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RESUMO 

 

As galactomananas constituem o maior grupo de polissacarídeos com capacidade 

de reserva de energia do endosperma de sementes, especialmente as pertencentes à 

família Leguminosae, tendo grande aplicação industrial. No entanto, valorizar a 

bioprospecção no sentido de explorar a biodiversidade favorece o protagonismo 

científico e a descoberta de compostos naturais com potenciais aplicações. Neste 

contexto, a busca por novas matrizes cromatográficas para isolamento de proteínas torna 

as galactomananas atrativas e novas fontes vegetais para a obtenção dessas moléculas 

têm sido pesquisadas. Assim, o presente trabalho objetivou avaliar a eficiência da 

galactomanana reticulada de sementes de jatobá-de-brinco (Peltogyne confertiflora) 

como matriz cromatográfica de afinidade na purificação de lectinas galactose-ligantes.  

Incialmente a galactomantana foi extraída das sementes de P. confertiflora para a 

caracterização físico-química, testes de reticulação e praparo das matrizes 

cromatográficas. Em seguida, as matrizes de galactomana reticuladas foram usadas na 

purificação das lectinas jacalina, frutalina, abrina, pulchelina e ricina, posteriormente 

analisado a integridade, pureza, rendimento e bioatividade dessas proteínas. A 

galactomanana extraída apresentou um redimento médio de 59,6 mg por grama de 

farinha de sementes. Além disso, a galactamanana apresentou caracaterísiticas físico-

químicas e estabilidade estrutural semelhantes as de outras galactomanas vegetais. A 

razão Gal/Man da galactomana avaliada por espectros de RMN de 
1
H e 

13
C foi de 

1.00/1.14 e 1.00/1.09, repectivamente. A matriz de galactomanana reticulada foi capaz 

de isolar todas a lectinas testadas, que além de apresentarem  uma integridade e pureza, 

também mostraram-se bioativas. Assim, pode-se concluir que as sementes P. 

confertiflora são uma excelente fonte para obtenção de galactomanana e que o potencial 

uso de plissacarídeo como insumo biotecnológico destinado a purificação de 

biomoléculas pode contribuir para valorização dos recursos naturais do semiárido 

brasileiro, adicionado valor agregado aos seus produtos. 

 

Palavras-chaves: Polissacarídeos; Peltogyne confertiflora; Lectina; Matriz. 
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ABSTRACT 

 

Galactomannans constitute the largest group of polysaccharides with energy reserve 

capacity in the endosperm of seeds, especially those belonging to the Leguminosae 

family, having several industrial applications. However, valuing bioprospecting in the 

sense of exploring biodiversity allows the protagonist and discovery of natural 

compounds with potential applications. However, valuing bioprospecting in the sense of 

exploring biodiversity favors scientific protagonism and the discovery of natural 

compounds with potential applications. In this context, the search for news 

chromatographic matrices for protein isolation makes galactomannans attractive and 

new plant sources for obtaining these molecules have been researched. Thus, the present 

work aimed to evaluate the efficiency of reticulated galactomannan from seeds of 

Jatobá-de-brinco (Peltogyne confertiflora) as an affinity chromatographic matrix for 

galactose-binding lectins purification. First, galactomantan was extracted from the P. 

confertiflora seeds for physicochemical characterization, crosslinking tests and 

preparation of chromatographic matrices. Then, the crosslinked galactoman matrices 

were used in the purification of jacalin, frutalin, abrin, pulchellin and ricin lectins, later 

analyzed the integrity, purity, yield and bioactivity of these proteins. The extracted 

galactomannan showed an average yield of 59.6 mg per gram of seed flour. 

Furthermore, galactamannan presented physicochemical characteristics and structural 

stability similar to those of other plant galactomannans. The Gal/Man ratio of 

galactoman evaluated by 1H and 13C NMR spectra was 1.00/1.14 and 1.00/1.09, 

respectively. The cross-linked galactomannan matrix was able to isolate all tested 

lectins, which in addition to showing integrity and purity, were also bioactive. Finally, it 

can be concluded that P. confertiflora seeds are an excellent source for obtaining 

galactomannan and that the potential use of polysaccharides as a biotechnological 

product for the purification of biomolecules can contribute to the enhancement of 

natural resources in the brazilian semiarid region, adding value to your products. 

 

Keywords: Polysaccharides; Peltogyne confertiflora; Lectin; Matrix. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Polissacarídeos vegetais 

O Brasil se destaca pelo reino vegetal vasto e protagonista no qual seus 

compostos bioativos podem ser extraídos de diversos modos podendo se tornar um 

produto da biotecnologia, (SILVA et al., 2012). Com uma das mais vastas 

biodiversidades no mundo, este país se apresenta com imenso potencial ainda pouco 

explorado, (BRASIL, 2012; KOHLHEPP, 2018; BORGES e SALES, 2018). Conforme 

Gurib-Fakim (2006) estima-se que apenas 0,4% das 55 mil espécies de plantas são 

estudadas, importante perceber também o quanto se avançou no conhecimento da flora 

brasileira, dado este que na atualidade acredita-se ser outro.  

Diante do vasto grupo de substâncias bioativas que as plantas podem oferecer 

podemos citar os polímeros naturais mais conhecidos como polissacarídeos, podendo 

ser constituídos de diferentes tipos de monossacarídeos ou de um só tipo de 

monossacarídeo, e que podem ser obtidos através de algas, de animais e fungos ou via 

fermentação microbiológica e de exsudatos, tubérculos, frutos e sementes, no caso de 

plantas superiores (BUCKERIDGEet al., 2000; CUNHA et al., 2009). 

A flora e a fauna brasileira têm ricos produtos biotecnológicos que são utilizados 

pela sociedade de diversas maneiras. Nossas espécies vegetais dispõem de inúmeras 

classes de compostos químicos que podem ser extraídos e utilizados como benefícios 

holísticos. Dentre os vários benefícios os polissacarídeos de destacam por serem 

polímeros naturais que podem ser obtidos através de extração de plantas, algas, animais, 

fungos ou via fermentação microbiológica, mostrando-se com uma ampla gama de 

aplicações, especialmente nas áreas alimentícia, biomédica, farmacêutica e de 

cosméticos (CUNHA; DE PAULA; FEITOSA, 2009). 

Em relação aos polissacarídeos extraídos das sementes estes dividem-se em 

reservas ou estruturais. Na indústria os de reservas são os mais utilizados, sendo eles as 

galactomananas, xiloglucanas, glucanas e mananas, à nível de aplicações industriais se 

destacam as galactomananas e xiloglucanas (STEPHEN et al., 2006; EDWARDS et al., 

1989). 

Obtidas principalmente de endosperma de plantas destacam-se as 

galactomananas, com sua estrutura principal de unidades de α-D-manose, com 
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substituição de unidades simples de α-D-galactose na posição do C-6 da manose. Em 

relação a maior utilização industrial e no que diz respeito ao uso em alimentos, as mais 

utilizadas são a goma guar extraídas de (Cyamopis tetragonolobus) e a alfarroba que é 

extraída da (Ceratonia siliqua). Já as xiloglucanas de reserva mostram uma estrutura 

química que consiste em uma cadeia principal celulósica de unidades de D-glucose, as 

quais podem estar substituídas em O-6 por unidades α-D-xilopiranose; essas últimas, 

por sua vez podem estar substituídas por unidades de β-D-galactopiranose (STEPHEN 

et al., 2006; EDWARDS et al., 1989). 

Sobre a vasta gama de possibilidades de extração de polissacarídeos podemos 

destacar também as algas vermelhas e as pardas das quais são extraídos os 

polissacarídeos mais utilizados na indústria dentre eles as agaranas e as carragenanas as 

quais se diferenciam por possuírem a unidade na forma de α-D-galactose. As 

carragenanas são encontradas em espécies como: Soliera, Eucheuma, Maristiella e 

Callophucis, e as agaranas em espécies como: Gracilaria, Gelidium e Pterocladias.   

Destacam-se também os alginatos extraídos de algas pardas de espécies como: 

Macrocystis, Ascophyllum, Laminaria, Ecklonia e Sargassum. (STEPHEN et al., 2006; 

da CUNHA, de PÁDUA e FEITOSA., 2009). 

O uso destes na indústria alimentícia se sobressaem sendo utilizados 

principalmente como estabilizante e espessante (BRESOLIN et al., 1999). Os 

polissacarídeos de algas são empregados como agentes gelificantes (SUTHERLAND, I. 

W., 2005). Gomas de sementes e de exsudatos, além de carboximetilcelulose (CMC) e 

metilcelulose, são utilizadas como retentor de umidade. Goma arábica serve, também, 

para encapsular aromas na indústria alimentícia. Na área biológica eles são aplicados 

em engenharia de tecidos, imobilização de enzimas, biossensores, como veículo de 

liberação de fármaco dentre outras aplicações. Atividades biológicas como: antivirais, 

antitumorais, antioxidantes, anticoagulantes e antitrombóticas também vêm sendo 

investigadas para polissacarídeos extraídos de diversas fontes. (LI, HEIN, WANG, 

2008). 
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1.2 Galactomananas: definição, características e aplicações. 

Em 1897 iniciaram os estudos sobre a natureza química das galactomananas por 

Effront, quando o mesmo investigou um carboidrato presente na mucilagem de 

alfarroba (Ceratonia siliqua). Dois anos após, Bourquelot e Hérissey (1899), 

demonstraram que essa mucilagem era constituída de 83,5 % de D-manose e 16,5 % de 

D-galactose, cuja proporção galactose/manose de 5,0:1 está próxima aos valores 

atualmente determinados. A partir do desenvolvimento de outras técnicas, mais de 70 

galactomananas tiveram essa proporção determinada, sendo encontradas variações nas 

proporções de galactose/manose de 1:1 para galactomanana de Medicago sativa 

(COURTOIS et al., 1958) até 5,26:1 para a galactomanana de Sophora japônica 

(KOOIMAN, 1971), dados estes confirmados por Smirnova e colaboradores (2003). 

Os polissacarídeos ditos galactomananas (Figura 1) são heterogêneos derivados 

de endospermas de sementes compostos por um esqueleto em cadeias poliméricas de 

resíduos  β-(1-4) -D-manana com um α- (1–6) ligado ao ramo de D-galactose, obtidos a 

partir de fontes microbianas, e principalmente de plantas, onde desempenham função de 

reserva e cuja principal fonte é o endosperma das sementes com destaque para os 

membros da família Leguminosae (DEA; MORRINSON, 1975; CERQUEIRA et al., 

2011). Eles diferem um do outro pela relação galactose/manose. Estas gomas são 

principalmente obtidas a partir do endosperma de sementes dicotiledóneas de diferentes 

plantas, particularmente das leguminosas e são classificadas como gomas originárias de 

sementes. Esta família possui espécies espalhadas por todo o mundo, especialmente nas 

regiões tropicais e subtropicais, que variam de árvores emergentes até ervas diminutas e 

efêmeras (LEWIS et al., 2005). 

Figura 1 – Estrutura da galactomanana com unidades de D-manopiranose em ligação 

β(1-4) e unidades de D-galactopiranosil em ligação α(1–6). 

 

Fonte: Adaptado de Sittikijyothin; Torres; Gonçalves (2005). 
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As composições e propriedades físico-química e sua conformação podem variar 

significativamente de acordo com as fontes vegetais, método de produção e os 

ambientes em crescimento (KÖK, HILL e MITCHELL, 1999). 

Dependendo da fonte de galactomanana, a relação entre galactose e manose 

varia tipicamente entre 1,1 e 5,0 (SRIVASTAVA e KAPOOR, 2005).  Essa variação na 

estrutura e o posicionamento dos monossacarídeos na cadeia polimérica, pode causar 

mudanças significativas além da solubilidade, densidade, viscosidade e algumas 

interações entre alguns polissacarídeos (PRAJAPATI et al., 2013).  

A razão galactose/manose, peso molecular médio, estrutura fina e viscosidade 

intrínseca são os parâmetros mais importantes utilizados na definição da natureza de 

uma galactomanana (CERQUEIRA et al., 2011a). 

A solubilidade em água é afetada pelo grau de substituição de galactose ao longo 

da cadeia principal. Como exemplo podemos corroborar com (DEA; MORRISON, 

1975), no qual afirma que a galactomanana da goma alfarroba (Ceratonia siliqua) com 

razão galactose/manose de 3,5:1 apresenta baixa solubilidade em água à temperatura 

ambiente quando se compara a galactomanana de goma guar (Cyamopsis 

tetragonolobus) no qual foi identificada com uma razão galactose/manose de 1,8:1. 

Já em relação a viscosidade, pode ser determinada usando um viscosímetro 

capilar, aplicando as equações de Huggins e Kramer (CERQUEIRA et al., 2009c; 

SITTIKIJYOTHIN; TORRES; GONÇALVES, 2005). 

Gliko-kabir et al., (2000), enfatizam que as galactomananas dão origem a 

soluções aquosas de elevada viscosidade, mesmo a baixas concentrações (0,5 a 1%) 

fazendo com o que as torna utais e comerciáveis principalmente como agentes 

espessantes na indústria de alimentos e como veículo para fins de liberação oral 

controlada de fármacos. A galactomanana forma dispersão coloidal viscosa quando 

hidratado em água, podendo ser utilizado como um construtor de viscosidade e ligante 

de água em muitas indústrias, como têxtil, alimentos, papel, petróleo, mineração, 

explosivos e produtos farmacêuticos (PRAJAPATI et al.,2013). 

Além disso o comportamento sinérgico de todas as propriedades da 

galactomanana pode nos proporcionar importantes aplicações na indústria, podendo ser 



18 

 

 

 

utilizado como floculantes e inibidores sinérgicos e em indústrias alimentícias, 

farmacêuticas, cosméticos e têxteis (MONTEIRO, 2009). 

A origem das plantas são fatores que determinam a razão molar de galactose 

para manose, normalmente podem ser demonstrados como 1,0: 1,0-1,1 para as gomas 

de feno-grego, 1,0: 1.6–1.8 para as gomas do tipo guar, 1.0: 3.0 para gomas do tipo tara 

e 1.0: 3.9 4.0 para gomas de alfarroba. Observa-se que a solubilidade das 

galactomananas aumenta com o grau de substituição de galactosil: o feno-grego e a 

goma de guar são prontamente dissolvidos em água fria, porém o aquecimento é 

necessário para solubilizar razoavelmente a goma de alfarroba na água (PRAJAPATI et 

al.,2013). 

As galactomananas como goma guar são solúveis em água e exibem uma menor 

tendência para formar géis como resultado de interações sinérgicas, quando comparados 

com galactomananas com uma menor relação galactose/manose (como goma de 

alfarroba). A maior solubilidade da goma guar tem sido atribuída à presença de um 

maior número de cadeias laterais, que mantêm as principais cadeias manose longe o 

suficiente para prevenir interações intermoleculares efetivas. Por outro lado, as 

galactomananas com menos cadeias laterais (maior relação galactose/manose) podem 

interagir com outros polissacarídeos, devido aos seus longos blocos de unidades de 

manose não substituídas (SRIVASTAVA e KAPOOR, 2005).  

Portanto, pode-se concluir que as galactomananas são ricas em grupos hidroxila; 

isso permite que eles se liguem e absorvam água e sejam ricas em grupos cis-OH, 

permitindo a agregação de cadeia via pontes de hidrogênio, de modo que a hidratação se 

torna mais complexa se a interligação cruzada ocorrer. Por substituição com galactose, a 

natureza estabelece impedimento estérico entre as moléculas e, assim, aumenta a 

solubilidade em água (PRAJAPATI et al.,2013).  

Quando se fala de estudos que envolvem a extração de galactomananas incluem, 

além do cálculo dos rendimentos de extração e de galactomanana solúvel em água, a 

caracterização de suas propriedades físico-químicas, com isso Cerqueira et al., (2009) 

afirma que o peso molecular médio da galactomanana está na faixa de 1 a 2×10
6
 Da. 

Esse peso molecular pode ser determinado por cromatografia de exclusão por 

tamanho. A distribuição de galactose ao longo da cadeia de manana pode ser 

caracterizada por espectroscopia RMN 13C ou por métodos enzimáticos capazes de 
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degradar as regiões não substituídas de galactomanana (CERQUEIRA et al., 2009c; 

CUNHA et al., 2009; DAKIA et al., 2008.; VENDRUSCOLO et al.,2009). 

O peso molecular médio, conformação e viscosidade intrínseca são os 

parâmetros mais importantes que definem a natureza de uma galactomanana e a relação 

galactose e manose (M / G) essa relação entre galactosee manose, o grau de substituição 

e o grau de polimerização afetam as propriedades de filmes comestíveis, como mostrado 

por Mikkonen et al.(2007). 

A utilização de galactomananas como caráter taxonômico tem sido proposta por 

muitos autores, levando em consideração o rendimento em galactomanana extraída do 

endosperma das sementes e de acordo com a família, assim como a proporção entre os 

resíduos de manose e galactose na molécula e os teores destes compostos nas sementes 

(DEA; MORRISON, 1975; BUCKERIDGE et al., 1995; ROSA et al., 2009). 

 Em geral, espécies pertencendo à subfamília Caesalpinioideae tem como 

características, baixos graus de substituição de galactose sendo esta, a mais primitiva 

das três subfamílias, enquanto galactomananas com percentuais médios a alto de 

galactose pertenceriam às subfamílias Faboideae e Mimosoideae, que são mais recentes.  

As sementes de Caesalpinioideae são as que encontram-se com altos rendimentos em 

galactomanana (REID; EDWARDS, 1995). 

As galactomananas como importantes indicadores taxonômicos são de grande 

importância quando se leva em consideração que a família Leguminosae é a segunda 

família dentro da classe das dicotiledôneas e a primeira em importância econômica. A 

partir disso alguns autores propuseram três possibilidades para a distribuição das 

substituições de galactose ao longo da cadeia principal de manana (Figura 2), ou seja, 

para a estrutura fina da molécula (DEA e MORRISON., 1975). 

Figura 2 – Distribuição das substituições de galactose ao longo da cadeia principal de 

manana. 

1) Arranjo regular 

 
2) Arranjo irregular 
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3) Arranjo em blocos 

 
Fonte: DEA e MORRISON (1975). M: representação das unidades de manose da cadeia 

principal em ligação β (1-4). G: representação da substituição por unidade de galactose 

em α (1-6). 

 

Além de proporcionar diferenças na densidade e na viscosidade das soluções, a 

proporção e distribuição das unidades de galactose tem papel fundamental na 

solubilidade das galactomananas, visto que, à medida que a razão galactose-manose 

diminui, a solubilidade aumenta. Caso não existam ramificações com o monossacarídeo 

galactose, tem-se uma manana pura ou verdadeira, ou seja, um polissacarídeo 

constituído de pelo menos 85 a 95% de unidades de manose, cuja distribuição das 

cadeias irá proporcionar interações intermoleculares do tipo ligação de hidrogênio entre 

as hidroxilas cis da manose, levando à formação de agregados completamente 

insolúveis em água (ASPINALL, 1959; GOYCOOLEA; MORRIS; GIDLEY, 1995; 

STEPHEN, 1983). 

A presença de unidades de galactose produz cadeias ramificadas e realiza o 

impedimento estérico entre as ligações de hidrogênio intermoleculares, minimizando a 

formação de agregados. Por outro lado, galactomananas com poucas cadeias laterais 

(maior razão galactose/manose) podem interagir melhor com outros polissacarídeos 

devido às longas regiões não substituídas (SRIVASTAVA; KAPOOR, 2005). Em geral, 

as galactomananas menos substituídas são obtidas de sementes de espécies com mais 

características plesiomórficas (Caesalpinioideae), ou seja, com caracteres de estado 

ancestral, enquanto as moderadas ou altamente substituídas, daquelas com mais 

caracteres apomórficos (Faboideae e Mimosoideae) designado para definir uma 

característica mais recente derivada de uma característica primitiva de uma espécie 

ancestral (DOYLE, 1997). 

Sobre as aplicações das galactomananas, estas são amplamente utilizados em 

diversos espaços, inclusive na indústria devido às suas propriedades funcionais 

adequadas, tais como capacidades de espessamento, ligação e estabilização. Estas 



21 

 

 

 

propriedades são conduzidas pelo comportamento reológico das galactomananas em 

uma fase aquosa e também pela ligação intermolecular em certas condições. As 

moléculas de galactomanana hidratada ocupam um grande volume hidrodinâmico em 

solução aquosa e controlam o comportamento reológico de toda a solução. São agentes 

não-gelificantes, enquanto mostram interações sinérgicas com outros polissacarídeos, 

como agar, xantana, carragenana e goma de mostarda amarela, formando uma rede de 

gel tridimensional em condições apropriadas. (FERNANDER e DOUBLIER, 1991; 

FERNANDES, GONCALVES e DOUBLIER, 1994; SCHORSCH, GARNIER e 

DOUBLIER, 1997).  

Revendo as aplicações técnicas, chama-se atenção para o comportamento 

químico das diferentes galactomananas. Existem aplicações que se beneficiam da 

excelente formação de viscosidade de algumas galactomananas ou de seus derivados e 

há também aplicações que se baseiam na absorção de água ou da formação de pontes de 

hidrogênio, bem como da formação de gel (CUI, ESKIN, BILIADERIS e MAZZA, 

1995). 

As três principais fontes de galactomanana de importância comercial a nível 

industrial sendo utilizadas comercialmente em alimentos ou não são: a goma guar 

(Cyamopsis tetragonobus, razão galactose/manose 1,6), a goma de tara (Caesalpinea 

spinosa, razão galactose/manose 3,3) e a goma de alfarroba (Ceratonia siliqua, razão 

galactose/manose 3,75), (DEA; MORRISON, 1975; GIDLEY; REID, 2006, DAKIA et 

al., 2008). No entanto, as tendências da indústria exigem a introdução de fontes 

alternativas de gomas de semente e, portanto, é importante procurar por tais fontes 

renováveis alternativas (JOSHI e KAPOOR, 2003). Em alguns estudos, as 

galactomananas têm sido usadas em misturas binárias com outros polissacarídeos, como 

goma xantana, ágar e k-carragenina, para formar géis com novas propriedades 

(VENDRUSCOLO et al., 2005; BRESOLIN et al.,1999; PINHEIRO et al., 2011). Com 

isto podemos observar que as galactomananas podem frequentemente ser usadas em 

diferentes formas para consumo humano. 

Percebe-se que essa variedade de propriedades físico-químicas torna esse 

polissacarídeo um material bastante versátil, utilizado pelo homem de inúmeras formas, 

dentre elas, na indústria farmacêutica, cosmética, de papel, alimentícia, na biomedicina, 

entre outras (SRIVASTAVA; KAPOOR, 2005; VIEIRA et al., 2007). 
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A ampla aplicação das galactomananas reflete em um grande número de 

diferentes características funcionais, incluindo alta viscosidade da solução, estabilização 

de sistemas congelados e formação mista de gel com outros polissacarídeos e proteínas 

isto sendo particularmente uma excelente fonte para a indústria alimentícia, sobre as 

principais aplicações das galactomananas, estas podem ser utilizadas em produtos 

lácteos, géis de água à base de frutas, produtos em pó, panificação, produtos dietéticos, 

branqueadores de café, formulações de leite infantil, temperos, molhos, sopas, carnes 

enlatadas, alimentos congelados e curados. (PRAJAPATI et al., 2013). 

Certo de todas as funcionalidades já citadas podemos ver que as aplicações das 

galactomananas dependem mais ou menos da sua capacidade de formar pontes de 

hidrogênio, uma propriedade que é contrária ao efeito estérico dos grupos laterais da 

galactose, que ajudam a alcançar uma maior solubilidade. Durante os últimos anos, 

muitas espécies de plantas foram investigadas quanto ao seu conteúdo de 

galactomanana para melhorar suas propriedades por modificação química e aumentar 

sua utilização (PRAJAPATI et al., 2013). 

As gomas impuras se destacam quando se fala da maioria das galactomananas 

utilizadas na tecnologia de fármacos e cosméticos. Em muitos casos, as galactomananas 

têm sido usadas em misturas binárias com outros polissacarídeos, com a finalidade de 

avaliar as novas características e propriedades dos géis formados (BRESOLIN et al., 

1999; FERNANDES; GONÇALVES; DOUBLIER, 1999). Como exemplo podemos 

citar, Bresolin et al., (1997), pois observaram o efeito sinérgico entre a galactomanana 

de M. scabrella e a xantana, enquanto que as propriedades reológicas de gelificação 

foram estudadas por Amaral (1998). McCleary et al., (1981) realizaram análises 

reológicas de xantana e galactomanana, demonstrando que essa interação diminui com o 

aumento do grau de substituição das galactomananas. Lucyszyn et al., (2006), por sua 

vez, aplicaram géis de misturas de galactomananas e ágar para cultivo de células 

vegetais. Outro gel binário amplamente estudado é constituído por k-carragenana e 

galactomanana. Gonçalves et al., (1997) observaram que a adição de galactomanana 

melhorou a qualidade do gel quando comparado ao obtido pela k-carragenana isolada.  

Com tudo isso percebe-se que existe uma tendência mundial relacionada às 

pesquisas desenvolvidas sobre a purificação, a caracterização e a utilização de 

galactomananas, indicando a grande necessidade de encontrar sementes que constituam 
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novas fontes alternativas para extração deste polissacarídeo, especialmente para 

produção industrial. Em especial na América Latina, onde ainda existem espécies que 

foram pouco estudadas fazendo com que haja uma necessidade e a importância de 

encontrar possíveis fontes de extração de galactomananas no nosso bioma (AZERO; 

ANDRADE, 2002; CUNHA; PAULA; FEITOSA, 2009). 

O Brasil tem um rico e diversificado bioma que apresentam fontes de espécies 

diversificadas para a extração de galactomananas a partir de sementes que poderiam 

suprir essa demanda de importação deste polissacarídeo não necessitando adquirir de 

outros países, com isso poderíamos além de incluir a melhoria do valor agregado pela 

utilização de sementes sem capacidade germinativa, enriquecer nossa região com nosso 

produto nativo (VALENGA, 2007; MENEGUIN, 2012; ALBUQUERQUE, 2013). 

1.3 Lectinas 

 De acordo com Goldstein et. al, (1980), a primeira proposta de definição de 

lectinas, foi baseada em sua especificidade por açúcar e inibição da reação de 

aglutinação, estas seriam proteínas ou glicoproteínas ligantes a carboidratos de origem 

não imune que aglutinam células e/ou precipitam glicoconjugados. 

No entanto essa nomenclatura mostra-se excludente a algumas lectinas, pois só 

contempla aquelas com domínios múltiplos de ligação a carboidratos. Com isto no ano 

de 1983, Kocourek e Horejsi propuseram a extensão da definição de lectinas de forma 

que as toxinas com baixa atividade hemaglutinante, porém com genuína cadeia lectinica 

fossem incluídas, porém com a observação de que as lectinas poderiam ter uma 

subunidade de função diferente, essa definição foi também considerada restrita. 

Em 1988, Barondes propôs outra definição de que as lectinas seriam 

proteínas ligantes a carboidratos que não anticorpos ou enzimas, sendo que esta 

classificação também se excluiria devido as  RIPs Tipo 2 e as Quitinases de classe I que 

possuem domínios ligantes a carboidratos. Visto todas essas nuances, pesquisadores 

como, Peumans e Van Damme propuseram no ano de 1995 que as lectinas são proteínas 

de origem não imune que possuem pelo menos um domínio não catalítico ligante 

reversivelmente a um mono ou oligossacarídeo específico. 

 Em 1990, Sharon e Lis propuseram uma nova definição destacando que 

todas as proteínas de plantas que possuem no mínimo um domínio não catalítico que se 
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liga reversivelmente a mono ou oligossacarídeos específicos são consideradas lectinas, 

pensamento este que corrobora com Peumans e Van Damme (1995). Assim, foi possível 

incluir um número grande de proteínas com diferentes capacidades de aglutinação e 

com propriedades de precipitar glicoconjugados, levando seus autores a subdividirem as 

lectinas em três classes que serão descritas posteriormente. 

Em relação a sua distribuição as lectinas estão amplamente disponíveis na 

natureza, podendo ser encontradas em todas as classes e famílias dos organismos vivos, 

desde microrganismos, até animais vertebrados e invertebrados e plantas (SHARON e 

LIS, 1989). Nas plantas, as lectinas têm sido relatada e purificada a partir das folhas, 

frutos, raízes, tubérculos, rizomas, bulbos, cascas, caules e predominantemente de 

sementes de muitas plantas, onde elas constituem até 10% do conteúdo total de 

proteínas de extratos de sementes maduras (PEUMANS e VAN DAMME, 1995; 

BOLINI e CHRISPEELS, 1978; WANG e NG, 1998; PEUMANS et al., 1985; VAN 

DAMME et al., 1987; POVINELI, K.L.; FINARDI FILHO, F, 2002). A maioria das 

lectinas de sementes maduras de leguminosas estão localizadas nos cotilédones que 

funcionam como reserva de nutrientes, usados durante sua germinação. 

Pesquisas iniciais com lectinas vegetais apontam como protagonismo as 

proteínas de defesa contra patógenos e consumidores (CHRISPEELS, M.; RAIKHEL, 

N., 1991), hipótese que ganhou força em decorrência de que a maior parte das lectinas 

caracterizadas até então não apresentavam potenciais receptores naturalmente presentes 

nas plantas. 

Muitas lectinas se reconhecem e interagem com glicoconjugados situados 

nas paredes celulares de fungos e bactérias, no trato intestinal de insetos e mamíferos 

herbívoros e no exoesqueleto de invertebrados. Suas características físico-químicas e 

estruturais, que conferem à maioria das lectinas vegetais estabilidade em grandes faixas 

de pH e temperatura e resistência à digestão por proteólises em animais embasam a 

função de defesa dessa classe de proteínas (VAN DAMME e PEUMANS, 1995). Além 

disso, alguns tipos de lectinas são produtos de genes induzíveis e expressas em 

situações de estresse da planta, como a lectina específica para manose obtida através de 

exemplares e arroz (Oryza sativa) submetido a estresse salino em pesquisa realizada por 

Zhang et al., (2000). 
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As suas diversas propriedades, tais como alta estabilidade e diferentes 

especificidades, as lectinas se tornaram proveitosas ferramentas no campo da pesquisa 

biológica tais como biologia celular, engenharia genética, imunologia, estudo do câncer, 

etc. (BENEVIDES et al., 2001). Moreira (1998), também demonstra que nas áreas da 

histoquímica, citoquímica e na agricultura têm tido boas perspectivas de seu uso no 

combate a predadores. Sharon e Lis (2001) e Ferreira (2001) também observaram que as 

lectinas mostraram ainda ser ferramentas inestimáveis na investigação funcional e 

estrutural de carboidratos complexos, especialmente glicoproteínas, e para a avaliação 

de mudanças estruturais que ocorrem na superfície celular durante processos 

patológicos e fisiológicos, como na diferenciação celular no caso de células 

cancerígenas.  

Contudo e por serem capazes de reconhecer e ligar-se de forma específica a 

células que apresentam um padrão de glicosilação diferenciado, estas têm sido utilizadas 

para diagnóstico precoce e acompanhamento de terapias como nos casos de câncer 

(NANGIA-MAKKER et al.,2002; MILHOME, 2003; BASU et al., 2003; WANG et al., 

2000; TIMOSHENKO et a., 1996; BIES et al., 2004; SUMI et al., 2001). Karasaki e 

colaboradores (2001) demonstraram e observaram que uma lectina extraída de Alliun 

sativum-L reduziu fortemente o crescimento e síntese de DNA em células de tumor 

humano, numa relação tempo e dose dependentes. Além disso, esta lectina induziu 

apoptose em células à baixa concentração, mostrando que tem grande potencial de 

diferenciação e mudança celular. 

Por reconhecerem proteínas e carboidratos, as lectinas  possuem  uma 

importância primordial em muitos processos biológicos (LORIS et al., 1998; PLÁ et al., 

2003), podendo ser utilizadas, por exemplo, como marcadores celulares seletivos. Em 

2005, Athamna e colaboradores desenvolveram uma técnica rápida e barata de 

identificar espécies de micro bactérias através do método por aglutinação com lectinas. 

Balzarini e colaboradores (2004 e 2005) observaram e consideraram efeitos 

preventivos de lectinas contra infecção pelo vírus da Imunodeficiência Humana (HIV). 

Já Wang e colaboradores (2005) isolaram uma lectina galactose especifica de um 

poliqueta marinho (Chaetopterus variopedatus) que apresentou atividade anti-HIV em 

células hospedeiras. Em estudos realizados, pesquisadores também observaram que a 

utilização de lectinas como marcadores histoquímicos no qual propuseram um modelo 
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para teste de produtos cosméticos e tratamentos de doenças de pele in vitro, baseados 

nas distribuições de glicanos nas células epiteliais e sua interação com a Concanavalina 

A (Con A) (LABSKY, et al., 2003).A partir disso e de muitas outras pesquisas já 

citadas e realizadas a nível mundial (quando você fala de pesquisas, inserir 

REFERÊNCIAS), observa-se amplo potencial na utilização de lectinas seja na área da 

saúde e indústria, tornando estas de suma importância como um produto biotecnológico. 

1.3.1 Classificação da lectinas 

As lectinas são grupos de proteínas presentes em vários organismos vivos, 

dentre eles os vegetais, e que estão constantemente sendo estudadas por terem altas 

taxas de expressão em plantas e se caracterizar pela ação sobre outros organismos vivos, 

tem ganhado grande importância apesar de um pouco mais de um século de seu 

descobrimento (POVINELE, FINARDI FILHO, 2002).  

Em 1998, Peumans e Van Damme propuseram um sistema de classificação para 

lectinas vegetais com uma base estrutural composto por quatro categorias: merolectinas, 

hololectinas, quimerolectinas e superlectinas. No ano de 2002 essa revisão foi ampliada 

por Monteiro-Moreira no qual incluiu-se mais um grupo denominado multilectinas 

(Figura3) (PEUMANS et al.,2001). 
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Figura 3 - Classificação das subunidades das lectinas.

 

Fonte: Crisóstomo (2008). 

 

Merolectinas 

São proteínas que possuem apenas um único domínio de interação com 

carboidratos e não possuem a capacidade de oligomerização, não sendo capazes de 

aglutinar células e nem precipitar glicoconjugados. Em decorrência dessa característica 

estrutural, essa categoria de lectina não possui as propriedades de precipitar 

glicoconjugados ou de aglutinar células. Como exemplo, a gastrodianina que é uma 

merolectina, específica para manose e o principal componente da fração proteica do 

cormo da orquídea Gastrodia elata, (CRISÓSTOMO, 2008.; PEREIRA, 2013). Wang, 

et al., (2001) relataram que a gastrodianina auxilia no controle do crescimento das hifas 

na espécie Armillaria mellea, cuja associação com os cormos de G. elata é essencial 

para completar o ciclo de vida da planta, possuindo também ação antifúngica, (WANG 

et al., 2001). Outro exemplo clássico são as proteínas manose-ligantes de orquídeas e a 
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heveína uma proteína quintinha ligante encontrada no látex de seringueira (PEUMANS 

e VAN DAMME, 1995; VAN PARIJS et al.,1991). 

Hololectinas 

São proteínas que possuem pelo menos dois domínios estruturalmente iguais de 

reconhecimento para carboidratos. Portanto, São capazes de precipitar glicoconjugados 

e aglutinar células, e constituem o grupo mais numeroso de lectinas vegetais. Um 

clássico exemplo são as lectinas da subtribo Diocleinae conhecidas como ConA-Like 

(CAVADA et. al, 2001). A ConA é uma hololectina homotatramérica isolada de 

Canavalia ensiformis e uma das lectinas mais bem caracterizadas e estudadas. A ConA 

é também conhecida por suas propriedades inseticidas (FITCHES et al., 2001), 

bactericidas (DOYLE, R. J.; BIRDSELL, D. C., 1972), anticâncer (BECKER, F. F.; 

SHURGIN, A., 1975) e antivirais (ITO, M.; BARRON, A. L., 1974). Com isto entende-

se que este grupo compreende todas as lectinas, que tem múltiplos sítios de ligação e, 

em função dessas características, são capazes de aglutinar células ou precipitar 

glicoconjugados. Tem-se observado que a maioria das lectinas de plantas conhecidas 

são hololectinas, por isso comportam-se como hemaglutininas. 

Superlectinas 

São semelhantes e consideradas uma classe especial de hololectinas, são 

compostas por dois ou mais domínios de interação com carboidratos que se diferem 

estruturalmente e reconhecem açúcares estruturalmente distintos. Uma das lectinas da 

tulipa, a TxLCI, possui um sítio específico para manose e outro específico para N-

acetilgalactosamina (GalNAc), possuindo ação mitógena (estimula a proliferação 

celular) (VAN DAMME et al., 1996). De acordo com Van Damme e colaboradores 

(1998), essas lectinas vegetais podem ainda ser classificadas em sete famílias: A) 

Lectinas de leguminosas; B) Lectinas de monocotiledôneas ligantes a manose; C) 

Lectinas ligantes a quitina; D) RIPs tipo 2; E) Lectinas relacionadas a jacalina; F) 

Lectinas relacionadas a amarantina e G) Lectinas de floema de Curcubitaceae. Esta 

classificação baseia-se em características estruturais e de afinidade a carboidratos 

apresentadas por essas proteínas. 
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Quimerolectinas 

As quimerolectinas são proteínas que, além do domínio ligante a carboidrato, 

possuem um outro domínio não relacionado com este. O segundo domínio pode ter uma 

atividade catalítica ou uma outra atividade biológica bem definida agindo 

independentemente do domínio de ligantes de carboidratos. Em função do número de 

sítios de ligações a açúcares, as quimerolectinas agem como merolectinas ou 

hololectinas (PEUMANS e VAN DAMME, 1995). O principal exemplo desta classe de 

lectinas é a Ricina, uma RIP do tipo 2 isolada de Ricinus communis, pioneira nos 

estudos da lectinologia (SHARON & LIS, 2004).  As RIPs tipo 2 e as quitinases tipo I 

de plantas, exemplificam, respectivamente, os dois casos citados. Um outro exemplo de 

quimerolectinas é uma das lectinas de sabugueiro (Sambucus nigra), SNA-I, que 

também pertencente a classe das RIPs (SHAHIDI-NOGHABI et al., 2011). Também é 

importante destacar à quimerolectina isolada de Parkia platycephala (denominada PPL-

2) que apresenta um domínio quitinásico além do domínio lectínico (CAVADA et. al, 

2006). 

Multilectinas 

Consistem em proteínas com dois domínios ligantes a carboidratos que são 

idênticos ou homólogos, entretanto reconhecem açúcares estruturalmente não 

relacionados, ou seja, têm especificidade múltipla. É o caso da jacalina (lectina de 

sementes de Artocarpus integrifolia (MOREIRA e AINOUZ, 1981) e da frutalina 

(lectina de sementes de Artocarpus incisa (MOREIRA et al., 1998) que ligam tanto D-

galactose como D-manose. 

1.4 Uso de galactomananas como matrizes cromatográficas para o isolamento de 

lectinas 

Cromatografia de afinidade é uma técnica usada para separar compostos, como 

por exemplo algumas proteínas, que tem a capacidade de se ligar não covalentemente e 

reversivelmente a moléculas especificas conhecidas como ligantes (ROMERO et al., 

2017). 

Esse método se difere das técnicas clássicas de cromatografia, já que uma 

proteína pode ser separada com base em uma única propriedade bioquímica. Em 

cromatografia de afinidade, o ligante está ligado covalentemente a matriz, que deve ser 

quimicamente inerte, porosa e além ter uma variedade de grupos funcionais adequados 
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para acoplamento com ligantes diferentes. Várias matrizes e ligantes são usados em 

cromatografia de afinidade, dependendo da proteína que se quer obter e ser purificada 

(VOET e VOET, 1995). 

Em geral, as lectinas possuem propriedades bioquímicas e de ligação, que são 

muito convenientes para sua purificação por cromatografia de afinidade utilizando 

carboidratos. Qualquer fonte de interesse pode ser selecionada para o isolamento de 

lectinas, podendo estas ser de seres humanos, animais, plantas, fungos a 

microrganismos, incluindo vírus. Muitos métodos podem ser utilizados, dependendo das 

características mecânicas do tecido de origem, como por exemplo a homogeneização 

por ruptura mecânica ou por lise (VOET e VOET, 1995). 

Dentre os tipos de cromatografias aplicadas a purificação de proteínas, a 

cromatografia de afinidade baseia-se nas propriedades que certas proteínas possuem de 

se associarem seletivamente a moléculas específicas, frequentemente denominadas de 

ligantes. Uma característica das proteínas é sua habilidade em estabelecer ligações 

fortes, embora reversíveis, com seus ligantes. Assim, essa técnica torna possível o 

isolamento e purificação de proteínas baseada em suas propriedades biológicas 

(ROMERO et al., 2017).  

Dessa forma, proteínas galactose ligantes de Abrus precatorius e Artocarpus 

integrifolia foram isoladas e purificadas em matriz de afinidade a partir de guar 

comercial e de galactomananas de Adenanthera pavonina e Parkinsonia aculeata 

(GARROS-ROSA et al., 2006). Lectinas de Artocarpus. incisa, Ricinus communis, 

Abrus precatorius e Artocarpus integrifolia também foram isoladas em matriz de 

galactomanana proveniente de Caesalpinia pulcherrima (BRAGA et al., 2011). 

Também há relatos na literatura de uma matriz de goma de sementes de Leucaena 

leucocephala que foi igualmente preparada para o isolamento de proteínas galactose-

específicas de Trichosanthes anguina (SESHAGIRIRAO, LEELAVATHI e 

SASIDHAR, 2005). 

Alguns autores descrevem seu isolamento por cromatografia de afinidade a 

partir da utilização das lectinas na captura de outra, por exemplo, a ConA é 

frequentemente imobilizada para isolar outras lectinas (ABSAR et al., 2005.; 

CHARUNGCHITRAK et al.,2011; KONKUMNERD et al., 2010; PETNUAL et al., 

2010; YAN et al., 2010). 
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 Além disso, pode-se trabalhar com partículas ferromagnéticas com 

polissacarídeo imobilizado preparados para o isolamento de lectinas (PORTER et al., 

1998). As propriedades magnéticas das partículas favorecem a lavagem das impurezas 

utilizando um campo magnético, e os açúcares são utilizados para libertar as lectinas e 

recuperar as partículas (ANGELI et al., 2009; KAVUNJA et al., 2015).  

Che et al., (2011), desenvolveram um novo método para a purificação 

cromatográfica de afinidade de lectinas que é com a utilização de membranas com 

nanofibras glicosiladas, no qual, uma membrana de afinidade com glicose imobilizada 

mostrou forte e reversível capacidade para isolar lectinas.  

A cromatografia de afinidade com carboidratos é, o método mais amplamente 

utilizado para a purificação de lectinas, é simples que tira proveito de suas propriedades 

específicas. Apesar disto ainda há a necessidade de protocolos de aplicação geral e a 

seleção da matriz de ligação mais apropriada, melhorias de técnicas de eluição e da 

ativação da matriz por serem difíceis, devendo ser selecionadas de acordo com cada tipo 

de lectina que se pretende isolar e utilizar como produto biotecnológico (ROMERO et 

al., 2017).   

Sabendo-se que as características de polissacarídeos vegetais os tornam 

excelentes insumos para produção de matrizes cromatográficas, fontes vegetais de 

galactomanana surgem como uma alternativa de baixo custo em relação as matrizes 

cromatográficas encontradas no mercado.  

1.5 Características da  espécie  Peltogyne confertiflora (Mart. Ex. Hayne) Benth. 

 

A Peltogyne é um gênero neotropical da família (Fabaceae Leguminosae), sendo 

representada por 23 espécies, dentre elas a, Peltogyne confertiflora (Figura 4) que 

possui diversas denominações populares (tais como: Pau roxo; Quebra machado; 

Coração negro; Jatobá-de-brinco Jatobá roxo; Jatobá pitombo; Jatobá d'anta; Guarabu; 

Roxinho; Rochina; Barabu; Gurabu; Guarabu amarelo e Guarabu roxo) em diferentes 

regiões do Brasil (LOBO, 2012; da SILVA 1976). A P. confertiflora é uma planta de 

porte arbóreo desprovida de espinhos, caducifólia, heliófila, monoica, apresenta uma 

altura entre 10 a 20 metros, sendo geralmente bem menor no cerrado, possui tronco 

ereto e cilíndrico com casca rugosa com diâmetro de 30 a 50 cm (LORENZI, 2002; 

SILVA, 1976). 
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Figura 4 – Detalhes morfológicos da Peltogyne confertiflora. A) Inflorescência 

terminal, frutos estipitados B) Frutos maduros monospermas. C) Sementes quiescentes.  

 

Fonte: Adaptada de Planta do Brasil (2020) 

 

A madeira da P. confertiflora  é densa, com cerne roxo ou castanho, 

as folhas alternas, bifolioladas, com 3 a 6 cm de comprimento; as flores diclamídeas, 

ligeiramente zigomorfas, andróginas, pilosas, com cálice tetrâmero e corola pentâmera, 

branco-amarelada ou creme com 6 a 8 mm de comprimento, os frutos compressos, 

marrom-claros na maturação, com tamanho em torno de 5 cm, suas sementes são 

marrons, achatadas, orbiculares, duras, com 12 a 14 mm de diâmetro e caem sob a 

planta-mãe, após permanecerem presas pelo funículo na base dos frutos recém-abertos 

(LIMA, 2010; SILVA, 1976; RIZZINI, 1971). 

Dentre todas as espécies catalogadas, a P. confertiflora mostra-se como uma 

espécie arbórea decídua, heliófita, seletiva, xerófita, clímax, exclusiva dos cerrados e de 

matas semidecíduas, bem como de sua transição no cerrado (RIBEIRO, VARGAS, DE 

PAULA e CAMPOS, 2019) 

A distribuição de P. confertiflora também ocorre em vários países como; 

México, Panamá, Venezuela, Colômbia, Suriname, Guiana Francesa e Brasil. No Brasil 

ela ocorre preferencialmente na caatinga, cerrado e mata Atlântica, observado também 

alguns registros região Norte, Nordeste, Sudeste e centro-oeste, e em alguns estados 

como Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, São Paulo, Minas Gerais, Goiás, Tocantins, 

Bahia, Maranhão Ceará e Piauí. Atualmente devido ao a intensificação do 

desmatamento a espécie está sendo pouco encontrada principalmente no Cerrado 

(SILVA, 1976; CATÁLOGO DE PLANTAS E FUNGOS DO BRASIL, 2010; LIMA, 

2010). 

Ribeiro e colaboradores (2019), realizaram uma pesquisa para detectar as 

características tecnológicas da espécie P. confertiflora por meio de técnicas destrutivas 
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e não destrutivas observando as propriedades físicas, mecânicas e acústicas e 

concluíram que a espécie ainda é pouco conhecida comercialmente, com densidade 

básica, propriedades físicas e mecânicas equivalentes às de espécies tradicionais no 

mercado madeireiro. 

Do ponto de vista químico, várias espécies do gênero já foram estudadas, 

visando esclarecer a composição química, e algumas propriedades ou princípios ativos, 

como tentativa de apoio a algumas hipóteses biogenéticas, mostrando-se ainda tímidas 

(LIMA e MAIA, 1961; SOUZA, GOTTLIEB e MAGALHÃES, 1967; SOUZA, 1968; 

ALMEIDA et al, 1974; MALAN e ROUX, 1974). A partir disso e visto que existem 

várias espécies Peltogyne, Lima e Maia (1961), isolaram o extrato do cerne de P. 

recifensis, e observaram que este extrato mostrou propriedades antimicrobianas. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

Avaliar a eficiência da galactomanana reticulada de sementes Peltogyne 

confertiflora como matriz cromatográfica de afinidade na purificação de lectinas 

galactose-ligantes, bem como a sua viabilidade técnica. 

 

2.2 Específicos 

 Estabelecer um protocolo eficiente de extração de galactomanana de sementes 

de P. confertiflora; 

 Submeter a galactomanana a testes de reticulação para obtenção de uma matriz 

cromatográfica de afinidade;  

 Padronizar a montagem das colunas cromatográficas com a matriz de 

galactomanana reticulada;  

 Isolar e purificar proteínas galactose-ligantes de sementes de P. confertiflora 

utilizando a galactomanana reticulada como matriz de afinidade; 

 Avaliar a pureza e a bioatividade das lectinas purificadas;  
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3 MATERIAIS 

 

3.1 Vegetais 

 

As sementes de jatobá-de-brinco (Peltogyne confertiflora) foram coletadas no 

município de Granja-Ce. As farinhas das sementes de Bauhinia ungulata, Abrus 

precatorius, Abrus pulchellus e Abrus fruticulosus foram adquiridas no estoque do 

Laboratório de Biotecnologia Molecular (LabBMol) localizado no Departamento de 

Bioquímica de Biologia Molecular (DBBM) da Universidade Federal do Ceará (UFC) - 

Campus do Pici -Prof. Prisco Bezerra. Já para a obtenção da farinha de sementes de 

Artocapus incisa, os frutos serão adquiridos no Mercado Municipal da cidade de 

Maranguape-Ce. As espécies vetais utilizadas nesta pesquisa estão devidamente 

cadastradas no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento 

Tradicional Associado (SisGen) com os números de cadastro AE23AF6 e AB94DA1 

(ANEXO A). 

 

3.2 Biológicos 

O sangue utilizado nos ensaios de hemaglutinação foi coletado de coelhos 

(machos, adultos, da raça Nova Zelândia), já mortos, abatidos no Setor de Cunicultura 

da UFC. Um volume de 5 mL desse sangue foi mantido em Heparina sob refrigeração 

(10 
o
C) até o uso no ensaio. 

A levedura Pichia pastoris cepa KM71H mantida no Laboratório de 

Biotecnologia Molecular (LabBMol) da UFC. 

 

3.3 Reagentes  

Álcool 96; Hidróxido de sódio; Epicloridrina (Clorometiloxirano); Ureia 

(Diaminometanal); Cloreto de sódio; Glicina (Ácido aminoacético); Ácido clorídrico; 

D-galactose; Bicinchoninic Acid Kit for Protein Determination; BSA (Bovine Serum 

Albumin); Azida sódica; Acetona; Tris [2-Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol]; 

SDS (Dodecil sulfato de sódio); Glicerol (Propano-1,2,3-triol); β-mercaptoetanol (2-

Hidroxi-1-etanotiol); Marcador de baixo peso molecular (6.500 – 66.000 Da); 

RNAeasy® Mini Kit; Azul de bromofenol[2,6-dibromo-4-[3-(3,5-dibromo-4-

hidroxifenil)-1,1-dioxo-3 benzo[c]oxatiolil]fenol]; APS (Persulfato de amônio); Temed 
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(Tetrametiletilenodiamina); Acrilamida (Prop-2-enamida); Bis-acrilamida; Azul de 

Comassie  Brilhante R-250 e outros reagentes de grau analítico. 

 

4 METODOLOGIA 

 

4.1 Limpeza e processamento das sementes de P. confertiflora 

Após tríplice lavagem com água destilada, 200 g de sementes de P. confertiflora 

foram mantidas imersas em 400 mL de água ultrapura por um período de 16 h à 

aproximadamente 10 ºC. Posteriormente, as sementes intumescidas foram submetidas à 

fervura por 30 min e, após resfriamento, foram destegumentadas manualmente e 

trituradas em liquidificador industrial Vitalex LQI-10. A farinha (pó) resultante foi 

peneirada (malha de 30 mesh), homogeneizada e armazenada em frascos 

hermeticamente fechados até a sua posterior utilização. 

 

4.2. Análise elementar da farinha de sementes de P. confertiflora 

4.2.1. Análise do teor de umidade 

Para a determinação do teor de umidade, 5 g da farinha foi distribuída em pesa-

filtros limpos (previamente tarados em balança semi-analítica) e colocados numa estufa 

a 110 
o
C por 30 h. Decorrido o tempo de secagem, os pesa-filtros contendo a farinha 

foram retirados da estufa, e colocados num dessecador, permanecendo no mesmo até 

atingirem a temperatura ambiente. Sendo então pesados rapidamente. Em seguida, os 

pesa-filtros foram novamente colocados na estufa a 110 
o
C por mais 1 h. Na sequência, 

o material foi retirado da estufa e novamente mantido no dessecador até atingir a 

temperatura ambiente. O procedimento foi repetido até os pesa-filtros obterem pesos 

constantes. A umidade foi calculada pela diferença entre o peso final (Pf) e inicial (Pi), 

sendo expressa em percentagem. 

 

4.2.2.  Teor de nitrogênio total 

A determinação do teor de nitrogênio total foi feita conforme o método descrito 

por Baethgen e Alley (1989).  Uma amostra de 100 mg da farinha de sementes foi 

misturada com 1,1 g do agente catalisador (constituído por 110 g de KH2SO4, 10 g de 

CuSO4.5H2O e 1 g de selênio) e 1,5 mL de ácido sulfúrico concentrado P.A. A mistura 

foi colocada em mineralizador por 30 minutos, sendo em seguida diluída para 25 mL 
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com água ultrapura (MilliQ). Uma alíquota de 100 L da amostra diluída foi adicionada 

a 5,5 mL de tampão (contendo NaHPO4 0,1 M; 5% de tartarato de sódio e potássio e 

5,4% de NaOH), 4 mL da solução de salicilato 15%, nitroprussiato de sódio 0,03% e 2 

mL de hipoclorito de sódio 6%. Em seguida, a amostra foi colocada em um banho-

maria à 37 
o
C por 15 min e a leitura das absorbâncias foi feita a 650 nm em 

espectrofotômetro (Pharmacia, modelo LKB Ultrospec III). O teor de nitrogênio foi 

calculado com base na curva padrão obtida com sulfato de amônio e o teor de proteína 

bruta foi calculado multiplicando o valor de nitrogênio total por 6,25. 

 

4.2.3.  Teor de lipídios 

Os ensaios de determinação do teor de lipídios na farinha de sementes foram 

realizados num extrator contínuo de Soxlet, usando com o solvente o hexano anidro. 

Uma amostra contendo 2 g da farinha foi acondicionada em um cartucho de papel de 

filtro e colocada no extrator onde foi submetida a extração com hexano por 8 h. O 

extrato foi coletado em um balão volumétrico (previamente pesado) que, em seguida, 

foi colocado numa estufa para que o solvente fosse evaporado. Depois, o balão 

contendo o extrato lipídico foi pesado e o teor de lipídeos foi calculado pela diferença 

entre a massa final (Mf) do balão e a inicial (Mi). Os valores foram expressos em 

percentagem. 

 

4.2.4.  Teor de cinzas 

Para a determinação do teor de cinzas, 2 g da goma endospérmica foram 

adicionados à cadinhos (triplicada) previamente aquecidos, que foram, em seguida 

colocados na mufla para incineração a 600 
o
C por 1 h. O aquecimento foi realizado de 

maneira gradativa, evitando a ebulição do material. Ao final do aquecimento, os 

cadinhos foram mantidos em dessecador até atingirem a temperatura ambiente. Em 

seguida, os cadinhos foram pesados e o teor de cinzas foi calculado pela relação entre o 

peso final (Pf) e o peso do cadinho, sendo os resultados expressos em percentagem. 

 

4.2.5. Teor de carboidratos 

 O conteúdo de carboidratos totais foi calculado pela diferença do total e a soma 

dos percentuais de umidade, cinzas, lipídeos e proteínas, conforme a equação:  

Carboidratos (%) = 100 – (% umidade + %cinzas + % proteínas + % lipídeos) 
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4.3 Extração da galactomanana da farinha de sementes de P. confertiflora 

Na etapa de extração da galactomanana, 5 g da farinha endospérmica de P. 

confertiflora foi solubilizada em 200 mL de H2O ultrapura (MilliQ) e deixada sob 

agitação por 15 h (overnight) a temperatura ambiente. Em seguida, o solubilizado foi 

centrifugado a 6000 x g por 30 min. O sobrenadante foi filtrado (filtro de nylon) e 

transferido para um béquer. O precipitado foi descartado. Alcool etílico (P.A) foi 

adicionado ao sobrenadante (1:3 v/v) que foi mantido em repouso por 24 h á 10 
o
C. 

Após esse período, o álcool foi cuidadosamente removido por filtragem e centrifugação 

(6000 x g por 30 min). O precipitado foi novamente redissolvido em 100 mL de H2O 

ultrapura e mantido sob agitação por 15 h (overnight) a temperatura ambiente (25 
o
C). O 

material solubilizado (rico em galactomanana) foi centrifugado (a 10000 x g por 30 

min). O sobrenadante foi transferido para um novo béquer e o precipitado descartado. 

Outro volume de álcool etílico foi adicionado ao sobrenadante conforme descrito 

anteriormente. Por fim, o álcool foi removido (por filtração ou centrifugação) e a 

galactomanana precipitada foi desidratada com 50 mL de acetona P.A, liofilizada e 

acondicionadas em frascos hermeticamente fechados, a temperatura de 25 
o
C até a 

utilização posterior. 

 

4.4 Calorimetria exploratória diferencial (DSC) da galactomanana de P. 

confertiflora 

A DSC é uma técnica utilizada para medir a diferença de energia entre uma 

amostra e um material de referência em função de um programa de aquecimento ou 

resfriamento sob atmosfera controlada. As análises de DSC foram realizadas no 

Laboratório de Tecnologia da Biomassa da Embrapa Agroindústria Tropical em um 

calorímetro diferencial de varredura DSC Q20 TA Instrument, utilizando o gás 

nitrogênio a 40 mL/min e uma massa de 9,5 mg de amostra. O experimento foi 

realizado a uma taxa de 10 °C/min com uma temperatura de equilíbrio de 25 °C e uma 

temperatura final de 700 °C. Os experimentos foram realizados sob atmosfera de 

nitrogênio a uma taxa de fluxo de 50 mL/min. 
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4.5. Análise Termogravimétrica (TGA) da galactomanana de P. confertiflora 

Esta técnica possibilita conhecer as alterações que o aquecimento pode provocar 

na massa de substâncias, permitindo estabelecer a faixa de temperatura em que elas 

adquirem composição química fixa, definida e constante, a temperatura em que 

começam a decompor, acompanhar o andamento de reações de desidratação (perda de 

umidade), oxidação, combustão e decomposição. As análises de TGA deste trabalho 

foram realizadas no Laboratório de Tecnologia da Biomassa da Embrapa Agroindústria 

Tropical, em que aproximadamente 0,3 mg da amostra foram levadas a um equipamento 

analisador térmico simultâneo (STA 6000) da PerkinElmer®, com gás nitrogênio 50 

mL/min a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, em uma faixa de temperatura de 20 a 

400 °C. 

 

4.6. Caracterização galactomanana de P. confertiflora por espectroscopia de 

Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

A RMN é uma técnica utilizada na identificação, elucidação e quantificação dos 

compostos presente em diferentes materiais, seja, nos campos da química orgânica, 

inorgânica, química de materiais ou biomoléculassendo estas de baixo peso molecular, 

macromoléculas (LEITE, 2013). Os espectros de RMN foram obtidos em um 

equipamento Agilent DD2 de 600 MHZ (para núcleo de 
1
H) e equipado com uma sonda 

One Probe de 5 mm de diâmetro interno (H-F/15N-31P) de detecção inversa e gradiente 

de campo no eixo “z”. As amostras de foram preparadas dissolvendo-se 4 mg de 

galactomanana de P. confertiflora em 550 µL de água deuterada (D2O) e esta solução 

foi submetida a ultrassom por 30 min. Em seguida, um espectro unidimensional de 1H 

foi realizado a 80 °C com um tempo de espera entre cada aquisição de 2s, aquisição de 

128 transientes em uma janela espectral de 16 ppm e 32k de número de pontos. O 

espectro unidimensional de 
13

C foi obtido com um tempo de espera entre cada aquisição 

de 1s, aquisição de 20k de transientes em uma janela espectral de 251,1 ppm e 32k de 

número de pontos. Os picos foram integralizados utilizando o software Varian VNMRJ 

4.0. 
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4.7. Reticulação da galactomanana de P. confertiflora para a produção da matriz 

cromatográfica 

Para a produção da matriz, seguirá a metodologia descrita por Appukuttan, 

Surolia e Bachawat (1977). Na proporção 1:4 (m/v) 5 g de galactomanana refinada foi 

solubilizada em 15 mL de NaOH 3 M com o auxílio de um agitador magnético e um 

bastão de vidro. Em seguida, adicionou-se 2 mL de Epicloridrina e o material foi 

homogeneizado com bastão por 20 min até a formação de um bloco de gel. 

Posteriormente, a mistura foi mantida em estufa à 40 ºC por 24 h e, em seguida, a 

temperatura foi elevada para 70 ºC, permanecendo nesta condição por mais 12 h. Para 

cessar a reação e remover o excesso de NaOH e eplicloridrina, o gel formado, resultante 

do processo de reticulação (crosslinking), foi lavado exaustivamente com 10 volumes 

de água destilada. Em seguida, o gel foi selecionado utilizando-se uma peneira de 30 

mesh e lavado novamente com 5 volumes de água destilada para remoção dos 

fragmentos em suspensão.  

 

4.8. Preparação e montagem das colunas cromatográficas com a galactomanana 

reticulada 

Para a preparação das matrizes cromatográfica, o gel formado pela reticulação 

da galactomanana foi distribuído em suportes cromatográficos (da BioRad) de 20 mL 

para a montagem das colunas cromatográficas. As colunas foram mantidas em repouso 

por 4 h a temperatura ambiente para possibilitar a sedimentação dos géis por gravidade. 

Em seguida, as colunas foram lavadas cinco vezes com uma solução de NaCl 150 mM, 

cinco vezes com o tampão glicina 10 mM pH 2,6 contendo NaCl 150 mM para a 

remoção de partículas solúveis nos géis e, por fim, lavadas mais cinco vezes com o 

tampão Tris-HCl 10 mM, pH 7,6 com NaCl 0,15 M, para equilibrar as colunas. 

Devidamente montadas, as colunas cromatográficas foram mantidas com azida sódica 

0,02% a aproximadamente 10 
o
C até o uso posterior. 

 

4.9. Extração de proteínas das farinhas de sementes de Artocarpus incisa, 

Artocarpus integrifolia, Abrus precatorius, Abrus pulchellus e Ricinus communis 

Para obtenção dos extratos totais, na proporção de 1:10 (p/v), 2 g das farinhas de 

sementes de A. incisa, A. integrifolia, A. precatorius, A. pulchellus e R. communis foram 

dissolvidas em tampão de extração (Tris-HCl 20 mM, pH 7,6 com NaCl 150 mM), 
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mantidas sob agitação por 3 h à temperatura ambiente (25 ºC) e, posteriormente, as 

suspensões obtidas foram centrifugadas à 12000 x g por 30 min, à 20 ºC.  Em seguida, 

os sobrenadantes foram coletados, filtrados, submetidos a dosagem de proteínas 

solúveis e utilizados nos procedimentos cromatográficos. Esses extratos brutos totais 

foram denominados EBt. 

 

4.10. Dosagem de proteínas  

A dosagem de proteínas solúveis foi realizada conforme o método de Bradford 

(BRADFORD, 1976), utilizando a albumina sérica bovina (BSA) como padrão. A 

presença de proteínas nos eluatos das colunas cromatográficas foi detectada pela medida 

da absorbância a 280 nm em espectrofotômetro. 

 

4.11. Avaliação da matriz reticulada de galactomanana na purificação das lectinas 

galactose-ligantes. 

Após a obtenção dos extratos brutos totais (EBts), 10 mL deles foram aplicados 

separadamente nas colunas cromatográficas. Após 1 h de contato, foi realizada a eluição 

com o tampão de equilíbrio (Tris-HCl 20 mM, pH 7,6 com NaCl 150 mM) para a 

remoção das proteínas não retidas. Para a eluição das lectinas retidas foi utilizada uma 

solução de galactose 100 mM contendo NaCl 150 mM. As cromatografias foram 

realizadas com o auxílio de uma bomba peristáltica Pump P-1 e um coletor de frações 

GradiFrac System (Pharmacia Biotech). Para monitoramento das concentrações das 

frações proteicas foram realizadas leituras na absorbância de 280 nm em 

espectrofotômetro (Amersham Biosciences). Após a coleta das frações correspondentes 

as lectinas, elas foram dialisadas primeiramente contra ácido acético 0,1 M na 

proporção 1:10 (v/v) por 2 h e, em seguida, contra tampão Tris-HCl 20 mM pH 7,6 

contendo NaCl 150 mM, na proporção 1:10 (v/v), sendo realizadas 3 trocas a cada 2 h. 

Logo após, os materiais foram prontamente identificados e armazenados em freezer até 

sua utilização. 
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4.12. Análise da integridade e pureza das lectinas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE)  

O sistema SDS-PAGE em gel de poliacrilamida são amplamente utilizadas em 

pesquisas de biologia celular e molecular, este sistema consiste em um tipo de 

eletroforese sendo desnaturadas as amostras pelo calor na presença de β-

mercaptoetanol, desnaturando as pontes dissulfeto, este atua na separação das cadeias 

polipeptídicas isoladas e mantém as proteínas com saturação de cargas elétricas 

negativas (LIMA, 2017).  As purezas e a massas moleculares aparentes das lectinas 

foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida sob condições redutoras na 

presença de dodecil sulfato de sódio (SDS), seguindo a metodologia descrita por 

Laemmli (1970). Foi utilizado um gel de aplicação de 3,5% de acrilamida em tampão 

Tris-HCl 0,5 M (pH 6,8) e um gel de separação com 12,5% de acrilamida em tampão 

Tris-HCl 0,5 M (pH 8,8) contendo SDS 1%. As corridas eletroforéticas foram realizadas 

a 25 mA e uma voltagem inicial de 100 V. As amostras foram preparadas em tampão 

Tris-HCl 62,5 mM (pH 8,3) contendo SDS 1%, β-mercaptoetanol 0,1%, sacarose e azul 

de bromofenol 1%. Em seguida, as amostras foram aquecidas a 100 
o
C por 5 min e 

centrifugadas a 1000 x g por 5 min à temperatura ambiente. Os géis foram corados com 

uma solução de Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,05 %, e descorados com uma 

solução de metanol:ácido acético:água (1:3,5:8, v/v/v). 

 

4.13. Ensaio de imunodetecção das lectinas 

Para ensaio de imunodetecção foi utilizada a técnica de Western blotting. 

Inicialmente, as diferentes frações lectínicas foram submetidas a uma eletroforese em 

gel de poliacrilamida (12,5%), na presença de SDS e sob condições redutoras. Após a 

eletroforese, as bandas proteicas referentes a cada uma das lecintinas foram transferidas 

para uma membrana de nitrocelulose utilizando PBS pH 7,2 como tampão de 

transferência e a aplicação de 38 mA e 40 V por 2 h.  Após a transferência, a membrana 

se incubada em PBS pH 7,2 com 5% de leite Molico em pó (solução de bloqueio) por 

5 min sob agitação lenta e a temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi 

incubada (2 h, a 8 
o
C) com os anticorpos primários (anti-lectinicas). Após esse tempo, a 

membrana foi lavada com o tampão PBS e incubada com o anticorpo secundário (anti-

IgG conjugado com a peroxidase) por mais 2 h, a 8 
o
C.  O processo de revelação da 



43 

 

 

 

membrana foi realizado com solução de peróxido de hidrogênio 30%, cloreto de níquel 

e tampão Tris-HCl 0,1 M pH 7,2, no escuro e a temperatura ambiente. 

 

4.14 Avaliação da bioatividade das lectinas via ensaios de hemaglutinação  

O ensaio de atividade hemaglutinante foram realizados conforme a metodologia 

descrita por Moreira e Perrone (1977). Esse ensaio foi realizado em placa de 

microtilulação através de diluições seriadas. Resumidamente, 100 L da fração de cada 

lectina testada foi adicionado a igual volume de uma solução de NaCl 150 mM, e desta 

mistura foram feitas diluições seriadas. Às diferentes diluições proteicas, foram 

adicionados 50 L de uma suspensão de hemácias coletado de coelhos (machos, 

adultos, da raça Nova Zelândia) a 2 %, e a mistura deixada em estufa, a 37 
o
C por 30 

min, seguidos de outros 30 min a temperatura ambiente. A aglutinação foi observada a 

olho nu. A maior diluição que apresentar hemaglutinação positiva foi considerada com 

título. A quantidade de proteína presente nesta diluição representa a quantidade mínima 

de proteína necessária para aglutinar os eritrócitos e é definida como unidade de 

hemaglutinação (UH). A atividade específica é o número de unidades de 

hemaglutinação por miligrama de proteína.  

 

4.15 Atividade RNA N-glicosidase das quimerolectinas isoladas em matriz 

reticulada de galactomanana de P. confertiflora 

Por serem consideradas quimerolectinas, as lectinas de A. precatorius, A. 

pulchellus e R. comunnis além de serem capazes de aglutinar eritrócitos, também são 

capazes de depurinar o RNA ribossomal (RNAr) devido a sua atividade catalítica RNA 

N-glicosidase. A avaliação da atividade RNA N-glicosidase foi realizada baseada a 

metodologia descrita por Smith et al. (2003), com modificações. Para esse ensaio, 20 g 

de ribossomos de Pichia pastoris KM71H foram incubados a 25 
o
C por 1 h com 1 g de 

cada quimerolectina purificada num volume final de 500 L. A reação foi interrompida 

pela a adição de SDS 1%. O RNAr foi obtido utilizando o RNAeasy® Mini Kit 

(QIAGEN) seguindo as recomendações do fabricante. A mistura de reação foi 

congelada e o precipitado de RNAr foi obtido por centrifugação a 13000 x g por 30 min 

a 4 
o
C.  O precipitado foi lavado com etanol 70 % e incubado 20 min no dessecador a 

vácuo para secar. Em seguida, 10 g do RNAr foi tratado (por 4 min, a 60 
o
C) com 20 

L de anilina-acética 1 M, pH 4,5. No controle negativo, foi usada água no lugar da 
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anilina. A reação foi interrompida pela adição de 0,1 volume de NH4OAc 2 M, 2,5 

volumes de etanol 100% e centrifugadas a 15000 x g por 1 h a 4 
o
C. O precipitado 

obtido foi ressuspenso em 15 L de tampão TPE (Tris 3,6 mM; NaH2PO4 3 mM; EDTA 

0,2 mM) contendo formamida 60%. A identificação dos fragmentos de RNAr 

depurinados foi realizada através de eletroforese em gel desnaturante de agarose-

formamida, utilizando brometo de etídio e visualizados sob luz UV do transluminador. 

 

4.16. Análises estatísticas  

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente, utilizando-se o teste Tukey, 

com auxílio do programa InStat (Graphpad Instat: GraphPad Software Oberlin, San 

Diego – CA, USA). O nível de significância adotado foi p < 0,05.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

5.1. Rendimento da farinha e análise elementar 

Para obtenção da farinha de sementes de P. confertiflora foram adotadas 

algumas precauções quanto à temperatura e ao tempo de secagem ideal, controlando 

adequadamente esses fatores para não interferirem na qualidade final da farinha, 

alterando a cor pelo elevado conteúdo em açúcares.  O rendimento médio da farinha a 

partir das vagens obtidas foi de aproximadamente 78 %. 

Sobre o rendimento de farinhas extraídas de sementes vegetais, Alves (2013) 

realizou uma extração de gomas parcialmente purificadas das espécies Caesalpinia 

pulherrima, Adenanthera pavonina, Delonix regia, Tamarindus indica, Mucuna sloanei 

e Hymenaea courbaril, e em relação ao encontrado neste estudo apenas a farinha de 

Tamarindus indica e Mucuna sloanei mostraram a quantidade semelhante ao 

encontrado na P. confertiflora. Observou-se ainda, nessa pesquisa, que a Hymenaea 

courbaril mostrou resultado superior em relação ao rendimento encontrado na P. 

confertiflora e as sementes de Caesalpinia pulherrima, Adenanthera pavonina, Delonix 

regia valores bem inferior ao encontrado se destacando com o menor rendimento a 

farinha da Adenanthera pavonina. 

Em relação às caracterizadas quanto à composição química e características 

físicas da P. confertiflora foram realizadas os teores de lipídios em conformidade com o 

item 4.2.3 e proteínas foram determinados segundo os teores de nitrogênio total x 6,25 

conforme Babthgen e Alley (1989). Já os teores de umidade e cinzas foram 

determinados conforme os itens 4.2.1 e 4.2.4 respectivamente.  Sobre a análise de fibra 

bruta e carboidratos foram determinados conforme o item 4.2.5. 

 Em relação aos estudos que avaliam o rendimento de sementes da P. 

confertiflora e o seu potencial biotecnológico, ainda mostram-se insuficientes na 

literatura nacional e internacional para realização a análise comparativa com este 

estudo, mostrando assim o ineditismo desta pesquisa. 

A composição físico–química da farinha de sementes de P. confertiflora, em 

termos de umidade, proteínas, lipídeos, cinzas, carboidratos e fibras está apresentada na 

tabela 1. 
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Tabela 1. Teores de umidade, proteínas, lipídeos, cinzas, carboidratos e fibras da 

farinha de sementes de P. confertiflora. 

ANÁLISES  TEOR (%) 

Umidade  5,7 + 0,8 

Cinzas  4,1 + 0,2 

Fibra bruta 7,1 + 0,9 

Lipídeos 3,5 + 1,1 

Proteína total*  10 + 1,3 

Carboidratos** 69,6 + 3,2 

*Nitrogênio total x 6,25 

** Obtido por diferença 

 

Em relação ao teor de umidade sabe-se que a água desempenha importante papel 

nas propriedades físicas e funcionais dos polissacarídeos e que a maioria destes 

possuem unidades glicosídicas que apresentam em média três unidades de hidroxilas. 

Com isso percebe-se que os polissacarídeos possuem forte tendência a se ligar a 

moléculas de água e se hidratar rapidamente. Segundo Whistler e Miller (1997), os 

polissacarídeos devem apresentar o teor de água numa faixa de faixa de 8-12%. 

O valor que encontramos neste estudo com a P. confertiflora, está bem abaixo 

do que mostra na literatura conforme (SOUZA, 2010; BOURBON et al., 2010; BURITI 

et al., 2014) em pesquisas realizadas com as sementes dos vegetais Caesalpinia ferrea, 

S. japonica, G. triacanthos, Caesalpinea pulcherrima, Cassia grandis e Cassia 

spectabilis extraídas de fontes não usuais, e, na semente da alfarroba mostrou-se acima 

de 10% (ŠUBARIČ et al., 2011).  

Em relação à umidade não tem um valor máximo especificado pelas normas 

americanas, no entanto a norma ISI indiana permite um valor máximo de até 13% para a 

goma guar como mostra na pesquisa de Joshi e Kapoor (2003).  

 Alves (2013) realizou uma pesquisa com gomas extraídas de sementes de seis 

tipos de vegetais (Caesalpinia pulherrima, Adenanthera pavonina, Delonix regia, 

Tamarindus indica, Mucuna sloanei e Hymenaea courbaril) e observou, por meio da 

análise físico-química, que o teor de umidade das gomas das seis espécies estudadas 

variou de 9,7-12,6% corroborando com os resultados obtidos por Whistler e Miller 

(1997). Já a pesquisa realizada por Lima (2015), com sementes de algaroba obteve o 

valor igual a 8,42%, que ao comparar com valores da literatura, mostrou-se dentro dos 
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valores em pesquisas com a mesma espécie. Para outras espécies como a Prosopis 

juliflora, que apresentou 8,80%, Cassia javanica e Caesalpinia pulcherrima 8,80% e 

8,90% respectivamente (AZERO, 2002), mostraram estar conforme aos valores 

preconizados por Whistler e Miller (1997). Andrade et al. (1999) obtiveram, o valor de 

11,3% de umidade em amostra comercial de goma de alfarroba sem purificação e 7,5% 

em amostra purificada. Souza et al. (2010) analisaram a espécie Caesalpinia ferrea e 

encontraram a umidade medida de 14%, bem superior aos valores reportados pela 

literatura. 

Sobre o quantitativo de cinzas obtivemos na pesquisa com a P. confertiflora o 

quantitativo de 4,1% mostrados na tabela 1. O teor de cinzas mede a porcentagem de 

minerais que a amostra estudada possui e este valor encontrado mostrou-se muito 

elevado ao comparar com os valores encontrados por Crisóstomo (2008) com a semente 

de B. pentandra que foi de 0,84%. Já Tavares (1998) encontrou 0,41% para a 

Adenanthera pavonina e Garros - Rosa (2006) encontrou 2,63% de cinzas da 

Parkinsonia euculeata. 

Ainda sobre o teor de cinzas encontrados por outras pesquisas para Prosopolis 

juliflora, Azero (2002) encontrou 0,38%, e de 0,30% para Cassia javanica e para a 

espécie Caesalpinia pulcherrima foi encontrado o valor de 0,30% por Andrade et al. 

(1999). 

Alves (2013) realizou uma análise físico-química das gomas extraídas de 

sementes de seis vegetais (Caesalpinia pulherrima, Adenanthera pavonina, Delonix 

regia, Tamarindus indica, Mucuna sloanei e Hymenaea courbaril) e obteve os 

resultados variados em relação aos teores de unidade e cinzas 0,45-2,5% 

respectivamente, nenhuma desses chegaram ao número próximo do encontrado para a 

sementes de P. confertiflora. 

Quanto ao teor de proteína, obtivemos o teor de 10% como mostrado na tabela 1, 

Alves (2013), encontrou nas gomas extraídas das sementes de C. pulcherrima,  

A.pavonina e D. regia os valores entre (0,6-0,9%) sendo estes valores apresentados com 

o menor conteúdo de proteína em relação ao que encontramos e as gomas extraídas de 

T. indica, M.sloanei e H. courbaril os valores entre (6,3-7,4 %), sendo estatisticamente 

diferentes pelo teste de Tukey, resultados estes que mostraram-se semelhantes  aos 

encontrados por Stupp et al. (2008) para sementes de Copaifera landsdorfii.  
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Em relação aos valores de carboidratos em percentual encontramos 69,6+3,2% 

como mostrado na tabela 1. Valores mostrados em outras pesquisas com as sementes de 

P. confertiflora não se encontram na literatura, porém ao analisar outros tipos de 

sementes de vegetais observamos que as sementes de A. Incisa apresenta um alto teor de 

carboidratos (76,8%), conforme Moreira et al. (1998). Alves (2013) realizou uma 

pesquisa com gomas extraídas de sementes de seis tipos de vegetais (Caesalpinia 

pulherrima, Adenanthera pavonina, Delonix regia, Tamarindus indica, Mucuna sloanei 

e Hymenaea courbaril) e realizou uma análise físico-química observou-se que o teor de 

carboidrato mostrou-se a baixo do valor encontrado nas três primeiras espécies 42,66; 

29,52; 39,63 respectivamente e nos três últimos valores acima do valor encontrado na 

presente pesquisa 82,2; 89,74; 87,70 respectivamente. Crisóstomo (2008) encontrou em 

sua pesquisa com B. pentandra um teor de carboidrato bem acima do encontrado na 

presente pesquisa totalizando em 92%. 

 

5.2. Rendimento da galactomanana extraída da farinha de sementes de P. 

confertiflora. 

 Conforme apresentado na tabela 2, o rendimento médio para a galactomanana 

obtida da farinha de sementes de P. confertiflora foi 59,6 mg de galatomanana por 

grama de farinha. Esse valor convertido em percentual, resulta em 5,96% de rendimento 

de galactomanana extraída da farinha da semente da P. confertiflora. 

 

Tabela 2.  Rendimento da galactomanana extraída da farinha de sementes de P. 

confertiflora. 

EXTRAÇÕES  mg de GM/g de Farinha 

1 65 

2 55 

3 53 

4 65 

5 60 

Média 59,6 + 2,4 
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Algumas pesquisas realizadas sobre a extração e o rendimento de 

galactomananas mostraram-se semelhantes, como mostram os autores Dakia, Wathelet e 

Paquot (2007) que obtiveram valores de 6%, em galactomananas de goma Locusta 

resultados estes que vão de encontro aos encontrados por Crisóstomo (2008), que 

pesquisou 88 espécies de leguminosas, e destas 11 mostraram o rendimento maior que 

20%, 17 entre 15-20 % e a maioria (31 espécies) apresentaram um rendimento menor 

que 10 % das sementes pesquisadas, corroborando com o encontrado na presente 

pesquisa. 

Além de leguminosas outras famílias de não leguminosas como as compositae, 

malvaceae, umbelliferae foram avaliadas por Srivastava e Kapor (2005), apresentando 

rendimento inferior a 10%. 

Nascimento (2019) realizou a extração da galactomanana oriunda de 

vagens de algaroba (Prosopis juliflora) e obteve o percentual de rendimento de 8,56%. 

Pode se observar que esse rendimento depende de vários fatores influenciadores como a 

origem da semente, o tamanho das partículas extraídas e a solubilidade dos 

polissacarídeos (SALVALAGGIO, 2010).     

Nos estudos realizados por Vianna-Filho (2009), na extração de galactomanana 

de guapuruvu o rendimento foi de 7,5%, resultado semelhante ao encontrado nesta 

pesquisa. Resultado inferior foi encontrado por Rodrigues et al. (2015), com a 

galactomanana de guapuruvu, o rendimento obtido de galactomanana foi de 6,6%. Valor 

inferior também foi encontrado no trabalho de Nascimento (2014), em que a cada 200 g 

de cápsulas moídas o rendimento de galactomanana final foi de apenas 6,1% (m/m). 

  

5.3. Análise de calorimetria exploratória diferencial (DSC) da galactomanana da 

farinha de sementes de P. confertiflora 

O gráfico 1 mostra um efeito endotérmico, com pico majoritário em 135,8 °C, 

característico da perda de água do material analisado. O gráfico também evidencia um 

evento exotérmico, com pico menor em 307,9 °C, característico da decomposição da 

galactomanana, que gerou uma entalpia de 193,2 J/g. Observa-se ainda um pequeno 

evento em torno de 55 °C, característico da temperatura de transição vítrea (Tg) da 

galactomanana.  Cerqueira e colaboradores (2011) observaram valores de Tg de 52,6, 

56,4 e 66,9 °C para galactomananas extraídas de Adenanthera pavonina, Gleditsia 

triacantho e Caesalpinia pulcherrima, respectivamente. Segundo os autores essas 
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diferenças estão relacionadas com a estrutura química da galactomanana, devido, 

especialmente, a razão manose/galactose. 

 

Gráfico 1. DSC da galactomanana extraída da farinha de sementes de P. confertiflora. 

A – Transição endotérmica (mudança de fase); B – Transição exotérmica 

(decomposição) 

 

Fonte: Autor (2021) 

 

No trabalho de Cerqueira et al. (2011), o evento endotérmico foi observado e 

caracterizado nas temperaturas de 137,11, 139,18 e 151,36 °C para as galactomananas 

de Gleditsia triacanthos, Caesalpinia pulcherrima e Adenanthera pavonina, 

respectivamente, dados estes que se assemelham aos encontrados para a galatomanana 

de P. confertiflora.  Evento este que, mostra-se correspondente a perda de água do 

polissacarídeo. Sobre o segundo evento, desta vez exotérmico e que corresponde a 

degradação da galactomanana observamos na pesquisa de Vendruscolo et al. (2009) que 

foi apresentado o valor de 311 ºC para a galactomanana extraída da espécie Mimosa 

scabrella. Sobre a temperatura de transição vítrea (Tg), Roos e Karel, (1991), afirmam 

que esta é um parâmetro associado com a mobilidade do sistema, sendo definida como 

uma alteração física de um estado vítreo a um estado elástico em materiais amorfos 
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promovido por calor ou pela adição de um plastificante. Sperling, (2006), afirma 

também que a transição vítrea em polímeros pode ser explicada por várias propriedades 

como o peso molecular, a cristalinidade e a ligação intermolecular. 

Sobre a transição vítrea obtivemos na presente pesquisa o valor de 55°C, 

resultado este corroboram com os estudos mostrados por Chaires-Martínez et al., 

(2008), Vendruscolo et al., (2009) e Cerqueira et al. (2011), pois mostram que esse 

valor varia de 50 a 60 ºC.  

 

5.4. Análise termogravimétrica (TGA) da galactomanana de sementes de P. 

confertiflora  

As duas curvas demonstradas no gráfico 2, apresentam duas reações, onde a 

curva na temperatura de 57,62 °C ocorre lentamente que é seguida por outra e a segunda 

curva de 292,18 °C que ocorre rapidamente corresponde a uma série de reações 

secundárias ou menores que ocorrem simultaneamente ou próximas a reação principal.   

 

Gráfico 2. Análise termogravimétrica e sua derivada da galactomanana de sementes de 

P. confertiflora. 

 

Fonte: Autor (2021) 
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Essas curvas são denominadas curvas termogravimétricas ou, simplesmente, 

curvas de TGA. As curvas de TGA podem e devem ser derivadas (primeira) 

registrando-se a 35 DTG (termogravimetria derivada) que fornece informações da 

derivada primeira da variação da massa em relação ao tempo (dm/dt) ou em função da 

temperatura (dm/dT) (CANEVALORO, 2004). A temperatura inicial (1º evento) é a 

menor temperatura em que pode ser identificado o início da variação de massa para um 

determinado conjunto de condições experimentais relacionadas a desidratação (perda de 

moléculas de água) e a temperatura final (2º evento) é a menor temperatura indicando 

que o processo responsável pela variação de massa foi concluído devido a 

decomposição da molécula. 

Outro evento de perda de massa pode ser observado no pico da DTG em 292,18 

°C, que evidenciou uma degradação sendo isto relacionado com a desintegração das 

cadeias macromoleculares da galactomanana (CERQUEIRA et al., 2011, 2012; 

GIANCONE et al., 2011; MARTINS et al., 2012; MU et al., 2012; LIYANAGE et al., 

2015). 

 

5.5. Caracterização galactomanana de sementes de P. confertiflora por 

espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

A razão Gal / Man foi avaliada por espectros de RMN de 
1
H e 

13
C a 600 MHz 

(Tabela 3). Conforme observado no espectro de 
1
H, a razão Gal/Man deduzida a partir 

das áreas relativas referentes aos sinais dos carbonos anoméricos em δ 5,01 (galactose) 

e δ 4,73 (manose), é 1,00 / 1,14. Já no espectro 
13

C, as áreas relativas dos sinais dos 

carbonos em δ 100,1 e δ 99,5 (galactose e manose, respectivamente) resultaram em um 

Gal / Man proporção de 1,00 / 1,09. A sensibilidade e precisão da técnica de RMN para 

a determinação da razão Gal/Man contribuiu para a elucidação estrutural da principal 

cadeia polimérica da galactomanana de sementes de P. confertiflora. 
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Tabela 3. Razão Galactose/manose da cadeia polimérica da galactomanana de sementes 

de P. confertiflora avaliada por RMN. 

Método Galactose Manose 

1
H RMN 1.00 1.14 

13
C RMN 1.00 1.09 

   

Segundo Kaiser (2000), a ressonância magnética nuclear (RMN) mostra-se 

como uma das mais poderosas técnicas espectroscópicas no estudo de aspectos 

estruturais e dinâmicos de moléculas orgânicas em solução. Para a química de 

carboidratos se tornou uma ferramenta largamente utilizada e com os avanços das 

técnicas bidimensionais, torna-se imprescindível sua utilização, principalmente na 

elucidação estrutural de polissacarídeos. 

Dentre as técnicas de RMN utilizadas estão a do hidrogênio (
1
H) e de carbono 

treze (
13

C) e correlações homonuclear (1H-1H), como o COSY (homonuclear 

Correlation Spetroscopy) e heteronuclear (
13

C-
1
H) HMQC (Heteronuclear Multiple 

Quantum Coherence) (KAISER, 2000). 

As análises de RMN sobre as estruturas de um polissacarídeo várias informações 

podem ser obtidas. Diversos trabalhos na literatura relatam aspectos de galactomananas 

de diferentes fontes em relação aos resultados obtidos por RMN, indicando similaridade 

nos deslocamentos químicos desses polissacarídeos. Dessa forma, as ressonâncias do 

hidrogênio (
1
H) e do carbono (

13
C) podem ser atribuídas baseadas em dados reportados 

na literatura por alguns autores como (GRASDALEN e PAINTER, 1980; MANZI e 

CEREZO, 1986; KAPOOR et al., 1998; PETKOWICZ et al., 1998; JOSHI e KAPOOR, 

2003; VIEIRA et al., 2007; CUNHA et al., 2009). 

Mendes (2015) realizou a análise da galactomanana de C. pulcherrima, por 

RMN e obteve a razão G/M de 1/2.52. Esse valor é maior ao que foi encontrado na 

presente pesquisa.  Alguns valores em pesquisas realizadas com a C. pulcherrima, com 

a relação a G/M mostraram-se diferentes aos encontrados por Mendes, (2015) como 

mostrados (1/2.83), (1/3.6) e (1/3.65) encontrados nas pesquisas de Cerqueira et al. 

(2009), Braga et al. (2011) e Buriti et al. (2014). 

Cunha (2015) realizou a caracterização da galactomanana de Caesalpinia ferrea 

e obteve resultados de razão Gal/Man foi de 1/2,4 e 1/2,5, e deu-se através das 

integrações relativas das áreas dos sinais correspondentes a galactose e manose em 
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ambos os espectros de RMN de hidrogênio e carbono, resultados estes diferentes dos 

encontrados com a P. confertiflora. Os valores obtidos por Cunha (2015) estão 

coerentes com as pesquisas de alguns autores com as razões Gal/Man em outras 

galactomananas de Caesalpinia pulcherrima (razão 1/2,7), Senna multijuga (razão 

1/2,3), Caesalpinia cacalaco (razão 1/2,5), Gleditisia amorphoides (razão 1/2,5) e 

Cocos nucifera (razão 1/2,57) (SRIVASTAVA e KAPOOR, 2005; PRAJAPATI et al., 

2013). 

Sobre os resultados encontrados nesta pesquisa sobre a razão Galactose/manose 

da cadeia polimérica da galactomanana de sementes de P. confertiflora encontramos 

apenas uma pesquisa com resultados semelhantes quanto a razão Galactose/manose da 

cadeia polimérica da galactomanana, realizada por Rodrigues et al, (2015) em análise 

estrutural dos polissacarídeos por RMN para galactomana de P. juliflora e obtiveram a 

razão Gal/Man 1/1.13, essa mesma razão foi encontrada por Vieira et al. (2007), ao 

realizarem a mesma análise de RMN e com o mesmo material. 

 

5.6. Dosagem de proteínas solúveis dos extratos brutos totais (EBTs) das farinhas 

de sementes de A. incisa, A. integrifolia, A. precatorius, A. pulchellus e R. communis. 

 Todos os EBTS foram submetidos ao ensaio de Bradford para a determinação do 

teor de proteínas solúveis visando a padronização nos volumes dos extratos a serem 

aplicados nas matrizes cromatográficas. Esse ensaio baseia-se na interação entre o 

corante Coomassie brilliante blue G-250 e as proteínas que contém aminoácidos de 

cadeias laterais básicas ou aromáticas (BRADFORD, 1976). No pH de reação, a 

interação entre a proteína de alto peso molecular e o corante provoca o deslocamento do 

equilíbrio do corante para a forma aniônica, que absorve fortemente em 595 nm 

(COMPTON e JONES, 1985). 

 Conforme apresentado na tabela 4, todos os EBts analisados apresentaram 

concentrações proteicas > 9 mg/mL. Esses valores foram compatíveis aos já citados na 

literatura para as espécies vegetais analisadas (MONTEIRO-MOREIRA, 2002; REDDY 

et al., 2006; RAMOS et al., 1998; PRATUSH et al., 2011) viabilizando assim, o uso 

dos EBts nos ensaios cromatográficos 
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Tabela 4. Quantificação de proteínas nos extratos brutos totais (EBts) das farinhas de 

sementes de A. incisa, A. integrifolia, A. precatorius, A. pulchellus e R. communis. 

 

Extratos brutos totais (EBt)  Concentração de proteínas (mg/mL) 

EBt de A. incisa 10,7 + 0,6 

EBt de A. integrifolia 9,1 + 0,2 

EBt de A. precatorius 13,1 + 0,9 

EBt de A. pulchellus 11,8 + 1,2 

EBt de R. communis. 12,02 + 0,7 

 

5.7. Avaliação da matriz reticulada de galactomanana na purificação das lectinas 

galactose-ligantes. 

Para avaliar a eficiência da galactomana reticulada de P. confertiflora como 

matriz cromatográfica de afinidade na purificação de lectinas galactose-ligantes, todos 

os EBts das farinas de sementes de A. incisa, A. integrifolia, A. precatorius, A. 

pulchellus e R. communis foram utilizados nesta etapa. Os volumes utilizaodos desses 

extratos foram ajustados para que todos tivessem a mesma concentração inicial de 

proteínas solúveis totais (~ 2,8 mg/mL). 

  Nestes ensaios cromatográficos foi observado que quando submetidos à 

cromatografia de afinidade em matriz de galactomanana, todos os EBts apresentaram 

dois picos cromatográficos referentes a uma fração retida (P1) e a uma fração não retida 

na matriz (P2) (Gráfico 3).  

 

Gráfico 3. Purificação das proteínas Frutalina (A), Jacalina (B), Abrina (C), Pulchellina 

(D) e Ricina (E) por cromatografia de afinidade em matriz de galactomanana reticulada 

de sementes de P. confertiflora.  As colunas foram equilibradas e as frações não-retidas 

(P1) foram eluídas com o tampão Tris-HCl 20 mM, pH 7,6 com NaCl 150 mM.  As 

frações retidas (P2) foram eluídas com galactose 200 mM contendo NaCl 150 mM. As 

cromatografias foram realizadas em coluna de 5 mL, utilizando um fluxo de 0,75 L/min. 

coletando frações de 1,5 mL. A seta indica o início da eluição do P2. 



56 

 

 

 

 

Fonte: Autor (2021) 

Os primeiros picos (P1) dos referidos EBTs, eluídos com o tampão Tris-HCl 20 

mM, pH 7,6 com NaCl 150 mM, não apresentaram atividade lectínica quando 

submetidos aos ensaios de hemaglutinação.  Ressaltando que uma das principais 

características das lectinas presentes nesses extratos é a capacidade de aglutinar 

hemácias, principalmente as de coelho (MONTEIRO-MOREIRA, 2002; REDDY et al., 

2006; RAMOS et al., 1998). Já os picos secundários (P2), correspondentes as frações 

lectínicas (Frutalina, Jacalina, Abrina, Pulchellina e Ricina) interagiram e ficaram 

retidas na matriz, sendo eluídas com uma solução contendo galactose, carboidrato pelo 

qual essas lectinas possuem afinidade. Quanto a este aspecto, embora a matriz de 

galactomanana de P. confertiflora tenha sido capaz de reter todas as lectinas presentes 

nos EBts, as concentrações finais das lectinas Frutalina (2,46 mg/mL) e Jacalina (2,48 

mg/mL) foram um pouco maiores do que as obtidas para Abrina (2,43 mg/mL), 

Pulchellina (2,30 mg/mL) e Ricina (2,0 mg/mL). Essas diferenças podem estar 

relacionadas a especificidade fina dessas lectinas pela galactose ou pela complexidade 

estrutural dos seus sítios ativos ligantes (OLIVEIRA et al., 2008; AROCKIA et al., 

2005; KARSIN et al., 1991; SILVA et al., 2005; SINGH, 2018). 

Moreira e colaboradores (2008) isolou pela primeira vez a lectina de sementes 

de Artocarpus incisa utilizando uma matriz de galactomanana de Adenanthera pavonina 
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L. reticulada com epicloridrina. Cruz (2015) também mostrou que a lectina de Bauhinia 

cheilantha (BcL) pode ser facilmente purificada em uma única etapa quando submetida 

à cromatografia de afinidade em matriz de galactomanana reticulada de A. pavonina. 

Tais evidências e adição aos resultados observados nesta etapa do trabalho, reforçam 

que as galactomananas vegetais, após o processamento adequado e reticulação, podem 

ser eficientes substituintes das matrizes de afinidade comerciais geralmente utilizadas 

para o isolamento e purificação de proteínas galactose-ligantes. 

Após rigorosa etapa de diálise para remover o açúcar ligantes, as frações 

lectínicas obtidas das cromatografias em galactomanana reticulada de P. confertiflora 

foram submetidas ensaios eletroforéticos, de imunodetecção e de hemaglutinação. 

 

5.8. Análise da integridade, pureza e imunodetecção das lectinas purificadas na 

matriz de galactomanana reticulada de sementes de P. confertiflora. 

As frações dialisadas correspondentes aos picos 2 (frações lectínicas) das 

cromatografias foram coletadas separadamente, sendo que uma alíquota de 40 L de 

cada fração foi submetida a ensaios eletroforéticos e de imunodetecção para confirmar a 

integridade, pureza e correspondência da lectina.   

 O gel SDS-PAGE das alíquotas coletadas dos picos 2 correspondentes as 

lectinas frutalina e jacalina isoladas na matriz de galactomanana (Figura 5A) apresentou 

somente duas bandas protéicas homogêneas, com massas moleculares aparente similares 

(de 12 e 14 KDa) aos normalmente obtidos para essas proteínas (MOREIRA et al., 

1998; KABIR, 1998). Esse resultado foi similar ao obtido na purificação dessas lectinas 

utilizando a matriz comercial Sepharose-4B conforme pode ser observado nas Raias 3 e 

4 da figura 5A. Isto indica que a matriz de galactomanana comercial foi tão eficiente 

quanto a matriz cromatográfica comercial utilizada como controle. 

 

Figura 5. (A) SDS-PAGE 12,5% da Frutalina e da Jacalina purificadas em matriz 

galatomanana reticulada de sementes de P. confertiflora. MM: marcadores moleculares; 

Raia 1: Frutalina; Raia 2: Jacalina; Raia 3: Controle (Frutalina purificada em matriz 

comercial D-gal); Raia 4: Controle (Frutalina purificada em matriz comercial 

Sepharose-4B). (B) Imunodetecção da Frutalina (Raia 1) e da Jacalina (Raia 2) por 

Western blot. 
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Fonte: Autor (2021) 

 

Para a inteira certificação de que as frações eram referente às lectinas frutalina e 

jacalina, um ensaio de imunodetecção foi realizado usando-se a técnica de Western blot 

conforme foi descrito no item 4.13 da metodologia.  Como resultado, verificou-se que 

os anticorpos policlonais anti-frutalina e anti-jacalina (Figura 5B) foram capazes de 

reconhecer e interagir fortemente com as bandas protéicas das lectinas frutalina e 

jacalina presentes nas frações referentes aos picos 2 das cromatografias. A confirmação 

das lectinas por Western blot também é um indicativo que essas lectinas purificadas na 

matriz de galactomanana demonstram um elevado grau de pureza, devido a eficiência 

dessa matriz. 

Já no gel eletroforético referente à análise das alíquotas coletadas dos picos 2 

correspondentes as proteínas abrina, pulchellina e ricina (Figura 6A) também foi 

observado somente duas bandas proteicas com massas moleculares aparente (de 29 e 31 

KDa) similares aquelas normalmente obtidas para essas proteínas (RAMOS et al., 

1998). É importante destacar que a pulchellina, a abrina e a ricina são heterodímeros e 

que em condições redutoras elas apresentam duas bandas proteicas de 29 e 31 KDa 

(referentes as cadeias lectínicas e RNA-N-glicosidase, respectivamente). No entanto, 

sob condições não redutoras elas apresentam apenas uma banda proteica de 60 KDa 

(OLSNES, 2004). 
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Figura 6. (A) SDS-PAGE 12,5% da Abrina, da Pulchellina e da Ricina purificadas em 

matriz galatomanana reticulada de sementes de P. confertiflora. MM: marcadores 

moleculares; Raia 1: Abrina; Raia 2: Pulchellina; Raia 3: Ricina; Raias 4 a 6: Controles 

(Abrina, Pulchellina e Ricina purificadas em matriz comercial Sepharose-4B). (B) 

Imunodetecção da Abrina (Raia 1), da Pulchellina (Raia 2) e da Ricina (Raia 3) por 

Western blot. 

 

 

Fonte: Autor (2021) 

 

Analisando a figura 6B também observou-se que os anticorpos policlonais anti-

abrina, anti-pulchellina e anti-ricina foram capazes de reconhecer e interagir fortemente 

com as bandas protéicas das proteínas abrina, pulchellina e ricina presentes nas frações 

referentes aos picos 2 obtidos da matriz de galactomanana. Essas lectinas purificadas 

também apresentaram um grau de pureza satisfatório, uma vez que não foram 

observados contaminantes e nem evidências de reações cruzadas na membrana de 

blotting. 

 

5.9. Avaliação da bioatividade das lectinas via ensaio de hemaglutinação  

Tratando-se de lectina, o termo aglutinação refere-se ao resultado da interação 

entre os carboidratos existentes na superfície celular com os sítios de ligação para os 

mesmos presentes nas lectinas (SINGH et al., 1999). Assim, as lectinas são geralmente 

detectadas através de ensaios de aglutinação, onde existe a interação com as células, por 
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meio de seus sítios de ligação aos carboidratos, formando diversas ligações reversíveis 

entre estas. Isso se deve ao fato de grande parte das lectinas serem di ou polivalentes 

formando ligações específicas entre carboidratos ou glicoproteínas em solução ou 

ligadas à membrana celular (CORREIA et al, 2008). O ensaio de hemaglutinação é o 

mais comumente utilizado para possibilitar a visualização desta propriedade aglutinante 

dos eritrócitos pelas lectinas, podendo ser utilizados para o ensaio hemácias humanas ou 

de animais, não tratadas ou tratadas química- e/ou enzimaticamente (SANO e OGAWA, 

2014). 

Conforme os resultados apresentados na tabela 5, todas lectinas isoladas na 

matriz de galactomanana foram capazes de aglutinar eritrócitos de coelho a 2% 

igualmente aquelas isoladas na matriz cromatográfica comercial. No entanto, foi 

observado que a frutalina e a jacalina apresentaram títulos e valores de UH superiores 

aos observados para abrina, pulchellina e ricina. Isto ocorre devido as diferenças 

estruturais nos sítios de ligação dessas proteínas e porque as lectinas frutalina e jacalina 

apresentam uma maior afinidade pelo tipo sanguíneo testado (MOREIRA et al., 1998; 

KABIR, 1998; OLIVEIRA et al., 2008; AROCKIA et al., 2005; KARSIN et al., 1991; 

SILVA et al., 2005; SINGH, 2018). Destacando que a atividade hemaglutinante de uma 

lectina pode variar quanto a sua especificidade entre eritrócitos de diferentes animais ou 

dentro do sistema ABO humano (SHARMA et al., 2009; POMPEU et al., 2015).   

 

 

Tabela 5. Atividade hemaglutinante das proteínas Frutalina, Jacalina, Abrina, 

Pulchellina e Ricina purificadas na matriz de galactomanana reticulada de sementes de 

P. confertiflora. 

 

Proteínas Título UH
b Cont

c 
/Hem

d
. 

Frutalina 2
10

 1.024 

 

Frutalina– Controle
a 

2
10

 1.024 
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Jacalina 2
10

 1.024 

 

Jacalina–Controle
a 

2
10

 1.024 

 

Abrina 2
10

 1.024 

 

Abrina – Controle
a 

2
10

 1.024 

 

Pulchellina 2
9
 512 

 

Pulchellina – Controle
a 

2
9
 512 

 

Ricina 2
7 

128 

 

Ricina – Controle
a 

2
7
 128 

 
a
Proteína purificada utilizando a matriz comercial Sepharose-4B 

b
Unidades de hemaglutinação 

c
Controle: Ensaio realizado apenas com NaCl 150 mM e sem hemaglutinação. 

d
Hemaglutinação promovida pela atividade da proteína testada 

 

 

5.10. Atividade RNA N-glicosidase das quimerolectinas isoladas em matriz de 

galactomanana reticulada de sementes de P. confertiflora. 

 As quimerolectinas, além do domínio ligante a carboidratos, elas possuem um 

outro domínio não relacionado com este. Na abrina, pulchellina e ricina, esse segundo 

domínio apresenta uma atividade catalítica RNA-N-glicosidase, assim elas também 

pertencem a classe das Proteínas Inativadoras de Ribossomos (RIPs, do termo em inglês 
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Ribossome Inactivating Proteins).  Essas proteínas que promovem a depurinação de 

uma adenina específica, situada em uma alça exposta do RNA ribossomal 28S, através 

do rompimento da ligação glicosídica entre a base e a ribose. Com isso, a atividade das 

RIPs é caracterizada como RNA-N-glicosidase (ENDO et al., 1987; ZAMBONI et al., 

1989).  

A avaliação da atividade RNA-N-glicosidase da Abrina, Pulchellina e Ricina 

purificadas em matriz de galactomanana reticulada de sementes de P. confertiflora foi 

realizada conforme a metodologia descrita por Smith et al., (2003). Esta metodologia, 

mostra-se como um eficiente teste confirmatório da atividade enzimática das RIPs e o 

resultado pode facilmente ser observado através de uma eletroforese em gel de 

agarose/formamida.  

Como resultado da atividade RNA N-glicosidase (Figura 7), todas as amostras 

de RNA ribossomal (rRNA) de Pichia pastoris tratadas com a abrina, a pulchellina e 

com a ricina (isoladas na matriz de galactomanana) apresentaram uma banda similar ao 

fragmento de Endo. Este fragmento é uma sequência de aproximadamente 370 

nucleotídeos liberada da subunidade e 28S do rRNA e detectado após o tratamento com 

anilina (ENDO et al., 1987; STIRPE et al., 1988; SMITH et al., 2003). Este fragmento 

diagnóstico da atividade RNA N-glicosidase não foi detectado nas amostras controle 

(contendo apenas o rRNA e o rRNA tratado somente com a anilina).  

 

Figura 7.  Análise da atividade RNA N-glicosidase in vitro da Abrina, Pulchellina e 

Ricina purificadas em matriz de galactomanana reticulada de sementes de P. 

confertiflora. C1: Controle 1 (RNAr não tratado); C2: Controle 2 (RNAr tratado apenas 

com anilina); Raia 1: RNAr tratado com Abrina; Raia 2: RNAr tratado com Pulchellina; 

Raia 3: RNAr tratado com a Ricina. A seta indica o fragmento de Endo liberado e 

detectado após o tratamento com anilina. 
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Fonte: Autor (2021) 

 

 

Esses dados confirmam que as quimerolectinas isoladas na matriz de 

galactomanana de P. confertiflora, além de apresentarem atividade hemaglutinante 

típico das lectinas, elas também apresentam suas atividades rRNA-N-glicosidase 

preservadas. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Com base nos resultados apresentados, pode-se concluir que as sementes de 

jatobá-de-brinco (P. confertiflora) são uma excelente fonte para obtenção de 

galactomananas que, após processadas e reticuladas, funcionam como uma eficiente 

matriz cromatográfica de afinidade para a purificação de lectinas galactose-ligantes.  

O presente estudo demonstrou que o potencial uso de galatomananas vegetais 

como insumo biotecnológico destinado a purificação de biomoléculas pode contribuir 

para valorização dos recursos naturais do semiárido brasileiro, adicionado valor 

agregado aos seus produtos. 
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ANEXO A – Parecer do SISGEN 
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