

macromolecular. Este processo relativamente vagaroso, governa as propriedades de 

escoamento de um material. Pode-se observar que o peso molecular, o comprimento da 

cadeia e a presença de ramificação no esqueleto macromolecular são fatores essenciais a 

serem considerados no comportamento reológico dos polímeros(77).

Para o entendimento das propriedades de um polímero é necessário o 

conhecimento da estrutura química e da forma tridimensional, que não é estática nem 

única, podendo alterar-se continuamente conforme as condições impostas.

No caso das cadeias longas a estrutura global pode alterar por oscilações 

independentes entre cada par de unidades viscinais e, além disso cada anel pode passar a 

formas de maior energia. A forma de cadeia que altera continuamente entre conformações 

locais e globais diferentes é conhecida como entrelaçamento não específico (random 

coil)(154). Este tipo de conformação é estabilizada pela entropia conformacional, quanto 

maior o número de conformações locais, entre as quais a cadeia possa flutuar, mais difícil 

para esta cadeia sobrepor-se ao movimento térmico e permanecer em uma forma 

particular. Assim, a entropia compensa a energia potencial. Também é necessário levar 

em conta que as energias de interação entre as unidades monossacarídicas não são 

suficientemente fortes e numerosas para fixar em uma forma determinada a cadeia 

estabilizada por interações cooperativas.
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O estudo das difusões brownianas de translação e rotação, da velocidade de 

sedimentação e da viscosidade permite caracterizar o comportamento hidrodinâmico de 

um polímero, pois estes processos estão ligados diretamente ao movimento relativo das 

moléculas em relação ao solvente. Avaliando estes parâmetros, optou-se pelo estudo 

detalhado do fenômeno de viscosidade.

A importância da viscosidade na química macromolecular iniciou-se com estudos 

de STAUDINGER(34), em 1926, na caracterização de soluções poliméricas. Observou- 

se experimentalmente que a viscosidade depende de uma série de fatores, entre eles: o 

peso molecular; a estrutura linear ou ramificada concentração do polímero; flexibilidade 

da cadeia; temperatura e velocidade de cisalhamento empregada para a obtenção da medida 

e a interação entre as moléculas que compõem a solução.

A viscosidade, palavra de origem latina, "viscum", pode ser definida como a 

resistência contra os deslizamentos que compõe o escoamento. É uma propriedade física 

dos fluidos que origina o aparecimento de tensões tangenciais na superfície de contato, 

entre elementos de fluidos adjacentes dotados de velocidade distintas.

Deve-se a NEWTON a idéia de que a dificuldade no escoamento das partículas 

poderia ser caracterizada como viscosidade dos fluidos por analogia ao atrito entre as 

superfícies sólidas, mas que no caso de fluidos o atrito interno entre os elementos vizinhos 

é função da variação de velocidade existente entre uma camada de fluido e a adjacente, 

gerando-se entre elas uma tensão tangencial proporcional ao gradiente de 

velocidade(34,146). O escoamento é considerado como um regime laminar ou seja os 

efeitos viscosos são preponderantes impedindo a agitação no interior do fluido, como pode 

ser observado na Figura 6, neste caso a força F aplicada na área A fornece uma tensão 

tangencial (Jõ = F/A). A relação dv/dx corresponde a velocidade de cisalhamento (£ ), 

sendo dx a distância entre os planos.

Supondo-se um fluido contínuo, ou seja fluido Newtoniano onde a viscosidade 

independe da velocidade de cisalhamento pode-se aplicar as teorias hidrodinâmicas, através 

da equação de NEWTON (Equação 1, Figura 6). Onde O é a viscosidade absoluta.
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X

F / A =  T j  = Tj d v / d X  = T | ^  ♦  Equação 1

Tensão de Velocidade de
cisalhamento cisalhamento

Figura 6 - Escoamento de fluido em regime laminar.

Avaliou-se até agora a viscosidade de um fluido puro. Ao se considerar um 

sistema constituído de partículas rígidas dispersas em um líquido puro, ou seja uma 

solução, a natureza da viscosidade está baseada nas propriedades hidrodinâmicas, das 

partículas. Os movimentos translacionais das moléculas em relação ao solvente podem ser 

randômicos (movimento Browniano), diretos (difusão) ou movimentos em um campo 

centrífugo (sedimentação).

A presença de tais partículas (suficientemente pequenas que o escoamento do 

solvente seja mantido como laminar) perturbam o escoamento do solvente puro, pois 

constituem barreiras sólidas ao deslocamento do solvente causando um aumento da força 

de atrito e energia dissipada no meio. Este acréscimo de trabalho depende evidentemente 

da natureza do solvente e correspondente a viscosidade da solução, que é superior aquela 

do solvente puro.
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Afim de avaliar a pertubação relativa as partículas, determina-se a viscosidade 

relativa e a viscosidade específica (ver página 67)

Para soluções muito diluídas, as partículas estão afastada umas das outras, onde 

considera-se a perturbação total como a de uma única partícula em solução. Para soluções 

concentradas, as perturbações de todas as partículas devem ser consideradas, sendo 

necessária a análise da viscosidade a diversas concentrações e a extrapolação dos resultados 

a concentração nula, determinando-se a viscosidade intrínseca (ver página 67).

A viscosidade intrínseca [« ]  está relacionada diretamente com a dimensão da 

cadeia. A dimensão da cadeia polimérica por sua vez depende da natureza do solvente 

através dos efeitos do volume excluido e dos efeitos de maus solventes, da rigidez 

intrínseca e forma da molécula(65). Consequentemente é a única viscosidade que 

caracteriza as moléculas dissolvidas, sendo equivalente ao volume específico hidratado 

(volume hidrodinâmico).

O volume excluido (ou volume de exclusão) definido por FLORY- 

KRIGBAUM(152), é o volume centrado em torno de uma cadeia polimérica, no interior 

da qual é impossível encontrar o centro de massa de uma segunda cadeia.

Para bons solventes, os segmentos poliméricos se incham de moléculas de solvente 

causando o aumento do volume da cadeia, contribuindo para o efeito do volume excluido 

positivo.

Nos maus solventes, os segmentos do polímero tendem a se reunir, tornando 

energeticamente desfavoráveis aos contatos polímero-solvente, causando um aglomerado 

dos segmentos de polímero, este efeito é oposto ao efeito do volume excluido.

Existe uma condição particular onde os dois efeitos, isto é o efeito de volume 

excluido e o efeito do mau solvente se equilibram, neste caso o polímero se encontram em 

dimensões gaussianas ideiais. O solvente no qual este fenômeno ocorre é chamado de 

solvente 0.

A variação da viscosidade com a concentração foi objeto de vários estudos, 

consequentemente diferentes fórmulas empíricas e teóricas foram propostas.
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A dependência da viscosidade específica com a concentração do polímero pode 

ser escrita na forma de uma expansão para todas as faixas de concentração do polímero:

K'([T)].c)2+... + B.(tT}].c)n ^  Equação2

No caso de regime diluido a viscosidade de uma solução polimérica pode ser 

completamente descrita em função da concentração, se não ocorreram interações 

intermoleculares. Esta relação é dada por uma reta que obedece a equação de 

HUGGINS(69,78,188):

Tjap = [Tjl.c + K'([T)1.c )2 ♦  Equação 3

O coeficiente k ' , constante de HUGGINS, varia de 0,3 a 0,7, dependendo da 

rigidez da molécula e do sistema termodinâmico (interação solvente-solvente, polímero- 

polímero, polímero-solvente), é independente da massa molecular para cadeias longas, k' 

diminue quando os efeitos de volume excluido aumentam (os efeitos de volume excluídos 

aumentam num bom sovente). Na existência de interações intermoleculares (entanglements) 

o valor de k'para soluções poliméricas pode assumir valores superiores a 0,7. Os valores 

de k' 0,3 - 0,4 para bons solventes, e 0,5 - 0,8 em solventes 0. A constante de HUGGINS 

assume valores inferiores a 0,3 quando o polímero é submetido a altas velocidades de 

cisalhamento, geralmente maiores que 2.000 s-1 .

A viscosidade intrínseca de uma solução polimérica depende da sua massa 

molecular. Uma das primeiras relações entre viscosidade e massa molecular (M) foi 

proposta em 1930 por STAUDINGER(34), para soluções poliméricas diluídas. MARK- 

HOUWINK(187), propuseram uma relação empírica mais geral:

[rjl = KM° Equação 4

onde [i|] = viscosidade intrínseca do polímero, e M e a massa molecular de um polímero 

dissolvido.

K e a são constantes que variam em função da natureza do solvente, da 

temperatura e da estrutura química do polímero e podem ser obtidos através de várias
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etapas conforme descrito por TAGER(187).

A relação empírica de MARK-HOUWINK é válida somente para solventes ideais, 

onde o efeito do volume excluido não altera a estabilidade do novelo polimérico (coil), 

pois este efeito causaria a expansão da cadeia. Consequentemente a equação é aplicável 

a polímero monodispero neutro(80,125,188).

Para a maioria dos polímeros os valores de a estão compreendidos entre 0,5 e 1,0. 

Os valores entre 0,5 e 0,8 correspondem geralmente a polímeros lineares flexíveis, e 

quanto mais próximo de 0,5 maior a união entre as cadeias, assumindo a forma esferoide 

ou seja condições 0. Os valores de a compreendidos entre 0,8 e 1,0 são indicativos de 

polímeros lineares mais rígidos e dificilmente encontrados na forma enovelada, neste caso 

os efeitos de volume de exclusão se manifestam.

Além da equação de MARK-HOUWINK, outras teorias tem sido propostas para 

obtenção da massa molecular polimérica. As teorias consideram que a afinidade 

termodinâmica de um solvente em relação as macromoléculas podem ser permeáveis, 

impermeáveis ou parcialmente permeáveis.

O comportamento da solução polimérica (forma e dimensão da cadeia) depende 

da concentração conforme a teoria FLORY-FOX(65), podendo-se definir três regimes: 

regime diluído, semi-diluído e concentrado.

O regime diluído caracteriza-se por apresentar cadeias isoladas uma das outras, 

tendo suas dimensões aumentadas na presença de um bom solvente pelo efeito de volume 

de exclusão, que é traduzido pelo coeficiente de expansão de FLORY(65) ( o( ). Nesta 

região a dimensão das cadeias permanece aproximadamente constante, com ausência de 

interação intracadeia podendo ser caracterizadas pela viscosidade intrínseca.

A partir de uma concentração crítica (c*), as cadeias começam a se interagir. 

Neste caso ocorre uma alteração dos efeitos de volume excluido devido aos segmentos de 

diferentes cadeias, com a diminuição da influência destes efeitos e consequente diminuição 

de ç* caracterizando regime semi-diluído.

As dimensões das cadeias diminuem até atingirem uma concentração c**, onde 

as cadeias não são perturbadas pelo efeito de volume excluido, correspondendo as
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condições 0. Este domínio caracteriza o regime concentrado. Nestas condições (solvente 

0, temperatura 0), as dimensões das cadeias são independentes da concentração em 

polímero.

A viscosidade em sistema polímero - solvente aumenta rapidamente com a 

concentração em polímero, em virtude das interações intermoleculares e da forma de 

entrelaçamento(77,78). É possível estimar-se a concentração na qual o volume 

hidrodinâmico das moléculas de polímeros em solução começam a sobrepor-se. Esta 

estimativa é obtida através da relação entre a viscosidade específica contra a concentração 

do polímero em solução. Observou-se para algumas gomas hidrossolúveis 

(8,124,128,132,201) que a variação da viscosidade específica, a baixas velocidades de 

cisalhamento, com a concentração apresentava um desvio nítido de linearidade. Este desvio 

caracteriza a trasição no comportamento da solução e a concentração na qual este 

fenômeno ocorre é denominada de concentração crítica ( c*). A c* reflete o volume 

ocupado pelo novelo polimérico isolado(133). Acima deste valor crítico os entrelaçamentos 

intermoleculares são significativos.

A Figura 7 representa o comportamento do polímero em solução num regime 

diluído (A), regime semi-diluído (B) e regime concentrado C(124,125).

No gráfico da viscosidade específica à velocidade de cisalhamento tendendo a 

zero, contra a concentração obtem-se dois segmentos de reta. O ponto de mudança entre 

os dois segmentos caracteriza o início do entrelaçamento polimérico ( a transição da 

concentração crítica c*). O valor de c* aumenta com o decréscimo do peso molecular do 

polímero. Estes resultados podem ser reduzidos a uma única curva (curva matriz) 

considerando-se o volume ocupado pelas cadeias individuais para cada massa molecular.

O volume hidrodinâmico efetivo (cadeia isolada) do novelo polimérico pode ser 

convenientemente caracterizado pela viscosidade intrínseca [^ ], enquanto que o número 

de novelos poliméricos presentes é proporcional a concentração. Logo o volume total 

ocupado pode ser caracterizado por um parâmetro adimensional denominado parâmetro de 

abrangência (coil overlap parameter c[r^]) que fornece uma medida da extensão do espaço 

ocupado pelo polímero(78,132,133,201).
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Experimentalmente a variação da viscosidade específica obtida em função de 

c[rj] evidência a mudança do comportamento viscosimétrico dos polímeros, separando os 

diferentes regimes (diluído, semi-diluído, concentrado).

Figura 7 - Comportamento de um polímero em solução a diferentes concentrações.

Obtem-se dois segmentos lineares, o primeiro em concentrações abaixo de c*, 

onde a relação de HUGGINS(69,188) é verificada, isto é , o sistema encontra-se em 

regime diluído, que tem por limite de concentração a concentração crítica.

O segundo segmento linear é aquele obtido após c**, com uma inclinação que 

depende do conjunto polímero-solvente geralmente com valores entre 3 e 5,0.

A variação da viscosidade específica pode ser representada através de um 

desenvolvimento limite em função de c[r|], segundo a Equação 2.

Os dois primeiros termos da direita, correspondem a equação de 

HUGGINS(69,188), válida em regime diluído e + . . .+  B (c[r^])n representa os efeitos 

causados pelas interações intercadeia.

O afastamento da reta de inclinação I ,  define o fim do regime diluído. A segunda 

parte linear após c** é explicada pela obtenção da separação dos segmentos homogêneos
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da solução, correspondendo ao regime concentrado onde as dimensões das cadeias tornam- 

se independente da concentração.

A região intermediária, acima da c* e abaixo de c** caracteriza a região semi- 

diluida(78). (Figura 8)

Log c Ctj]

Figura 8 - Determinação da concentração c* e c** (42).

A causa básica para o comportamento não-Newtoniano dos polímeros é a 

orientação dos segmentos moleculares através do fluxo, que causa um aumento na 

elasticidade do polímero.

Para análise deste comportamento, pode-se submeter a solução à deformação fixa, 

isto é propriedades estáticas onde se relaciona a dependência da viscosidade a diferentes 

velocidades de cisalhamento ou a deformações sinusoidais, ao decorrer do tempo em uma 

dada frequência (w), que corresponde à medidas dinâmicas ou oscilatórias.
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As medidas dinâmicas permitem estudar mais profundamente o domínio

viscoso, ocorrendo geralmente em soluções poliméricas concentradas.

A aplicação desta técnica para soluções poliméricas é essencialmente qualitativa 

e utilizada para análise da estrutura das soluções, isto é, presença ou ausência de 

interações intermoleculares que podem conduzir à formação de redes muito fracas, que 

seriam destruidas por medidas em cisalhamento simples(138).

Na ausência de interações intermoleculares deve-se obter a superposição entre a 

frequência e o gradiente de velocidade (velocidade de cisalhamento) e também entre a 

viscosidade complexa q *  (obtida por medidas em dinâmica) e viscosidade absoluta , 

teoria desenvolvida por COX & MERZ(41), que apresenta a seguinte relação:

G é o módulo de cisalhamento dinâmico, está relacionado com as medidas de 

elasticidade ou a energia armazenada relativo ao carater sólido do polímero em análise; 

G" é o módulo de perda, está relacionado como caráter líquido do polímero, é uma 

medida de energia dissipada ou perdida como calor por ciclo de deformação sinusoidal.

A Figura 9 compreende o comportamento típico da viscosidade dinâmica (r^*) e 

a relação do fluxo estático entre a viscosidade absoluta (rj) e a velocidade de cisalhamento
* II U

(ÿ)(64,138). Em muitos casos G torna-se maior que G a frequências elevadas, e G 

atingindo um pico máximo. A baixas frequências, a viscosidade dinâmica complexa é 

independente da frequência, caracterizando regime Newtoniano, sendo a elasticidade
» I

medida por G muito pequena. O módulo de elasticidade, G , também pode atingir baixos 

níveis a frequências muito altas, obtendo-se nestas condições valores de módulo com 

comportamento característico ao da borracha.

O comportamento não-Newtoniano ocorre a altas frequências sendo caracterizado 

pela a intersecção entre os módulos G* e g ", indicativo da transição do regime diluido 

para o regime semi-diluido, e que segundo FERRY(64) corresponde ao aparecimento do 

patamar elástico.

pseudoplástico ou viscoelástico, possibilitando a separação entre carater elástico e o carater

T|= f ( f r )  = rj#= í (w ) ♦  Equação 5

Equação 6
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Figura 9 - A viscosidade absoluta, ; viscosidade dinâmica, r^*; módulo de perda, G ;

módulo de cisalhamento dinâmico, G*, em função da frequência angular (w), 

e ou da velocidade de cisalhamento (V)(138).

Até o momento descreveu-se sobre a reologia aplicável a polímeros em geral isto 

é, polímeros neutros solúveis em água, polieletrólitos em excesso de sal ou polímeros 

sintéticos em solventes orgânicos pois as técnicas de caracterização são as mesmas.

Serão abordados a seguir, aplicações destes conceitos à galactomananas. Os 

estudos sobre a reologia destas soluções iniciaram-se com a galactomanana de guar em 

1962, por CARLSON et alii(26), que observou a dependência de cisalhamento (shear 

thinning) característica de comportamento pseudoplástico.

SHARMAN et alii(179) realizaram um estudo comparativo das propriedades 

hidrodinâmicas de galactomanana extraída de diferentes espécies entre elas Ceratonia
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si/iqua (man/ gal 3,85), Cyamopsis tetragonolobus (man/gal 1,75), Lotus 

pedunculatus I (man/gal 1,10), Lotus pedunculatus II (man/gal 1,02), Medicago 

sativa var. wairau (man/gal 1,13), Trifolium pratense var. montgomery ( man/gal 

1,15), Sophora japonica (man/gal 5,12) e Glycine max (man/gal 1,40).

As viscosidades de todas as soluções acima também apresentaram um 

comportamento fortemente dependente da velocidade de cisalhamento, apesar das variações 

man/gal e pesos moleculares. Os autores(179) propuseram-se então a estudar o 

comportamento hidrodinâmico das mesmas soluções.

Foi observado através de análises de coeficientes de difusão e sedimentação e 

massa molecular ponderai média(Mw) que as galactomananas comportavam-se como séries 

homólogas diferindo somente na massa molecular.

Através da relação empírica de MARK-HOUWINK (Equação 4) para polímeros 

lineares, os parâmetros K e a foram obtidos e verificou-se que todas as galactomananas 

apresentavam coeficiente a entre 0,5 e 0,8 que segundo a teoria de FLORY-FOX 

corresponde geralmente a polímeros lineares flexíveis(65).

Os autores concluíram que as diferenças entre a proporção man/gal não afetam 

o comportamento hidrodinâmico das galactomananas e que elas podem ser consideradas 

uma série linear diferindo na massa molecular. Com excessão da galactomanana de 

Medicago sativa (man/gal 1,13) que apresentou valor diferenciado para o coeficiente 

de difusão e a galactomanana de Lotus pedunculatus II (man/gal 1,02) que extrapolou 

a linearidade ao se relacionar viscosidade intrínseca e massa molecular.

No entanto a dispersão dos dados obtidos neste trabalho é relativamente alta, para 

que seja usado como conclusivos em cadeias de galactomananas e considerá-los como 

teoria hidrodinâmica padrão para polímeros em solução.

ROBINSON et alii(165) consideraram o comportamento de fluxo de 

galactomanana de guar em ampla faixa de concentração, desde o regime diluído até regime 

concentrado, para cinco amostras de diferentes massas moleculares.

Obtiveram segundo a equação de MARK-HOUWINK (Equação 4) valores de a 

= 0,723 semelhantes aos obtidos por SHARMAN et alii(179), enquanto que os
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valores de K = 3,8. 10 dl/g foram bastante distintos. Segundo ROBINSON et alii esta 

diferença deve-se ao fato que métodos inadequados para determinação da viscosidade 

intrínseca [fj] com medidas de viscosidade em soluções concentradas ao invez de soluções 

diluídas.

A partir destes dados, os autores sugerem que a galactomanana de guar em 

solução comporta-se como um polímero levemente rígido e distribuído na forma de novelo 

ao acaso(random coil).

Seguindo as teorias da concentração dependente da viscosidade, DOUBLIER e 

LAUNAY(58,59) realizaram estudos em 12 amostras comerciais de galactomananas que 

compreendiam sete amostras de goma de guar ( 230 < [ t | ]  ^  1170 ml / g ) e cinco de 

goma de alfarrobo (770 <[r^] ^  1000 ml/g) todas de massa molecular diferente.

Os gráficos do logaritmo de viscosidade específica em relação ao parâmetro de 

abrangência ( c[rj] ) para as amostras de diferentes massas moleculares mostraram uma 

única curva matriz no caso das galactomananas de guar. O mesmo ocorreu com as 

amostras de alfarrobo. Este tipo de relação é frequentemente empregadas para polímeros 

sintéticos(9,60,106). A curva matriz obtida foi decomposta em duas zonas lineares. A 

transição ocorreu a c* [01  =  1,3 para as galactomananas das duas fontes, o que 

segundo PORTER e JOHNSON(149) sugere a formação de entrelaçamento entre as 

macromoléculas, onde a concentração e o grau de polimerização influênciam a densidade 

destes entrelaçamento.

A curva matriz apresentou uma leve diferença para as soluções de goma guar e 

alfarrobo, sendo mais significativa para a amostra de galactomanana de guar com [^] =  

1170ml/g. Os autores(59) sugerem que estas diferenças são causadas por elevados níveis 

de impurezas ou pelo menor grau de substituição, permitindo maior força intercadeia.

A superposição em uma única curva para soluções de galactomanana de guar a 

diferentes massas moleculares (450 1250), também foi observado por ROBINSON

et alii(165). A transição da curva matriz ocorreu neste caso, a c* [j^] =  4 valor 

compatível com os observados para polímeros flexíveis (no caso de polímeros rígidos o 

valor encontrado é c*[r^]-v 1 e 2).
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Abaixo de c*, para viscosidade específica menor que 10 a reta possuia uma
1 3inclinação 1,3 ( ) valor compatível com os observados para outros

polissacarídeos, o mesmo não ocorre para a inclinação da reta a concentrações acima c* 

( r^g p ^c5,1). A inclinação de 5,1 foi maior que os valores obtidos para polímeros que 

apresentam interações a partir de entrelaçamentos físicos (inclinação 3-4)(133). Este 

fenômeno segundo MORRIS et alii(133), é reflexo da existência de entrelaçamentos físicos 

não específicos, onde o rearranjo da estrutura entrelaçada devido a deformação aplicada 

é similar para todos os polissacarídeos. No entanto GRAESSLEY(78) sugere que o 

comportamento similar é decorrente da polidispersão apresentada por polissacarídeos 

comerciais, observado em soluções poliméricas sintéticas.

Discordando da concentração c* = 4/ [rj] MORRIS et alii(133) em análises de 

amostras comerciais de galactomanana de guar e alfarrobo obtiveram a concentração crítica 

c* de 2 ,6 /[\|]  e inclinação de 1,4 e 4, respectivamente. Este comportamento pode ser 

explicado pela formação de uniões específicas entre os segmentos do polímero, que devem 

aumentar com o aumento da concentração, causando aumento da massa molecular do 

polímero e consequentemente sua viscosidade.

Efeitos similares tem sido observados em polímeros sintéticos(137), onde a união 

dos entrelaçamentos é intensificado por forças atrativas específicas denominadas "hiper 

entanglement".

As propriedades viscoelásticas de soluções aquosas de galactomanana de guar tem 

sido estudadas através de métodos de dinâmica oscilatória(165), cisalhamento estático e 

transiente. Nas concentrações estudadas por RICHARDSON e ROSS- 

MURPHY(163),(1%,2%,3%), os experimentos de dinâmica oscilatória , demonstraram 

um comportamento de carater líquido a baixas frequências com módulo de perda G" maior 

que o módulo de elasticidade G1. A situação inverte para frequência elevadas onde obtem- 

se um comportamento de caráter sólido (G**\> 2 x  G" , numa solução de galactomanana 

à 3%). Este comportamento é típico de um sistema de polímeros enovelados ao acaso 

(random coil), o mesmo foi obtido por ROBINSON et alii(165). Além disso a curva que 

representa a viscosidade estática (n) também chamada de viscosidade absoluta contra
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velocidade de cisalhamento ( Jf) é essencialmente coincidente com a curva da viscosidade 

dinâmica complexa ( rj *) versus frequência( w ) obedecendo assim regra de COX- 

MERZ(41). Esta observação está indicando que o mesmo rearranjo está ocorrendo nos dois 

tipos de fluxo (estático e dinâmico), acima de uma faixa de frequência empregada.

A goma xantana, polissacarídeo extracelular produzido por fermentação a partir 

da bactéria Xanthomonas campestris foi analisada por CUVELIER e LAUNAY(42). 

Possue propriedade viscoelástica, podendo ser utilizada como modelo de polímero natural 

comparável ao comportamento viscoelástico das galactomananas.

A variação do módulo de perda (G* ) e o módulo de elasticidade (G") com a 

frequência (w) mostraram que o comportamento viscoelástico é alterado de um 

comportamento fracamente elástico para um caráter sólido com o aumento da 

concentração, quando G1 torna-se maior que G". Para xantana, a concentrações além de 

c**(c**[ij])=5,5) as soluções apresentam um forte comportamento elástico, com a 

formação de um patamar pseudoelástico a frequências elevadas.

CUVELIER e LAUNAY(42) e RICHARDSON e ROSS-MURPHY(163) 

deduziram através das propriedades de fluxo e propriedades viscoelásticas que as soluções 

de xantana a diferentes regimes de concentração, apresentam diferentes curvas, resultantes 

da variação da densidade das zonas de junção existente na rede elástica formada através 

das associações poliméricas, o que resulta na não obediência da regra de COX-MERZ(41) 

para soluções semi-diluídas.

MILAS et alii(127) investigaram o comportamento viscoelástico de uma xantana 

não pasteurizada. Como observado em outros polissacarídeos, através de medidas 

dinâmicas, foi demonstrado que a baixas frequências, durante o patamar Newtoniano, as 

curva são superpostas seguindo a lei de COX-MERZ(41), mas para velocidade de 

cisalhamento elevada, esta relação não é mais válida obtendo-se comportamento 

característico de polímeros rígidos.

O módulo de reserva (G') e módulo de perda (G") também foram considerados. 

O ponto de intersecção das duas curvas a uma dada frequência (wp ), decresce com a 

concentração do polímero até um mínimo acima da concentração crítica (c*). Wp parece
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seguir o mesmo comportamento que a velocidade de cisalhamento crítico (^r) quando 

considerado em função de c Os autores(127) puderam concluir que os resultados 

experimentais de fluxo estático e dinâmico estão em concordância com o comportamento 

da solução de xantana caracterizando-a como um polímero de mecanismo clássico de 

emaranhados mas com nenhuma interação hidrodinâmica predominante a concentrações 

elevadas, discordante com os dados de literatura demonstrados até agora. Esta diferença 

se deve provavelmente a natureza da amostra de xantana utilizada e a xantana comercial 

frequentemente estudada.

Considerou-se até o momento as propriedades das galactomananas, particularmente 

a goma guar, relatando as propriedades moleculares como a massa molecular e viscosidade 

intrínseca em soluções diluídas, e alternadamente o comportamento de fluxo à concentração 

elevada. Estas investigações estão baseadas em tratamento molecular aplicados à polímeros 

sintéticos em solução e polímeros fundidos nos últimos quinze anos. Este fato vem 

despertando o interesse empresarial para aplicação da reologia no controle de processos 

industriais que utilizam biopolímeros como matéria prima(23).

Por seu caráter hidrofílico, isto é, rapidamente hidratável em água fria, formação 

de dispersão coloidal e por ser um biopolímero não digerível pelo trato intestinal, pequenas 

quantidades de goma guar, são utilizadas industrialmente em alimentos processados. Por 

exemplo quantidades entre 0,1 e 0,15 % do peso total dos ingredientes secos são utilizados 

em mistura de bolos facilitando e reduzindo o tempo de mistura. Com a adição de 

galactomanana de guar o produto final apresenta tempo de prateleira (shelf life) e retenção 

de umidade aumentado, além de uma diminuição na tendência de fracionamento.

Tentativas tem sido realizadas, para a produção de alimentos com altos níveis de 

goma guar com finalidades terapêuticas, pois este polímero causa a queda do 

colesterol(94), reduz as concentrações de insulina posprandial e glucose(95), sendo 

eficiênte no tratamento de diabetes e síndromes de "dumping" (conjunto de transtornos que 

sofrem os gastroctomizados nos primeiros meses da intervenção cirúrgica)(7). Estes 

produtos compreendem pães, biscoitos, base para pizzas, bolos entre outros(63,89).
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DOGRA et alii(56) sugerem através de experimentos com três tipos de bolos, que 

altos níveis de guar podem ser incorporados industrialmente em produtos processados, para 

fins terapêuticos. A adição de 10% de goma guar pode ser efetivada sem perda na 

aceitabilidade pelo consumidor. Níveis acima conduzem a perda na aceitabilidade além de 

prejudicar a cor, textura e aeração do produto.

É bem conhecido na indústria alimentícia que a quantidade de aroma necessário, 

para produzir a mesma intensidade de sabor em um produto viscoso é muito maior 

comparado com um produto líquido. Comercialmente a eficiência do sabor liberado 

(flavour release) possue importância considerável pois os aromas compreendem 

frequentemente um componente de custo elevado.

Além da influência dos aromas, outros componentes de paladar que estabelecem 

o caráter doce, amargo, azedo, salgado podem interferir na eficiência dos produtos 

utilizados como espessante.

Considerando o exposto acima, BAINES e MORRIS(8) verificaram através de 

análises do comportamento reológico das soluções poliméricas que a variação de 

concentração de galactomanana de guar causava mudanças qualitativas na supressão da 

intensidade subjetiva de gosto/aroma.

Pela variação da viscosidade específica em função da concentração reduzida 

( c [rj]) foi possível obter a c* 2,85/[i^] para as soluções de galactomanana de guar com 

concentrações fixas de sacarose (10% p/p) e aromatizante sabor morango (0,2% p/p), em 

concordância com resultados obtidos previamente para soluções polissacarídicas(133), foi 

observando ainda a dependência da concentração crítica do polissacarídeo em relação à 

intensidade de açúcar e aroma. Abaixo da concentração crítica o poder adoçante e 

aromatizante eram independentes da quantidade de goma presente, mas altas concentrações, 

onde as cadeias são forçadas a se interpenetrar formando uma rede emaranhada, a 

intensidade perceptível de ambos os efeitos diminuem.

A percepção do aroma e doçura tiveram essencialmente a mesma dependência no 

grau de espaço ocupado pelo polímero, apesar de envolverem receptores e mecanismos 

fisiológicos praticamente diferentes. Este comportamento generalizado poderia indicar que
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o polissacarídeo não interfere entre as interações do receptor com o substrato.

Sugere-se então que o polímero na forma de rede emaranhada (c>c*) inibe o 

transporte de pequenas moléculas (sacarose e aromatizante) do interior da solução para 

superfície. Os estudos abordados acima foram realizados com um sistema polimérico 

único, devendo ser abordado como um início para o estudo da relação entre a reologia dos 

polímeros e o entendimento dos efeitos da estrutura dos alimentos nos fatores 

organolép ticos.

Sugere-se portanto, a necessidade de um aprofundado estudo relativo às 

propriedades reológicas das galactomananas especialmente nas etapas de processamento 

industrial. Acredita-se que este estudo poderia contribuir para a melhoria de qualidade do 

produto final.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem por objetivo o estudo dos componentes de baixo peso 

molecular e galactomanana extraída de sementes de Mimosa scabrella (bracatinga), de 

acordo com os seguintes itens:

1. Extração dos oligossacarídeos e galactomanana presente na semente.

2. Isolamento e purificação dos oligossacarídeos e galactomanana.

3. Análise estrutural dos oligossacarídeos.

4. Confirmação da estrutura fina da galactomanana.

5. Estudo das propriedades reológicas da galactomanana em solução por diferentes

parâmetros:

. Relação entre viscosidade e velocidade de cisalhamento.

. Relação entre viscosidade específica e parâmetro de abrangência.

. Dimensão molecular.

. Determinação da concentração crítica (c*).

. Análise do comportamento viscoelástico.

6. Relação entre estrutura química e propriedades reológicas.
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3. MATERIAIS e MÉTODOS 

3.1 MÉTODOS GERAIS

As evaporações foram realizadas em evaporador rotatório, à vácuo, a temperatura

de 50°.

As soluções contendo oligossacarídeos ou polissacarídeos foram liofilizadas em 

aparelho Virtis, modelo 10-145 Mr-BA a pressões menores que 150 mmHg e temperatura 

do condensador de aproximadamente -40°.

As determinções de pH foram realizadas a 25° em aparelho Ionanalyser Orion 

research/Analog pHmeter modêlo 399.

Os espectros de ultra-violeta e visível foram obtidos em espectrofotômetro 

UVIKON 810 UV/VIS.

A variação do índice de refração (dn/dc) foi determinado em refratômetro 

diferencial Brice-Phoenix modelo BP-2000-V equipado de uma fonte luminosa de 

comprimento de onda A = 546 nm.

A umidade foi determinada em balança termogravimétrica "Thermobalance 

SETARAM 670", equipada com programador de tempo PRT 540 e registrador Sefram, 

modelo Servotrae PED. Na técnica empregada, a variação do peso do material foi 

registrada no intervalo entre 20° e aproximadamente 200°, sendo que um valor constante 

em peso foi sempre obtido antes de alcançar a temperatura limite (200°).

Os tratamentos de ultrason realizaram-se em sonicador BRANSON modelo B12, 

de potência de 150 W equipado de uma micro sonda standard de 3 mm de diâmetro.

As dosagens de acúcar total foram realizadas pelo método de fenol-ácido 

sulfúrico(61) a 490 nm, utilizando-se como padrão glucose a 40 mg/ml; açúcares redutores 

foram determinados pelo método de SOMOGYI(184) e NELSON(136).

A determinação quantitativa de proteina foi realizada com o reagente de FOLIN- 

CIOCALTEAU, segundo método de LOWRY et alii(l 13), a 660 nm, utilizando como 

padrão albumina bovina a 10mg/ml.
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3.1.1. HIDRÓLISE ÁCIDA TOTAL

As hidrólises ácidas foram realizadas em tubo kimax utilizando-se ácido 

trifluoracético (TFA) 1,0 M , durante 5 horas em banho de água fervente. O agente 

catalizador (TFA) foi removido por sucessivas evaporações à vácuo.

3.1.2. HIDRÓLISE ÁCIDA PARCIAL DA GALACTOMANANA

A galactomanana, (12 g) foi tratada com H 2SC^ 0,05 M (400 ml), durante 14

horas, sob refluxo. Após este período de hidrólise, a solução foi neutralizada com

carbonato de bário (BaC03 ) e filtrada. O filtrado foi concentrado, submetido a

precipitação com três volumes de etanol 95 % e centrifugado. O sobrenadante alcoólico foi

concentrado e liofilizado. Os produtos resultantes foram fracionados por GPC, purificados
13por HPLC e analisados por espectroscopia de C-n.m.r..

3.1.3. REDUÇÃO E ACETILAÇÃO DOS PRODUTOS DAS 

HIDRÓLISES ÁCIDAS

Os monossacarídeos foram reduzidos com boroidreto de sódio(178), a temperatura 

ambiente por 16 horas. O excesso de NaBH^ foi destruido por ácido acético, os ions 

Na+ removidos por resina Lewatit S-100, forma H+ , e o ácido bórico foi eliminado por 

codestilação com metanol, na forma de ester volátil borato de trimetila. Os alditois foram 

então submetidos à acetilação com uma mistura de anidrido acético-piridina (1:1 v/v) a 

temperatura ambiente por 16 horas, ou a 100-105° por 1 hora, quando o processo foi 

interrompido por adição de gelo moido.

Os acetatos de alditois foram extraídos com clorofórmio e a piridina residual foi 

eliminada da preparação por tratamentos sucessivos com CuS04 5 %. A fase clorofórmica 

foi lavada com água destilada e evaporada. Os acetatos de alditois foram analisados por 

g.l.c..
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3.1.4. ANÁLISE DE METILAÇÃO

O polissacarídeo foi inicialmente metilado pelo método de HAKOMORI (82). A 

amostra de polissacarídeo (50 mg) foi dissolvida em 3 ml de dimetil sulfoxido, durante um 

período de 6 horas a temperatura ambiente e duas horas à 60°. Em seguida adicionou- 

se metil-sulfinil metídeo de sódio e o sistema reagente foi mantido sob agitação a 

temperatura ambiente por um período de 14 horas. Após este período foi adicionado 

iodeto de metila (3,2 ml), gota a gota, durante um intervalo de duas horas, mantendo-se 

o sistema sob agitação e na ausência de luz por mais uma hora. O processo foi 

interrompido pela adição de água (4 ml). O derivado parcialmente metilado foi dialisado 

em água destilada e em seguida liofilizado. O processo foi repetido por mais uma vez.

O polissacarídeo parcialmente metilado (25 mg) foi dissolvido em 2 ml de iodeto 

de metila e levado a refluxo por 10 minutos. Em seguida, na ausência de luz, foi 

adicionado óxido de prata (0,1 g) gradativamente durante um intervalo de 30 minutos, 

segundo o método de PURDIE(90). O sistema foi mantido sob refluxo por mais seis horas. 

Ao final das seis horas o material foi centrifugado a 4 o. O resíduo foi lavado com 

clorofórmio, reunido ao sobrenadante e levado a secura.

Uma aliquota (5 mg) do polissacarídeos O-permetilado foi hidrolisada, 

inicialmente com ácido fórmico 90% (0,6 ml), por uma hora, a 100°, sob refluxo, ao 

término levado a secura. Em seguida ao produto seco adicionou-se TFA 2 M (0,7 ml), 

sendo a mistura submetida a refluxo por 4 horas a 100°. Após remoção do ácido com 

sucessivas lavagens com água até pH 6,0, o hidrolisado é reduzido, acetilado e analisado 

por g.l.c. - m.s..
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3.1.5. MÉTODOS CROMATOGRÁFICOS

3.1.5.1. CROMATOGRAFIA EM PAPEL

As análises cromatográficas em papel (p.c.) foram realizadas pela técnica 

ascendente, utilizando-se papel Whatman n° 1, com o seguinte sistema de solvente:

- Benzeno: n-butanol:piridina: água(l:5:3:3 v/v, fase superior).

Os cromatogramas foram visualizados com nitrato de prata alcalino(197) e 

cloridrato de para-anisidina(43).

3.1.5.2. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

As análises cromatográficas em camada delgada (t.l.c.) foram realizadas em placas 

de sílica gel Merck (20 x 20 cm), empregando-se sistema de solvente: n-butanol:ácido 

acético:água (7:7:5 v/v)

Os açúcares foram visualizados com orcinol e os ácidos aminados com ninidrina 

a 0,1% em acetona (p/v).

3.1.5.3. CROMATOGRAFIA LÍQUIDO - GASOSA (G.L.C.)

As análises por g.l.c. foram realizadas em:

A) Cromatógrafo Varian, modelo 2449 com detetor de ionização de chama, 

utilizando nitrogênio como gás de arraste (40,0 ml/min) em coluna 3% de OV - 225 sobre 

gás Chrom Q de 100 - 200 mesh em tubo de aço inoxidável 200 x 0,15 cm (d.i.) com 

detetor a 240°. As temperaturas de operação da coluna foram 190° para os acetatos de 

alditois e 165° para os acetatos de alditois parcialmente metilados. Os tempos de retenção 

são relativos ao l,5-di-0-acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil-D-glucitol. As determinações 

quantitativas dos produtos analisados por g.l.c. foram realizados por triangulação(174).
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B) Cromatógrafo Helwett-Packard, modelo 5890, com detetor de ionização de 

chama, utilizando nitrogênio como gás de arraste (4 ml/min), coluna Widebore SP 2380 

30 m x 0,53 mm (d.i), As temperaturas de operação da coluna foram entre 210-225° 

para acetatos de alditois e 170° para acetatos de alditois parcialmente metilados.

3.1.5.4. CROMATOGRAFIA DE GEL PERMEAÇÃO EM COLUNA (GPC)

As análises por cromatografia em gel permeação dos oligossacarídeos foram 

efetuadas em coluna de vidro termostatizada (210 x 1,5 cm d.i, 65°) contendo gel de 

poliacrilamida (Bio-Gel P2, 200-400 mesh; Bio Rad - U.S.A.). Uma minibomba Milton 

Roy foi utilizada ( eluente H20 , fluxo 30 ml/h). A detecção dos produtos obtidos foi 

acompanhada por um refratômetro diferencial JOBIN-YVON IOTA, equipado de fonte 

luminosa com A =  940 nm.

Os espectros foram registrados em aparelho Servotrace. As amostras(l ml; 200 

mg/ml) foram injetadas via injetor de septo, e as frações (5 ml) coletadas em coletor 

automático, modêlo 2212-Redirac. As amostras foram previamente deionizadas em resina 

mista Amberlite MB-3 (mistura Amberlite IR-120 foram H+ e Amberlite IRA-41 - forma 

OH) e filtradas em membrana de nitrocelulose Sartorius 3 ,0y<un.

3.1.5.5. CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA 

EFICIÊNCIA (HPLC)

Os oligossacarídeos foram analisados por cromatrografia líquida de alta eficiência 

(HPLC) em aparelho Waters, equipado com bomba modelo M 6000A, um injetor universal 

U6K e um detetor de índice de refração R 401 (Waters Associates Inc, Milford, MA - 

U.S.A.). As áreas dos picos foram calculadas por integrador Chromatopac modelo C- 

R1B, Shimazdu Kyoto, Japão. As colunas utilizadas para a purificação das amostras 

usando água como fase móvel foram:
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. Phenomenex - Rezex - RCD - BR para oligossacarídeos, à 50°.

. Nucleosil 5 m - C-18 - (S.F.C.C). para oligossacarídeos, à 25°.

. CHO- 682 - (Interchim) para monossacarídeos, à 85°

As amostras foram dessalificadas pelo uso de resina mista Amberlite MB3 e 

filtradas em aparelho Sartorius com membranas 0,45 yUm.

A separação dos oligossacarídeos por cromatografia C-18 é dita fase reversa 

(compreende um grupo alifático ligado à silica revestindo totalmente a sua superfície com 

uma espécie de cabeleira não polar) por se tratar de fase estacionária não polar e fase 

movei (água) polar.

Pode-se admitir com um erro minímo de 2% que todos os açúcares neutros 

apresentam a mesma variação de índice de refração com a concentração 

(dn/dc=constante). Logo através do detetor de índice de refração o pico do cromatograma 

é diretamente proporcional a concentração em peso do carboidrato(86).

3.1.6. ESPECTROMETRIA DE MASSA ACOPLADA A BOMBARDEAMENTO 

POR ÁTOMOS ACELERADOS (FAB-MS)

As análises cromatográficas obtidas a partir da técnica de FAB-MS foram 

realizados em um espectrômetro de massa Nermag quadripolar modelo R-1010 a 8 KV, 

acoplado a sistema computacional PDP 11/73. As amostras foram dissolvidas em matriz 

de glicerol em um alvo de cobre(21).

3.1.7. RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DE CARBONO

TREZE - ( 13C-N.M.R)

As análises de ressonância nuclear magnética de carbono treze foram realizadas 

em espectrômetro Bruker AC-300 incorporado a transformador de Fourier. As amostras 

foram dissolvidas em D 2 0  em tubos de 0,5 cm de diâmetro.
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Os deslocamentos químicos foram expressos em campo baixo (cf em p.p.m), 

relativos a ressonância do DSS (l.sulfonato de sodio-4,4-silopentano-4-dimetil) como 

padrão externo (<f= 0). Os espectros foram obtidos em 75 MHz, a 30°.

3.2. OBTENÇÃO DAS SEMENTES

As sementes de Mimosa scabrella foram adquiridas por intermédio do Instituto 

de Terras, Cartografia e Floresta (ITCF), advindas de povoamentos naturais localizados 

na região metropolitana de Curitiba, onde foram coletados durante o período de novembro- 

janeiro de 1988.

As sementes foram trituradas em moinho Wiley, utilizando-se peneiras de 40 e 

20 mesh, sucessivamente.

3.3. OBTENÇÃO DOS OLIGOSSACARÍDEOS E POLISSACARÍDEOS

As sementes trituradas foram submetidas a três métodos de extração.

3.3.1. MÉTODO A DE EXTRAÇÃO

As sementes moidas (30 g), foram extraídas em Soxhlet, com mistura de 

benzeno-etanol (2:1 v/v, 400 ml), durante 6 horas. O resíduo seco foi submetido à 

extração aquosa (500 ml), a 4o, sob agitação durante 24 horas e filtrado. O procedimento 

foi repetido mais duas vezes. Os extratos aquosos foram reunidos, concentrados (250 ml) 

sob pressão reduzida abaixo de 40° e o polissacarídeo precipitado com três volumes de 

etanol 95% e centrifugado. O sobrenadante alcoólico foi concentrado e liofílizado 

fornecendo 2,1 g de oligossacarídeos (7% peso seco).
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3.3.2. MÉTODO B DE EXTRAÇÃO

A deslipidificação prévia do material foi realizada em extrator do tipo Soxhlet por 

tratamento das sementes trituradas (300 g) com o solvente benzeno-etanol (9:1, v/v), 

durante 16 horas, sob refluxo. O resíduo após evaporado à secura foi extraido sob refluxo 

com metanol-água (4:1 v/v, 500 ml), durante 4 horas, e filtrado ainda quente. O 

procedimento foi repetido mais duas vezes. Os extratos foram reunidos, concentrados 

(250 ml) sob vácuo a 40° e liofilizados, fornecendo 12 g de oligossacarídeos (4% peso 

seco).

3.3.3. MÉTODO C DE EXTRAÇÃO

As sementes trituradas (20 g) foram submetidas à extração aquosa (400 ml), a 4o, 

sob agitação durante 18 horas e o extrato filtrado. O procedimento foi repetido por mais 

duas vezes. Os extratos foram reunidos e processados como no método B. A extração 

aquosa forneceu 2,2 g de oligossacarídeos com rendimento de 11%.

3.4. PREPARO DA SOLUÇÃO DE POLISSACARÍDEO

O polissacarídeo, obtido através do método A, foi lavado sequencialmente com 

etanol e acetona, fornecendo 9 g de produto, com um rendimento de 30%. Este material 

foi estocado a temperatura ambiente. No momento de colocá-lo em solução, seu grau de 

hidratação foi determinado por termogravimetria como descrito anteriormente. O produto 

pesado foi dissolvido em água destilada e mantido sob agitação durante um período de 12 

à 24 horas antes de qualquer análise viscosimétrica.
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3.5.1. VISCOSÍMETRO CAPILAR

As análises por viscosimetria capilar estão baseadas no princípio de escoamento 

de POISEUILLE(34) onde o valor da viscosidade é obtido por medidas de tempo 

correspondente ao escoamento de um volume conhecido de líquido através de um capilar. 

A viscosidade relativa é dada por ^ re) =  t /tQ onde t e tQ são os tempos de escoamento 

da solução e do solvente, respectivamente.

Existem viscosímetros capilares muito sensíveis, mas de aplicação limitada à 

soluções de baixa viscosidade e comportamento Newtoniano. Para estes viscosímetros, 

onde o fluxo é decorrente somente da gravidade, a tensão de cisalhamento ( 5  ) e a 

velocidade de cisalhamento ()J ) dependem do tempo de escoamento, e o valor de $ será 

sempre elevado ( 1000 s“1).

As viscosidades das soluções diluidas foram inicialmente determinadas em 

viscosímetro automático do tipo FICA VISCOMATIC MS, equipado de um coluna tipo 

Ubbelohde (Figura 10), com diâmetro interno do capilar de 0,5 mm, onde a temperatura 

foi mantida a 25° t  0,05° por um termostato HAAKE.

3.5.2. VISCOSÍMETROS ROTATÓRIOS (TIPO COUETTE)

O sistema de análise em viscosímetro rotatório consiste na medida de 

emparelhamento exercido entre as forças de atrito sobre superfície móvel.

Neste tipo de aparelho o líquido a ser analisado é colocado entre duas superfícies 

suscetíveis ao giro, tendo um eixo de simetria comum, isto é coaxiais. Quando uma destas 

superfícies gira a uma velocidade constante, indicada, imprime um movimento ao líquido 

que pela existência da "Força de Atrito", proporcional a viscosidade, tende a girar a outra 

superfície. A rotação aplicada a segunda superfície permite determinar a viscosidade do 

líquido. Existem dois tipos de viscosímetros rotatórios: I o viscosímetro de cilindros 

coaxiais, 2o viscosímetro cone-plano.
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Figura 10 - Viscosímetro capilar - Coluna tipo UBBELOHDE. 1= início do escoamento, 

F =  final do escoamento, L =  comprimento da coluna capilar, 2R= diâmetro 

da coluna capilar.
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O primeiro viscosímetro deste tipo foi atribuido COUETTE, (Figura 11). É 

constituido de um cilindro de raio Re fechado na parte inferior para servir de recipiente, 

com capacidade de rotação a velocidade angular uniforme (w). O cilindro interior de raio 

Ri e altura h, é suspenso por um fio susceptível a torção (T) que permite a medida do 

conjunto de viscosidade.

Se Re/Ri < 1 ,05 , pode-se considerar a velocidade de cisalhamento ( ) como

sendo constante entre os dois cilindros, e para um fluido Newtoniano obtem-se a seguinte 

relação:

A velocidade de cisalhamento é dada como a média aritmética dos gradientes 

sobre cada uma das paredes:

♦ E q U«Õ 0 8

Estes viscosímetros são menos sensíveis que os capilares, mas a velocidade de

♦  Equação 7

_2  ̂ ^
cisalhamento (tf) está bem definida e pode variar de 10 s à 10 s~1.

co = rad/s

8  ! i

Figura 11 - Viscosímetro tipo COUETTE o mesmo sistema que compõe o viscosímetro 

Low Shear 30.
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Outro tipo de viscosímetro rotativo é do tipo cone-plano (Figura 12) onde o 

líquido é colocado entre um cone de ângulo conhecido e uma superfície plana 

perpendicular ao eixo do cone. Ao cone é aplicado uma velocidade angular de 

cisalhamento, exercendo uma torção (T) à superfície plana, sobre a  qual foi colocada a 

solução estudada. São utilizados para soluções de altas viscosidades e fluidos não- 

Newtonianos.

Figura 12 - Viscosímetro tipo Cone - Plano.

Se 4 o, é constante no espaço contido entre o cone e o plano e pode ser 

representado por:

^ =•“ -  3  = ~ ~ 3  ti = ♦  Equação 9
tg<* 2TTR 1 tf

0 =  velocidade de cisalhamento (s~1); w = velocidade angular (rad/s); T = torque = 

força de torção (N.m); £>= Tensão de cisalhamento (N/m2 = Pa).
1 3Neste viscosímetro a velocidade de cisalhamento pode variar de 10 s- à 2 x 10

s"1, podendo-se acompanhar a viscosidade de fluidos numa grande faixa de $

Os viscosímetros rotativos utilizados neste trabalho foram Low Shear 30 do tipo 

cilindro coaxial e o Carri-Med CS-50 tipo cone plano.
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O Low Shear 30 utilizado para velocidade de cisalhamento variável de 10 à 128 

s_1 esta equipado de um programador Rheoscan-30. Para velocidade de cisalhamento 

superiores, até 1770 s-1, utilizou-se o reômetro Carri-Med CS 50 equipado de um sistema 

Rheo 1000c e um "software" 4-3 que permite a determinação direta viscosidade x 

velocidade de cisalhamento por controle de velocidade angular. As diferentes geometrias 

usadas foram cilindros duplos (R., = 20mm, R 2= 20,38mm, Rg = 21,96mm, R4 =

22,38mm e altura de 20,55mm), e cones de 4 e 6 cm de diâmetro com 4 o de ângulo 

cone. Para as determinações de viscosidade dinâmica foi utilizado cone de 4cm de 

diâmetro. Os dois viscosímetros são regulados a temperatura de 25° -  0,05167 por 

termostato HAAKE.

A unidade de viscosidade absoluta no sistema internacional é Poiseuille (P ), que

corresponde a viscosidade de um fluido que necessita de uma força (F), de 1 Newton por
2 .

m de superfície (£) para manter um gradiente de velocidade ($) de um m/s entre dois

planos distantes de um metro. No entanto, utiliza-se mais frequentemente o Poise (PQ) e 

o centipoise (cPQ), unidades de viscosidade dinâmica no sistema CGS, igual a décima parte 

do Poiseuille. As unidades utilizadas no sistema internacional (SI) são Pascal segundo 

(Pa.s =  1̂  ) e mili Pascal segundo (mPa.s) onde 1 mPas equivale a 1 cPo.

3.5.3 VISCOSIDADE RELATIVA

Os dados fornecidos pelo viscosímetro Low shear 30 foram transformados em

viscosidade relativa com o auxílio de programa computacional.

Foram determinadas as variações das viscosidades relativas para solução de
- 3  - 3galactomanana de Mimosa scabrella, com concentrações de 0,09.10 à 13,5.10 g/ml

_2
à velocidades de cisalhamento variável de 10 a 128 s-1.

_3 _3
Para soluções de galactomanana com concentrações de 3,6 10 à 49,6.10 g/ml 

a determinação da viscosidade relativa foi obtida também através de reômetro Carri- 

Med CS-50, com velocidade de cisalhamento variável de 100 à 1770 s-1 .

-2
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A partir da determinação da viscosidade relativa (rç^,) foi possível calcular a 

viscosidade específica (̂ sp) e a viscosidade reduzidas (^red) das amostras de galactomanana

de Mimosa scab relia.

rei ” f) soluçõo /^ | solvente Equação 10

•n -  soluçõo ~̂ 1 solvente _ -i 
Isp" -n ~ Irei

I solvente
Equação

*]red =Tlsp/C Equação 12

onde c é a concentração da amostra em g/mi.

3.5.4 VISCOSIDADE INTRÍNSECA

A viscosidade intrínseca da amostra de galactomanana de Mimosa scabrella foi 

determinada a partir de dados da viscosidade relativa, obtidas em viscosímetro Low Shear 

30, pois foi impossível a determinação em viscosímetro capilar, devido a falta de 

repetibilidade das leituras, provavelmente causadas por características conformacionais do 

polissacarídeo em solução. Para esta análise foi preparada soluções de galactomanana com
_3 _3

concentração de 0,09.10 à 1,8.10 g/ml em água destilada.

A viscosidade intrínseca [rj] foi determinada graficamente através da relação entre 

a variação da viscosidade reduzida (^ re<j-) em funÇão da concentração (c). O valor 

de [ r^] foi obtido pela extrapolação da reta obtida a concentração nula(A), como 

representado na Figura 13.

A partir do ângulo de inclinação (<* ) determina-se a constante k‘ (constante de 

HUGGINS).
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Figura 13 - Determinação gráfica da viscosidade intrínseca

3.5.5 AVALIAÇÃO DO COMPORTAMENTO PSEUDOPLÁSTICO

O comportamento pseudoplástico das amostras de galactomanana de Mimosa

scabrella foi verificado pela diminuição da viscosidade absoluta em função do aumento
—2 3

de velocidade de cisalhamento na faixa de 10 a 10 .

Para esta análise foram utilizadas soluções de galactomanana em água destilada
_3 _3 # #

com concentrações variáveis de 0,09.10 à 49,6.10 g/ml. As medidas de viscosidade 

foram realizadas a temperatura de 25°.

3.5.6 VISCOSIDADE ESPECÍFICA EM FUNÇÃO DO 

PARÂMETRO DE ABRANGÊNCIA

A viscosidade específica em função do parâmetro de abrangência, c [l^], é uma 

análise gráfica obtida a partir da viscosidade das soluções de galactomanana no patamar 

Newtoniano a diferentes concentrações em função da viscosidade intrínseca [ yj] 

multiplicado pela concentração da referida amostra.



69

Esta análise permitiu obter a concentração crítica, onde ocorre a transição entre 

os regime diluido e semidiluido da solução de galactomanana de Mimosa scabrella.

3.6. DETERMINAÇÃO DA MASSA MOLECULAR

A massa molecular foi determinada através do método de difusão ou espalhamento 

de luz (light scattering). Este método possibilita a determinação de valores absolutos da 

massa molecular ponderai media(M^) .

A avaliação de M ^ pode ser realizada apartir de dados obtidos através de técnica 

estática ou técnica dinâmica de medição.

3.6.1. MEDIDAS DE MASSA MOLECULAR EM SISTEMA ESTÁTICO

Pela técnica de medição estática a massa molecular é obtida unicamente pela 

utilização do fotômetro, onde são injetadas soluções de concentração definida.

O aparelho utilizado foi um CHROMATIX KMX-6, equipado com fonte laser de 

comprimento de onda A = 633 nm e ângulo 0 = 6-7°. Os dados fornecidos por este 

aparelho permitem obter diretamente a massa molecular(Mvfr), a partir do fator de 

RAYLEIGH (R0 )

Para cada massa molecular estabelecida determina-se uma função concentração e 

uma função angular. As soluções devem ser filtradas sobre membranas de porosidade 

0,22/m no momento da introdução nas células de difusão.

O fator de RAYLEIGH no fotômetro CHROMATIX KMX-6 é calculado pela 

seguinte equação:

R o=> e~ ~tt> ♦  Equação 13
G0 .£T. X

Onde G é a intensidade relativa correspondente ao feixe espalhado, G0 a 

intensidade relativa correspondente ao feixe incidente, D, (f e Jt! são constantes do 

aparelho. A unidade do fator de RAYLEIGH(Rg), cm-1, se origina de 1*. A relação entre
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o fator de RAYLEIGH e a massa molecular(Mw) pode ser obtida de forna simplificada, 

segundo a equação:

r ,K-c onde K=7,2 2 (4 ^ )  ♦  Equação 14
®w AR9C^ o Vdc'

Onde, c é a concentracão da solução, em g /m l^ R ç  , a diferença entre o Rg da 

solução e o R 0 do solvente em cm-1, dn/dc, taxa de variação do índice de refração, com 

a concentração, em ml/g, determinado em refratômetro diferencial.

3.6.2. MEDIDAS DE MASSA MOLECULAR EM SISTEMA

DINÂMICO - GPC

Na técnica de medição dinâmica, o fotômetro de espalhamento de luz se

encontra acoplado a um cromatógrafo de permeação em gel (GPC)

As medidas foram efetuadas através de um aparelho de difusão de luz CMX 100

CROMATIX e um refratômetro diferencial IOTA de JOBIN YVON (Figura 14). Estes

dois detetores que se encontram na saída de duas colunas de cromatografia de gel

permeação montadas em série OH pak B-804 e OH pak B-805 (SHODEX) permitem a

extrapolação gráfica da concentração (c) e da massa molecular (Mw), respectivamente.

As colunas são alimentadas por uma bomba WATERS 6000, à um fluxo de 1 ml/min. O

solvente é uma solução de nitrato de sódio 0,1 N, onde adicionou-se NaN_ a 0,2g/l comoô
agente bactericida •

O aparelho de difusão de luz esta equipado com fonte de laser que emite um raio 

luminoso de comprimento de onda Â = 633nm e permite medir massa molecular a um 

ângulo compreendido entre 5 e 6 . O volume da célula de medida, delimitada por duas 

faces de dois blocos de quartzo e de 10,5 jA .

Um terceiro detector foi desenvolvido entre saida das colunas e os detectores de 

difusão de luz e da concentração. Este detector é um viscosímetro contínuo(196).

A obtenção deste terceiro gráfico, (h) associado aos dois precedentes, permitem
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efetuar a cada traçado de concentração, uma massa molecular e a viscosidade intrínseca, 

possibilitando o traçado direto da Lei de MARK-HOUWINK.

A determinação precisa dos valores das extremidades dos picos é realizada pela 

utilização de análise informática eletrônica, substituindo o registro clássico sobre o papel. 

A extrapolação destes cromatogramas conduz a determinação de massa molecular ponderai 

média (Mw) e massa molecular em número (Mn). O programa computacional que fornece 

estes valores utiliza as seguintes equações:

Onde Mi e Ni são respectivamente a massa molecular e o número de moléculas 

correspondente ao produto analisado.

O pico do cromatograma representa a amostra a caracterizar, onde é dividida em 

intervalos iguais(i) correspondendo a seus volumes. A altura hi ao centro de cada intervalo 

é determinada e a massa molecular correspondente Mi é então deduzida a partir de um 

valor K, lido sobre a curva de eluição log M =  f ( k ) .  Tem-se Ni, JMi, çi e hi para 

variação de volume A v e dn/dc constante, podendo-se aplicar as seguintes equações:

MW= ( Z  Ni. Mi2/N i Mi) ♦  Equação 15

Mn = ( 2 N i . M i / 2 N i ) ♦  Equação 16

Wlw = I  hi M i / 5  hi ♦  Equação 17

M n = 5  h i / ( 2 h i / M i ) ♦  Equação 18



Figura 14 - Esquema do Sistema de cromatografia equipado à multidetecção - Cromatõgrafo Gel Permeação; Difusão 
de luz; Viscosímetro.



73

A Mimosa scabrella v. scabrella, vem sendo utilizado como fonte de matéria 

prima no estudo de hemiceluloses pelo grupo de CORRÊA e REICHER 

(37,38,39,57,155,156,) há muitos anos, além de ser uma espécie bastante investigada a 

nível botânico e florestal.

Devido a disponibilidade regional desta espécie suas sementes foram escolhidas 

para o desenvolvimento deste trabalho e forneceram oligossacarídeos e galactomanana.

4.1. OBTENÇÃO DOS OLIGOSSACARÍDEOS

Uma variedade de técnicas tem sido utilizadas para a extração de oligossacarídeos 

presente em sementes(99,114,167,169). Optou-se por três métodos de extração 

comparando-se qualitativa e quantitativamente os produtos obtidos. (Figura 15)

As sementes moidas foram deslipidificadas com uma mistura benzeno: etanol em 

proporções 2:1 (método A) e 9:1 (método B), em Soxhlet, a fim de eliminar lipídeos ceras 

e pigmentos.

O resíduo obtido pelo método A foi submetido a extração aquosa a 4 o e o extrato 

em seguida precipitado com etanol, obtendo-se no sobrenadante a fração de 

oligossacarídeos com um rendimento de 7%.

O resíduo obtido pelo método B foi submetido a extração em uma mistura 

metanol: água sob refluxo. O extrato forneceu a fração em oligossacarídeos com 

rendimento de 4%.

Os dois métodos de extração (A e B) apresentaram a mesma distribuição relativa 

em carboidratos. A extração aquosa direta a 4 o seguida de precipitação com etanol 

(método C) originou no sobrenadante açúcares de baixo peso molecular com rendimento 

de 11%. A composição em carboidratos de baixo peso molecular das sementes de 

Mimosa scabrella dos três métodos de extração pode ser observado na Tabela III.

RESULTADOS e DISCUSSÃO
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Figura 15 - Esquema de obtenção dos componentes de baixo peso molecular de sementes 

de Mimosa scabrella
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TABELA III - ANÁLISE POR HPLC DOS CARBOIDRATOS DE BAIXO PESO 

MOLECULAR DE SEMENTES DE MIMOSA SCABRELLA OBTIDOS POR TRÊS 

MÉTODOS DE EXTRAÇÃO

CARBOIDRATO Método A Método B Método C

a. Sorbitol - 1,5 1,0

b. Galactitol - - -

c. Arabinitol/Manitol - 1,0 -

d. Mio Inositol 4,8 3,0 3,0

e. Eritritol 1,2 1,0 -

f. Glicerol 0,5 0,4 -

g. Frutose 10,8 3,0 18,0

h. Galactose 4,9 3,0 17,0

i. Pinitol 7,3 7,0 3,0

j. Glucose 4,6 5,0 17,0

k. Sacarose 50,0 53,0 7,0

1. Rafinose 3,9 6,0 6,0

m. Estaquiose/ 

Trigalactosil pinitol

4,6 8,0 13,0

n. Verbascose 6,7 7,0 9,0

o. Ajugose 0,6 1,0 3,0

a. Composição em % relativos a área dos picos obtidos por HPLC em coluna CHO-682, 

assumindo que os valores de dn/dc são constantes.

. (-) traços

O método C apresentou uma distribuição relativa diferenciada com relação aos 

dois métodos anteriores de que pode ser observado na Tabela III e através dos 

cromatogramas de HPLC obtidos dos extratos de Mimosa scabrel!a{Figura 16) *
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k

Tempo (min)

Figura 16 - Cromatogramas por HPLC dos extratos de Mimosa scabrella por três 

métodos de extração, em coluna CHO-682, à temperatura de 85° e eluido 

com água, fluxo de 0,4 ml/min. A, método A; B, método B; Ç, método C. 

A composição (a - o) é a mesma demostrada na tabela III.
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Verificou-se que através do método de extração aquosa direta (método C) ocorria 

um aumento significativo nas proporções de monossacarídeos como frutose ( 80%), 

glucose ( 70%) e galactose ( 70%), além de um leve acréscimo nas proporções de 

estaquiose verbascose e ajugose. Em contraste a este acréscimo foi observado um declínio 

acentuado de sacarose de 86%, como demonstrado no pico k (Figura 16).

As diferenças na distribuição relativa em carboidratos, embora apresentassem o 

mesmo perfil qualitativo, pelo método C (extração aquosa direta) em relação aos outros 

dois métodos ocorreu provavelmente pela ação das enzimas que atuaram durante o 

processo de extração em água fria.

Este fenômeno de hidrólise durante a extração aquosa direta a 30° foi observado 

em análise de sementes de leguminosa como Lupinus angustifolius cv. Chittick(167) e 

extração aquosa a 60° de sementes de Glycine max cv. Merr.(102)

Pode-se sugerir que a etapa prévia de deslipidificação a quente realizada neste 

trabalho para sementes de Mimosa scabrella, nos métodos de extração A e B, tenha sido 

responsável pela inativação enzimática. No entanto, SAINI(167) ao analisar métodos de 

extração para obtenção de oligossacarídeos a partir de sementes de leguminosas como 

Lupinus angustifolius, Cicer arietinum, Glycine max, Phaseoius angularis e Vigna 

sinensis, observou que a atividade c(-galactosidase não era afetada pela etapa prévia de 

deslipidificação a temperatura ambiente. Outra forma de inativação enzimática foi realizada 

pelo tratamento prévio das sementes inteiras de Glycine max cv Merr(102) em água 

fervente por 30 minutos.

Os resultados mostram portanto que o processo de extração é fator 

importantíssimo na análise de oligossacarídeos, além de contribuir para o isolamento 

incompleto dos compostos, influenciando no rendimento dos produtos, e que aliado ao 

rendimento deve-se eliminar a co-extração de enzimas endógenas ativas no meio.

Além destes fatores, alguns autores observaram em estudos de oligossacarídeos 

de sementes de leguminosas como Vicia faba(33), Phaseoius vuigaris{207) e Glycine 

m ax(205), que as condições de cultivo podem interferir na distribuição relativa em 

oligossacarídeos de uma mesma espécie.
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Para análise quantitativa e qualitativa dos componentes de baixo peso molecular 

das sementes de Mimosa scabrella foi escolhido o produto obtido pelo método de 

extração B, pois verificou-se que apesar do menor rendimento em relação ao método A, 

a amostra obtida no método B é representativa e foi demonstrado por REICHER et 

alli(158) que o tratamento metanol-água 4:1 sob refluxo inativa em 100% as enzimas e 

que o tratamento com benzeno etanol 2:1 não é eficiente para inativar totalmente as 

enzimas. SAINI(167) abordou em seu trabalho com sementes de leguminosas que a 

extração com metanol: água resultava numa extração incompleta dos oligômeros de 

rafinose.

Inicialmente efetuou-se o fracionamento dos oligossacarídeos por cromatografia 

de gel permeação (GPC) em Bio-Gel P2 (Figura 17).

O gel de poliacrilamida (Bio-Gel P2), suporte utilizado no fracionamento dos 

oligossacarídeos de Mimosa scabrella, tem sido adotado por muitos autores 

(32,33,88,167,190,191) pelo seu a (to poder de resolução em mistura destes oligômeros. 

A separação foi obtida em eluição com água, solvente adequado ao sistema que contém 

açúcares neutros. A temperatura de 65° é recomendada(86), pois diminue as interações 

gel-soluto, que interferem na eluição dos componentes.

O fracionamento da mistura de oligossacarídeos de Mimosa scabrella indicou 

que o componente com grau de polimerização (dp) igual a dois ( Fração 2* - Figura 17) 

é predominante.

Todas as frações obtidas por GPC em Bio-Gel P2 foram submetidas a purificação 

por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). Essa técnica de separação rápida tem 

sido utilizada para identificação de oligossacarídeos de sementes de diferentes espécies 

(54,70,102,202).

A separação específica dos monossacarídeos e dissacarídeos (Frações 1,2,2*) 

presentes no extrato metanol: água (Figura 17) a partir de sementes de Mimosa 

scabrella, foi realizada em colunas de HPLC que continham como suporte resinas

4.2. PURIFICAÇÃO DOS OLIGOSSACARÍDEOS
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trocadoras de cations na forma Pb++(coluna CHO-682), utilizando água como fase móvel. 

Todos os outros suportes necessitam de misturas água/solvente orgânico, que não são 

apropriados ao estudo de oligossacarídeos

Figura 17 - Fracionamento dos oligossacarídeos de sementes de Mimosa scabrella 

(obtidos pelo método de extração B) por GPC em coluna Bio-Gel P2 (200­

400 mesh ; 210 x 1,5 cm, d.i.) a temperatura de 65°, eluente-água, detetor 

índice de refração.
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neutros pois causam problemas de limite de solubilidade resultando em separação 

deficiente dos componentes. Geralmente estas colunas utilizam temperaturas de 60° - 85° 

com a finalidade de aumentar o poder de resolução(93).

A purificação dos oligossacarídeos de sementes de Mimosa scabrella foi 

realizada em coluna de HPLC tipo C-18 ( fase reversa), não apresentando problemas de 

solubilidade, utilizando-se água como fase móvel e temperatura ambiente(183). Pela 

multiplicidade de produtos presentes na mistura de oligossacarídeos de Mimosa scabrella 

eluidos com tempos de retenção semelhantes foi necessário a utilização de outros tipos 

de colunas para uma separação mais eficiente. Neste caso a coluna "Phenomenex"(144) 

mostrou-se satisfatória.

BLACK e GLOVER(17) demostraram que as análises realizadas para separação 

de oligossacarídeos de Glycine max por HPLC era afetada pela fase móvel acetonitrila: 

água conforme aumentava-se a proporção do solvente orgânico, causando diminuição na 

resposta do detetor de índice de refração, provavelmente devidos ao fenômeno de 

solubilidade.

A série de oligossacarídeos em sementes de Glycine max e Lupinus 

angustifolius foram identificados por WIGHT E DATEL(202) pelo método de HPLC em 

coluna de RP 18(fase reversa). Verificaram que as principais vantagens deste método é o 

uso de fase móvel não tóxica, além da rapidez na preparação das amostras, embora exista 

a desvantagem da co-eluição da rafinose e verbascose. Outros autores(190,191) indicam 

o método de HPLC em fase reversa pela sua alta seletividade.

Entretanto KUO et alii(107) optaram pela cromatografia líquida através de resina 

de troca iônica na forma Ca++ que além de uma perfeita separação dos oligossacarídeos da 

família da rafinose, possibilitou a identificação e quantificação dos monossacarídeos 

presentes em sementes de 29 espécies diferentes. Outras colunas tem sido utilizadas com 

o mesmo fim como 'y.Bondapak" forma OH(54,70).

Observou-se que a cromatrografia líquida de alta eficiência é um método eficaz 

na identificação de oligossacarídeos(87), mas que deve estar associada a outros métodos 

de análise química e espectrométrica para a identificação conclusiva dos compostos.
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4.3. ANÁLISE ESTRUTURAL DOS COMPOSTOS DE BAIXO

PESO MOLECULAR

A análise estrutural foi determinada pelos métodos de cromatografia gasosa 

(g.l.c.), cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (g.l.c. -m.s.), 

espectroscopia de ressonância nuclear magnética de carbono treze ( °C-n-m.r.) e

pela técnica de bombardeamento de átomos acelerados acoplado espectrometria de 

massa (FAB - m.s.).

Análises preliminares por cromatografia em papel (p.c.) e cromatrografia em 

camada delgada (t.l.c.) do extrato metanol-água das sementes de Mimosa scabrella 

demonstraram que além dos oligossacarídeos haviam monossacarídeos e alditois livres.

Após o fracionamento por GPC, purificação por HPLC seguida de análise 

estrutural pelos métodos acima citados foi possível a identificação dos glicosídeos de baixo 

peso molecular presentes nas sementes de Mimosa scabrella ( Tabela III).

Os monossacarídeos (Fração 1 - Figura 17) identificados foram glucose, galactose 

e frutose. Os mesmos açúcares foram encontrados em sementes de G/ycine 

m ax(\01,l75), Lens escuienta(\15), Phaseolus vu/garis(\15), Triticum 

aestivum(\01) e Trifo/ium subterraneum (\\).

MATHESON e SAINI(lló) observaram em sementes de Lupinus iuteus que 

os níveis de glucose, frutose e galactose mantinham-se praticamente constantes durante 

estudos de germinação mas o mesmo não ocorria para Phaseolus aureus(6) e Cicer 

arietinumifi) com níveis máximos após 48h e 24h de germinação, respectivamente.

Em análise cromatográfica por g.l.c. dos produtos isolados e purificados por 

HPLC contidos na Fração 1 (Figura 17), verificou-se que além da presença de 

monossacarídeos haviam açúcares álcoois livres como sorbitol, galactitol, arabinitol,

manitol, eritritol e glicerol, cuja presença foi confirmada por g.l.c. - m.s.
13Os espectros de C-n.m.r. destes compostos apresentaram os mesmos 

deslocamentos químicos que os reportados por ANGYAL e LE FUR.(3).

LEWIS(109) relatou a presença de 17 alditois de ocorrência natural em plantas
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mas entre os mais comuns estão o manitol, glucitol (sorbitol) e o galactitol (dulcitol) 

também encontrados em sementes de Mimosa scabrella.

Ciclitois e seus derivados tem sido encontrado frequentemente em espécies da

família Leguminosae(6,11,16,175,205), como reguladores nas vias metabólicas dos

carboidratos presentes na sementes(140,145). Estes compostos também foram identificados

em sementes de Mimosa scabrella. Os ciclitois como o mio-inositol e o pinitol foram

isolados da Fração 1 e 2, respectivamente (Figura 17) caracterizados por espectroscopia 
13de C-n.m.r., onde os deslocamentos químicos assinalados para cada carbono podem ser 

observados na Tabela IV. Estes resultados são compatíveis com os trabalhos realizados por 

ANGYAL e ODIER(4,5), BINDER e HADDON(ló) e SCHWEIZER e HORMAN(176) 

que investigaram ciclitois e O-metil-ciclitois presentes em leguminosas.

O pinitol foi também caracterizado por espectrometria de FAB - m.s. O espectro 

de massa realizado através de FAB positivo em matriz de glicerol é mostrado na Figura 

19-A. A massa deste composto (M) é 19^: O espectro apresenta um ion pseudomolecular 

(M + H )+à m/z = 195 e ion cationizado (M + Na)+ à m/z =  217.

Observou-se por análise em HPLC (Tabela III) que a proporção de pinitol (7%) 

é maior que mio-inositol (3%).

BEVERIDGE et alii(ll) demostraram entre 28 espécies de leguminosas 

compreendidas entre os gêneros Desmodium, Do/ichos, Centrosema, Giycine, 

Leucaena, Macropti/ium, Pueraria, Trifoiium e Stylosanthes a predominância do 

pinitol em relação ao mio-inositol. O mesmo foi verificado por QUEMENER e 

BRILLOUET(151) em sementes de Lupinus a/bus, Giycine max, Phaseolus vulgaris, 

Lens esculenta e Cicer arietinum, todas pertencentes a família Leguminosae.

NORDIN(140) sugere que o pinitol tenha um significado fisiológico na 

germinação, o que poderia explicar sua existência em quantidade relativamente elevada, 

mas ainda hoje existem dúvidas sobre as funções e biossíntese do pinitol(55).

No entanto, DAVIS e NORDIN(44) demonstraram a presença destes ciclitois em 

nódulos de raízes de Medicago sativa, Giycine max, Phaseolus limensis e Trifoiium 

repens sugerindo que possuam função de fixação de nitrogênio auxiliando no



TABELA IV - ATRIBUIÇÃO DOS SINAIS DOS ESPECTROS DE 13C - n . m . r .  DOS CICLITOIS DE SEMENTES DE MIMOSA SCABRELLA

Composto
Deslocamento Químico (ppm)

c i C2 C3 C4 C5 C6 He

Mio-inositol 72,02 73,05 72,02 73,30 75,32 73,30

D-3-O-metil-chiro inositol 
(pinitol)

72,20 70,60 83,50 72,90 71,30 72,42 60,44

0 - -D-galactopiranosil (b+2)- 96,49 69,05 70,09 69,94 71,50 61,63
D-4-0-metil-chiro-inositol 68,85 76,49 71,89 83,46 71,51 71,60 60,45

0-o( -D-galactopiranosil (l**ó)- 96,84 67,54b 68,65b 67,54b 69,89 60,41
0-O(-D-galactopiranosil (1**6)- 97,15 67,54b 68,65b 67,54b 68,74 66,28
0 - o( “D-galactopiranosil (b+2)- 93,89 68,69 70,20 70,11 68,48 66,30

D-3-0-metil-chiro-inositol 63,34 73,87 82,08 70,20 68,84 70,11 58,99

a) Dados descritos por SCHWEIZER e HORMAN176

b) Deslocamento químicos de e ^4 podem ser invertidos

00co
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desenvolvimento de espécies de Rhizobium presentes no solo, o que vem de encontro a 

utilização da Mimosa scabrel/a em solos de baixa fertilidade, pois verificou-se que esta 

espécie ativa a vida microbiana pela adição de grande quantidade de nitrogênio ao 

solo(100,123).

A Fração predominante 2* (Figura 17) identificada como sacarose representa 

cerca de 50% dos componentes de oligosacarídeos presentes nas sementes de Mimosa 

scab relia.

A predominância de sacarose foi observada em sementes de Glycine 

m a x(3 3 ,102,167), Pisum sativum(33) e Arachis hypogaea{ 134), todas espécies 

pertencentes a família Leguminosae e Helianthus annuus(lOl) da família Compositae.

Após a caracterização da sacarose, foram analisadas as frações com grau de 

polimerização entre 3 e 6 (Figura 17). Estas frações foram identificadas como compostos 

da série da rafinose (ver Tabela I na introdução deste trabalho). A Figura 17 mostra a 

rafinose (Fração 3), a estaquiose (Fração 4), a verbascose (Fração 5) e ajugose 

(Fração 6).

As estruturas dos oligossacarídeos foram confirmadas por análises 
13espectroscópicas de C-n.m.r. (Figura 18). Os espectros apresentaram sinais bem 

definidos para região de <f 96,9 - 98,3; de<Í91,2 - 92,9 e d e íó l  - 62 característicos para 

os carbonos anoméricos das unidades o<-D-galactopiranosil,ot-D-glucopiranosil e |5-D- 

frutofuranosil, respectivamente (19,20).

As ressonância dos átomos de carbonos das unidades de «-D-glucopiranosil e^- 

D-frutofuranosil não são afetadas pelo acréscimo das unidades de galactose da ajugose 

(dp 6), verbascose (dp 5) e estaquiose (dp 4). No entanto observa-se na região de C-l um 

deslocamento para campo mais baixo de 0,71 p.p.m. em relação a unidade de <*-D- 

glucopiranose e um deslocamento para campo mais alto de 0,26 p.p.m. em relação a 

unidade de -D-frutofuranose que compõe a rafinose (dp 3) devido a presença de 

galactose diretamente ligada a unidade de sacarose.

Observa-se claramente que o sinal a <£104,4 em campo baixo corresponde a C- 

2 das unidades de |9-D-frutofuranosídicas de sacarose e os sinais em campo alto Í 9 1,2 -



85

92,9 às unidades de^-D-glucopiranosídicas. Os outros sinais a($96,9 - 98,3 são referentes 

as unidades galactopiranosil acrescidas a unidade de sacarose (Figura 18). Esta região é 

característica de C-l e de configuração tf .

Na série de oligossacarídeos da rafinose as ligações glicosídicas do tipo (l-*-6) 

entre as unidades de galactose são caracterizadas pela ausência de sinais típicos dos grupos 

CH2OH na região de cT 62.

As ressonâncias de C-l das unidades de galactose terminais da série de 

oligossacarídeos da rafinose mostram-se praticamente inalteradas com sinais a cT 97,19 

(estaquiose), £ 96,93 (verbascose) e £96,94 (ajugose)^provavelmente pela alta densidade 

eletrônica.

Observa-se também, na região de C-l que os sinais correspondentes as unidades 

de galactose substituidas que compõe a ajugose, verbascose e estaquiose são deslocados 

para campo mais baixo em relação a galactose terminal, este fato é decorrente do ambiente 

eletrônico, influência dos ângulos entre as unidades vizinhas, estrutura química e 

conformação dos oligossacarídeos em solução.

Os deslocamentos químicos assinalados para cada carbono dos oligossarídeos da 

família da rafinose presentes nas sementes de Mimosa scabrella podem ser observados 

na Tabela V.

Os oligossacarídeos da rafinose estão largamente distribuidos entre as plantas 

superiores, principalmente nas sementes durante a maturação e nas folhas durante a 

fotossíntese. Entre os mais frequentes estão a rafinose e estaquiose. A verbascose 

encontrado geralmente em proporções insignificantes, com excessão das sementes de 

Phaseolus aureus(\Ql), Pisum sativum (l3,l07) e Vicia /aôa( 13,54,107,151).

A ajugose, hexassacarídeo, encontrado entre os compostos de baixo peso 

molecular nas sementes de Mimosa scabrella (dp 6 - Figura 17), não tem sido 

caracterizados em espécies de leguminosas, provavelmente pela dificuldade em isolar este 

composto presente geralmente em quantidades pouco significativas. Entre as poucas
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13Figura 18 - Espectros de C-n.m.r.(75 MHz) dos oligossacarídeos da família da rafinose 

de sementes de Mimosa scabrella, em óxido de deutério (D20) a 45°. Os 

símbolos a e b correspondem as unidades D-glucopiranosil e D- 

galactopiranosil, respectivamente. Os símbolos b ', b" , b'“ , b’"' corresponde 

as unidades de tf-D-galactopiranose ligadas a sacarose, rafinose, estaquiose e 

verbascose, respectivamente.



TABELA V - ATRIBUIÇÃO DOS SINAIS DOS ESPECTROS DE 13C-n.m.r. DOS OLIGOSSACARlDOS DA

FAMÍLIA DA RAFINOSE DE SEMENTES DE MIMOSA SCA8RELLA.

__________________ Deslocamento Químico__________________
Composto Estrutura C-l C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

dp 2-Sacarose oi -D-Glucopiranosil -(l-*-2) 92,98 71,95 73,49 70,12 73,23 61,03
^-D-fruto furano s e 62,27 104,48 77,36 74,91 82,19 63,22

dp 3-Rafinose o(-D-galactopiranosil 98,35 98,35 69,32 69,09 70,87 60,97
oi -D-glucopiranosil -tl— 2) 91,96 70,87 72,55 69,32 71,26 65,83
J3 -D-f ruto f urano s e 61,35 103,66 76,30 73,91 81,20 62,31

dp 4-Estaquiose oi -D-galactopiranosil -(1**-6) 97,19 68,66 67,44 68,66 70,12 60,28
-D-galactopiranosil -(1— 6) 97,53 68,53 67,95 67,59 68,39 65,65

o(-D-glucopiranosil -(1— 2) 91,25 70,12 71,88 68,49 70,43 65,05
^ -D-frutofuranose 61,60 102,94 75,56 73,18 80,49 60,63

dp 5-Verbascose oi -D-galactopiranosil 96,93 68,65 67,42 68,65 70,09 60,28
o( -D-galactopiranosil -(1— 6) 97,10 68,54 67,42 67,82 68,65 65,47
oi -D-galactopiranosil -(l*-6 ) 97,49 68,54 67,99 67,58 68,38 65,62
-D-glucopiranosil -(l-*-2) 91,24 70,09 71,89 68,51 70,41 65,02

p -D-frutofuranose 61,61 102,94 75,55 73,17 80,48 60,62
dp 6-Ajugose c< -D-galactopiranosil -(l—6) 96,94 68,65 67,42 68,65 70,12 60,30

oi -D-galactopiranosil -ÍV6) 96,94 68j56 67,42 67,92 68,65 65,46
oi -D-galactopiranosil ~(V6) 97,17 68,56 67,42 67,76 68,65 65,60
ot -D-galactopiranosil -(1*6) 97,50 68,56 68,04 67,58 68,39 65,62
c<-D-glucopiranosil -0^2) 91,25 70,12 71,91 68,47 70,42 65,01
13-D-fruto furano s e 61,62 102,95 75,56 73,17 80,49 60,63
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citações encontradas na literatura estão os trabalhos realizados por CERNING et alii(33),

CERNING e FILIATRE(32) e VOSE et alii(200). Nos dois primeiros a ajugose foi isolada

e identificada após fracionamento por GPC em coluna de Bio-Gel a partir do extrato

etanólico de sementes de Vicia faba, e no último por análise em glc e H+-n.m.r. a partir

do extrato metanólico de sementes de Pisum sativum  e Vicia faba.

Apesar da existência de muitos trabalhos referentes a caracterização de

oligossacarídeos de rafinose em espécies da família Leguminosae, como descrito na

introdução, a literatura não reporta nenhum estudo que caracterize os produtos isolados
13através de análise por HPLC, C-n.m.r. e FAB - m.s. como o realizado neste trabalho.

Verificou-se que os componentes de baixo peso molecular das sementes de G/ycine max

estão em nível de conhecimento análogo ao da Mimosa scabrella. Convém ressaltar que

os oligossacarídeos de nenhuma espécie do gênero Mimosa, como a Mimosa scabrella,

foi descrito até o momento.

Os estudos de POLLOCK(147) e CASTILLO et alii(30) mostraram que o acúmulo

de oligossacarídeos de rafinose é uma forma de resistência e aclimatização das plantas ao

frio, o que poderia justificar a presença de proporções relativamente elevadas de sacarose

e oligossacarídeos de rafinose em sementes de Mimosa scabrella, espécie de crescimento

rápido e abundante em regiões frias do sul brasileiro, sujeitas a frequentes geadas.

Foram abordados até o momento os monossacarídeos ciclitois, alditois e

oligossacarídeos da família da rafinose, todos contituintes de baixo peso molecular

presentes nas sementes de Mimosa scabrella.

No entanto observou-se que a Fração 4 obtida por gel permeação em coluna de

Bio-Gel P2 (Figura 17) e analisado por HPLC, apresentava outro composto além da

estaquiose. O composto foi isolado e purificado em escala semi-preparativa por HPLC em

coluna Phenomenex e CHO-682. Após purificação o composto foi submetido a análise 
13por C-n.m.r. e FAB - m.s.

A identificação das unidades monossacarídicas foi confirmada por análise em 

HPLC dos carboidratos presentes após hidrólise ácida do trigalactosil pinitol com 

aparecimento de dois picos que foram caracterizados como D-galactose e pinitol. As áreas
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dos picos sugerem proporções molares de 3:1, respectivamente.

O pinitol livre caracterizado entre os componentes de baixo peso molecular das 

sementes de Mimosa scabrella foi utilizada como padrão para a análise por FAB-m.s. 

do tetrassacarídeo (Figura 19 A).

O espectro de massa realizado através FAB positivo em matriz de glicerol é 

mostrado na Figura 19 B. A massa deste composto (M) de dp = 4 é 680. O espectro 

apresenta um ion pseudomolecular (M +  H)+ à m/z =  6 8 1 ,e ions cationizados (M +  Na)+ 

à m/z=703 e (M +  K)+à m/z=719.

A fragmentação observada por FAB positivo levou ao aparecimento de duas séries 

de ions(51).

A primeira série corresponde a fragmentação entre o nível das ligações 

glicosídicas com formação dos ions através da retenção da carga sobre o oxigênio (ligação 

glicosídica). Os ions obtidos foram m/z = 325 referente a (M - G a -P i) e m/z = 487 

referente a (M - Pi), onde os simpolos Ga e Pi correspondem as unidades de galactose é 

pinitol, respectivamente.

A segunda série de ions corresponde a fragmentação entre as ligações glicosídicas 

com a transferência de hidrogênio. Neste caso a carga não fica sobre o oxigênio, e os ions 

obtidos foram m/z = 357 referente á (M - 2 Ga) e m/z = 519 referente a (M - Ga) . 

Os ions característicos do produto coexistem com aqueles da matriz de glicerol (G) à m/z 

= 369,461,553 e 645.

A escolha de matriz de glicerol é justificada para o estudo de açúcares neutros, 

devido a sua viscosidade que permite uma obsevação prolongada dos espectros. A 

presença de cations, necessários a formação dos ions cationizados tem uma função 

importante para a determinação da massa do composto em análise, pois permitem registrar 

espectros de moléculas presentes na matriz em pequenas concentrações. Uma mistura 

equimolecular de cloretos alcalinos, colocados em presença do açúcar leva a formação de 

ions cationizados (M +  Na)+ , (M +  K)+ de intensidade praticamente iguais. Os ions 

alcalinos constituem os melhores agentes de cationização no interior da matriz para o 

estudo de açúcar neutros, por não apresentarem características complexantes o que
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interferiria na identificação do composto.

O conhecimento deste fatores permitiu a identificação de um glicosídeo de três 

unidades de galactose uma de pinitol, que foi chamado de trigalactosil pinitol, por analogia 

a nomenclatura sugerida por SCHWEIZER et alii(175), que idenficou um isômero de dp 

3, digalactosil pinitol, denominado ciceritol.
13 nO trigalactosil pinitol foi analisado por C-n.m.r (Figura 20). A região de o

93,8 - 97,1 é característica para os carbonos anoméricos,tf-,C -1, de galactopiranose sendo 

facilmente identificada por estar em campo baixo em relação a ressonância dos outros 

carbonos (102), de (f 67,5 - 70,2 corresponde aos átomos de C-2 a C-5, enquanto que 

os sinais de 60 - 62 e S'66-12 são atribuidos a C-6, todos relativos as unidades de 

galactose e galactose-6-0 substituida.

Os sinais de campo baixo a cf 93,8-97,1 são três indicando três ligações 

glicosídicas e seus campos relativamente altos para a região de C-l mostram uma 

configuração o(.

A ausência de sinais correspondentes a O-substituição em C-2, C-3 e C-4 para as 

unidades de galactopiranose na região de cf 72-85 e a presença de dois sinais relativos a 

substituição em C-3 e C-2 do pinitol indicam que as unidades de galactopiranose estão 

unidas por ligações glicosídicas do tipo (l-^6), sendo confirmado pela presença de um 

único sinal de C-6 não substituído em ^  60,4.

O pinitol, metil eter do inositol, ligado as unidades de galactose apresenta a 

região de <f 65,3 correspondente ao átomos de C -l, de <F68,8 - 82,1 referente aos átomos 

de C-2 a C-5 e & 58,99 atribuído ao grupo metoxil. Os deslocamentos químicos 

assinalados para cada carbono do triglactosil pinitol podem ser observados na Tabela IV.

O sinal do átomo de carbono que contém o grupo metoxil é deslocado para campo 

mais baixo em aproximadamente 10 ppm(4). O efeito é notado no espectro do trigalactosil 

pinitol pela diferença de 8,28 ppm por analogia ao sinal de C-3 da unidade de chiro- 

inositol não subsituida por grupo metoxil ( cT 73,8) daquela substituida ( <f 82,08), 

conforme descrito por ANGYAL e ODIER(5).

O deslocamento químico do grupo O-metil tem sido explicado em termos das suas
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13Figura 20 -Espetros de C-nm.r.(75 MHz) dos ciclitois de sementes de Mimosa 

scabrella, em óxido de deutério (D2 0 ), 45°. A, pinitol; B, trigalactosil pinitol. . P e 

G correspondem ao pinitol e a galactose, respectivamente.



interações (remoção de elétrons) com um substituinte no carbono adjacente (efeito c* ) 

(4). Os valores dos deslocamentos químicos são diagnosticados pela orientação do grupo 

metoxil e seus substituintes vizinhos. A interação ocorre para os compostos D-3-O-metil- 

chiro inositol onde o sinal é encontrado a campo baixo J* 60,44 e 2-0- o( -D- 

galactopiranosil-D-4-O-metil-chiro inositol cf60,45, ambos citados na tabela IV.

Observa-se que o sinal do grupo O-metil para o trigalactosil pinitol foi deslocado 

para campo mais alto ( (T58.99), provavelmente pela proximidade da ligação glicosídica 

do tipo (l-*2), entre a unidade de galactose e pinitol, e o grupamento metoxil. Um sinal 

semelhante do grupo O-metil <f58,81 foi obtido para 5-0-c<-D-galactopiranosil-D-4-0- 

metil-mio-inositol isolado de sementes de Vigna angularis(206), que possue C-5 unido 

por ligação glicosídica e C-4 substituido com grupamento metil.

Conclue-se portanto que novo galactosil pinitol é um 0-<*-D- galactopiranosil 

(l-*6)- ÇK-D-galactopiranol-(l*6)-0-o( -D-galactopiranosil-(l+2)-D-3-0-metil-chiro-inositol 

uma forma homóloga da família dos <*-D-galactosil ciclitol(l 1,151,175). O isolamento e 

caracterização deste composto é um resultado inédito, apesar de sua existência ter sido 

sugerida em estudos de QUEMENER e BRILLOUET(151).

4.4. CARATERIZAÇÃO DA GALACTOMANANA

A galactomanana de sementes de Mimosa scabrella utilizada neste trabalho foi 

obtida a partir do método A de extração, após precipitação do extrato aquoso em etanol 

que forneceu uma fração polissacarídica com rendimento aproximado de 30%.

A estrutura da galactomanana de Mimosa scabrella foi determinada

préviamente(66) pelos métodos químicos de oxidação com periodato, metilação pela

sequência de métodos de HAWORTH(83), KUHN et alii(105) e HAKOMORI(82) e por 
13C-n.m.r.. Este biopolímero possue estrutura similar á maioria das galactomananas de 

sementes de leguminosas, porém é altamente substituída. Os resultados foram confirmados 

por análise em HPLC e metilação pela sequência de métodos de HAKOMORI(82) e 

PURDIE(90). A Tabela VI mostra a relação manose - galactose obtida por diferentes 

métodos.
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TABELA VI - COMPOSIÇÃO EM MONOSSACARÍDEOS A PARTIR DE 

GALACTOMANANA DE MIMOSA SCABRELLA.

Composição Método

Monossacarídica GLCa 13C-N.M .R.a HPLC METILAÇÃO

Manose 1,1 1,1 1,0 1,1

Galactose 1,0 1,0 1,0 1,0

a. Estabelecidos previamente por GANTER et alii(67)

A relação man: gal obtida para a galactomanana de Mimosa scabreiia ( 1 : 1 )  

é característica das espécies da Tribo Trifolieae como Trifolium p raten se (179) var 

montgomery (man : gal 1,15), Trifolium repens L.(91)(man:gal 1,0), Medicago 

sativa (40) v. wairau (man:gal 1,13) e da Tribo Loteae como Lotus 

pedunculatus(119) (man:gal 1,1) ambas da sub-família Faboideae, mas presente 

sempre com rendimento inferiores a 20%(1,48,91,179).

Poucas espécies da Tribo Mimoseae foram estudadas, entre elas a Desmanthus 

illinoensis(4S), Leucaena glauca(84) e a Leucaena leucocephela(41), cujas relações 

man:gal são 2,7:1, 1,3:1 e 1,5:1, respectivamente.

Este fato pode representar uma tendência da variação na relação de man:gal da 

sub-família(48), podendo ser utilizada como índice quimiotaxonômico.

McCLEARY et alii(121) verificaram que as galactomananas de sementes de 

leguminosas extraídas com água fria apresentavam um conteúdo em galactose sempre 

superior a 20%. Além disso verificaram que as galactomananas com relação de man:gal 

semelhantes requerem diferentes condições de extração, indicando que a eficiência das 

extrações não só depende do grau de substituição de galactose, mas também da sua 

distribuição ao longo da cadeia principal, tempo e etapas envolvidas na 

extração(47,48,120,157,158).

O rendimento de galactomanana na semente total de Mimosa scabreiia (30%), 

está entre as espécies de elevado teor como a Gleditsia amorphoides (20 - 30%),
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Ceratonia siliqua (1 0  - 4 0 % )  ambas pertencentes a sub-família

Caesalpinioideae(31,119) e Cyamopsis tetragonolobus (23 a 35%), da sub-família 

Faboideae(48). As duas últimas são as únicas espécies utilizadas para produção de 

galactomanana em larga escala. Convém ressaltar que nas espécies citadas acima, o 

rendimento refere-se ao endosperma isolado e no caso da galactomanana de Mimosa 

scabrella corresponde e semente total, o que a coloca como matéria prima em potencial 

à produção de galactomanana como alternativa nacional.

A metilação da galactomanana de Mimosa scabrella, pelos métodos de 

HAKOMORI(82) e PURDIE(90) originou após hidrólise, redução e acetilação somente 

três derivados que foram identificados por g.l.c.- m.s. (Tabela VII). A Tabela indica os 

derivados 2,3-di-0-metil-manose(46,3%) e 2,3,4,6-tetra-0-metil-galactose(46,2%) que 

correspondem as unidades de manose unidas por ligações glicosídicas (l-»*4), com 

ramificações laterais de unidades de galactose unidas por ligações glicosídicas (l-^6), 

respectivamente. Algumas unidades de manose não estão substituidas, o que pode ser 

comprovado pela presença do derivado 2,3,6-tri-0-metil-manose(6,5%). Como o derivado 

2,3,4-tri-O-metil-galactose não foi detectado, a hipótese da presença de pequena 

quantidade de substituição da çadeia principal de manana por galactobiose levantada 

anteriormente (66), fica inconsistente.

4.5. ANÁLISE DO COMPORTAMENTO REOLÓGICO 

DA GALACTOMANANA EM SOLUÇÃO

O comportamento reológico da galactomanana de Mimosa scabrella em solução 

como dos biopolímeros em geral é determinado por sua estrutura molecular(79). Esta 

afirmação, direcionou o estudo da relação entre a estrutura macromolecular e as 

propriedades físico-químicas em solução deste polissacarídeo.

No estudo do comportamento reológico do polímero de galactomanana de 

Mimosa scabrella , verificou-se inicialmente que este formava soluções viscosas em 

concentrações relativamente baixas. As medidas de viscosidade relativa das soluções de



q o q n
TABELA VII - ANÁLISE POR METILAÇÃO PELOS MÉTODOS DE HAKOMORI E PURDIE^ DA GALACTOMANANA DE MIMOSA 
SCABRELLA NA FORMA DE ACETATOS DE ALDITOIS PARCIALMENTE METILADOS.

Componente R trel.a M. s (m/z)*5 Mol%

2,3,4,6-Me^-Gal 7,82 59,71,75,87,101,117,129,145,161,173,205 48,2

2,3,6 - Me3 - Man 11,88 59,71,87,99,101,113,117,129,142,161,173,209,233 6,5

2,3 - Me2 - Man 16,17 58,71,85,101,111,117,127,142,161,187,201,231,261 46,3

a) g.l.c. em coluna Widebore SP 2380

b) g.l.c. ms. em coluna capilar de SP 2380

(Oo
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galactomanana de Mimosa scabrella após filtração em membranas (0,2 à 1,2 /un) estão 

representadas na Tabela VIII. A diminuição de viscosidade verificada após a filtração da 

solução sugere que o produto apresenta espécies agregadas em sua composição. Este 

fenômeno é observado na maioria dos polissacarídeos microbianos entre eles a 

xantana(ll 1,127,128).

TABELA VIII - VISCOSIDADE RELATIVA DA SOLUÇÃO DE GALACTOMANANA 

DE MIMOSA SCABRELLA

Velocidade de Viscosidade Relativa a

Cisalhamento Filtradas por membranas de

(s 1) sem filtrar 1,20/vn 0,80 ̂ m 0,45 0,20 yun

0,28 1,44 1,39 1,39 1,38 1,32

0,51 1,43 1,39 1,39 1,38 1,32

0,94 1,43 1,39 1.39 1.38 1.32

1,75 1,43 1,39 1,39 1,37 1,32

3,23 1,44 1,39 1,39 1,37 1,32

a. Solução aquosa de galactomanana de Mimosa scabrella a 0,45.10 3 g/ml.

A viscosidade intrínseca, [r^], da galactomanana de Mimosa scabrella a 25° foi 

de 900 ml/g e o valor da constante de HUGGINS,k ', foi de 0,47. Esta determinação foi
_3 _o

efetuada a partir de soluções diluidas (0,09.10 a 1,8.10 g/ml) onde as cadeias 

macromoleculares que compõe a galactomanana podem ser consideradas independentes 

umas das outras e encontram-se em regime Newtoniano, evitando assim a formação de 

agregados que poderiam interferir na dimensão da cadeia molecular e consequentemente 

nos valores da viscosidade intrínseca.

Geralmente a determinação de [ ] e k' é realizada através de viscosímetros

capilares, mas no caso da galactomanana de Mimosa scabrella não foi possível devido 

a orientação aleatória das macromoléculas em solução (entanglements) que conduziu a 

resultados poucos precisos, provavelmente devido a existência dos efeitos da velocidade
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de cisalhamento na faixa de massa molecular.

O valor de viscosidade intrínseca obtida é comparável com os de algumas 

galactomananas de outras espécies como Cyamopsis tetragonolobus(880 ml/g ; man:gal 

1,5:1,0) , Caesalpina spinosa (1120 ml/g ; man :gal 2,6:1,0) , Ceratonia siliqua 

(990 ml/g; man:gal 3,0:1,0) e Caesalpina puicherina (1110 ml/g ; man:gal 3,2:1,0).

Segundo DEA et alii(47) e McCLEARY(118) o conteúdo de galactose presente 

no polímero não infere nos valores da viscosidade intrínseca, pois não está relacionada 

com as dimensões da cadeia polimérica.

Após determinada a [ ] pela aplicação do método de caracterização do

biopolímero relacionando a propriedade hidrodinâmica da macromolécula em solução, 

partiu-se para a análise do comportamento de fluxo.

Soluções aquosas de materiais de baixo peso molecular, óleos e xaropes seguem 

a Lei de NEWTON (apresentada na página 30), onde as viscosidades não variam com a 

velocidade de cisalhamento. Em contraste as viscosidades das soluções polissacarídicas 

geralmente variam com a velocidade de cisalhamento(104,195).

Para verificar o comportamento de fluxo da solução de galactomanana de 

Mimosa scabreiia, foram determinadas as curvas de fluxo e sua dependência com a 

velocidade de cisalhamento em uma larga faixa de concentração (0,09 g/l à 50 g/l), como 

demonstrado na Figura 21.

Os valores mostrados na curva foram obtidos através da utilização dos dois
. -2

viscosímetros rotacionais com abrangência da velocidade de cisalhamento ( f )  de 10 à 

2000 s“1. Para concentrações do polissacarídeo inferiores a 3,6 g/l não foi observada 

dependência da viscosidade em relação a velocidade de cisalhamento em toda a faixa de 

f ,  sugerindo um comportamento Newtoniano para soluções diluidas de galactomanana de 

Mimosa scabreiia. Em concentrações elevadas (acima de 3,6 g/l) o comportamento das 

soluções de galactomanana tornam-se dependentes da velocidade de cisalhamento (shear 

thinning), caracterizado pela diminuição da viscosidade a partir do gradiente crítico (ftr ), 

definido previamente (página 34).
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A medida que a concentração aumenta observa-se um decréscimo no valor do 

gradiente crítico. Este decréscimo está de acordo com estudos desenvolvidos por 

KULLICKE e KNIEWSKE(lOó) , MILAS et alii(128) e MILAS e RINAUDO(126) onde 

sugerem que este fenômeno ocorre provavelmente pelo processo de alinhamento das 

cadeias poliméricas na direção do fluxo, diminuindo a resistência ao escoamento para as 

soluções de poliestireno e xantana, respectivamente.

Além disso a modificação na forma das moléculas, bem como o rompimento das 

interações intermoleculares causadas durante a aplicação da velocidade de cisalhamento 

podem ser outros fatores responsáveis pela formação do comportamento pseudoplástico.

A viscosidade específica, ^sp  varia com a concentração do polímero como 

observado nas curvas de fluxo (Figura 21), expressas através da Equação 2 (página 39). 

Diferentes tipos de representação foram propostas para descrever a Equação 2, a mais 

usual é a relação da viscosidade específica, em função do parâmetro de abrangência c 

[ir|], na forma logarítmica, como mostra a Figura 22 a. A Figura 22 b relaciona 

viscosidade específica em função da equação de HUGGINS modificada, [ n ] c  +  k' (c 

[r^])2

Esta última possue uma faixa linear de inclinação 1 que fornece por extrapolação 

à curva a, a concentração crítica c* [rj] de aproximadamente 2,6. Este ponto é atribuído 

a transição entre o regime diluido e o regime semi-diluido de acordo com o diagrama de 

concentração proposto por GRAESSLEY(76,78), onde as moléculas que compõe a solução 

de galactomanana iniciam o entrelaçamento polimérico como mostrado na Figura 7.

A mesma representação para todo o domínio de concentração, foi determinada 

para xantana(127), welana(25), gelana(180), succinoglicana(164), escleroglucana(164), 

conduzindo a uma concentração crítica de c* [rç] 1.

A concentração crítica de algumas soluções de galactomananas citadas na 

literatura(29,59,124,133) foram determinadas a partir da intersecção entre as duas partes 

lineares da curva log ^sp em função de log ctr|]- Através desta representação obtem-se 

uma única curva para a maioria dos hidrocoloides na forma randômica e os valores da 

concentração crítica, compreendem uma faixa entre 2,5 à 4(108,133), sendo que a
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Figura 22 - Viscosidade específica em função do parâmetro de abrangência, (a), c[j|], (b), 

c[tj] +  k '  (c[r|]), para soluções aquosas de galactomanana de Mimosa 

scabrella
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determinação de c * [ p r o p o s t a  para a galactomanana de Mimosa scabrella está de 

acordo com estes resultados.

Os valores de c*[y^] dos polímeros de dextranas, carragenanas e 

galactomananas(133) são significativamente superiores aos polissacarídeos microbianos 

com a xantana , welana, gelana e succinoglicana. Este fenômeno pode ser atribuído a 

maior rigidez apresentada pelos polissacarídeos microbianos que possuem comprimento de 

persistência(198) ( q=  comprimento de contorno da cadeia polimérica que persiste em 

uma dada direção) superior a 30 nm, enquanto que as galactomananas apresentam valores 

inferiores a lOnm conforme descrito por ROBINSON et alii(165).

O mesmo valor foi recentemente encontrado para polímeros flexíveis como 

poliestireno e poliestireno sulfonado(68), o que indica a possibilidade de uma cadeia 

polimérica flexível para galactomanana de Mimosa scabrella.

No entanto MORRIS et alii(133) em estudos da propriedade de fluxo de 

galactomanana atribuiu estes resultados a formação de interações específicas.

Observou-se que para valores de c [rj] maiores que 7 (Figura 21a) a dependência 

logarítmica da viscosidade específica em função de c [ r^] tornava-se linear com uma 

inclinação, S , de 4,2.

Este resultado é compatível com os observados para soluções de xantana(42,195), 

mas foi superior ao observado para algumas soluções polissacarídicas(58,133) que 

apresentaram valores de 3,3. A diferença pode ser atribuída a formação de emaranhados 

físicos.

A formação do segmento linear, S, (Figura 22 a) é característico do regime 

concentrado, onde a dimensão das cadeias entram em processo de diminuição até atingir 

uma conformação não perturbada pelo efeito do volume excluido . Na

condição 0 a dimensão da cadeia tornam-se independentes da concentração em polímero.

Baseado nos resultados experimentais (Figura 22 a) e de acordo, com o 

desenvolvimento limite estabelecido para soluções poliméricas (Equação 2/página 39) que 

compreende: as interações com as moléculas de solvente, as interações intramoleculares, 

as associações intermoleculares e os emaranhados poliméricos, foi possível obter a
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seguinte relação:

Tjjp ~ (c.Cq])4,2 ♦Equação 19

A relação estabelecida acima é proporcional a lei das forças presentes. Partindo- 

se do paramêtro de MARK-HOUWINK, a =  0,723 determinado por ROBINSON et 

alii(165) para galactomanana, foi possível desenvolver a relação abaixo:

■n . ~  c 4 M3’05 ♦ E q u a ç ã o 2 0Isp y —»o

Estes resultados estão de acordo com os valores assumidos para soluções 

poliméricas concentradas(lOó).

Ti .   ~  c 4 M3’5 ♦  Equação 21o ü

A mesma concordância em relação à soluções concentradas de galactomanana de 

Mimosa scabrella obtida com resultados experimentais foi verificada para os modêlos 

teóricos desenvolvidos por de GENNES(49,50) para polímeros lineares, relacionando a 

viscosidade ao comportamento viscoelástico:

T|~' M3c4 ♦  Equação 22

A literatura(49,208) sugere que estes valores são decorrentes da formação de 

emaranhados puros (entanglements) na ausência de interação hidrodinâmicas (polímero- 

solvente) e em condições 9 (página 38).

Ao comparar os valores de viscosidade específica obtidos para outras 

galactomananas em concentrações poliméricas de c [r^ ] acima de 7, verificou-se que a 

galactomanana de Mimosa scabrella possue ^sp mais baixa conforme demonstrado na 

Tabela IX. Esta característica é original para a galactomanana em estudo e pode ser 

atribuido ao alto grau de substituição por galactose, que impede a formação de interações 

intermoleculares, justificando uma menor viscosidade.



TABELA IX - PARÂMETROS VISCOSIMÉTRICOS PARA GALACTOMANANAS E POLISSACARlDEOS

Parametros
CO

C diaX onia
A t t íq u a

Cycmop&ÍA58 
teJyiaq  o noLubtu

- 133 CcH.atovua.
òtLLqua.

Polissacarídeos'*'^ CyamopòÁA^'*
teXÂxiQonolobuA

Alím oóa  
0C.abH.dLta,

'Z sp 6300 2200 2000 250 600 300

S 6,65 4,50 4,30 3,30 5,10 4,20

n -0,73 -0,70 -0,72 -0,72 -0,79 -0,65

Man/gal 4,00 2,00 3,85 - 1,56 1,10

£ : viscosidade específica para o parâmetro de abrangência, c [y^] = 10 ;

S : inclinação da variação logarítmica da ^ gp em relação a c  ;

n : inclinação limite da variação logarítmica da viscosidade em relação a velocidade de cisalhamento no domí­
nio viscoelástico;

man/gal: relação manose galactose.
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Foram realizadas medidas de dinâmica em soluções concentradas (1,8 a 50 g/l) 

de galactomanana de Mimosa scabrella com a finalidade de avaliar mais profundamente 

o domínio pseudoplástico ou viscoelástico e sobretudo obter as condições que determinam 

o comportamento elástico (sólido) ou líquido que caracterizam a presença ou ausência de 

interações intermoleculares. Observou-se que o comportamento viscoelástico não é 

significativamente alterado com o aumento de concentração.

Em estudos do comportamento viscoelástico de soluções de galactomanana de 

Cyamopsis tetragonolobus (man/gal 1,56), ROBINSON et alii(165) posteriormente 

RICHARDSON et alii(163) verificaram que este polímero apresentava carater líquido a 

baixas frequências (G" >  O*) e predominantemente sólido á altas frequências. Este 

comportamento indica um polímero de emaranhados ao acaso (random coil) e formação 

de uma rede emaranhada (entanglement) para soluções em concentrações acima do regime 

semi-diluido.

Uma comparação entre o módulo de cisalhamento dinâmico (G1 ) e o módulo de 

perda (G" ) da galactomanana de Cyamopsis tetragonofogus, obtidos nos trabalhos 

acima citados, e a galactomanana de Mimosa scabreila estão demonstrados na Figura 23.

Como a galactomanana de Cyamopsis tetragonolubus a altas frequências 

possue carater sólido e sua viscosidade intríseca é semelhante a da galactomanana de 

Mimosa scabrella ( 880 ml/g e 900 ml/g , respectivamente), os resultados obtidos na 

Figura 23 confirmam o caracter líquido da última mesmo em regime semi-diluido.

Acima do ponto de velocidade de cisalhamento crítico, , e concentração 

polimérica crítica, c*, (Figura 21 e 22), a galactomanana de Mimosa scabrella 

apresenta um comportamento viscoelástico. Nestas condições a viscosidade é dependente 

da Lei da Força que é dada por:
T |~ m n «► Equação 23

sendo a inclinação n função da concentração polimérica, como observado nas curvas de 

fluxo.



Figura 2 3  - Módulo de cisalhamento dinâmico G ’ ( A )  e módulo de perda G ”  ( k ) ,  a 252, em relação a frequên­
cia ( w ) para solução aquosa de de galactomanana de MímO-ód t>c.dbti<dULd. Comparação com solução a-
quosa de galactomanana de Cyamopb-L6 t& Ü iagcinolobuA, de acordo com ROBINSON et alii (i,0) e RI­
CHARDSON e ROS S-MURPHY (1,0)
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Experimentalmente a variação da inclinação n (Figura 24) obtida para diferentes 

concentrações de galactomanana foi relacionada em função de c [^] ficando caracterizado 

mais uma vez o fenômeno de pseudoplasticidade. Na Figura 24 foram incluidos os valores 

obtidos por SHARMAN et alii(179) para galactomananas de Lotus pedunculatus 

(man/gal 1,1); Glycine max (man/gal 1,4); Medicago sativa (man/gal 1,13); 

Trifolium pratense(man/gal 1,15), Sophora japonica (man/gal 5,12), Cyamopsis 

tetragonolubus (man/gal 1,75) e Ceratonia si/iqua(man/gdl 3,85). O aumento de n 

observado na Figura 24 a baixos valores de c [rj] é geralmente atribuído a diminuição das 

interações hidrodinâmicas quando a concentração polimérica aumenta . Este fenômeno 

torna-se mais sensível dentro do regime semi-diluido.

Para altas concentrações de galactomanana de Mimosa scabrella n tende a um 

valor limite de aproximadamente 0,65, estando de acordo com os valores reportados por 

SHARMAN et alii(179) e GANTER et alii(68) para galactomananas e poliestireno 

sulfonato de sódio, respectivamente, à valores de c[rj] abaixo de 30.

No entanto este resultado é inferior ao obtido por outros autores para 

galactomanana de Cyamopsis tetragonolobus e Ceratonia siiiqua conforme descrito 

na Tabela IX e para xantana(127).

GRAESSLEY(78) descreve que a polidispersão e flexibilidade da cadeia afetam 

os valores de n , tendendo a diminuir seu limite. As interações específicas tem efeito 

contrário, isto é elevam os valores limite de n. Logo estes resultados podem caracterizar 

as soluções de galactomanana de Mimosa scabrel/a, como uma amostra polidispersa com 

ausência de interações específicas (hiperentanglements). O resultado difere das proposições 

de MORRIS et alii(133) em estudos de propriedades de fluxo de galactomanana de 

Cyamopsis tetragonolobus e Ceratônica siiiqua, que são polímeros menos 

substituídos que a galactomanana de Mimosa scabrella.

Segundo RICHARDSON et alii(163) estas diferenças encontradas por MORRIS 

et alii(133) são dependentes da purificação e preparação das soluções.
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c t r j ]

Figura 24 - Expoente -n no regime não-Newtoniano em função da concentração 

polimérica expresso como parâmetro de abrangência para solução aquosa de 

galactomana de Mimosa scab rei ia (•) . Comparação com galactomananas de 

Lotus pedunculatus I (x ) ,  Glycine max (4-), Medicago sativa ( o ) ,  

Trifoiium pratense (r), Lotus pedunculatus II (v), Sophora japonica 

(a ), Cyamopsis tetragonolobus O ) , Ceratonia siiiqua (a ), poliestireno 

(...) e xantana (—).
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1. Os oligossacarídeos de sementes de Mimosa scabreHa foram obtidos por três métodos 

de extração, A,B e C com rendimentos de 7%,4% e 11%, respectivamente.

2. A extração aquosa direta (método C) apresentou uma distribuição relativa diferenciada 

com relação aos outros dois métodos (A e B), provavelmente pela ação de enzimas que 

atuaram durante o processo de extração em água a 4 o.

3. Para análise quantitativa e qualitativa dos componentes de baixo peso molecular de 

sementes de Mimosa scabrella foi escolhido o método B, com metanol-água, por se 

tratar de uma amostra representativa.

4. Os componentes de baixo peso molecular foram fracionados em coluna de Bio-Gel P2,

purificados por HPLC em colunas CHO-682, C-18 e Phenomenex e caracterizados por 
13FAB-m.s., C-n.m.r. e g.l.c.- m.s. como ajugose (0,1%), verbascose (0,8%), 

estaquiose (0,9%), rafinose (0,7%), sacarose (5,8%), mio-inositol (0,3%), pinitol 

(0,8%), alditois (0,4%), glucose (0,6%), galactose (0,3%) e frutose (0,3%).

5. A fração dp 4, que contém estaquiose, foi repurificada em colunas Phenomenex e 

CHO-682, indicando possuir mais um componente, que foi pela primeira vez 

caracterizado na literatura como trigalactosil pinitol, 0-c<-D-galactopiranosil-(1^6)-0-

o(-D-galactopiranosil-(1^6)-0-o(-D-galactopiranosil-(l-*2)-D-3-0-metil-chiro-inositol.

6. O resíduo de extração dos oligossacarídeos pelo método A, com H20  à 4o forneceu 

uma galactomanana com rendimento de v30% em relação ao peso total das sementes.

5. CONCLUSÕES
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7. A estrutura fina da galactomanana foi confirmada pelos métodos de metilação e C- 

n.m.r. como uma cadeia principal de D-manopiranose^-(t*4) altamente substituída em 

0-6 por unidades de o(-D-galactopiranose em proporções de 1,1:1, respectivamente.

8. A viscosidade intrínseca da galactomanana de Mimosa scabre/la a 25° é [r^] ~ 900 

ml/g e o valor da constante de HUGGINS, k '=  0,47.

9. Os resultados obtidos a partir da curva matriz demostraram que a galactomanana de 

Mimosa scabreiia em solução está na forma de emaranhados ao acaso (random coil).

10. A transição entre o regime diluído e semi-diluído para soluções de galactomanana de 

Mimosa scabreiia é em c*[r^]v2,6, similar aos polímeros flexíveis como poliestireno 

e poliestireno sulfonato.

11.0 biopolímero de sementes de Mimosa scabreiia apresenta soluções com 

comportamento que contrasta com outras galactomananas em dois aspectos: 

comportamento líquido mesmo em regiões semi-diluídas e viscosidade específica em 

regime viscoelástico menor. Estas diferenças de comportamento da galactomanana de 

Mimosa scabreiia são atribuídas a sua estrutura altamente ramificada.

12.0 conhecimento das propriedades reológicas da galactomanana (c*[r|], k', S, G* , G", 

n) que dependem da sua estrutura, possibilitam sua aplicação racional na melhoria da 

qualidade de produtos industrializados (alimentos, cosméticos, explosivos, 

farmacêutica). Assim a abundância dos bracatingais regionais e o interesse de 

reflorestamento planejado desta espécie, coloca-a como fonte de matéria prima para 

produção de espessante em grande escala.

13
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