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RESUMO

O guaranaPRaullinia cupana) é um fruto nativo da regido Amazonica, rico emdam
metilxantinas, compostos fendlicos e saponinas.iddeao seu elevado potencial
estimulante, seu extrato é utilizado principalmeme preparo de bebidas
carbonatadas. No presente trabalho foram obtide®ds extraidas das sementes do
guarana, utilizando-se diferentes solventes. Ilimmate as sementes foram
deslipidificadas com tolueno-etanol, tratado contamel-agua, obtendo-se a fragcao
GMW. Posteriormente, o amido das sementes foi ielktr@om dimetilsulfoxido,
obtendo-se as fragbes GD-I e GD-Il, que foram adak quanto ao comportamento
reologico em DMSO 90%. A fracdo GD-IlI apresentoscusidade aparente (Pa.s) e
modulo de armazenamento (G’) superiores aos eradwodrpara a fracdo GD-I,
caracterizando um comportamento de gel fraco nasetracdes superiores a 15%.
Além do amido, outras fracBes polissacaridicasnfoodtidas, utilizando-se agua e
solugcdes aquosas de NaOH. Uma fracéo péctica (JHW) foi isolada com agua
quente, purificada com enzimasamilase e amiloglucosidase, e ultrafiltracdo. ¥s
de analises quimicas e RMRE foi possivel identificar uma homogalacturonanen co
algumas insercOes de ramnogalacturonanas, contaas laterais compostas por
arabinose e galactose. O grupo de fragcbes hentsalak extraidas com solucao
alcalina foi separado em GHA e GHB por métodosreiftes de precipitacdo dos
polissacarideos. O grupo GHA era composto maj@itente pelos monossacarideos
Xyl e Glc e o grupo GHB por Glc, Xyl e Ara. Todas l@emiceluloses apresentaram
elevados percentuais de proteina. Uma xilana cdatedcido glucurdnico foi
purificada a partir da fracdo extraida com NaOH 2Mpregando-se cromatografia de
troca ibnica para remocdo das proteinas, tratamentimatico para remoc¢ao do
amido, e dialise. Testes de atividade antioxidéotem realizados com duas fracdes
de interesse, um extrato metanodlico (GMW) e umaéafsapéctica (GHW-IIET). O
extrato GMW mostrou elevado potencial antioxidataaio no ensaio de sequestro de
radical DPPH quanto de radical hidroxila (QHA fracdo GHW-IIET apresentou
maior atividade no ensaio de sequestro de radidabXila (OH) e somente quando
testada na maior concentracdo (10 mg/mL) apresectmsideravel atividade
sequestrante de radical DPPH. Os resultados obfielo®nstram que, as sementes de
guarana contém grande quantidade de amido (39ét), @ polissacarideos pécticos e
hemiceluloses, que podem ser obtidos apés remaz&ordponentes de menor massa
molar. Amidos com diferentes percentuais de amilé@@m obtidos exibindo
diferentes caracteristicas reologicas. A fracadermo componentes de menor massa
e uma fracao péctica exibiram atividade antioxieant

Palavras-chave: guarand, polissacarideos, reoltiyajade antioxidante



ABSTRACT

Guarana Raullinia cupana) is a native fruit from the Amazon region, richstarch,
methylxanthines, phenolic compounds and saponiesa@se of its high stimulant
potential, its extract is used primarily in the gaeation of carbonated beverages. In
the present study, fractions extracted from thedseaf guarana, using different
solvents were obtained. The lipids were removedftbe seed with toluene-ethanol
and then treated with methanol-water, yielding filaetion GMW. Subsequently, the
starch of the seeds was extracted with dimethybside, resulting in fractions GD-I
and GD-II, which were evaluated for the rheologioahavior in DMSO 90%. Fraction
GD-Il showed storage modulus (G') and apparentosgisg (Pa.s) higher than those
found for the GD-I fraction, showing a weak gelelikehavior at concentrations higher
than 15%. In addition to starch, other fractiongolysaccharide were obtained, using
water and aqueous NaOH. A pectic fraction (GHW-HxWas isolated with hot water
and purified by enzymatic treatment witkamylase and amyloglucosidase, and
ultrafiltration. Using chemical analysis andC-NMR was possible to identify a
homogalacturonans with some insertions of rhammrag@aonans, with side chains
containing galactose and arabinose. The fractidnisemicelluloses, extracted with
alkaline solutions, were fractionated in GHA and B5Hy different methods of
precipitation. The GHA group was composed mostlyrimnosaccharides Xyl and Glc
and GHB group by Glc, Xyl and Ara. All the hemiegdsic fractions showed high
percentages of protein. A xylan containing glucicacid was purified from fraction
obtained by 2M NaOH extraction, using ion-exchaoly@matography for removal of
the proteins, enzymatic treatment for removal tterch, and dialysis. Antioxidant
activities tests were performed with two fractioasnethanolic extract (GMW) and a
pectic fraction (GHW-IIET). GMW fraction showed higantioxidant activityin vitro

by the DPPH radical and hydroxyl (QHscavenging experiments. The GHW-IIET
fraction showed higher hydroxyl radical scavengaagjvity, and only when tested at
highest concentration (10 mg/mL) showed scavengintivity of DPPH radical.
According to the results, a part from starch (39%)arana seeds contain pectic
polysaccharides and hemicelluloses, which can lairedd after removal of lower
molecular weight compounds. Starches with diffeneatcentages of amylose were
obtained showing different rheological properti€lse fraction containing lower molar
mass compounds and a pectic fraction exhibitedadint activity.

Key-words: guarana, polysaccharides, rheologypaittant activities
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1 INTRODUCAO

A familia Sapindaceae abrange 2000 espécies digteb entre 140 a 150
géneros. Esta familia apresenta algumas espéciegdateecondmico, entre as quais se
destacam: Lichia Ltchi chinensis), Longan Dimocarpus longan) e o Guarana
(Paullinia cupana) (PELEGRINI et al., 2008; CLAUDINOet al., 2009), sendo este
altimo objeto de pesquisa do presente trabalho.

O guarana foi assim denominado pelos indigenasrida Maués que
descobriram o fruto antes mesmo da conquista ddinemte da americano. O
guaranazeiro € uma espécie tipicamente brasileBaas sementes sdo empregadas
principalmente na fabricacdo de bebidas carbonstaddem do interesse das
indUstrias de bebidas, as sementes sdo consunaiddemn na forma em po para
preparo de bebidas, capsulas ou comprimidos, setiipadas para aumentar a
capacidade fisica e cognitiva, devido ao elevadode cafeina (KURI, 2008).

Diversos trabalhos associam as propriedades madicilo guarand aos
compostos de baixa massa molar existentes, porédm,hd nenhum estudo que
descreva os polissacarideos presentes nestas senteste tema mostra-se promissor,
visto que em geral os polimeros de carboidratossysms diversas aplicacdes
industriais, (LIU et al., 2008; RAVI et al., 2008), podendo atuar como agentes
espessantes, gelificantes, emulsificantes (EL-NOKAISOINI, 1999; TONELI,
MURR; PARK, 2005), além de possuirem atividades nomioduladoras,
(SCHEPETKIN; QUINN, 2006; ROSARI@t al., 2008), antitumorais e antioxidantes
(YANG et al., 2006; NOAMANEet al., 2008; YEet al., 2008).

Devido ao interesse econdmico pelas sementes béeates investimentos na
cultura do guarand, e nos ultimos 5 anos o Goworiestado do Amazonas, a AmBev
e a Guarana Antartica aplicaram R$ 34 milhdes afigsionalizacdo do produtor rural
e desenvolvimento sustentavel da regido AmazoOiistima-se que até 2013 estes

investimentos alcancem a margem dos R$ 70 milhdes.
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O amido é encontrado como polissacarideo de resemgasementes do
guarana, acumulando-se na forma de granulos nplastma. Nenhuma informacéo a
respeito das propriedades fisico-quimicas e rewddgdeste polimero foi encontrada
na literatura.

Em relacdo aos polissacarideos presentes na peetdar das sementes do
guarana também nédo foram encontrados dados reuitar.

O guarana possui importante atividade antioxidaagsociada até o0 momento
aos compostos fendlicos presentes, porém nao &easalla se os polissacarideos
teriam ou ndo alguma influéncia sobre esta caiatiter. Por este motivo o potencial
antioxidante de uma fracdo polissacaridica foi stigado, bem como de um extrato
metanol:dgua das sementes do guarana.

Entre as linhas de pesquisa desenvolvidas pelooguag quimica de
carboidratos vegetais da Universidade Federal d@nBaestd a caracterizacao
estrutural de polissacarideos de sementes (PETKQ@\atl4l., 1998; PETKOWICZt
al., 2001; TEIXEIRA-SA et al., 2009). As propriedades fisico-quimicas dos
polimeros, como o comportamento reoldgico, tamb@&mgido abordadas pelo grupo
(BUSATO et al., 2009; KOOPet al., 2009). Assim, considerando a experiéncia do
grupo e a auséncia de dados a respeito dos bigyoknpresentes nas sementes do
guarana, neste trabalho este material foi analigadato a estrutura e propriedades de
seus polissacarideos.

As aplicagbes industriais bem como as atividadesloégicas dos
polissacarideos estdo correlacionadas com alguarasteristicas quimicas, fisico-
guimicas e estruturais, dentre as quais se destacammposicdo monossacaridica,
solubilidade, grau de ramificacdo e tipos de liggc@nvolvidas. Assim, torna-se
imprescindivel a elucidacéo da estrutura quimiga padirecionamento adequado na
utilizacdo destas biomoléculas. Deste modo, jostifirse os estudos visando a
elucidacdo da estrutura, caracteristicas fisicopais e atividade antioxidante dos

polissacarideos presentes nas sementes do guarana.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Isolar e caracterizar os polissacarideos de semetwePaullinia cupana
(guarand), estudar a estrutura, propriedades lieak@ atividade antioxidante das

fracOes de interesse.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Extrair os polissacarideos das sementeRaidlinia cupana (guarand) atraves
de extracdes sequenciais com dimetilsulfoxido (DMS30lucdes aquosas e alcalinas;
. Determinar a composi¢cdo monossacaridica, o eacdcar total e proteina das
fracOes obtidas;

. Avaliar a homogeneidade das fracGes através dmatografia de excluséo
estérica de alta pressédo (HPSEC);

. Purificar as fracBes de interesse através de atamrafia de troca ibnica,
sistemas de dialise e ultrafiltracéo;

. Analisar estruturalmente os polissacaridicas fipados, utilizando métodos
quimicos (metilacéo) e espectroscépicos (RMBle GC-MS);

. Avaliar o comportamento reolégico das fracGes aeido extraidas com
DMSO, através de andlises dindmico-oscilatoriast&ieas;

. Avaliar o potencial antioxidante das fracdesrderesse.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Paullinia cupana

Paullinia € um género pertencente a familia Sapindaceae,irpha@ 195
espécies distribuidas nos trépicos e subtrépicosriaamos. Dentre estas espécies,
pelo menos nove sdo provenientes do Brasil, indgtuiRaullinia cupana (Kunth)
variedade sorbilis [(Mart.) Ducke]. Esta espéciamativa da regido Amazobnica e
popularmente conhecida por guarana (ANGEL@l., 2008).

A variedade cultivada do guarana apresenta emanidn de altura e um
didmetro duas vezes superior. Crescendo em “tema’f, latossolo profundo e &cido,
0 guaranazeiro € uma trepadeira lenhosa, que lausiieecdo da luz disponivel na
parte superior da floresta. As inflorescéncias gamea se expandir no periodo menos
chuvoso, de maio a junho, sinalizando a época aladdio. Os frutos do guarana
apresentam coloracdo vermelha, com caracterist@psulares, contendo de uma a
trés sementes (ERICKSOdlal., 1984), como mostrado na Figura 1.

O maior interesse pelas sementes do guarana éndietria de bebidas
carbonatadas, principalmente pelo alto teor deimafesendo que 44% da producao
nacional é destinada a este setor. O restanteidddiventre laboratorios e industrias
de beneficiamento, extracao e fabricacdo de xanogesbebidas, restando 10,5% que
€ exportado na forma natura (KURI, 2008).

O cultivo do guarana é exclusivamente brasileiros @stados do Amazonas e
Bahia possuem a maior area plantada do fruto nas spectivas regides. Juntos,
estes dois estados produzem 2.558 toneladas denteedes guarana por ano (IBGE,
2006).
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FIGURA 1 - CACHO DE FRUTOS DE GUARANA, MOSTRANDO GRUTO
COM SUAS SEMENTES (PARDO-NEGRA) ENTRE A POLPA
(BRANCA) (A). SEMENTES ISOLADAS DE GUARANA (B)

2.1.1 Propriedades quimicas e medicinais das semdotguarana

O percentual de cafeina presente nas sementegsagdang varia de 3,2 a 7%,
sendo cerca de 6 vezes superior ao encontradenmentes do café (PAGLIARUSSI
et al., 2002). A cafeina é a substancia psicoativa m@isumida em todo o mundo,
sendo classificada entre os compostos com basegsgagr metiladas (metilxantinas),
estruturalmente identificada como 1,3,7-trimetibkaa (TFOUNI et al., 2007). Foi
isolada pela primeira vez das sementes de café & for Friedlieb Ferdinand
Runge (WALDVOGEL, 2003). Este alcaldide aumenta sia@o de alerta do
individuo, melhorando a capacidade cognitiva e sist@&ncia ao cansaco fisico
(KUSKOSKI et al., 2005).
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As metilxantinas ndo sdo 0s Unicos compostos nsgyeis pelas propriedades
terapéuticas do guarana. A atividade antioxidapte, exemplo, est4 associada as
elevadas concentracbes de compostos fendlicos, ctammos, e a atividade
antiinflamatoria a presenca de saponinas. A presdacteobromina e a teofilina nas
sementes do guarand justificam o efeito broncofgtatividade imunomodulatoria e
antiinflamatoria, além do melhoramento da circulaganguinea e do retardo no
envelhecimento precoce (KUSKOS#lal., 2005).

Diversas pesquisas sobre as propriedades medicdtaiguarana tém sido
realizadas, principalmente nas ultimas trés décddestre as atividades verificadas
destacam-se a inibicdo da agregacédo plaquetavidro e in vivo (BYDLOWSKI et
al., 1988; SUBBIAH; YUNKER, 2008), efeito protetormioa lesdo gastrica induzida
invivo por etanol e indometacina (CAMP@&al., 2003), acdes antigenotoxicavivo
(FUKUMASU et al., 2006), antibacteriana e antioxidamtevitro (BASILE et al.,
2005).

Espinolaet al. (1997) administraram oralmente em camundongoshosac
Swiss, uma suspensdo de 0,3 e 3,0 mg/mL do pé elmagnses de guarana e
verificaram que na menor concentracao houve um aionsggnificativo da capacidade
fisica, quando os animais foram submetidos a natioggada apos 100 e 200 dias de
tratamento. Os autores também avaliaram os efdidoguarana sobre a memdéria e
observaram reverséo parcial dos efeitos amnésichzidos por escopolamina. Estes
autores determinaram apenas a quantidade de tgii®@86), cafeina (2,1%), cinzas
(1,5%) e umidade (8,8%) das sementes do guarana.

Fukumastet al. (2008) trataram camundongos diariamente com gaage po
(2 mg/g) e no sétimo dia deste tratamento, céldéasnelanoma foram injetadas na
calda dos animais, por via intravenosa. Apos 2% datratamento, os animais foram
sacrificados e avaliados. Os resultados mostraraenag animais tratados com o
guarana apresentaram 68,6% de reducédo da areaatlanam aumento de 4,85 vezes
do indice apoptoético, quando comparados aos animaisgrupo controle sem
tratamento. Estes autores associam o0s resultadegrvados a catequinas,
epicatequinas, ent-epicatequinas, e procianidimaseptes nas sementes do guarana
(YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007).
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Além dos compostos ja citados e das atividadesogimds associadas, as
sementes do guarana possuem outras substanciaairglee ndo foram estudadas
guanto as suas propriedades medicinais, entre estas os cianolipidios (AVAT&
al., 2003; LAGOet al., 2000). Avatoet al. (2003) encontraram percentuais de
cianolipidios e acilglicerois, de 3% e 28%, respactente, em relacdo ao total de
lipidios presentes nas sementes. Os acidos graxedorpinantes dentre o0s
cianolipidios, lipidios derivados do aminoacidoci@a, foram cis-11-octadecendico,
cis-11-eicosandico, cis-13-eicosendico e acidocoléda entre os acilglicerdis, os
acidos graxos mais abundantes foram acido oléillcoctadecendico, acido
linoléico e cis-11-eicosandico. Os autores sugegam esta classe de lipidios esteja
presente somente entre as espécies da familiadaapae.

Dentre os carboidratos presentes nas sementesuatang foram descritos
apenas os conteudos de carboidratos totais (73886s (11%), amido (40%) e
acucares redutores (4,4%) (KURI, 2008), ndo semdordrados dados a respeito da
caracterizacdo dos polissacarideos presentes edepaelular. Quanto ao teor de
amido, h& controvérsias nos percentuais encontradaslo descritos valores entre 40
e até 60% (PAGLIARUSSHt al., 2002; BARRETO; RIBEIRO, 2005; KURI, 2008).

2.2 SEMENTES

A reproducao sexual das angiospermas e tambémirdasgpermas resulta na
formacdo da semente que é proveniente do 6vulitiZzedp. A semente contém um
embrido que consiste num eixo simples (radiculadditilo) no qual os cotilédones
sao ligados. Em muitas angiospermas o embrido marge madura é cercado pelo
endosperma (semente de mamona, por exemplo), eutestio pode estar mais
desenvolvido lateralmente, como nos cereais. O sggadma pode ser ausente nas
sementes maduras das angiospermas (ervilhas sigifiieaté apresentar-se reduzido a

poucas camadas da célula (alface, pepino, tonBit&)EK, 2001).
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O tegumento torna-se rigido e mais abundante rngipaxterna das sementes
(testa), formando um complexo de camadas celulaedureza é conferida pela
presenca de fibras lignificadas e a parede cehdale ser impregnada de cutina e
fendis (INGROUILLE, 2002).

Em algumas espécies de sementes ocorre armazepaseechémiceluloses no
interior da parede celular dos tecidos extra-emidnos de estocagem (endosperma
ou perisperma)NONOGAKI, 2009. Dentre os principais polissacarideos de reserva
de parede estocados pelas sementes estdo as m@ghac@vananas, galactomananas,
xiloglucanas e galactanas (BUCKERIDGE; DOS SANTOSE, 2000). Enzimas
responsaveis pela hidrolise destes polissacarid®yam unidades monossacaridicas
que sdo transportadas para o embrido, sendo eo$doritadas e convertidas a
sacarose, quando ha necessidade de suporte nanenetsc das mudas. A producao
excessiva de sacarose leva a sintese temporar@amd#d no cotilédone, que é
recrutado quando o conteudo de acguUcar esta redoazidélula. O amido, por sua vez,
€ o0 carboidrato de reserva mais comumente encontradcitoplasma de sementes
(NONOGAKI, 2008.

Poucos estudos relatam os polissacarideos exwsteateparede celular das
sementes da familia do guarana (Sapindaceae). Deir@kt al. (2001) estudaram a
estrutura e a composicdo quimica das diferenteadasnda casca de sementes de
Magonia pubescens, pertencente a esta familia. Foram encontradegipalmente
celulose, polissacarideos acidos, compostos fasdlitaninos e lignina. Estes
compostos foram detectados através de métodos deragio especificos,
empregando-se microscopia eletrénica de varredhistequimica, além de RMN de

solido.
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2.3 POLISSACARIDEOS DA PAREDE CELULAR VEGETAL

Os principais componentes presentes na paredarcekdetal sdo carboidratos,
embora proteinas e compostos fendlicos também mosser presentes. Existem dois
tipos de parede celular, primaria e secundariguas possuem composi¢cdes quimicas
e periodos de surgimento diferentes nas célulastaisg A parede celular primaria é
uma matriz extracelular flexivel que se deposit@uanto as células estdo se
expandindo. Quando a expansdo cessa, uma paradaer cetcundaria € por vezes
estabelecida no interior da parede primaria, talosm mais resistente. Entre as
paredes celulares primarias das células vizinhigs ae¢éamela média, que € rica em
pectinas (COSGROVE, 2005).

Entre os polissacarideos da parede celular prinre@wéantram-se a celulose, as
hemiceluloses e as pectinas. A celulose, polimigida e linear de glucose liga@ia
(1—4), compreende aproximadamente 30-60% da parediaicdhs gimnospermas e
aproximadamente 60-65% da parede celular das gegimas (BeMILLER, 2001b).
As hemiceluloses sao polissacarideos fisicamestesios com a celulose, contendo
uma cadeia principal de glucose, xilose ou manasaymalmente contendo
ramificacdes com arabinose, xilose, galactose, skicou &cido glucurénico
(BeMILLER, 2001a; FRY, 2001). Estes polissacaridemsespondem de 15-35% da
parede celular, embora o percentual possa excdifér @m algumas espécies de
angiospermas (BeMILLER, 2001b).

A Figura 2 representa a estrutura da parede cqdtitaéria do tipo I. A rede de
microfibrilas de celulose interconectadas com asiteluloses estd embebida numa
matriz de polissacarideos carregados negativamelgepminados pectinas, que
correspondem 1 a 4% da parede celular (DAVIES, RO®E microfibrilas de celulose
sdo sintetizadas por grandes complexos hexaméneosnembrana plasmatica,
enquanto hemiceluloses e pectinas, que compdem tez nplissacaridica, sdo
sintetizadas no aparato de Golgi, sendo depositadasuperficie da parede por
vesiculas. Na maioria das espécies (dicotiledorealumas monocotileddneas-nao

comelindides) a principal hemicelulose € a xiloghg, caracterizando assim a parede
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celular priméaria do tipo I, enquanto que arabiremdls e outras hemiceluloses sao
encontradas em menores quantidades. As monocatdadécomelindides possuem
parede celular do tipo Il, que apresenta em suaposigio celulose interligada
principalmente com glucuronoarabinoxilanas ao inmk@xiloglucanas (COSGROVE,
2005; CARPITA; GD-IBEAUT, 1993; BeMILLER, 2001a).

Citoplasma j= /
Aparato de Golgi g =" i*_
esiculas i
J

> 0000 ‘/ . ./

Membrana plasmatica

Complexo de sintese de
celulose

= Calulose Principais dominios pécticos
Principais hemiceluloses Rhamnogalacturonana |

— Xiloglucana M HOMogalacturonana
— " Arabinoxilana  «AfeAaRfes Alogalacturonana

--< Arabinana

@» Rhamnogalacturonana |l

FIGURA 2 - ESTRUTURA DA PAREDE CELULAR VEGETAL PRIMRIA DO
TIPO |
FONTE: Adaptado de Cosgrove (2005)

A parede celular secundaria apresenta celuloseicbkioses e lignina como
componentes majoritarios. Neste tipo de pareddareds hemiceluloses formam uma
rede juntamente com a celulose e desta forma imdigie mantém associada atraves de
ligacbes cruzadas, tornando esta estrutura mada rgghidrofobica. As hemiceluloses

presentes na parede celular secundaria sdo asaxilanas glucomananas. Nas
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angiospermas ha predominio de xilanas, enquantg@irmgospermas apresentam

principalmente galactoglucomananas (ZHONG,; YE, 2009

2.3.1 Pectinas

As pectinas sdo estruturalmente e funcionalmentgalssacarideos mais
complexos presentes na parede celular vegetal.nipesdam funcdes relacionadas
com crescimento, morfologia, desenvolvimento, agdleséxpansao, porosidade,
sinalizacéo e respostas de defesa contra pato@gaisSNEN, 2008). Na industria de
alimentos e cosméticos as pectinas séo utilizadas @elificantes e estabilizantes,
além de apresentarem efeitos positivos sobre a&daidana (WILLATSet al., 2006),
incluindo a reducéo dos niveis de colesterol, glacsérica, prevencdo ao cancer e
estimulacdo da resposta imune. Além destas apbsacéis pectinas vém sendo
utilizadas na producéo de biomateriais, filmessaws, plastificantes e sistemas de
liberacdo controlada de farmacos (MOHNEN, 2008).

As pectinas pertencem a uma familia de polissa@asidcidos, ricos em acido
galacturonicod-D-GalpA), incluindo homogalacturonanas (HG), ramnogalagtanas
I (RG-I), ramnogalacturonanas Il (RG-Il), xilogalamnanas (XGA) e
apiogalacturonanas (MOHNEN, 2008).

As homogalacturonanas séo constituidas de uniddeesbd-GalpA (1—4).
Estas unidades podem estar metil-esterificadas-&nb€m comd-acetiladas en®-

2 ouO-3 (CAFFALL; MOHNEN, 2009).

Nas pectinas a propor¢cao de grupos metil-éstereseptes no C-6 do acido
galacturénico, usualmente representada pelo graestdeificacdo (DE), influenciam
na sua utilizacdo comercial. Dependendo do graariBshcdo, as pectinas séo
divididas em dois grupos, pectinas com alto grauestrificacdo, com um DE
superior a 50%, e pectinas com baixo grau de #sgg@o, com um DE inferior a 50%
(MORRISON, 2001).
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A formacdo do gel em pectinas com alto grau deribségdo ocorre por
ligacbes cruzadas das homogalacturonanas, atra@épodtes de hidrogénio e
interacBes hidrofébicas entre os grupos metoxitéhas promovidos por pH baixo e
alta concentracdo de aclucar. Em pectinas com bgtao de esterificacdo, ions
divalentes como o calcio interagem com grupos cdlibos livres (C-6) formando um
complexo entre duas cadeias (WILLA®Sl., 2006). Um alto grau de esterificacéo €
de consideravel importancia na industria de aliogntisto que o processamento de
frutas na fabricacdo de geléias requer baixo pHtas @oncentracbes de sacarose
(O'NEILL; DARVILL; ALBERSHEIM, 2001).

Ramnogalacturonanas do tipo | (RG-I) apresentamsean composi¢cao uma
cadeia principal de unidades repetitivas de 4) a-D-GalpA (1—2) o-.-Rhap (1—],.
Esta estrutura, quando isolada de sementes, atgesenmajoritariamente nao
ramificada, ja quando isolada de parede celularpxapadamente metade das
unidades de ramnose estdo substituidos. As sup3&tuestido presentes no C-4 da
ramnose e geralmente sdo compostas-e—5)-L-arabinanaf-(1—4)-b-galactana, e
arabinogalactanas, ocorrendo variacbes no grau ulbstitslicdo destas cadeias
(CAFFALL; MOHNEN, 2009). Outras unidades glicos@kcpodem estar presentes,
incluindo a-L-fucose, acidg-p-glucurdnico, acido £-metil--b-glucurénico e acidos
fendlicos como o &cido ferulico. As RG-I podem aprdgar cadeias laterais, com mais
de 20 unidades, ou até mesmo com uma simples unigkebsidica. (O’'NEILL;
DARVILL; ALBERSHEIM, 2001).

Nas xilogalacturonanas, apiogalacturonanas e raatactgronanas do tipo Il
(RG-II) a cadeia principal € composta de acidoaaténico ligadox (1—4) e 0 que
as tornam diferentes séo seus substituintes. Agatdcturonanas sao substituidas em
O-3 por B-D-xilose. Esta unidade pode ligar-se a outra unidbdexilose através de
ligacdo B (1—2) (CAFFALL; MOHNEN, 2009). As apiogalacturonanasos
substituidas enD-2 na cadeia principal e estdo ligadas a uma ueidad a um
dissacarideo de apiose-g-Apif (1—3) B-D-Apif (1—] (O'NEILL; DARVILL;
ALBERSHEIM, 2001). As RG-Il possuem estruturas rakate complexas.
Apresentam como seus substituintes oligossacari@usndo 12 tipos diferentes de

acucares, dentre eles os mais raros: apioSentil xilose, 20-metil fucose, acido
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acérico (3-C-carboxi-5-deoxixilose), Dha (acido 3-deoxilixo-2-heptulosarico) e
Kdo (4cido 2-ceto-3-deoxi-mano-octulosdnico). As cadeias de RG-II formam
dimeros através de ligacbes ésteres entre as esidhix apiose e 0 elemento Boro
(ISHII; MATSUNUGA, 1996).

2.3.2 Hemiceluloses

As hemiceluloses sdo frequentemente descritas coofioneros de parede
celular solaveis em solucdes alcalinas. Sao coitis de unidades de glucose, xilose
ou manose piranosidicgs(1—4) ligadas, comO-4 na posicdo equatorial. Estas
caracteristicas imprimem numa conformacao semahama celulose, o que resulta
na tendéncia a formacao de pontes de hidrogénice exdtas duas estruturas
(CAFFALL; MOHNEN, 2009).

As xilanas sdo uma classe de polissacarideosokgaor unidades de xiloge
(1—4), podendo conter ramificagbes com outros aclUcaseado denominadas
heteroxilanas, ou serem lineares como as homosilahanaioria das heteroxilanas
sao substituidas e@-2 ouO-3, geralmente se apresentam carrerabinep-xilanas,
D-glucuroneb-xilana ou D-glucuronaL-arabined-xilanas. Dependendo da fonte
vegetal estas estruturas podem representar de 730%a da matéria organica
(MORRISON, 2001). Algumas unidades de arabinoseemodpresentar ferulato
esterificado enO-5. Dependendo da fonte as unidades de xilose daca@rincipal
podem exibir grupamentos acetil @2 ouO-3 (FRY, 2001).

As xiloglucanas séao polissacarideos constituigoamda cadeia principal e
D-Glcp (1—4) ligadas, substituidas e@-6 por a-D-Xylp. As unidades de xilose
podem estar substituidas e@2 por B-D-Galp, e estas por sua vez podem ser
substituidas pos-L.-Fug em O-2. As xiloglucanas correspondem em média a 25% da
parede celular primaria das dicotiledéneas (MORRISZDO01).

O grupo das mananas inclui galactomananas e gglacbmananas

constituidas por uma cadeia principalfde-Manp-(1—4), substituida en®-6 por a-
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D-Galp, no caso de uma galactomanana. Ja para galaadtaggmenas a cadeia
principal apresenta-se intercalada conf-p-Glcp-(1—4) (MORRISON, 2001;
CAFFALL; MOHNEN, 2009).

2.3 REOLOGIA

A reologia pode ser definida como a ciéncia damedgéo e do escoamento da
matéria, ou seja, € 0 estudo da maneira, segurgltalaos materiais respondem a
aplicacdo de uma determinada tensdo ou deformda@bNELLI; MURR e PARK,
2005).

A reologia classica considera o comportamento ale sistemas: um solido
elastico e o um liquido viscoso. O solido elastécom material com forma definida,
que ao ser deformado por uma tenséo externa, deatoertos limites, ira retornar a
sua forma original apés remocao destas forcaslig@ido viscoso ndo apresenta uma
forma definida e ir4 escoar, irreversivelmente, caplicacdo de uma forca externa
(STANLEY; GOFF; SMITH, 1996).

Os fluidos ideais seguem a Lei de Newton e s&o abamfluidos newtonianos.
Neste caso @ensdo de cisalhamento geradalietamente proporcional a taxa de
cisalhamento e a resisténcia que o fluido oferecesaoamento € caracterizada como
a sua viscosidade. Neste caso a tenséao de cisaittafneé igual a viscosidade)

multiplicado pela taxa de cisalhamenth (

1(Pa) = n(Pas). 7 (s

Os fluidos nao-newtonianos sao definidos como &gueluja viscosidade
depende da taxa de cisalhamento, dentre eles dest os fluidos dilatantes,
plasticos e pseudoplasticos, (SCHRAMM, 2006).

Diversas substancias como emulsdes, suspensfesisparsées de alta

importancia técnica ou comercial pertencem ao grp® fluidos pseudoplasticos.
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Estes se caracterizam pela diminuicdo na viscosidpdrente com 0 aumento da taxa
de cisalhamento. Em repouso, as particulas ouasagdeliméricas mantém uma ordem
interna irregular, caracterizadas por uma considé¢n@sisténcia interna ao fluxo, ou
seja, uma alta viscosidade. Com o aumento das texassalhamento a viscosidade
diminui devido a mudanca de orientacéo e alinhaonéas particulas ou moléculas em
direcdo ao fluxo. Este fato se deve ao rompimemoagregados e entrelacados
moleculares, que por sua vez permitirdo um esco@maais rapido (SCHRAMM,
2006).

Fluidos viscoelasticos nao-newtonianos apresentanto propriedades de
fluidos (viscosas) quanto de solidos (elasticagyaRavaliar solucfes poliméricas é
necessario verificar o comportamento reoldgico stermas dinamicos onde a amostra
€ submetida a tens@es oscilatdrias. O caraterlidi® ®6de liquido é verificado através
dos valores de G (médulo de armazenamento) e Gd{mo de perda),
respectivamente. Estes modulos sédo expressos @al Fag), onde G’ significa que a
energia de tensdo é temporariamente armazenadatelwateste, porém pode ser
recuperada posteriormente, e G” indica que a emergada para iniciar o fluxo é
irreversivelmente perdida, sendo transformada enior cade cisalhamento
(SCHRAMM, 2006).

Se uma substancia for puramente viscosa seu méd@utymazenamento (G’)
sera igual a zero, e se ela for puramente elésticanodulo de perda (G”) sera igual a
zero. Porém a maioria das substancias apresentddalondas duas componentes.
(SCHRAMM, 2006).

Polissacarideos normalmente sdo 6timos espessagtemndo dissolvidos num
solvente adequado aumentam a viscosidade da solag&ocaracteristica depende da
concentracdo do polimero, massa molar, falta debflelade, temperatura, taxa de
cisalhamento adotada, bem como peculiares do gelyRINAUDO, 2005).

Devido a elevada massa molar do amido, a baixabiidade em agua e
também a sua tendéncia para formacéo de agregddosias propriedades funcionais
sao de dificil avaliacdo em solucdo aquosa (CHAMBAIRI; RAO, 1999). Por este
motivo o comportamento reolégico do amido tem sideestigado empregando
DMSO como solvente (CHAMBERLAIN; RAO, 1999; DE VASOICELOS;
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PEREIRA; FONSECA, 2001; SHON; LIN; YOO, 2005). Afluéncia de alguns
parametros como inchamento ou retrogradacao s&onfente reduzidos quando o
amido é solubilizado em DMSO ou solu¢des aquosasndsmo (COOREMAN,
RENSBURG; DELCOUR, 1995).

2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE POLISSACARIDEOS

Espécies reativas de oxigénio sdo produzidas suttigfies celulares normais e
desempenham fung¢des importantes, como por exemaplainalizacdo celular, em
resposta imunoldgica, além de terem um papel eiséeme morte celular. Porém,
quando presentes em altas concentracoes, estasesspgativas de oxigénio podem
danificar proteinas, carboidratos e lipideos cedslaou formarem adutos de DNA que
por sua vez podem promover atividade carcinogéAisaspécies reativas de oxigénio
mais comuns sdo peréxido de hidrogénigd), anion superéxido () e radical
hidroxila (OH) (KARDOSOVA; MACHOVA, 2006; SEIFRIEDet al., 2007).

O radical hidroxila (OF é considerado uma das espécies mais reativas devido
a sua instabilidade quimica. Este radical esta leisono processo de iniciacdo da
peroxidacdo lipidica das membranas biolégicas, bemo na oxidacdo e danos as
proteinas, ao DNA nuclear e mitocondrial. Carbdambae os acidos ribonucléicos
(RNA) também sado alvos do radical OHEste radical participa da origem ou
agravamento de mudltiplas doencas e patologias hasnatentre as quais estdo o
cancer, desordens neuroldgicas, doencas cronilzonatorias, aterosclerose, infarto
de miocéardio, doencas relacionadas a sobrecargterde até mesmo na fadiga
muscular em exercicio atenuante. Além disso, @ahdH esta envolvido também no
processo de envelhecimento natural provocado pElmalo de danos no DNA e nas
proteinas celulares (HERMES-LIMA, 2004).

A reacdo do bD, com Fé*, conhecida como reacdo de Fenton, gera radical
OH'. Henry J. H. Fenton nunca mencionou a formacdoadaal OH, mas foi ele
quem em 1894 descobriu o forte poder oxidante daunai de Fg + H,0,. Em 1934
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Haber e Weiss propuseram que o radical €8 formado através da reacdo do anion
superéxido com peroxido de hidrogénio na presemcéedo. Nesta reacdo o anion
superoxido reduz o Fee desta forma ha geracdo dé'leeoxigénio. Para a reacdo de
Fenton continuar o Béprecisa ser convertido em ¥@or agentes redutores como o
anion superéxido e o ascorbato (HERMES-LIMA, 2004 equacdes seguintes

exemplificam as reacdes descritas.

Fe*+ H,0, —» FE€" +OH + OH
O, +Fe" - F&€ '+ O,

H202+ 02.-—> 02 + OH + OH

O uso de antioxidantes pode reduzir a formacacequestrar os radicais livres
gerados na reacdo de Fenton @Dhl., 2006). A finalidade de um antioxidante em
condicdes fisiologicas € prevenir que 0 excessespécies reativas de oxigénio atinja
os alvos onde os danos celulares possam ocorratreDes antioxidantes existentes
nos sistemas bioldgicos, as enzimas celulares tiginéa peroxidase, catalase e
superéxido dismutase compdem os principais sistafaagefesas contra os radicais
livres (DJORDJEME, 2004). Além disso, algumas vitaminas (E e C),amdrs, fibras
e compostos fitoquimicos presentes nos alimeneserdpenham importantes funcdes
relacionadas as defesas antioxidantes (BLAGA., 2010).

A atividade antioxidante de metabdlitos secundadiesvados de plantas, tais
como compostos fendlicos, glicosinolatos e carotlsdsdo amplamente descritas
(LAKO et al., 2007; MAJHENC; SKERGET; KNEZ, 2007; VIGt al., 2009), porém
nos ultimos anos, pesquisas envolvendo polissammidambém tém despertado
interesse dos pesquisadores (YAN@& al., 2006; YANG et al., 2008;
CHATTOPADHYAY et al., 2010; LUOet al., 2010).

O mecanismo pelo qual os polissacarideos teriavidatie antioxidante ainda
nao é bem esclarecido. Alguns autores sugeremsgag macromoléculas podem doar
atomos de hidrogénio, e estes ao se combinaremradicais livres formariam um

radical mais estavel, interrompendo a reacdo. Ouasibilidade é que o0s
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polissacarideos podem se combinar com elementess@@s para a reacao radicalar,
encerrando a reacao (CHEN; ZHANG; XIE, 2005).

Para o OHexistem dois tipos de mecanismos antioxidantes.deles suprime
a geracdo do radical, e o outro remove os radigaiados. No primeiro caso, a
atividade antioxidante pode estar associada a exoplformados com ions metalicos,
impedindo a reacdo destes com o0 peroxido de hidrog@§ue consequientemente
dariam origem aos radicais Optla reacdo de Fenton (UEDshal., 1996). Alguns
autores acreditam que a atividade antioxidante dbssacarideos pode estar
relacionada com a capacidade destas moléculageuelarro, impedindo assim que a
reacao de Fenton ocorra (Qlal., 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

O p6 das sementes de guaraRaullinia cupana) (n° lote - 8656A8) foi
fornecido pela empresa HERBARIUM LABORATORIO BOTAGID LTDA.

3.2 PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO

3.2.1 Deslipidificacéo e inativacdo enzimatica

O po6 do guarana (450 g) foi deslipidificado emralbep Soxhlet usando uma
mistura de tolueno:etanol (2:1), até a remocad t#gporcdo apolar (~8 dias). Para
inativacdo enzimatica a amostra (396,1 g) foi ttateom metanol-agua 4:1 (v/v) por
20 minutos sob refluxo.

3.2.2 Extragdo com DMSO

Apos deslipidificacdo e inativacdo enzimatica dodad guarana, o material
(373,6 g) foi submetido a duas extragfes sequenctan DMSO (24 h e 120 h). As
extracdes foram realizadas utilizando-se gnaker com agitac&o circular (120 rpm).
ApoOs cada extracdo o material foi centrifugado, se eatratos resultantes foram
precipitados com trés volumes de etanol 96%, peeoerdo sob refrigeragéo por 24
horas. Posteriormente, o0s polissacarideos predgataforam separados por

centrifugacédo (12.500 g, 20 min), e entdo lavadoa etanol 96% (3x) e secos em
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estufa a vacuo a temperatura ambiente, geranda@®ts GD-| (extracdo de 24 h) e
GD-Il (extragao de 120 h).

O residuo das extragdes com DMSO foi lavado cona adguias vezes para
remocdo do DMSO, e a porcao extraida foi sepa@iaentrada e precipitada como
ja descrito para as outras duas fracbes. A fraedoltante deste procedimento foi
chamada de GD-Ill. A nomenclatura das fracdes tdeira inicial do guarana e do

solvente (DMSO). Os numeros romanos indicam a sexgi@m que foi extraido.

3.2.3 ExtragOes aquosas

Com o residuo da extracao feita com DMSO foramizadhs duas extracoes
aquosas sequenciais a 25 °C, sob agitacdo megioridahoras, obtendo-se as fracdes
GW-I e GW-Il. Com o residuo da extracdo aquosarasutuas extracfes foram
realizadas a 90 °C por 4 horas, com a finalidadeedebter fracbes pécticas, dando
origem as fracdoes GHW-I e GHW-II. Os extratos aididoram concentrados e
adicionados a trés volumes de etanol 96%, sendm enantidos sob refrigeracdo por
24 horas, seguidos de centrifugacéo (12.500 g,i2 Ms precipitados obtidos foram
lavados com etanol 96% e secos em estufa a vamroperatura ambiente. Para estas
fracOes a letra “W” indica o solvente empregadaiér) e a letra “H” a condicadft).

Os nameros romanos indicam a sequéncia em qugtfaido.

3.2.4 ExtracOes alcalinas

O residuo da extracdo aquosa a quente foi utilizadm obtencdo das
hemiceluloses A e B, com diferentes concentrac@e8lchli, na presenca de NaBH
(PETKOWICZet al., 1998). Inicialmente o material foi extraido seqctialmente (2x)

com uma solucado de NaOH 2M, por 4 horas, em sistdnagitacdo mecanica. O
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mesmo procedimento foi repetido com o residuo dedtacdo, porém empregando-se
NaOH 4M. Os extratos alcalinos foram neutralizados acido acético e o material
precipitado nestas condic6es foi separado poritegacao (12.500 g, 20 min), lavado
com etanol 96% (3x), seco em estufa a vacuo, endi@aoclo de hemicelulose A. Ja o
sobrenadante resultante deste procedimento foi eotrado, dialisado e entdo
precipitado com etanol 96% (3 volumes). O matepiacipitado foi separado por
centrifugagao (12.500 g, 20 min), lavado com etado (3x), seco em estufa a
vacuo, sendo entdo denominado de hemicelulose rB. i@entificacdo destas fracdes
utilizou-se as letras “GHA” para hemicelulose A 8HB” para hemicelulose B,
seguido dos numeros 2 ou 4 que indicam a concéwotrde alcali empregada (2 ou
4M). Desta forma foram obtidas as fracbes GHA2HAR-II, GHB2-I, GHB2-II,
GHA4-I, GHA4-1l, GHB4-1 e GHBA4-Il. O residuo fingffinal residue) obtido apés
extracdes alcalinas foi entdo denominado de FRG ¢}6

A Figura 3 apresenta o fluxograma de extracdo @amsestes do guarana,

descritos nos itens 3.2.1 a 3.2.4, com seus regpgcendimentos.

Sobrenadante
450 g de semente

d . i Ajuste até pH 5-6
e guarana em pé

Concentrado, dialisado e

U Deslipidificagdo com tolueno:etanol (2:1) S
precipitado com etanol

Q,
(10%) Residuo (3 volumes)
3 Inativagdo enzimatica commetanol:agua(4:1)
G (1534 e
EXTRACAO COM DMSO L EXTRACOES AQUOSAS > EXTRACOES ALCALINAS L) FRG (~60 g)
@500 an @ 500 rpm, 4h, T | |
. Ry Temp. ambiente
Agitagdo em Shaker Temp. ambiente (2x) NaOH 2M + NaBH4(2x)
(120 rpm) Temp. ambiente g !
_— 3 GW -1 (0,6g) GHA2-1(6,1g) GHB2-1(2,7g)
- GD-I (108 g) GW -11{0,2 g) GHA2-11(8,2g) GHB2-1l(4g)
120 h - GD-II (60,2 g) !
3 J
. 90°C (2x) NaOH4M + NaBH4 (2x)
Sucessivas lavagens 3 ﬂ'
com agua destilada GHA4-1(4,7g) GHBA-I (2,3 g)
4 GHW -1 (4 ¢) GHA4-11 (7,2g) GHBA-II (1,4g)

D111 (7,5 ) GHW -1l (2,4 g)

FIGURA 3 - FLUXOGRAMA DE EXTRACAO DAS SEMENTES DE GARANA
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3.3 FRACIONAMENTO E PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos extraidos com agua quente easodicalina de NaOH 2M
foram selecionados para purificacdo, com a findkdde se obter fracdes de pectina e
hemicelulose, respectivamente. O fluxograma darkiguapresenta os rendimentos e
a estratégia experimental empregada para a pwgéficdas fracdes GHW-I, GHW-II,
GHA2-I e GHA2-II, que seréo posteriormente dessntas itens 3.3.1 até 3.3.2.6.

3.3.1 Fracionamento e purificacéo das fracOes iegisacom agua quente

3.3.1.1 Remocéao do amido

As fragbes GHW-I (2,62 g/262 mL) e GHW-II (1,9 glifL) foram tratadas
com as enzimas amiloglucosidase (0,4 mL) (MEGAZY ME)}amilase termoestavel
(0,2 mL) (SIGMA), para remocao do amido remaneseitmistura permaneceu sob
baixa agitacdo a 40 °C, pH 4,5, conforme indicag@® fabricantes. A digestao foi
controlada pelo teste de lugol, até que este amess®e resultado negativo. Em
seguida a mistura foi submetida a fervura por In, para promover desnaturacédo das
enzimas, sendo posteriormente centrifugada (12¢0Q0 min), descartando-se o
precipitado. O sobrenadante foi dialisado para gé&modos produtos da hidrélise
enzimatica (24 h), liofilizado e as fracdes geraftgam denominadas GHW-IET e

GHW-IIET, de acordo com o tratamento recebidgmzymatic treatment”.
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PURIFICAO- FRACOES EXTRAIDAS

COM AGUA QUENTE
[ |
GHW-I GHWH-II
(2,62 g deamostra) (1,9 g de amostra)
Tratamento comenzimas
pararemocdo do amido
GHW-IET GHWIIET
(610 mg) ! (530mg) i

(75 mg de amostra)

Ultrafiltragdo (0,1 um) l

GHWH-IIETR || GHWH-IIETF
(33 mg) (35 mg)

PURIFICACAO- FRACOES EXTRAIDAS

COM SOLUGCAO ALCALINA 2M

GHA2-I GHA2-1
(6 g de amostra) (6,8 g de amostra)
Fracionamento por
‘ geloe degelo ‘
Fehling 4m | GHA2-1 (5,9 g) GHAZ2IIP (1,55 g)

GHA2-IIS (5 g)

. Metodologias para remocio dep
Fracionamento por l proteinas da fragio GHAZ2-1IS

(1,5 g de amostra)

coluna de trocaidnica

GHA2IW (502,4 mg)  mimp | GHA2-IW

: GHA2-INaCl (167 mg) { (270 mgde amostra)
GHA2-10,5NaOH (541 mg) i Tratamento com enzimas
. GHA2-INaOH (91,6 mg) : ‘ pararemocdo do amido

GHA2-IWET (130 mg)

(90 mg de amostra)
Didlise em membranade
1000 KDae 16 KDa

GHA2-IWETD (30 mg)

FIGURA 4 - FLUXOGRAMA DE PURIFICACAO DAS FRAGCOESEYIDAS DAS
SEMENTES DE GUARANA
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3.3.1.2 Ultrafiltracéo

A fracdo GHW-IIET (75 mg) foi submetida a ultrafdtdo empregando-se uma
membrana de 0,1 pum (Millipore®). A membrana foiemda num aparato de
ultrafiltracédo, acoplado a um cilindro de gas camgito, e desta forma foram obtidas
duas fracdes, uma retida (GHW-IIETR) e a outraaiia (GHW-IIETF).

3.3.2 Fracionamento e purificacdo das fracdes ig@sacom solucdo alcalina de
NaOH 2M

3.3.2.1 Fracionamento por congelamento e degelo

As fracdes polissacaridicas GHA2-1 e GHA2-II forawmiubilizadas em agua
destilada e submetida a congelamento. Em seguidwterial foi descongelado a
temperatura ambiente e a porc¢ao insoluvel foi selapor centrifugacdo (12.500 g
por 15 min). O sobrenadante foi novamente congekado porcao precipitada foi
separada por centrifugacéo. Este procedimentcefmtido até que ndo se observasse
mais a formacao de precipitado (GORIN; IACOMINIS59.

3.3.2.2 Precipitacdo com solucao de Fehling

A fracdo GHA2-I (300 mg) foi solubilizada num volemrminimo de solucéo A
de Fehling e adicionada do mesmo volume de sol&c@e Fehling. A solucdo A
consistia em 173 g de tartarato de sodio e poté&s$b g de hidréxido de potassio e
volume suficiente de agua para 500 mL. J& a solB¢cé&ca composta de 55,74 g de
sulfato de cobre pentahidratado em volume de agiiciente para 500 mL (JONES;



43

STOODLEY, 1965). Ap6s agitacdo do material por apnadamente uma hora, este
foi mantido sob refrigeracdo por 12 horas. O pitanio formado foi separado por
centrifugacao (12.500 g, 15 min), sendo as duagdpsr precipitado e sobrenadante,
neutralizadas com acido acético. Posteriorment&ag®es foram dialisadas contra
agua corrente (~48 horas), tratadas com resin@nizdi fortemente acida e novamente
dialisadas (~24 horas). Estas fracdes foram coraadg em rotaevaporador,

congeladas e liofilizadas.

3.3.2.3 Métodos de remocao de proteinas

Trés metodologias de precipitacdo de proteinasmfordilizadas com a
finalidade de purificar a fracao polissacaridicaAzHIS. Empregando-se TCA (acido
tricloroacético) em diferentes concentracdes (820% 25%), tratamento com tripsina
e também o método de Sevag (OLIVEIRA; MARQUES; AHERD, 1999; WANG,;
LI; JIANG, 2008).

3.3.2.4 Fracionamento por cromatografia de trona#

Para o fracionamento por cromatografia de troce@bioi utilizando um gel de
DEAE-Trisacryf’ Plus M. A fracdo GHA2-1 (1,5 g/200 mL) foi aplicatiuma coluna
de 30 cm de altura por 5 cm de didametro internprifeira eluicéo foi realizada com
agua destilada e o controle era realizado comte tesol-sulfurico. Assim que o teste
apresentou resultado negativo o eluente foi troqamtouma solucdo de NaCl 2M.
Apoés eluicdo completa desta fracdo, a coluna fedda com agua destilada, para
remocdo do sal, até que o teste com nitrato da py@tesentasse resultado negativo
para cloreto. Apos este procedimento o eluentetrfmiado para NaOH 0,5M, e

posteriormente NaOH 1M.
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3.3.2.5 Remocéo do amido

A fracdo GHA2-IW foi submetida ao tratamento enziothpara remoc¢ao do
amido contaminante. Foram utilizados 100 pL da maziamiloglucosidase
(MEGAZYME) e 50 pL da enzima-amilase termoestavel (SIGMA), seguindo o
mesmo protocolo descrito no item 3.3.1.1. Ao fidal procedimento foi obtida a
fracdo GHA2-IWET.

3.3.2.6 Dialise em membranas

A fracdo GHAZ2-IWET foi selecionada para purificacor dialises em
membranas com diferentes limites de exclusdo (8gPcf® Biotech). As membranas
de dialise utilizadas foram de 1.000 KDa e 16 KRalialise em membrana de 1.000
KDa ocorreu em sistema fechado com agua MiliQ, ata sefrigerada (4 °C) e
agitacdo magneética. Apos 24 h o material eluidongambrana de didlise era
concentrado, congelado, e um novo solvente (agli@Mira adicionado ao sistema.
Este procedimento foi realizado até que ndo fosse abservada reacdo positiva para
acucar total no material eluido (~6 dias). Posterémte, o material total eluido da
membrana de 1.000 KDa foi concentrado, dialisaddracagua MiliQ em membrana
de 16 KDa, e o material retido nesta membranaid@litado e denominado GHA2-
IWETD (dialysis).
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3.4 CARACTERIZACAO DOS POLISSACARIDEOS

3.4.1 Determinacdo da composi¢cdo monossacaridica

As fracbes polissacaridicas (1mg) foram hidrolisactam 0,5 mL de TFA 3M,
100 °C, por 2 horas. Em seguida o acido foi evaji@é a secura e ao material
resultante adicionado 0,5 mL de agua e NaB+b mg, 16 h, sob repouso) para
promover a reducdo dos acucares. Apos esta etapaastras foram tratadas com 0,5
mL de &cido acético e em seguida evaporadas aéuaasutilizando um Speed vac
(Savant Speed Vac® PLUS SC210A). Posteriormentsaentou-se 1 mL de metanol
(2 a 3 x) para promover a remocéo do borato destilempor evaporacéo até a secura.
As amostras foram submetidas a acetilacdo com D,Beranidrido acético, mantidas
a 100 °C por 30 min, sendo em seguida evaporad&perd vac. Ao produto final foi
adicionado 1 mL de agua destilada e 1 mL de clonmtfid com posterior agitacdo em
Voértex. Apds separacdo das fases, os acetatosdiel dbram extraidos da fase
cloroformica, lavados com agua destilada (5x) etggmsmente analisados por
cromatografia liquido-gasosa (VINOGRADOV; WASSERQ3).

A hidrdlise acida total do residuo final (1 mg) f&fetuada com 60, 72%
(p/p) em banho de gelo por uma hora, com agitagegjido de diluicdo para 8%,
permanecendo durante 15 h a 100°C. Apds a hidrébsécido sulfarico foi
neutralizado com BaC{e o sal resultante foi removido por filtracdo (SMN et
al.,1954). Apos secura 0os monossacarideos foram resuzdacetilados conforme
descrito no paragrafo anterior.

A composicdo monossacaridica das amostras na fteraaetatos de alditol foi
analisada em cromatografo gasoso (GLC) THERMO ELBNFC CORPORATION,
modelo Trace GC Ultra, equipado com coluna capitasilica fundida (30 m x 0,25
mm de diametro interno) modelo DB-225. As injecias colunas foram realizadas
com a temperatura inicial de 40 °C (mantida por ih),mcom uma rampa de

aguecimento de 40 °C/min até 215 °C, num tempoodgda 15 min, mantendo-se
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isotermicamente até o final da analise. O héliaifdizado como gas de arraste, a um

fluxo de 1,0 mL/min e a deteccéo feita por FID.

3.4.2 Cromatografia de excluséo estérica acoplatdegtores de espalhamento de luz
laser multiangulos, indice de refracéo e ultrat@(€IPSEC-MALLS/RI/UV)

Para avaliar a homogeneidade das fracdes estan Bmlubilizadas em solucao
de NaNQ 0,1 M contendo 200 ppm de NaBm uma concentracdo de polissacarideo
de 1 mg/mL. As amostras foram filtradas atravémdmbranas de acetato de celulose
de 0,2um.

As andlises foram efetuadas em um cromatografexdiisdo estérica de alta
pressdo (HPSEC), equipado com um detector de indéceefracdo diferencial
WATERS modelo 2410 (RI), detector de ultraviolethafnacia LKB, Unicord
modelo VW 2251 (UV) e detector de espalhamentaudeein multidangulos (MALLS)
WYATT TECHNOLOGY, modelo DAWN DSP, com 18 canaisoplados em série.
Foram utilizadas quatro colunas de gel permeagé&mhidrogel 2000, 500, 250 e 120,
em série (WATERS) com limites de excluséo de 7xa810, 8x1d' e 5x1¢ g/mol
respectivamente. O eluente utilizado foi uma saut& NaNQ 0,1 M contendo NapN

200 ppm, com fluxo de 0,6 mL/min.

3.4.3 Dosagens colorimeétricas

- A dosagem de acucar total foi realizada pelo métmléenol — acido sulfurico
(DUBOIS et al., 1956), utilizando padrédo de glucose em concetds de 20-100
ug/mL para obtencéo da curva de calibracéo. Asréstem espectrofotdmetro foram

realizadas no comprimento de onda de 490 nm.
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- Os acidos urbnicos foram dosados pelo método darxibifenil modificado
por Filisetti-Cozzi e Carpita (1991), com as |lasiefetuadas em 525 nm, utilizando
como padrao acido galacturénico, em concentragd@9-d 00ug/mL.

- Para a dosagem de proteina foi empregada a megialalescrita por Peterson
(1977), utilizando uma curva de BSA 10-10§/mL, onde a proteina € inicialmente
precipitada, solubilizada e posteriormente quaratda em 750 nm.

- A dosagem dos teores de amilose e amilopectineefiizada somente para as
fracdes GD-I e GD-Il, conforme o método descrito Garastil, (1987). As amostras
foram solubilizadas em NaOH 1M e aquecidas em bamtib °C por 30 min.
Posteriormente, 0,1 mL de amostra foi adiciona8ona. de TCA 5%, agitando-se o0s
tubos. Em seguida foi adicionado 0,05 mL de solugé-Kl (1,27 g de J/L e 3 g de
KI/L) e os tubos foram agitados imediatamente. Avaude calibracdo continha
amilose (10-80%), sendo a diferenca completada @mmopectina, ambas com alto
grau de pureza (Sigma). As leituras foram efetuadz0 nm.

- O percentual de compostos fendlicos presentes eragcéluloses brutas (A e
B) foi estimado pela diferenca entre os dois mé&ode dosagem de proteinas
descritos por Hartree (1972) e Peterson (1977) (BI@GCHIO; REICHER, 2003).
Para ambas as dosagens foram utilizadas uma cai8&A 10-10Qug/mL.

— Os compostos fenolicos presentes nas fracdes sdlsiab ensaio de atividade
antioxidante (GMW e GHW-IIET) foram dosados conferm método proposto por
Singleton e Esau (1969). Os tubos permaneceramepouso por uma hora e as
leituras foram conduzidas a 765 nm. O acido géafmoutilizado como padrao,
empregando-se uma curva de 1-1Q0mL.

- O teor de acucar redutor do extrato metandlico slExsentes de guarana
(GMW) foi determinado pelo método colorimétrico Smyi-Nelson (SOMOGYI,
1952).

Todas as dosagens colorimétricas foram realizanhagriplicata e a média dos
valores das absorbancias foi utilizada nos calcpdoa determinacéo dos respectivos

percentuais. As absorbancias foram medidas nunctesfoeémetro SP-22 Biospectro.
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3.4.4 Espectroscopia de ressonancia magnéticaan{&&N)

As determinacdes de RMN foram realizadas num apaf@RUKER, modelo
AVANCE DRX-400, utilizando temperaturas de 30 ou®@) sendo solubilizadas em
D,O (oxido de deutério), M80O-d6 (dimetilsulfoxido deuterado) ou MeOD (metanol
deuterado), dependendo da caracteristica da amd3$radeslocamentos quimicos
relativos aos sinais déC foram expressos efn(ppm) utilizando-se padrdes internos
referentes ao¥’C da acetonad(30,2) no caso de amostras solubilizadas e, Do

Me,SO-d6 (6 39,4) ou MeOD{ 49,15), para as amostras solUveis nestes solventes

3.4.5 Determinacéo do grau de esterificacdo d@draéctica

O grau de esterificacdo da fracdo GHW-IIETF foiedeinado conforme
Vriesmann, (2008), através de espectroscopia daverimelho (FT-IR - Fourier
transform-infrared), num espectrofotometro BOMEM N80 (Hartman & Braun,
Canada). O espectro de FT-IR foi coletado no mdsmrbancia (4000-400 chhe a
pastilha foi preparada usando uma propor¢cdo deO09QpIp) de KBr:amostra.
Calculou-se a razéo da area da banda dos grugmsxdaros metil-esterificados (1749
cm’- COO-R) e & &rea total dos grupos carboxilicomfsaas areas de 1749 tm
(COO-R) e 1630 cih (COO-)]. O grau de esterificacdo (DE) da amoswa f
determinado através de uma curva de calibracadbzada com padrdes de pectinas
(SIGMA) contendo diferentes graus de esterifica€d@xperimento foi realizado em

duplicata.
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3.4.6 Carboxi-reducéao

Para determinar a identidade do acido urdnicorapag carboxilicos foram
reduzidos as unidades glicosidicas correspondedee®,6 dideutério através do
método de Taylor e Conrad (1972), modificado pon&te Anderson (1985).

Inicialmente as fragbes GHW-IIETF e GHA2-IWETD (~2fig) foram
dissolvidas em 0,5 mL de tamp&o MES 0,2M (acidbl2nprfolina)-etanossulfonico),
pH 4,75. Conforme o teor de &cido urbnico de cadmms&ra foi adicionado
cuidadosamente quantidades suficientes de carbdairCMC) [ciclohexil-3-(2-
morfolinoetil)carbodiimida] para reduzir as unidadmrboxilicas (423,6 mg de CMC
reduz 100 uEg de COOH). O sistema permaneceu $tagag por duas horas e entao
foi adicionado tampéao TRIS (acidétris[hidroximetiljmetil-2-aminioetanossulfonico)
2 mol/L (pH 7,0) até ser atingido pH 7,0. O voludee tampédo TRIS utilizado para
cada amostra foi anotado e somado ao volume inigalampéo MES utilizado. O
volume total foi utilizado no calculo de molaridadera determinacdo da massa
necessaria de NaBDou NaBH, para concentracdo final de 2 mol/L. Esta reacao
perdurou por 16 h, sendo interrompida com adi¢&actio acético, em banho de gelo,
até que o pH 5 fosse atingido. Apds dialise (48m)membrana de 1KDa o material
foi liofilizado, obtendo-se as fracbes RGHW-IIETR&HA2-IWETD (educed).

3.4.7 Metilagéo

As fracOes carboxi-reduzidas RGHW-IIETF e RGHA2-IWE foram
metiladas pelo método de Ciucanu e Kerek (1984)ca€Cede 5-10 mg de
polissacarideo foram solubilizados em DMSO (0,5 ,nelLjposteriormente 200 mg de
NaOH seco e pulverizado foram adicionados. O sstamagitado durante 10 min em
aparelho Vortex, adicionando-se em seguida 0,5 enlodeto de metila, repetindo-se

a agitacdo por 10 min. O sistema permaneceu stdcagimagnéticayvernight, e em
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seguida a reacdao foi interrompida pela adicdo teegacido acético. O polissacarideo
metilado foi extraido com cloroférmio e lavado coigua. Os polissacarideos
metilados foram hidrolisados com acido formico 4p#r 15 h (100 °C), sendo
posteriormente diluidos, congelados e liofilizaddpos liofilizacdo o material foi
ressolubilizado com &gua, congelado e liofilizadovamente para garantir a
eliminacdo do &cido. A reducdo dos aguUcares fdizeela com NaB[) overnight,
sendo posteriormente adicionada de 0,5 mL de &midtico. Apds evaporacdo até
secura (Speed vac), 3 lavagens com metanol forahzadas para remover o borato
de trimetila por evaporacdo. O material seco fetilro com anidrido acético (0,5
mL), overnight, e os acetatos de alditois parcialmente metiléaiasn extraidos com 1
mL de cloroférmio, lavados com agua (5x) para reen@s demais produtos gerados e

analisados por GC-MS.

3.4.8 Andlise dos polissacarideos carboxi-redusmeslados

ApoOs hidrélise, reducdo e acetilacdo, as analiseant realizadas em
cromatégrafo gasoso acoplado a um espectrémetrmadsa (GC-MS) VARIAN-
SATURN 2000, com coluna capilar de silica fundi@a (n x 0,25 mm de diametro
interno), modelo DB-225-MS. A temperatura inicial ithjecédo foi realizada a 50 °C,
mantendo-se por 1 min, com uma rampa de aquecinten0°C/min, até 210 °C
(acetatos de alditéis parcialmei@emetilados) ou 220 °C (acetatos de alditéis), sendo
mantida isotermicamente até o final da analiseél® 5.0 analitico foi utilizado como
gas de arraste, num fluxo de 1,0 mL/min. Os acetdealditois (provenientes dos
polissacarideos carboxi-reduzidos) e acetatos digdial parcialmenteO-metilados
(provenientes dos polissacarideos carboxi-reduzelasetilados) foram analisados
(CG-MS) e identificados pelos seus tempos de réatere; perfis de fragmentacao
(CARPITA; SHEA, 1989; SASSAKt al., 2005).
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3.5 ANALISES REOLOGICAS

As fracbes GD-I e GD-IlI foram avaliadas quantocamportamento reologico
empregando-se solucao de DMSO 90% (v/v) como sEV@&@HAMBERLAIN; RAO,
1999). Foram preparadas solu¢des de amido nasrdoag@es 10, 15, 20 e 25%, p/p,
obtidas apés agitacdo mecanica por ~16h na termpaihl2 °C.

Os testes reoldgicos foram conduzidos num redniétimke RS 1 acoplado a
um banho circulante (HAAKE DC5), utilizando o sensge placas paralelas PP35Ti
(35 mm de diametro). Todas as andlises foram cadasiza 25 °C, exceto a
viscosidade das fragbes GD-lI e GD-Il a 20% que &amboram analisadas a 50 °C.
Todas as avaliacdes foram realizadas em triplicata.

As curvas de viscosidade foram obtidas empregaedas taxas de
cisalhamento continuas (500 s) no modo CR (taxais®hamento controlada). O
sensor foi ajustado para permitir o aumento gradaaaxa de cisalhamento (0,1 a 500
sh.

Para as analises oscilatérias dinamicas, inicidlneforam realizadas
varreduras de tensdo nas frequéncias de 0,1, 1 kElzlQpara verificar a faixa
viscoelastica linear dos polissacarideos. Apds\asificacao foram feitas andlises de
varredura de frequéncia (0,1 a 1,47 ou 3,16 Hz)pregando-se as tensdes pre-

determinadas.

3.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A fracdo GMW, extraida com metanol-agua e a fragéatica GHW-IIET,
extraida com agua quente e purificada com enziraes rgmocdo do amido, foram
escolhidas para realizacdo de testes de atividatiexiante. Dois métodos com

pequenas adaptacOes foram empregados, um paraifiqgaand capacidade de
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sequestro do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrillsigi) e outro de radical hidroxila
(OH) (Yanget al., 2006).

O ensaio de atividade sequestrante de DPPH foiuzihal em tubos cobertos
com folha de aluminio contendo 1 mL de amostra €]10.000 pg/mL) e 2 mL de
DPPH (0,2 mM em etanol absoluto). Apds agitaciotutms permaneceram em
repouso por 20 min e em seguida as absorbancias fanedidas, utilizando um
espectrofotdbmetro (SP-22 Biospectro) no comprimel@oonda de 517 nm. O tubo
branco era composto de uma mistura contendo agtanel absoluto (1:2). No branco
da amostra, para descontar a coloracdo da mesma,dé amostra foi adicionado a 2
mL de etanol absoluto. O valor encontrado foi detado da absorbancia do tubo
teste. O tubo controle da reacéo continha 1 mLgia &@estilada e 2 mL de solugéo
etanodlica de DPPH.

A atividade sequestrante de radical hidroxila {Of8i realizada através da
incubacéo (10 min a 37 °C) dos tubos contendo @, Henamostra (0,1 a 10 mg/mL),
0,8 mL de tampéao de reacéo, 0,1 mL de acido asw(bimM) e 0,1 mL de perdxido
de hidrogénio (10 mM). O tampédo de reacdo mencmreatteriormente continha
deoxiribose (1,75 mM), sulfato de amonio ferrosql (hM), EDTA (0,1 mM) e
tampao fosfato (pH 7,4).

Apbs incubacgéo foram adicionados 0,5 mL de acimmatibittrico (1%) e 1 mL
de &cido tricloroacético (2,8%), sendo os tubosmatidlos a banho fervente (10 mim)
e posterior resfriamento em banho de gelo. O brgra@a zerar o equipamento
continha todos os reagentes exceto a amostra ®xig@ de hidrogénio, que iniciava
a reacdo, e como substituintes, as mesmas quasgidedagua foram adicionadas. O
branco da amostra, para descontar a coloracao staanera preparado sem adicdo de
peréxido de hidrogénio e em seu lugar 0,1 mL dead&am adicionados. O controle
foi preparado adicionando-se todos os reagentes,emavez de 0,1 mL de amostra
eram adicionados 0,1 mL de agua. As leituras dasrb@ncias foram realizadas num
espectrofotdbmetro (SP-22 Biospectro), no comprimeetonda de 532 nm.

Os célculos referentes aos percentuais de atividatexidante (sequestro de

radical DPPH e OHl estédo apresentados na equacédo a baixo, onde Absesponde
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a absorbancia da amostra, Abs B é o valor do brda@mostra e Abs C é referente ao

controle.

% de atividade antioxidante (1 — ===} x 100

3.7 ANALISE DE DADOS E ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas no s@t@aaphPad Prism 5.0, sendo
expressas com a média e desvio padrdo de tréscfegmetA avaliacdo estatistica foi
executada através de analises de variancias (ANQOY&Qr anico ou duplo com
repeticdo, dependendo do tipo de comparacédo estresultados. Os dados foram

analisados pelo teste Bonferroni, considerandd di&/significancia de p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 COMPOSICAO QUIMICA DAS FRACOES OBTIDAS DAS SEMHES DE
GUARANA

A Tabela 1 apresenta as fracdes obtidas com sspecateros rendimentos,
teores de acucar total e proteina. Os rendimemtaaram de 0,1% a 28,9 %, sendo 0s
maiores rendimentos obtidos para as fracdes eataiain DMSO, 28,9 e 16,1%, para
as fracdes GD-I e GD-lI, respectivamente. Estagfra também apresentaram os mais
altos teores de acucar total: GD-I, 96,6% e G[@4813%.

As fracBes extraidas com agua apresentaram renisnbem inferiores aos
observados para as fracdes extraidas com DMSOedasgextraidas com agua quente
tiveram rendimentos superiores aos encontradosgsafiemcdes extraidas com agua a
25 °C. Os teores de acucar total para estas frdgfas elevados, variando de 79,6%
a 93,5%.

As fracdes extraidas sob condi¢des alcalinas apiegaen baixos rendimentos
(0,4% a 2,2%) e a maior extracdo de hemicelulogesiitida com NaOH 2M. As
fracOes de hemicelulose A apresentaram rendimenfeeriores as hemiceluloses B. O
contetudo de acucar total das fragcbes hemiceluBsiaaou de 26,2% (GHA4-II) a
63,8% (GHB2-I). Todas as fragcdes apresentarameses em proteina, com valores
entre 22,6 a 36,4%, determinado pelo método dedeet€1977). Este fato demonstra
gue o tratamento alcalino promoveu o rompimentoligagdes cruzadas e covalentes
presentes na parede celular e promoveu a liberdedproteinas estruturais (FRY,
2001; MORRISON, 2001).

Todas as hemiceluloses apresentaram coloracdomascura, dificultando de
modo geral as andlises colorimétricas, bem coneste e lugol. Neste caso poderia
ter sido utilizado um método para remocao de ligrenfendlicos, na tentativa de
amenizar estes efeitos, visto que a parede caelalaasca das sementes é impregnada
por estes compostos (INGROUILLE, 2002).
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TABELA 1- RENDIMENTO, TEOR DE ACUCAR TOTAL E PRCHINA DAS
FRACOES OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANA

} Rendimentd  Acucar TotaP Proteina®  Proteina’
FRACAO
%X
GD-I 28,9 96,6 nd nd
GD-ll 16,1 96,3 nd nd
GD-llI 2,0 78,3 nd nd
GW-I 0,2 89,0 0,5 0,2
GW-II 0,1 93,5 1,4 1,8
GHW-I 1,0 87,8 1,3 1,7
GHW-II 0,6 79,6 2,5 4.9
GHA2-| 1,6 53,6 30,8 46,1
GHAZ2-I 2,2 26,5 35,0 73,4
GHB2-I 0,6 63,8 22,6 33,5
GHB2-II 1,0 36,5 27,4 47,5
GHAA4-| 1,3 27,8 32,8 47,7
GHA4-II 1,7 26,2 26,1 46,8
GHBA4-I 0,6 47,7 36,4 45,2
GHBA4-II 0,4 38,6 29,9 61,4
Residuo final 16,0 nr nr nr

®Em relacdo a massa seca de material deslipidifieadativado.
® Determinado por método colorimétrico de Dubmial. (1956).
¢ Determinado por método colorimétrico de Peterd® 7).

4 Determinado por método colorimétrico de Hartred7@).
"!N&o detectado.

""N&o realizado.

As fracbes obtidas nas extracOes sequenciaisamasnses de guarana foram
analisadas quanto a composicdo monossacaridicdadds obtidos por GLC para as

amostras na forma de acetatos de alditol estacgadostna Tabela 2.



56

TABELA 2 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOESBTIDAS
DAS SEMENTES DE GUARANA

. Rha® Fuc® Ara® Xyl* Man® Gal* GIc* U'ré‘écri:ijgob
FRACAO
(%)
GD-l 0,6 nd tr tr tr tr 98,0 0,6
GD-lI 1,0 nd tr tr nd nd 97,3 0,7
GD-llI 0,7 nd 0,9 tr tr 0,6 924 4.4
GW-I 0,7 nd 0,9 tr tr tr 95,1 2,1
GW-II 0,7 nd 0,9 tr tr tr 95,5 1.4
GHW-I 1,0 tr 4,0 tr tr 1,5 80,6 11,9
GHW-II 1,5 tr 9,7 15 tr 2,2 597 23,0
GHAZ2-| 0,6 tr 5,5 65,6 tr 34 241 tr
GHA2-| 0,6 tr 8,2 56,8 06 4,8 28,7 tr
GHB2-| 1,3 1,8 18,7 254 2,7 11,5 355 2,9
GHB2-11 1,3 1,4 109 340 29 11,1 356 2,3
GHA4-| 0,6 0,8 11,4 556 30 56 228 tr
GHA4-I 0,8 0,7 132 50,1 13 54 249 3,6
GHBA4-1 1,0 2,5 123 279 8,6 10,5 354 1,4
GHB4-11 1,6 1,2 209 26,3 75 94 294 3,7
Residuo findl 15 06 238 326 20 75 31,8 nr

4Determinado por GLC.

® Determinado por método colorimétrico de FilisettizZi e Carpita (1991).
“Hidrolisado pelo método de Saenwiml. (1954).

" N&o realizado.

"INo detectado.

" Tragos (< 0,5%).

As fragcbes GD-I, GD-Il e GD-Ill apresentaram glueosomo componente
majoritario, sugerindo a presenca de amido, cordgénera esperado devido a grande
guantidade deste polissacarideo nas sementes danguade acordo com dados
encontrados na literatura (PAGLIARUSE&Ial., 2002; BARRETO; RIBEIRO, 2005;
KURI, 2008). A presenca de amido foi confirmadapgdekte do lugol.
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O grupo das fragcdes extraidas com agua também eapoes percentuais
elevados de glucose e teste de lugol positivocarmtio que as extracOes realizadas
com DMSO néo foram efetivas na remocao total dadamipds a glucose, o acido
urénico foi o principal componente das fragces agapsendo maior nas extracdes a
90 °C, indicando que o emprego de alta temperatavareceu a extracdo de
polissacarideos pécticos. Entre as fragcfes aquasdsacdo GHW-II foi a que
apresentou maior conteudo de acido urdnico (23¥guido de arabinose (9,7%),
galactose (2,2%) e ramnose (1,5%), monossacarédes caracteristicos de pectinas.

Entre as fragBes hemiceluldsicas, as fracfes décbkiose A se destacaram
pelos elevados percentuais de xilose: 65% para GlIHB@,8% para GHA2-II, 55,6%
para GHA4-l e 50,1% para GHA4-Il. O segundo monomgdeo mais abundante no
grupo das hemiceluloses A foi a glucose, que vaeaoire 22,8 e 28,7%. As
hemiceluloses A extraidas com NaOH 2M apresentama@nores conteudos de
arabinose (5,5 e 8,2%) do que as fracdes extraatasondicdes de NaOH 4M (11,4 e
13,1%). Outros monossacarideos neutros foram amacimst em menores proporcdes,
tais como a galactose, ramnose, manose e tambémsefueste Ultimo apenas nas
fracBes obtidas com a maior concentracdo de alcali.

As hemiceluloses B se diferenciaram das hemiceadsldspelos maiores teores
de glucose, variando entre 29,4 a 35,6%, seguidosiakse (25,4 a 34%), arabinose
(10,9 a 20,9%) e galactose (9,4 a 11,5%). Os cdotede fucose para as fragdes de
hemicelulose B foram bem mais elevados do que agj@lcontrados para as fracdes
de hemicelulose A. Outros monossacarideos comoasenmanose e acido urdnico
também foram encontrados, porém em menores peaigntu

Busato, Vargas-Rechia e Reicher (2001), utilizaridihas de Hymenaea
courbaril, empregaram o método de separacdo de hemiceludogeB. Os autores
verificaram o predominio de xilanas nas fracGeheataicelulose A e xiloglucanas nas
fracbes de hemicelulose B. A composicdo monosshcaridas hemiceluloses
extraidas das sementes de guarana sugere quec@ssfide hemicelulose A podem
conter principalmente xilanas, enquanto que asbésge hemicelulose B podem
conter principalmente arabinoxilanas, arabinogalaas e xiloglucanas. Porém o

elevado percentual de glucose em ambas as hemmedulndica contaminacdo das
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fragcbes por amido, confirmado pela redugcdo no dgeoglucose apods testes isolados
com as enzimas-amilase e amiloglucosidase. No entanto seria séadesrealizar
extracdes exaustivas com DMSO para assegurar @lee amido foi extraido das
sementes do guarana.

A composicdo do residuo final insolivel mostrouraspnca de quantidades
equivalentes de glucose e xilose (~32%), aléem déo-@e arabinose. As condi¢des de
extracdo utilizadas néo foram eficientes na sakdgbo de uma boa parte das
hemiceluloses, ja que se esperava encontrar unorpiei de glucose no residuo
final, devido as microfibrilas de celulose presemta parede celular.

As fragbes GD-I e GD-Il, por se tratarem de amidsapeesentarem 0s maiores
rendimentos entre as fracdes obtidas, as fracoe¥-Gél GHW-II, devido a presenca
polissacarideos pécticos, e as frac6es GHA2-I e BLHApelo bom rendimento e alto
conteudo de xilose entre as hemiceluloses, foradoeselecionadas para uma melhor

caracterizacao.

4.2 CARACTERIZACAO DAS FRACOES GD-I E GD-lI

O amido € o principal carboidrato de reserva dastpt superiores, e apos a
celulose é a substancia mais abundante dentre lssgoarideos. Encontrado nas
folhas, sementes, frutas, raizes, rizomas, talagérculos, o amido se acumula na
forma de granulos no citoplasma da célula vegB&lA|LLER, 2001a).

De acordo com a literatura (PAGLIARUSSE al., 2002; BARRETO;
RIBEIRO, 2005; KURI, 2008), as sementes do guacamé&m de 40 a 60% de amido.
Neste trabalho, o0 amido das sementes de guarae&tfaido com DMSO, fornecendo
as fracbes GD-I, GD-ll e GD-lll, que correspondemd &6 da massa seca das
sementes deslipidificas e inativadas, ou 39% eat&el & massa inicial utilizada.

E bastante conhecido que o amido consiste de ustarmide polissacarideos,

um altamente ramificado (amilopectina) e outro dinéamilose). A amilose € uma
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glucana linean-(1—4) e a amilopectina € uma glucan&l—4) contendo de 5 a 6%
de cadeias laterais(1—6) (MUKERJEA; MUKERJEA; ROBYT, 2009).

O teor de amilose e amilopectina foi determinada pa amidos GD-I e GD-lI,
obtidos das sementes de guarana. Os resultadoe®lestdo mostrados na Tabela 3.
Observa-se que as fragbes GD-I e GD-IlI diferemefa@cédo amilose:amilopectina. A
fracdo GD-IlI apresentou teores de amilose e anttope semelhantes aos descritos
para amidos comerciais. De acordo com Chung e20dQ9), a maior parte dos amidos
comerciais contém teores de amilose entre 20 ee80&samilopectina entre 70 a 80%,
mas esta proporcao varia de acordo com a fontdalege

Ja a fracdo GD-l apresentou teor de amilose supectmm uma relacdo
amilose:amilopectina de 1,1:1. Os amidos considerade alto teor de amilose
possuem relacdes amilose:amilopectina superiofie$ EMUKERJEA; MUKERJEA,;
ROBYT, 2009). Desta forma o amido isolado na fraGin| seria classificado como
um amido com alto teor de amilose.

O teor de amilose de um amido estd entre as ceHHiti@s estruturais que
podem estar relacionadas a eventos associados gwlataizacdo e retrogradacao,
tais como inchamento do granulo, lixiviagdo de asdl e/ou amilopectina, perda da
estrutura radial (birrefringéncia), supramoleculé@ristalinidade), molecular e
recristalizacdo (DENARDIN; SILVA, 2009).

Devido a maior importancia da amilopectina na alisidade do granulo de
amido, a presenca da amilose pode reduzir o panfaséo das regides cristalinas e a
energia necessaria para o inicio da gelatinizag@ita vez que mais energia €
necessaria para iniciar a fusdo na auséncia déesegimorfas ricas em amilose
(DENARDIN; SILVA, 2009). Portanto os diferentes tes de amilose e amilopectina
das fracdes GD-I e GD-Il podem refletir em suasppedlades fisico-quimicas e

reoldgicas, como por exemplo, a capacidade de fgimde gel e viscosidade.
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TABELA 3 - TEORES DE AMILOSE E AMILOPECTINA DAS FR&OES GD-l E
GD-ll OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANA

Fracéo Amilopectina® Amilosé®
GD-I 46,6% 51,4%
GD-Il 64,3% 33,0%

& Determinado por método colorimétrico de Chrag@ig7).

4.2.2 Analise da homogeneidade por HPSEC das &sd@bel e GD-II

As fracbes de amido, extraidas com DMSO, foram iadas quanto a
homogeneidade por HPSEC. No sistema utilizado ksas de gel permeacédo estao
acopladas em série a detectores de indice de defréigl), que oferece dados
proporcionais a concentracédo, espalhamento deager imultiangulos (MALLS), que
detecta massa molar e também detector de ultrévi@ld/), que em 280 nm detecta a
presenca de proteinas ou compostos fendlicos.

A Figura 5 (A e B) apresenta os perfis de eluicés flagcdes de amido GD-Il e
GD-Il obtidos por HPSEC, onde o traco azul repriesen detector de indice de
refracao (RI) e o traco vermelho o detector delaapzento de luz no angulo de 90°
(LS). O detector de UV néo apresentou respostagsaeanostras analisadas e por esta
razao nao foi mostrado.

Dois picos principais sdo observados no detectdndiee de refracdo (RI) para
a fracdo GD-I (Figura 5A). Um pico bastante integmarece proximo a 45 min,
coincidindo parcialmente a deteccao do espalhantentoz (LS), indicando a elevada
massa do polissacarideo. Em 48 min observa-se pdico de outro pico,
provavelmente pelo fato do amido ser constituidaloie polissacarideos, amilose e
amilopectina, com massas molares diferentes, esizeothdo-se como uma amostra

heterogénea e polidispersa.
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FIGURA 5 - PERFIS DE ELUIC;AO POR HPSEC PARA AS F(B@ES GD-I (A) E
GD-ll (B), OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANA,
UTILIZANDO DETECTORES DE ESPALHAMENTO DE LUZ (LS) E

INDICE DE REFRACAO (RI)

Para a fracdo GD-II (Figura 5B) também se obsema distribuicdo de massas
multimodal. Em torno de 40 min observa-se um pige § detectado simultaneamente
pelo indice de refracdo (RI) e espalhamento d€Li8%, indicando que se trata de uma
molécula de alta massa molar. Também foi possiegitificar por RI um pico em 44
min, sendo este de maior intensidade, e outrogne®2 min, mostrando desta forma

maior polidispersao existente na mesma molécula.
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4.2.3 Andlises por espectroscopia de R#M®-das fracées GD-I e GD-II

A Figura 6 (A e B) apresenta o espectro de RMBI{DEPT) obtido para a
fracdo GD-I e GD-II. Foi possivel identificar osais tanto da amilopectina quanto da
amilose.

Além do fato de havea-D-Glcp (1—4) ligada com substituicbes no C-6, na
estrutura ramificada da amilopectina existe um maidmero de terminais ndo
redutores de-D-Glcp, e segundo Falk e Stanek (1997) é exatamenteasteteristica
que diferencia seu espectro de RM8-do espectro da amilose.

A cadeia da amilose composta pebp-glucose (+4) ligada da fracdo GD-I
estd evidenciada na Figura 6A pelo sinaléeet®0,7 (C-1) e emd 79,4 (C-4). Demais
sinais, 6 72,2, 72,5 e 73,9 correspondem aos outros carb@@ds C-2 e C-3),
respectivamente e os sinais menos intensos M7 (C-4) e 73,0 (C-2) referem-se
aos terminais nao redutores de glucose da amilope€s sinais de baixa intensidade
ems 101,1 (C-1), 79,6 e 79,9 (C-4) séo indicativos daislades de-D-Glcp (1—4)
ligadas e substituidas é@6 da amilopectina. Os sinais @%1,3 e 61,7, invertidos
no experimento de DEPT, caracterizam o C-6 livre @isidades de-D-Glcp (1—4)
ligada e dos terminais nao redutores de glucospeotivamente (FALK; STANEK,
1997).

A Figura 6B mostra o espectro de RM{G-DEPT da fracdo GD-Il. Nota-se
gue na regido anomérica aparecem sinais indicativd3-1 das unidades de GK,6-
di-O-substituidasda amilopectinad 100,4 ed 100,2), aléem de extremidades nao
redutorasd 100,6). Também se observa com maior intensidad€@,0) unidades de
a-D-Glcp (1—4) ligadas da amilose. Sinais em baixa intensi@stko presentes para a
glucose substituida {24,6) da amilopectina: 71,8 (C-5), 79,5 e 79,3 (Cabsim
como emo 70,3 (C-4), 72,6 (C-2) e 73,4 (C-3/C-5) aparecensiaais referentes aos
terminais ndo redutores. Os sinais mais intensos &89 (C-4), 73,2 (C-3), 72 (C-2)
e 71,6 (C-5) podem ser atribuidos aos carbonosril@se. Os sinais invertidos no
experimento de DEPT referem-se ao C-6 livresoe®,6 da amilose e em61,1 do

terminal n&o redutor da amilopectina.
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FIGURA 6 - ESPECTROS DE RMINC-DEPT (MeS0-d6, 70 °C) DAS FRACOES
GD-I (A) E GD-ll (B) OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARAN

As atribuicbes dos sinais de RMN foram baseadasuemestudo completo
realizado por Falk e Stanek, (1997) sobre a es&ruta amilose e da amilopectina. Os
autores utilizaram RMN bidimensional com correla;éiemo e heteronucleare$i{

'H e'H-%C).
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4.2.4 Aspectos reoldgicos

Inicialmente, as fracdes de amido (GD-lI e GD-Mjraidas das sementes de
guarana com DMSO foram solubilizadas em agua atéirie (30 min) e resfriadas a
temperatura ambiente. Entretanto, observou-se quétodo néo foi efetivo devido a
formacao de aglomerados e materiais insolaveis.

Além de suas aplicacdes na industria de alimentammo e seus derivados
podem ser utilizados em formulacdes de produtosa padesivos, detergentes,
ceramicas, polimentos, explosivos, revestimentospdpel, industria téxtil e em
operacOes para recuperacao de oleos (KAPOOR; BHAHARYA, 2001). Desta
forma, as fracbes GD-I e GD-Il, foram solubilizagss DMSO e avaliadas quanto ao
comportamento reoldogico.

O comportamento viscoelastico das fracbes GD-l ellGIdi avaliado por
analises oscilatérias dinamicas. A finalidade destmerimento é obter informacdes a
respeito do carater solido da amostra, atravégdon®dulo de armazenamento (G’) e
do carater liquido, através do modulo de perda) (CHRAMM, 2006).

As varreduras de frequéncia da amostra GD-I nasetwracdes 10, 15, 20 e
25% (p/p) estdo demonstradas na Figura 7. Em tasasoncentragcbes testadas os
valores de G” foram superiores aos de G’. Paramacentracdo de 25% (p/p) os
valores de G’ e G” se cruzaram em frequéncias fnaigas, mas com o aumento da
frequéncia o médulo G” tornou-se superior ao modal. Este comportamento indica
que a fracdo GD-l1 em DMSO possui um comportamerais Riscoso que elastico nas
condicBes analisadas. Também foi possivel verificaumento da concentracdo da

amostra promoveu um aumento de ambos os modulds (G™).
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FIGURA 7 - VARREDURAS DE FREQUENCIA A 25 °C DA FRPAO GD-l,
OBTIDA DAS SEMENTES DE GUARANA, EM DIFERENTES
CONCENTRACOES, UTILIZANDO DMSO COMO SOLVENTE,
NAS TENSOES DE 0,1 Pa (GD-I NAS CONCENTRACOES 15,A
20%, p/p) E 0,8 Pa (GD-I NA CONCENTRACAO 25%, p/p)

A Figura 8 apresenta as varreduras de frequénce gpamostra GD-Il em
diferentes concentragdes (10, 15, 20 e 25%, pira Bs concentracbes maiores que
10% (p/p), os valores de G’ mostram-se superioseda G”, porém, com 0 aumento
da frequéncia, G” atinge valores superiores ao&d@®s resultados indicam que, nas
condicbes utilizadas, GD-Il comportou-se como uml @@co quando em

concentracOes superiores a 10%.
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FIGURA 8 - VARREDURAS DE FREQUENCIA DA FRACAO GD-IA 25 °C,
OBTIDA DAS SEMENTES DE GUARANA, EM DIFERENTES
CONCENTRACOES, UTILIZANDO DMSO COMO SOLVENTE,
NAS TENSOES DE 0,1 Pa (GD-Il NA CONCENTRACAO 10%p)pE
3 Pa (GD-Il NAS CONCENTRAGCOES 15, 20 E 25%, p/p)

Resultados semelhantes foram obtidos por Shon, eLiMoo (2005) para
amostras de amido de arroz (7, 8, 9 e 10%, p/pp8idados em solucdo de DMSO
90%. Quando avaliadas quanto ao comportamento eléstaco (0,1 a 10 Hz), as
amostras de amido de arroz apresentaram aumentoatioes de G’ e G” com o
aumento da frequéncia. Os valores de G’ foram resigue os valores de G” em
todas as concentracdes testadas, porém com o audeefiteqiiéncia, ouve inversao
deste comportamentarpssover). As freqliéncias em que ocorreramossover no
amido de arroz foram 2,16 Hz (7%, p/p), 1,8 Hz (§%p), 6,47 Hz (9%, p/p) e 7,2 Hz
(10%, p/p). Em comparagcao com os dados de Shorg lioo (2005), a fragcao GD-II
apresentou inversdo de comportamento viscoel&stiossover) na freqiéncia de 0,68
Hz (15%, p/p) e 3,16 Hz (20 e 25%, p/p).

Em frequéncias superiores a 3,16 Hz (dado nao augtros valores de G’ e

G” mostraram-se pouco confiaveis, apresentandodgraariacao.
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A Figura 9 apresenta apenas o modulo de armazemar(@l) para as duas
fracdes, GD-I e GD-Il, a fim de comparar o car&@ido de ambas. Nota-se que em
todas as concentracdes testadas o valor de GagacdfiGD-Il é superior ao da fracdo
GD-I. Este comportamento € possivelmente influeteipela diferenca dos teores de
amilose e amilopectina na composicdo destas fragmglo que a fracao GD-II
apresentou 64,3% de amilopectina, enquanto a flaE&bapontou 46,6%.

Kapoor e Bhattacharya (2001) ao avaliarem trés osmpes de amido de
milho em DMSO 90% (v/v), também verificaram maionedores de G’ para 0s
amidos com maiores teores de amilopectina. Este patde ser justificado pela
formacao de ligagcbes cruzadas entre as cadeiamittgactina, favorecida devido ao
uso do DMSO. Esta informacdo pode ser Util tant@ gaever as propriedades de
fluxo de processos, onde o0 amido em solventes mag@® empregado, bem como

para propor novas aplicacoes.
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FIGURA 9 - VARREDURAS DE FREQUENCIA A 25 °C, MOSPRDO
APENAS O MODULO G’ DAS FRACOES GD-I E GD-II, OBTID®
DAS SEMENTES DE GUARANA, NAS CONCENTRACOES DE 10,
15, 20 E 25% (p/p)
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A Figura 10 (A e B) mostra as curvas de viscomdib °C) obtidas para a
fracdo GD-l e GD-Il nas concentracdes de 10, 15e2P5% (p/p). Em todas as
concentracOes de GD-I e GD-Il observam-se redugéesscosidade com o aumento
da taxa de cisalhamento, caracterizando um compentd pseudoplastico
(SCHRAMM, 2006) nas condicdes de andlise.

A B
1000+ & GD-| (25%) 1000 - 4 GD-1I {25%)
-+ GD- (20%) -+ GD-Il (209%)
- GD- (15%) + GD-l {15%)
100+ -+ GD-1 {10%) 100+ & GD-Il (10%)
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FIGURA 10 - INFLUENCIA DA TAXA DE CISALHAMENTO NA
VISCOSIDADE (25 °C) DAS FRACOES GD-l (A) E GD-Il |B
OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANA, A 10, 15, 20 E 25%
(p/p), UTILIZANDO DMSO COMO SOLVENTE

Segundo Chamberlain e Rao (1999) em altas taxasdh@mento, a taxa de
formacdo de emaranhados moleculares é excedidaermo-se as redes poliméricas,
e conseguentemente a viscosidade da solucdo éidadur que caracteriza um
comportamento pseudoplastico.

Solorza-Feria et al. (2002) também observaram um comportamento
pseudoplastico para o amido de sement®©kimia hypogaea (3 e 7% p/v), quando
avaliaram a viscosidade do polissacarideo em DM3@xos autores (SHON; LIN e
YOO, 2005) ao avaliarem o amido de arroz em sollWg@E®MSO verificaram um
comportamento pseudoplastico mais pronunciado e¢as abncentracbes (9 e 10%

p/v) do que o observado para concentracoes me(oee8% p/v).
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A viscosidade das solugcdes aumentou com o0 aumemtoodcentracdo de
polissacarideo, sendo notavel a diferenca entoerasentracdes de 20 e 25% (p/p) na
fracdo GD-I (Figura 10A), onde ha diferenca ediatis(p < 0,05) entre as taxas de
cisalhamento 0,1 a 8,4"sPara a fracdo GD-II (Figura 10B) ha diferencatéstica (p
< 0,05) entre as concentracdes 15 e 20% p/p (0,18as") e entre a concentracdo de
20 e 25% plp (0,1 a 8,4

A Tabela 4 apresenta as médias das viscosidadesnggaguntamente com 0s
desvios padrédo, das fragdes GD-I e GD-Il, em difi® concentracdes, nas taxas de

cisalhamento de 0,18 e 1,18 s

TABELA 4 - VISCOSIDADE APARENTE DAS FRACOES GD-I EGD-I,
OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANA, EM DIFERENTES
CONCENTRACOES, NAS TAXAS DE CISALHAMENTO 0,18 E

1,18 ¢
Taxa de cisalhamento 0,18s| Taxa de cisalhamento 1,187
Concentracao (%) Viscosidade (Pa.%) Viscosidade (Pa.5)
GD-I GD-lI GD-I GD-lI
10 0,43+0,08 6,82+0,90 0,40+0,04 3,61+0,23
15 1,35+0,10 39,1+15,40 | 0,99+0,08 17,8045,17
20 9,77+0,83* 226,50+46,91*% 5,67+0,40* 87,83+14,64*
25 87,81+15,50* 666,85+34,70* 49,62+6,94* 343,70+£29,47*

#Média e desvio padrdo das viscosidades de GD-I4l G®taxa de cisalhamento 0,18 s

b Média e desvio padréo das viscosidades de GDB-# Ga taxa de cisalhamento 1,18 s

* Na concentracdo e taxa de cisalhamento analisaddgerenca estatistica (p < 0,05) entre as
viscosidades das fragbes GD-I e GD-II.

Comparando-se as mesmas concentracdes das fraddes GD-1l (10, 15, 20
e 25%, p/p), tanto na taxa de cisalhamento de ©'1guanto 1,18°§ ha diferenca
estatistica significativa (p < 0,05) nas concerdieacde 20 e 25%. Isto indica que ha
uma superioridade de GD-Il quanto aos aspectosnjluenciam na viscosidade. De
acordo Lefebvre e Doublier (2005), o principal fajoe afeta a viscosidade € a massa

molar. Assim a maior viscosidade observada pardl@Déderia ser atribuida ao maior
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conteudo de amilopectina nesta fracdo quando caudpas GD-l. A amilopectina
apresenta massa molar superior a da amilose (LORU§9; CHUNG; LIU, 2009;
CHENZet al., 2009).

Solorza-Feriaet al. (2002) compararam seus resultados para o amido de
semente d®kenia hypogaea com amidos de batata e milho em solugado aquosa (9:1
de DMSO, cuja viscosidade também diminuiu com o0 entm da taxa de
cisalhamento. O amido de batata (80% de amilopgctapresentou a maior
viscosidade aparente, seguido do amido de semen@kehia hypogaea (74% de
amilopectina) e milho (70% de amilopectina).

Kapoor e Bhattacharya (2001) investigaram a inftinda taxa de
cisalhamento na viscosidade de trés composi¢cOesnittto de milho, com diferentes
teores de amilose e amilopectina, nas concentraZods 6, 8% p/v. Em todas as
concentracOes avaliadas, empregando-se DMSO 90% amivente, os autores
verificaram que a viscosidade aparente aumentou @@umento do percentual de
amilopectina (99% > 75% > 30%). Estes dados demamstque o teor de
amilopectina aumenta a viscosidade do amido e slegos autores este fato se deve a
maior tendéncia de formacao de redes poliméricas.

A influéncia da temperatura sobre viscosidade dagbés GD-1 e GD-Il foi
avaliada pela comparacdo das curvas de fluxo €28 80 °C, na concentracdo de
20% (Figura 11). Conforme esperado, observa-se tgdacdo nos valores de

viscosidade para as amostras analisadas a 50 °C.
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FIGURA 11 - CURVAS DE VISCOSIDADE (25 E 50°C) DARRRCOES GD-I E
GD-ll, OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANA, A 20% (p/p)
UTILIZANDO DMSO COMO SOLVENTE

4.3 CARACTERIZACAO DAS FRACOES GHW-I E GHW-II

As fracBes extraidas com agua quente, GHW-I e QHVdpresentaram
rendimentos de ~1%, altos teores de acucar tatateddos elevados de glucose e
acido urbnico (12 e 23%, respectivamente). A cofnigdosdestas fracdes indica a
presenca de pectinas, porém ambas as fracOes rdprase-se contaminadas por
amido, confirmado apo6s teste com lugol, o que fjoatio percentual de glucose.

Assim, com a intencao de isolar polissacaridectiqus, as fracdes GHW-1 e
GHWE-II foram submetidas a tratamento coramilase e amiloglucosidase a fim de
remover o amido contaminante. Apés a remoc¢ao dd@ptiservou-se uma perda em
massa de aproximadamente 76,7% para GHW-IET e 7p&% GHW-IIET, em

relacdo as fracdes polissacaridicas brutas (GH\V@H@/-II).
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A Tabela 5 apresenta a composi¢cdo monossacaridiciatdes extraidas com

agua quente, antes e apds tratamento para remoganido.

TABELA 5 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOESGHW-I,
GHW-IET, GHW-II, E GHW-IIET OBTIDAS DAS SEMENTES DE

GUARANA
N Rha® Fuc® Ara® Xyl* Man® Gal* GlIc? Acido b
FRACAO Uronico
(%)

GHW-I 1 tr 4 tr tr 1,5 80,6 12
GHW-IET 2 tr 22,2 3,8 20 10,5 6,0 53
GHW-II 15 tr 9,7 15 tr 2,2 59,7 23
GHW-IIET 1,9 tr 16,8 2,7 0,6 5,6 2,4 70

4Determinado por método GLC.
®Determinado por método colorimétrico de FilisettizZi e Carpita (1991).

As fracdbes GHW-IET e GHW-IIET, resultantes do traémto enzimatico,
apresentaram uma reducao dos teores de glucoselagda as fracbes brutas de
93,3% e 95,7%, respectivamente (Tabela 5). Issdrengsie 0 emprego das enzimas
a-amilase e amiloglucosidase foi eficiente na remnai@amido, visto que os teores de
acido urdnico também tiveram um aumento signifucati

A Figura 12A apresenta o espectro de R#M®&-da fracdo nativa GHW-I, onde
€ possivel identificar sinais referentes ao ami®€9,7(C-1),6 77,6 (C-4),6 73,4
(C-3),86 71,7 (C-2)6 71,4 (C-5),6 69,7 (C-6 substituido) 60,8 (C-6 livre) (FALK;
STANEK, 1997; VRIESMANN; SILVEIRA; PETKOWICZ, 2009)Além disso, foi
possivel verificar alguns sinais caracteristicosnaeGalA (1—4) ligado, dentre os
guais estao 99,7 (C-1),6 70,5 (C-3),6 68,3 (C-2) & 52,8 O-Me), que ficaram mais
evidentes na fracdo purificada (GHW-IET). Novosasraparecem para o acidm-
galacturdnico na fragdo GHW-IET (Figura 12B). Derdgstes se destacan72,0 e
170,5 referentes aos grupamentos -COOH e -COQ@pectivamente, das unidades

de GalA. Os sinais e 100 ed 99,7 correspondem ao C-1 das unidades de GalA
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esterificadas e nao esterificadas, respectivameme. 78,6 aparece o sinal de Cé4,
70,5 de C-3§ 68,1 de C-2 (VRIESMANN; PETKOWICZ, 2009),57,4 (SUNet al.,
2005) es 52,8 deO-CH3 (C-6) das unidades de GalA. Os sinaiséeb®7,6 e 16,9
referem-se a C-1 dev-L-Araf e C-6 (CH) da a-.-Rhag, respectivamente
(VRIESMANN; PETKOWICZ, 2009).

A Figura 13 apresenta os espectros de RMN-da fracdo nativa GHW-II
(Figura 13A) e da fracdo tratada enzimaticamenta pamocao do amido (GHW-
IIET) (Figura 13B), onde foi possivel observar cagarecimento de alguns sinais
referentes ao amido, dentre esi€9,3,6 78,4,6 77,6,6 73,4,6 72,8,6 71,8,6 71,4,
69,7,6 68,9,6 68,3 ed 60,8. Também foi possivel identificar a cadeiaggal do
acido a-b-galacturénico ($4) ligado (VRIESMANN; PETKOWICZ, 2009) e o
espectro desta fracao (Figura 13B) apresenta-s® semelhante ao da fracdo GHW-
IET (Figura 12B). No entanto, alguns sinais adiaisnentreé 81 e 82,4 estédo
evidenciados para a fracdo GHW-IIET na Figura 1&Bguais podem ser atribuidos
aos C-2 e C-4, respectivamente, das unidades.d&raf. O sinal emd 61,4 pode ser
atribuido ao C-5 dos terminais ndo redutores détades dex-L-Araf, que também
podem participar das ramificagcbes nas pectinas (@AR0; SILVA; COIMBRA,
2002; BUSHNEVAet al., 2002). O sinal em 20,1 pode ser referente a grupos acetil
de unidades da-D-GalpA e emd 16,9 esta presente também o sinal de C-6; @&
a-L.-Rha (YU et al., 2009).
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FIGURA 13- ESPETROS DE RMKC (D,O, 70 °C) DAS FRACOES GHW-II
(A) E GHW-IIET (B) OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANA

Os perfis de eluicdo por HPSEC das fracdes reseltalo tratamento
enzimatico para remocao do amido (GHW-IET e GHWF)Iestdo apresentados na
Figura 14, sendo comparados com agueles das fragdas (GHW-I1 e GHW-II).

Na fracdo GHW-I o pico detectado pelo indice deagEo (RI), que tem sua
eluicdo iniciada em 36 min, coincide parcialmerdm® pico do espalhamento de luz
(LS), que neste caso mostra-se bastante alargasav@imente devido a presenca do
amido. ApoOs o tratamento enzimatico, o pico detkrtpelo espalhamento de luz
torna-se mais agudo e a deteccdo simultanea pdilceide refracdo é praticamente

nula, indicando que o tratamento com as enzimasficiente na purificacdo da
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amostra. O principal pico da fracdo GHW-IET, queredeorresponder a pectina,
aparece em 48 min no detector de indice de refracdodo é detectado no
espalhamento de luz, indicando que se trata demwhicula de menor massa molar.
A fracdo GHW-IIET, apdés o tratamento para remogaamido apresentou uma
notavel reducdo do pico detectado pelo indice ftag&o (RI), em torno de 38 min,
guando comparada a amostra nativa GHW-II. O praigyico da fracdo GHW-IIET
aparece em 48 min no detector de indice de refracdodo é detectado no

espalhamento de luz. Este pico deve correspongiectaa.
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PERFIS DE ELUICAO POR HPSEC DAS FRAC®EHW-I,
GHW-IET, GHW-Il E GHW-IIET, OBTIDAS DAS SEMENTES DE
GUARANA, UTILIZANDO DETECTORES DE ESPALHAMENTO
DE LUZ (LS) E INDICE DE REFRACAO (RI)

FIGURA 14 -

Uma pectina isolada da polpa de cupudiedbroma grandiflorum) contendo
65,4% de &cido urdnico foi submetida a tratamenaineatico para remocédo do amido
contaminante. O teor de glucose da fracdo nativaldo7,1%, e apos o tratamento

enzimatico houve reducéo deste percentual em apaotamente 89%. O teor de acido
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urénico para a fracdo purificada foi de 81,9%. @fipde eluicio em HPSEC da
fracao purificada foi semelhante ao encontradoresgnte trabalho, apresentando um
pico principal em torno de 50 min. (VRIESMANN; PEDKVICZ, 2009;
VRIESMANN; SILVEIRA; PETKOWICZ, 2010).

A fracdo GHW-IIET apresentou o maior teor de aaiddnico (70%) e menor
conteudo de glucose (2,4%) e por isso foi submedidaltrafiltracdo, utilizando
membrana de 0,1 um, no intuito de purificar estgdo péctica. O tratamento
enzimatico deu origem as fracdbes GHW-IIETiRr@ated) e GHW-IIETR (etained). A
Figura 15 apresenta os perfis de eluicdo por HP&&E@acdo GHW-IIET (antes da
ultrafiltracdo) e GHW-IIETF (apés ultrafiltracdopostrando apenas o detector de

indice de refracéo (RI).
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FIGURA 15- PERFIS DE ELUICAO POR HPSEC DAS FRAC®BHW-IIET E
GHW-IIETF, OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANA,
UTILIZANDO DETECTOR DE iNDICE DE REFRAGCAO (RI).

A ultrafiltracéo foi eficiente na remocéo do pia@ximo a 38 min, existente no
perfil de eluicdo da fracdo GHW-IIET, e a amosttdWEIIETF apresentou um perfil
praticamente homogéneo no detector de indice dacéef, ndo havendo deteccdo no
espalhamento de luz (dado ndo mostrado). Uma difareos tempos de retencdo dos
picos principais indica que apdés ultrafiltracdo vewma separacdo por tamanho dos

polissacarideos pécticos, dando origem a uma fragéo massa molar menor. Ja a
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fracdo retida (GHW-IIETR), apresentou perfil deigho multimodal por HPSEC
(dado ndo mostrado).

A Tabela 6 apresenta a composi¢cado monossacariddracées GHW-IIET,
GHWE-IIETF e GHW-IIETR. Foi possivel perceber a diieca de composicdo das
fracoes filtrada (GHW-IIETF) e retida (GHW-IIETRhdicando que houve separacao
de polissacarideos na ultrafiltracao.

Os principais aclUcares neutros da fracdo GHW-IIHdFam arabinose e
galactose, conforme esperado para as cadeiasidadergectinas, que sdo compostas
principalmente por arabinanas, galactanas ou argbiactanas (CAFFALL;
MOHNEN, 2009; HABIBIet al., 2004).

TABELA 6 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOESHW-IIET,
GHW-IIETF E GHW-IIETR OBTIDAS DAS SEMENTES DE

GUARANA
- Rha® Fuc® Ara® Xyl* Man® Galf GIc® Agc_lob
FRACAO Uronico
(%)
GHW-IIET 1,9 tr 16,8 2,7 0,6 56 2,4 70
GHW-IIETF 2,3 tr 18,6 3,2 1 6,1 2,6 67
GHW-IIETR 0,6 - 4,7 4,3 8 3,6 8,9 69

#Determinado por GLC.
®Determinado por método colorimétrico de FilisettizZi e Carpita (1991).

Os grupos carboxilicos das unidades de acido coda fracdo GHW-IIETF
foram submetidos ao processo de carboxi-reducao MaBD, para obtencao das
unidades glicosidicas neutras correspondentes adéinconfirmar a identidade do
acucar acido. Deste processo foi obtida a fracAd\WWGIETF (reduced), que apds um
ciclo de carboxi-reducdo apresentou 13% de &cidmniew. Apods hidrolise e
derivatizacdo o teor de galactose aumentou cercadam relacdo a fracdo GHW-
IIETF, confirmando a presenca do acido galactu@momo esperado para pectinas.

A confirmacéo da presenca do acido galacturonieiém foi obtida pela analise dos
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perfis de fragmentos de massa gerados apés caduugdao, hidrolise, reducéo,
acetilacdo e analise em GC-MS. Na amostra carleakizida alguns fragmentos de
massa referentes a galactoséz(170, 273 e 375) apresentaram-se com duas unidades
de massa a maisyz 172, 275 e 377), indicando que houve a entradkdedeutérios
durante a reducdo com NaBDa etapa de carboxi-reducdo (CARPITA; SHEA,
1989).

A Tabela 7 mostra a composicao da fracdo carbakizida, onde é possivel
visualizar os demais acucares neutros que compd&agio RGHW-IIETF.
Proporcionalmente foi possivel verificar um aumethdg agucares neutros tais como
ramnose, arabinose, xilose e glucose. A baixaael&ha:GalA sugere que a fragao
péctica isolada tem predominio de regides linedpsetanto, as regides ramificadas
apresentam, provavelmente, cadeias laterais de inam#s, galactanas ou

arabinogalactanas.

TABELA 7 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOESHBN-IIETF
E RGHW-IIETF OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANA

Rha® Ara® Xyl Man® Gal* Glc® AAcinob
FRACAO Urdnico
(%)
GHW-IIETF 2,4 146 2,9 1,6 8 3,2 67
RGHW-IIETF 3,6 17,2 3,0 15 56,3 52 13

4Determinado por GC-MS.
® Determinado por método colorimétrico de Filisettizgi e Carpita (1991).

A fracdo obtida apos ultrafiltracdo (GHW-IIETF) apentou um espectro de
RMN-'C bastante complexo (Figura 16), com sinais cafatigs de pectinas efn
174,7-170,6, referentes aos grupos carboxilico8)({B#es e metil-esterificados das
unidades deu-D-GalpA, respectivamente (TANGt al., 1999). Os principais sinais,
referentes a cadeia principal @é&alpA (1—4) ligada, aparecem enl100,0 (C-1 das
unidades esterificadasy, 99,3 (C-1 das unidades néo esterificadasj8,5 (C-4),6
71,6 (C-5),6 70,5 (C-3),6 68,2 (C-2) ed 52,8 O-CH; do C-6) (VRIESMANN;
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PETKOWICZ, 2009). End 107,6 e 107,2 aparecem 0s sinais correspondestes a
unidades deo-L-Araf indicando que estas unidades podem estar ligadaduds
diferentes formas, ou estarem substituidas (SIMASIN et al., 2009). O sinal
correspondente ao C-1 @leb-Galp mostra-se com baixa intensidade &m04,3. A
regido ded 81-84 € caracteristica de C-2, C-3 e C-4.déAraf e na regido dé 60-64
estdo presentes os sinais de C-5 de terminais etidores dex-L-Araf (6 61,3) e
também de C-6 livre dép-Galp (6 60,9) (HABIBI et al., 2004). End 20,2 observa-se
um sinal referente a grupos acetil que devem égtatos as unidadesp-GalA e em
6 16,6 o CH(C-6) das unidades deL-Rha.

Os resultados obtidos sugerem que a fracdo GHWHIEET constituida
principalmente = de uma homogalacturonana  contendosergies de

ramnogalacturonana. As cadeias laterais da rammdgabnana sao formadas

principalmente por arabinose e galactose.
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FIGURA 16 - ESPETRO DE RMNC (D0, 70 °C) DA FRAGAO GHW-IIETF
OBTIDA DAS SEMENTES DE GUARANA

A fracdo GHW-IIETF apresentou grau de esterificag@o33%, indicando se
tratar de uma fracdo péctica com baixo grau deigsdgedo. Embora a fracdo GHW-

IIETF tenha sido metilada duas vezes pelo métod€ideanu e Kerek (1984), os
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dados obtidos néo foram satisfatorios, sugerindoppssa ter ocorrido degradacao ou

submetilacédo, o que impossibilitou a interpretadd® resultados.

4.4 CARACTERIZACAO DAS FRACOES GHA2-1, GHA2-1I, GHAI, GHA4-II,
GHB2-I, GHB2-Il, GHB4-| E GHBA4-II

Na Figura 17 estdo apresentados os perfis de eluyigdi HPSEC das
hemiceuloses A e B, extraidas sob duas condicéabrels (NaOH 2M e 4M). Todas
as hemiceluloses mostraram-se heterogéneas.

A fracdo principal de cada amostra eluiu entre S86amin e foi detectada
simultaneamente tanto pelo indice de refracdod&dnto pelo ultravioleta em 280 nm
(UV). Este fato pode ser justificado pelos elevattmices de proteina, entre 22,6 e
36%, determinados pelo método de Peterson (197%f)) bomo a presenca de
compostos fendlicos, com teores de 8 a 15,6% akemiceluloses A/B — |, e 20,8 a
38% para as Hemiceluloses A/B — Il, estimados pékrenca entre as dosagens de
proteina (Tabela 1) por Hartree (1972) e Peter$dii®), conforme descrito no item
3.4.3 para hemiceluloses brutas (WU; HWANG, 200807 ZHANG, 2008).

Inicialmente as fracbes GHA2-I e GHA2-Il foram setmadas para
fracionamento por gelo e degelo, devido ao maiatetmo de xilose (65,6%) e maior
rendimento (2,2%) entre as hemiceluloses, res@antnte.

A fracdo GHA2-| praticamente ndo apresentou mdtprecipitado apos varios
ciclos de congelamento e degelo, ja a fracdo GHARHjinou uma porgcédo soluvel,
GHA2-IIS (supernatant) e uma porcédo precipitada, GHA2-lIRprécipitated). Os
rendimentos em relacdo a fracdo bruta foram dexapamlamente 77% para GHA2-
IS e 23% para GHA2-IIP.

Na Tabela 8 estdo mostrados os teores de acUahrpaiteinas e composicao
monossacaridica das fracdes submetidas ao prodessongelamento e degelo e as
fracOes resultantes. A fracdo GHAZ2-1IS apresentmdg@minio de xilose (69,4%),

enquanto a fracdo GHA2-IIP mostrou composicaoeioaglucose (62,8%).
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Um fato interessante € que o procedimento de fmaoi@nto por gelo e degelo
proporcionou a separacéao de proteinas, que sertoarean na fracao solavel GHA2-
[IS, cujo rendimento em massa foi maior, enquanfoagdo insoltvel (GHA2-IIP)
apresentou apenas 0,3% de proteina. Vale ressalkan dosagem colorimétrica de
acucar total é conduzida através de uma curva ueogg, e que, dependendo da
composicdo monossacaridica das fracdes este valer gstar subestimad0.fato da

fracdo GHA2-IIP ser insolavel também pode justificabaixo teor de acucar total
detectado.

TABELA 8 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA, TEOR DE PRE&INA E
ACUCAR TOTAL DAS FRACOES GHA2-I, GHA2-II, GHA2-IIE
GHA2-1IP OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANA

. Rha® Ara® Xyl* Man® Gal® GIc? A:mgjob Proteina’ Aguca(ljr
FRACAO uronico Total
(%) (%) (%)
GHAZ2-I| 0,6 5,5 65,6 tr 34 24,1 tr 30,8 53,6
GHA2-11 0,6 8,2 56,8 0,6 4.8 28,7 tr 35 26,5
GHA2-1IS 0,5 7,7 69,4 0,7 46 12,7 3,9 72,5 18,8
GHAZ2-1IP 0,7 7,6 17,8 tr 4,7 62,8 54 0,3 28,3

4Determinado por GLC.

® Determinado por método colorimétrico de Filisettizgi e Carpita (1991).
¢ Determinado por método colorimétrico de Peterd®aT).

¢ Determinado por método colorimétrico de Dulmial. (1956).

Dentre as metodologias utilizadas na tentativaedewer as proteinas da fracéo
GHA2-IIS (descritas no item 3.3.2.3) nenhuma fomptetamente eficiente, e a
reducdo dos percentuais de proteina ndo passdoPtie2precipitacdo com TCA (20
e 25%) nao foi seletiva para as proteinas, prontivéambém a precipitacdo dos
polissacarideos. Portanto, devido ao alto teor rdéeima da fracdo GHAZ2-1IS e a

insolubilidade da fracdo GHAZ2-IIP, nenhuma destasdes foi selecionada para
estudos posteriores.
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A Figura 18 apresenta o espectro de RMSI-da fracdo GHAZ2-I. E possivel
observar a presenca de sinais que correspondemaaadeia dg-D-xilose (1:-4)
ligada, representada pelos sinais &f01,6 (C-1)6 76,4 (C-4),6 73,8 (C-3),6 72,8
(C-2) ed 63,0 (C-5) (HABIBI; MAHROUZ; VIGNON, 2002; MELLINE&R et al.,
2005; CIPRIANIet al., 2008). Demais sinais e&9,7 (C-1),6 77,6 (C-4)0 73,4 (C-
3),6 71,7 (C-2),0 71,4 (C-5) & 60,8 (C-6) podem ser atribuidos ao amido, presente
nesta fracdo (VRIESMANN; SILVEIRA; PETKOWICZ, 2009)
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FIGURA 18 - ESPECTRO DE RMNC (D,O, 70 °C) DA FRACAO GHA2-|
OBTIDA DAS SEMENTES DE GUARANA

A fracdo GHA2-I que apresentou 0 maior conteldaildse (65,5%) e um dos
maiores conteudos de acucar total (53,6%) (Tabel@)ldentre as hemiceluloses foi
entdo submetida a fracionamento com solucao dengelma tentativa de isolar uma
xilana. As fracbes obtidas apresentaram-se heteeagé quando analisadas por
HPSEC (ndo mostrado). A fracdo precipitada comemi@gde Fehling apresentou
menor conteudo de xilose que a fracdo bruta (40Q,6%)n de conter amido como

contaminante (confirmado pelo teste de lugol). Mespds tratamento desta fracéo
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coma-amilase e amiloglucosidase a fracdo se mantewedy&nea por HPSEC e foi
descartada.

Uma nova tentativa de purificacdo foi adotada pardracdo GHAZ2-I,
empregando-se uma coluna cromatogréafica de troweai§DEAE Trisacryt Plus M),
a fim de remover as proteinas presentes. A patedprocedimento foram obtidas
quatro fracoes: a fracdo eluida com agua, nome&th2@GW (water); a fracdo eluida
com NaCl 2M, chamada de GHA2-INaCl; e as frac6eilak com solu¢cdo de NaOH
(0,5 e 1M) que foram denominadas GHA2-10,5NaOH eA&H#NaOH. O rendimento,
teor de proteina e acUcar total das fracdes obpdadracionamento em coluna de
troca ibnica estdo apresentados na Tabela 9. A @sig§p monossacaridica esté

mostrada na Tabela 10.

TABELA 9 - RENDIMENTO, TEOR DE ACUCAR TOTAL E PRCHINA DAS
FRACOES ORIUNDAS DO FRACIONAMENTO POR COLUNA
DE TROCA IONICA OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANA

. Rendimentd Acucar Totaf Proteina’
FRACAO
(%)
GHA2-IW 33,5 65,3 nd
GHAZ2-1-NaCl 11,1 24,4 nd
GHAZ2-10,5NaOH 36 21,3 54,5
GHAZ2-INaOH 6,1 15,3 19,5

4Calculado com relacédo a quantidade de materialaina coluna.
® Determinado por método colorimétrico de Dulmial. (1956).
‘Determinado por método colorimétrico de Peterd®7T).

"Nao detectado.

As fracBes eluidas com agua (GHA2-IW) e NaCl (GHAPaCI)
apresentaram-se livres de proteinas, sendo esi@geradas nas fracdes eluidas com
alcali. A xilose foi o principal monossacarideogtudas as fracfes obtidas. A glucose
também foi um componente gquantitativamente imptetpara todas as fracdes e sua

presenca foi atribuida a contaminacdo por amide fojuconfirmada no teste de lugol.
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TABELA 10 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES
ORIUNDAS DO FRACIONAMENTO POR COLUNA DE TROCA
IONICA OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANA

N Rha® Fucd® Ara? Xyl Man® Gal® GIc* Aﬂc'qob
FRACAO Uronico
(%)
GHA2-| 0,6 tr 55 656 tr 34 24,1 tr
GHA2-IW tr tr 1 528 tr 19 333 10,6

GHA2-I-NaCl 0,9 0,5 108566 0,7 79 79 14,5
GHAZ2-10,5NaOH 0,5 tr 6,1 66,6 0,7 39 131 8,2

GHA2-INaOH 0,9 0,9 248 36,2 2,2 11,9 18,8 4,2

4Determinado por GLC.
® Determinado por método colorimétrico de FilisettizZi e Carpita (1991).
" Tragos (< 0,5%).

Percebe-se que as proteinas que interagiram cowoluaacde troca ibnica
eluiram apenas sob condi¢cGes drasticas (NaOH Q@M)eindicando forte interacéo
com a coluna. A passagem de polissacarideos a@umenciados pela presenca de
acido urdnico na fracao eluida com agua (GHA2-1Wjese que houve uma saturagao
da coluna nas condi¢des utilizadas.

A fracdo GHA2-IW foi submetida a tratamento enzig@tpara remocdo do
amido, resultando na fracdo GHAZ2-IWETenfymatic treatment). ApOs este
procedimento, observou-se uma reducdo de aproximaa 87% no contetdo de
glucose, indicando remocao consideravel do amidéigira 19 mostra os perfis de
eluicdo por HPSEC, mostrando apenas o detectondieei de refracdo das fracdes
GHA2-I (bruta), GHA2-IW e GHAZ2-IWET, apresentandoeaolucdo obtida apos
purificacdo. As fracbes GHA2-IW e GHA2-IWET apresan-se semelhantes entre si,
exibindo distribuicdo de massa multimodal.

Com a finalidade de purificar a fracdo GHA2-IWEBteefoi submetida a um
sistema de didlise fechada contra agua MiliQ, eggrdo-se membranas com limites
de excluséo de 1.000 e 16 KDa.
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FIGURA 19 - PERFIS DE ELUICAO POR HPSEC DAS FRAC®HESHA2-I,
GHA2-IW E GHA2-IWET, OBTIDAS DAS SEMENTES DE
GUARANA, UTILIZANDO DETECTOR DE INDICE DE
REFRACAO (RI).

A Tabela 11 apresenta a composicdo monossacaddgdracoes GHA2-IW,
GHA2-IWET e GHA2-IWETD.

TABELA 11 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOESHA2-IW,
GHA2-IWET E GHA2-IWETD OBTIDAS DAS SEMENTES DE

GUARANA
N Rha® Fuc® Ara® Xyl Man® Gal* GIc® AAC'dOb
FRACAO Uronico
(%)
GHA2-IW tr tr 1 52,8 tr 19 333 10,6
GHA2-IWET tr tr tr 758 1,6 36 43 13,7
GHA2-WETD tr nd 15 757 14 31 4.1 13,8

®Determinado por GLC.
® Determinado por método colorimétrico de FilisettizZi e Carpita (1991).

"“No detectado.
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A seguir (Figura 20) estdo mostrados os perfis ldegd® por HPSEC das
amostras GHA2-IW, GHA-IWET e GHA2-IWETD, mostrandpenas o detector de

indice de refracéao.
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FIGURA 20 - PERFIS DE ELUICAO POR HPSEC DAS FRACOESIA2-IW,
GHA2-IWET E GHA2-IWETD, OBTIDAS DAS SEMENTES DE
GUARANA, UTILIZANDO DETECTOR DE INDICE DE
REFRACAO (RI)

Analisando o perfil de eluicdo da fracdo GHA2-IWETdbserva-se que apos a
filtracdo na membrana de 1.000 KDa houve reducdpicmem torno de 40 min, ja a
didlise usando membrana de 16 KDa, auxiliou nag&duos picos com tempos de
retencao superiores a 60 min. Vale destacar qaefegtio ndo apresentou deteccao
simultanea no ultravioleta (280 nm), mostrando aléstma que a cromatografia de
troca i6nica foi eficiente na remocédo de protearasriormente associadas.

O espectro de RMNC da fracdo bruta GHA2-1 (A) e purificada GHA2-
IWETD (B), obtida ap0s fracionamento por cromatfigrde troca idnica, tratamento

enzimatico, filtracdo e dialise, esta apresentadbigura 21.
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FIGURA 21 - ESPECTROS DE RMNC (D,O, 70 °C) DAS FRACOES GHA2-|

(A) E GHA2-IWETD (B) OBTIDAS DAS SEMENTES DE
GUARANA

No espectro de RMNEC da fracdo GHA2-IWETD (Figura 21B@s cinco
sinais principais sédo caracteristicospaexilose -4 ligada, sendo estesl01,7 (C-
1),6 76,5 (C-4)6 73,8 (C-3),6 72,8 (C-2) & 63,0 (C-5) (MELLINGERet al., 2005;
CIPRIANI et al., 2008). Emoé 102,4 observa-se um pequeno sinal referente ao

terminal ndo redutor d@-p-xilose e emé 101,2 as unidades 2,4-@substituidas
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(CIPRIANI et al., 2008). Emé 97,7 esta presente o sinal do C-1 das unidades nao
redutoras de 4O-Me-a-D-GlcpA (CIPRIANI et al., 2008) ou a-D-GIcpA
(MELLINGER et al., 2005). Alguns sinais podem ser atribuidos agbor®s das
substituicdes por O®-Me-a-D-GlcpA como emd 82,3 (C-4)6 76,8 (C-3)6 72,3 (C-5)

e o 71,5 (C-2) (VIGNON; GEY, 1998; HABIBI, MAHROUZ; \GNON, 2002).
Sinais emd 61,7 ed 60,9 podem ser atribuidos a C-6 livres de hex@S&s Gal ou
Man). O sinal end 59,5 é referente ao grupo —Og#has unidades de @-Me-a-D-
GlcpA (HABIBI, MAHROUZ; VIGNON, 2002; MELLINGER et al., 2005;
CIPRIANI et al., 2008). Quando se comparam 0s espectros da f&da@-1 (Figura
21A) e GHA2-IWETD (Figura 21B) €é possivel verificardesaparecimento dos sinais
referentes ao amido e o aparecimento de novossso@nacteristicos de uma D-
glucurono-D-xilana, contendo unidades d&-44e-a-D-GIcpA.

Vignon e Gey (1998) e Habibi, Mahrouz e Vignon (2080 estudarem xilanas
extraidas de sementes de outros vegetais, como aiea@ydonia oblonga) e figo
(Opuntia ficus-indica) respectivamente, observaram deslocamentos quenmuato
semelhantes para@-metil-b-glucuronaep-xilanas.

Apos carboxi-reducéo, seguida de derivatizacaaedéatos de alditol, a fracao
resultante RGHA2-IWETD foi avaliada por GC-MS. Aepenca de ©®-Me-a-D-Glc
foi confirmada pelo perfil de fragmentacao/f 86, 87, 99, 129, 159, e 189) e tempo
de retencao, indicando a presenca de-Mie-a-D-GIcpA (7%) na fracdo RGHA2-
IWETD. A glucose aumentou cerca de duas vezes ceptral original, atingindo
8,5%, confirmando assim a identidade do acido g@rdoo. A andalise de metilacéo
(Tabela 12) da amostra carboxi-reduzida mostroveagmca dos derivados 2,3-Me
Xyl (54%), 3-Me-Xyl (10%) e 2,3,4-MeXyl (8%), confirmando os dados de RMN. A
presenca de Xyl (5%) ndo metilada pode indicar dpde porcdes totalmente
substituidas, ou que a amostra foi submetiladae@vato 2,3,4,6-MgGlc (12%)
indica o terminal ndo redutor dep-GIcA ou 40O-Me-o-D-Glc, e outros derivados
observados como 2,3,6-M6&lc (5%) e 2,3-MgGlc (3%) podem indicar
contaminacao por amido. Segundo Morrison (200Kjlasas podem conter pequenas
proporcdes de galactose, confirmado pelo derivad@t B- Ma-Gal (3%), que pode

sugerir substituicGes nas cadeias laterais.
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TABELA 12 - ANALISE POR METILACAO DA FRACAO RGHA2WETD
OBTIDA DAS SEMENTES DE GUARANA

Acetatos de aldit6i§ Tipo de ligagdo %
2,3,4 —Ma-Xyl Xyl p-(1— 8
2,3-Me-Xyl —4)-Xylp-(1— 54
3-Me-Xyl —2,4)-Xylp-(1— 10
Xyl —2,3,4)-Xylp-(1— 5
2,3,4,6 —Mg-Glc Glop-(1— 12
2,3,6-Me-Glc —4)-Glep-(1— 5
2,3-Me-Glc —4,6)-Glgp-(1— 3
2,3,4,6- Mg-Gal Galp-(1— 3

#Determinado por GC-MS.

4.5 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Embora a atividade antioxidante esteja normalmasg®ciada aos compostos
de baixa massa (LAK@t al., 2007), diversos autores tém investigado a atded
antioxidante de polissacarideos (YAN@& al., 2006; YANG et al., 2008;
CHATTOPADHYAY et al., 2010; LUOet al., 2010). A fracdo GHW-IIET, extraida
com agua quente e purificada através de tratamemdonatico, apresentou 0 maior
teor urdnico (70%) dentre as fracdes pécticas, alémum rendimento em massa
satisfatorio (530 mg). Esta fracdo apresentoueseem acido galacturénico, estando
presente também arabinose (17,4%), galactose (bxf&ge (2,9%), glucose (2,4%) e
manose (1%). Também foram detectados, em pequenatidpde, compostos
fendlicos (2%) e proteinas (2%). Portantmmo polissacarideos acidos ja foram
descritos por apresentaram potencial antioxidaKt@ROOSOVA; MACHOVA,
2006; Qlet al., 2006; YANGet al., 2010), neste trabalho a fracdo péctica GHW-IIET

foi selecionada para realizacédo de ensaios caadieais livres.
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Sabendo que o guarana tem sua atividade antiogid@sbciada aos compostos
fendlicos (KUSKOSKI et al., 2005) e que o emprego dos solventes como
metanol/agua (4:1) promovem a extracdo destes csiop(SEPAGOLLAet al., 2009),

o extrato GMW, obtido através destas condicbesp cepdimento em massa foi
bastante elevado (15,33 g), tambi@irutilizado nos ensaios de atividade antioxidante
O extrato GMW apresentou um elevado contetudo depostos fendlicos (37,5%),
além de conter 17% de acgUcares redutores e 26, &gidar total.

A Tabela 13 mostra a composicdo monossacaridicexttato com e sem
hidrélise prévia com TFA. Os acUcares livres masngmente encontrados em
material de origem vegetal sdo a glucose, frutosacarose. No extrato GMW, a
glucose esta presente em maior proporcao tantatrate@ submetido a hidrélise como
naquele ndo hidrolisado, indicando a presencawtmsgg livre. A presenca de manose,
detectada por GLC como manitol hexa-acetato é pseingnte resultante da
derivatizac&do da frutose. A frutose, por ser untasee ao ser reduzida na forma de
alditol produz uma mistura de manitol e glucitalecapds acetilacdo geram manitol e
glucitol hexa-acetato, este ultimo contribuindogpatevar os niveis de glucose. A
presenca de outros monossacarideos, como Rha, AGale cujos percentuais

aumentam apos a hidrélise indica a presenca desskgarideos na fracdo GMW.

TABELA 13- COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DO EXTRATOGMW,
OBTIDO DAS SEMENTES DE GUARANA, COM E SEM
HIDROLISE

Rha® Ara® Xyl Man® Gal GlIc®

(%)
Sem Hidrélise - 2,9 1 12,4 - 83,6

Com Hidrdlise 0,9 8,8 1 44 17 83
 Determinado por GLC.

GMW

Na Figura 22 esta apresentado o espectro de BWINdo extrato GMW

indicando a complexidade da composicdo da amd3dfgrincipais grupos funcionais
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relacionados ao carbono estdo indicadas com as ket(Alquila - 0 a 45 ppm)B
(Metoxila - 45 a 60 ppm)C (Carboidratos - 60 a 94 ppnd), (Di-O-alquila - 94 a 110
ppm),E (Arila - 110 a 142 ppm) E (Fendlico - 142 a 160) (MATHERS& al., 2003).
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FIGURA 22 - ESPECTRO DE RMRNC (MeOD, 30 °C) DO EXTRATO GMW
OBTIDO DAS SEMENTES DE GUARANA

Inicialmente, as fracbes GMW e GHW-IIET foram u@das em um ensaio de
sequestro de radical DPPH, empregando-se oito ntacées diferentes (0,1-10.000
ng/mL). Acido ascorbico (AA) e o butil hidroxianisBHA), que sido antioxidantes
frequentemente aplicados em alimentos, foram atbs como controles. Os
resultados obtidos estdo demonstrados na Figura 23.

E possivel verificar a atividade antioxidante dejgerda concentracdo de
amostra empregada. Outros autores também observaragomportamento similar
(YANG et al., 2006; GEet al., 2009; XUet al., 2009).

Em baixas concentracfes a fracao GHW-IIET praticaen@do apresentou
atividade antioxidante, atingindo apenas 15% dediestop de radical DPPH na
concentracdao de 500 pg/mL. Enquanto isso, nestanane€®ncentracdo, o extrato
GMW, o éacido ascérbico e o BHA apresentaram atdedde 85,9; 96,7 e 92,7 %,

respectivamente.
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Nas concentracfes de 1.000 e 10.000 pg/mL o potidsieo testado (GHW-
[IET) apresentou atividade sequestrante de DPPR4Ad® 68,4% respectivamente. Na
maior concentracao testada ocorreu forte desc@ordg solucédo de DPPH, reduzindo
consideravelmente sua absorbancia, porém houvdppageéo do polissacarideo
devido ao uso do etanol necessario para solubdizadgp DPPH. Concentracdes mais

elevadas ndo puderam ser testadas devido a egtcim
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Observagédo: O simbolo (¢) em cima da letra indisa dentro daquela concentragéo as amostras ndo
diferem estatisticamente entre si. Letras iguaasitrd da analise da mesma fracdo ou amostra, nas
diferentes concentragfes testadas, indicam qub&dderenca estatistica. Letras diferentes, defgro
andlise da mesma fragcdo ou amostra, nas diferexesentracdes testadas, indicam diferenca
estatistica (p < 0,05).

FIGURA 23 - ENSAIO DE ATIVIDADE SEQUESTRANTE DE RAICAL DPPH

PARA AS AMOSTRAS GMW E GHW-IIET, OBTIDAS DAS
SEMENTES DE GUARANA, ACIDO ASCORBICO E BHA EM
DIFERENTES CONCENTRACOES

Yang et al. (2006) pesquisaram a atividade antioxidante desgaxarideos

extraidos do pericarpo do fruto da lichia, perteteea mesma familia do guarana
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(Sapindaceae). Os autores testaram duas concesgrdedpolissacarideo, 50 e 100
ng/mL, e verificaram percentuais de 40,6 e 54,1%tdedade sequestrante de radical
DPPH para uma fragdo que apresentava 65% de m&8%%ede galactose e 1,4% de
arabinose.

Ge ¢t al., (2009) determinaram o poder antioxidante dossgatarideos do
calice do frutoPhysalis alkekengi, tipicamente utilizado na medicina chinesa como
agente terapéutico. Os autores obtiveram 4 fragégmlissacarideos, PAVF |, PAVF
lI-a, PAVF Il -b e PAVF lll com 107, 500, 170 e 4Ra, respectivamente. A fracao
PAVF |, constituida principalmente de arabinoseresgntou o maior potencial
antioxidante contra o radical DPPH. Utilizando+®ss tconcentracdes de PAVF | (0,5;
1 e 1,5 mg/mL) os percentuais de sequestro dealaficam 37,2; 46,1 e 53,3 %
respectivamente.

Um polissacarideo extraido do pericarpo de longatro fruto pertencente a
familia do guarana, composto de 32,8% de arabir8®%&% de galactose, 17,6% de
glucose e 15,9% de acido galacturénico (YABt@I., 2009) foi testado quanto ao seu
potencial antioxidante, tanto na sua forma origopanto metilada. O percentual de
atividade sequestrante de radical DPPH obtido pgralissacarideo na concentracdo
de 100 pg/mL foi de 22% e de 53% para a atividamgra o radical superoxido. Os
autores verificaram que o grau de metilacdo diminanto a capacidade de sequestro
de radical DPPH quanto de anion superoxido. Osresittoncluem que as hidroxilas
presentes nos polissacarideos sdo essenciaisvitiadei antioxidante (YANGt al.,
2010).

Segundo Yanget al., (2010) a arabinose e a galactose desempenham um
importante papel na capacidade sequestrante deakd2lPPH. Considerando-se esta
afirmacado, sabendo que a fracdo péctica GHW-IIEEsgmtou 16,4 e 5,5% destes
monossacarideos, respectivamente, pode-se sugeria@tividade observada seja em
parte proveniente desta caracteristica.

Majhent, Skerget e Knez(2007) obtiveram extratos de guarana em poé
utilizando como solventes agua, metanol, etanaletoaa em temperatura ambiente e
fervura. O extrato metandlico a quente apresenih6% de compostos fendlicos,

3,9% de procianidinas, além de cafeina, catequenapicatequinas. Utilizando uma
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Gnica concentracdo de amostra (1 mg/mL), a memdade sequestrante de radical
DPPH foi observada para o extrato aquoso, engquamxtrato metandlico a quente
apresentou atividade antioxidante superior a 85%.

O extrato GMW obtido no presente trabalho apreserpercentuais de
sequestro de radical DPPH de 83,1 e 91,1%, pataraentracdes de 1 e 10 mg/mL
(1.000 e 10.000 pg/mL). Estes dados sédo semelhatesles observados por
Majhenk, Skerget e Knez (2007) para a concentracdo de/rhimg

A seguir esta apresentado (Figura 24) o resultafierente ao ensaio de
atividade sequestrante de radical hidroxila {Qidara as amostras GMW e GHW-
IIET, em diferentes concentracdes. Neste caso fawlecionadas as concentragdes
que melhor expressaram atividade antioxidante rsaiencom DPPH (100-10.000
pg/mL ou 0,1-10 mg/mL).

Nota-se maior dependéncia com relacdo a concéntrigstada para a fracéo
GHW-IIET do que para a o extrato GMW, onde para adtimo a diferenca de
atividade entre a concentracdo mais baixa e a afi@doi de 14,4%, enquanto esta
diferenca para a fragcéo polissacaridica foi de%0,5

A fracdo GMW exibiu 52, 60, 61,3 e 66,5% de atidielaantioxidante no teste
de sequestro do radical hidroxila (Hpara as respectivas concentraces testadas
(0,1; 0,5; 1 e 10 mg/mL). Ja a fracdo péctica (GHEM?) mostrou 38,2% (0,1
mg/mL), 52,1% (0,5 mg/mL); 55,8% (1 mg/mL) e 68,1%® mg/mL) de atividade
antioxidante neste mesmo teste. Vale ressaltangueaior concentracao testada (10
mg/mL) os valores de atividade antioxidante naerdih estatisticamente entre as
duas amostras. Os polissacarideos presentes rgarperido fruto da lichia foram
testados quanto a sua capacidade sequestrantelidal r@Edroxila (OH). A menor
concentracao testada (50 pug/mL) mostrou atividad46j8% e a maior concentragao
(100 pg/mL) de 53,1% (Yarg al., 2006).

FracOes polissacaridicas isoladas do calice doo fRhysalis alkekengi
apresentaram elevado potencial antioxidante ne testsequiestro de radical hidroxila
(OH’). Nas concentracdes testadas (0,05; 0,1 e 0,1Bnlohga fracdo composta
principalmente por arabinose apresentou percentlmisitividade de 61,8; 72,5 e

80,5%, respectivamente. Outra fragcdo, compostxifose, frutose e glucose também
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mostrou forte atividade sequestrante de radicabRild, atingindo até 68,1% quando
testada na maior concentracao (0,15 mg/mL) €GHE, 2009).
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Observacédo: O simbolo (*) em cima da letra indioa dentro daquela concentracdo as amostras nao
diferem estatisticamente entre si. Letras iguaésitrd da analise da mesma fracdo ou amostra, nas
diferentes concentragdes testadas, indicam qubeaéderenca estatistica. Letras diferentes, def#ro
analise da mesma fracdo ou amostra, nas diferexesentracdes testadas, indicam diferenca
estatistica (p < 0,05).

FIGURA 24 - ENSAIO DE ATIVIDADE SEQUESTRANTE DE RAICAL
HIDROXILA (OH") PARA AS AMOSTRAS GMW E GHW-IIET,
OBTIDAS DAS SEMENTES DE GUARANA, EM DIFERENTES
CONCENTRACOES

Qi et al. (2006) verificaram que grupamentos acetil e bigrmo@porcionam
aumento da atividade antioxidante de polissacasidgeando comparados a sua forma
natural. No teste de sequestro de radical hidrosgaautores verificaram maior
reducéo (30,8-70,2%) para o polissacarideo acet{i@$tado nas concentragdes 0,25-
1,52 g/mL). Segundo os autores o grupamento goetie favorecer a ativacdo do
atomo de hidrogénio do carbono anomérico, promavendoacao deste a um radical,
0 que promove a interrupgao da reacao em cadeia.

Sabendo que a fracdo péctica GHW-IIET possui grepamacetil em sua
estrutura, confirmado pelo sinal em 20,1 ppm n@esp de RMNYC (Figura 13B,
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pagina 74), é possivel que esta caracteristicateahtribuido para o percentual de
atividade sequestrante de radical hidroxila€(al., 2006).

Basicamente existem dois mecanismos envolvidostinalae antioxidante.
Um deles ocorre devido a capacidade que alguns astog exibem em doar
hidrogénio ao radical, e o0 outro pela habilidadguar ions cataliticos envolvidos na
reacdo radicalar (HU; ZHANG; KITTS, 2000). A fracfeéctica apresentou maior
atividade antioxidante contra o radical hidroxi@H)) do que contra o radical DPPH,
nas menores concentracdes de polissacarideo ®$@atidl0 pg/mL). Isso sugere que
dependendo da concentracdo do polissacaridecemtiésrmecanismos de acdo podem
estar envolvidos no sequestro de radicais.

O extrato GMW, mesmo em concentracfes mais baixpsesentou forte
atividade antioxidante, tanto contra o radical DPgho contra o radical hidroxila
(OH). A partir destes dados, pode-se dizer que ostestrda semente do guarana
podem ser potenciais antioxidantes naturais nasstrids de alimento, cosmética e
farmacéutica (MAJHENI; SKERGET; KNEZ,2007). Além disso, pode-se inferir
gue ndo somente 0s compostos de baixa massa pesentguarand atuam como
antioxidantes, mais que os polissacarideos tamlo@Etanp desempenhar esta funcéo,

conforme demonstrado no presente trabalho.



99

5 CONCLUSOES

O guarand apresentou alto rendimento com relagidraggbes de amido
extraidas com DMSO, obtendo-se uma fracdo contedtode amilose e uma segunda
fracdo de amido contendo majoritariamente amilopacEstas fracdes apresentaram
comportamento reoldgico distinto quando analisatasDMSO 90%. A fracdo com
maior teor de amilopectina apresentou maior visizol e maior carater elastico do
gue a fragao rica em amilose.

As fracdes pécticas extraidas com agua quentsapegam-se contaminadas
por amido, demonstrando que a extracdo com DMSdaidotalmente efetiva. Apos
tratamento com enzimas especificas uma fracaocpéiii obtida e caracterizada. Os
dados obtidos indicaram que a fracéo isolada qurele a uma homogalacturonana
com poucas inser¢cdes de ramnogalacturonanas easati#erais compostas de
arabinose e galactose.

As hemiceluloses apresentaram altos percentuaidade, glucose e arabinose
e todas as fracbes mostraram elevados teores deinax removidas por
cromatografia de troca ibnica, visto que outrosotés$ testados ndo foram totalmente
eficientes. ApOs varias etapas de fracionament@, nHgiucuronaep-xilana, contendo
unidades de ©-Me-a-D-GIcpA foi isolada e caracterizada a partir do extrdtalano
obtido com NaOH 2M.

Os testes de atividade antioxidante mostram-senipsores para estudos
futuros com polissacarideos do guarand, ja queagadr péctica testada exibiu
atividade contra o radical hidroxila, assim comoextrato metandlico rico em

compostos fendlicos, que também apresentou favidade contra o radical DPPH.
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