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RESUMO

As sementes da espécie Dimorphandra gardneriana foram utilizadas
como matéria-prima para a obtencdo de galactomananas e a eficiéncia do
processo foi determinada pelo rendimento em polissacarideo obtido. A goma
de fava danta foi purificada pelo método de Fehling com a finalidade de reduzir,
principalmente, proteinas. Esse tratamento propiciou uma redugéo de 36% de
proteina e uma consideravel reducdo na viscosidade, o que esta condizente
com a reducdo da massa molar dessa amostra. A goma de fava danta néo-
purificada (GFDNP) e a purificada (GFDP) foram reticuladas com glutaraldeido
para produzir hidrogéis fluidos. A reacdo de reticulacdo foi acompanhada por
medidas reoldgicas. O aumento da viscosidade do polissacarideo com o tempo
de reacédo de reticulacdo é gradativo e pode ser interrompido no momento em
que se obtém um hidrogel fluido, por didlise contra agua. Hidrogéis fluidos de
goma de fava danta néo purificada (GelGFDNP) e purificada (GelGFDP) foram
obtidos ap6s 15 a 17 dias de reticulacdo. Para o GelGFDNP o aumento da
viscosidade foi de nove vezes em relacédo a viscosidade da solucao inicial de
goma, enquanto para o GelGFDP foi de cento e trinta vezes. Para esses géis,
ao final da reacéo, na faixa de frequéncia do joelho normal, 0 G’ > G" e G'/G” >
3, sendo considerados géis fortes e verdadeiros. Os géis de fava danta bem
como o Hilano G-F 20, medicamento utilizado no tratamento de osteoartrose,
sao fluidos pseudoplasticos, do mesmo modo que o liquido sinovial presente
em joelhos saudaveis. As viscosidades dos géis de fava danta (GelGFDNP e
GelGFDP) sao da mesma ordem de grandeza que o Hilano G-F 20. As
caracteristicas reolégicas dos géis de galactomanana de fava danta indicam

gue estes géis possuem potencial como agente viscossuplementador.



ABSTRACT

Seeds of Dimorphandra gardineriana Tul. (“fava danta”) were used to
obtain galactomannan and the effectiveness of the process was determined
based on polysaccharide yield. The “fava danta” galactomannan was purified by
Fehling method in order to reduce protein content. This treatment results in 36%
of protein reduction and a decrease in the gum solution viscosity due to the
molar mass reduction. “Fava danta” galactomannan without purification
(GFDNP) and purified one (GFDP) were crosslinked with glutaraldehyde to
produced fluid hydrogels. The crosslinking reaction was followed using
rheological measurement. The increase of polysaccharide solution viscosity
with increasing reaction time is gradual and can be interrupted at the moment
that a fluid hydrogel is obtained through dialysis against water. Fluid hydrogel
from “fava danta” galactomannan without purification (GelGFDNP) and purified
(GelGFNDP) were obtained after 15 and 17 days respectively. For GelGFDNP
an increase of viscosity of nine times was observed while for the GelGFDNP
sample, the increase was of one hundred thirty times. At the end of crosslinking
reaction, in the health knees frequency, the G'was greater than G” and the
G’/G” ratio was higher than 3, showing that a true and strong gel was obtained.
Fava-danta galactomannan gels and Hilano G-F 20, commercial gel used in the
osteoarthritis treatment, shows a characteristic of pseudoplastic fluid. This
behavior is the same observed in sinovial fluid present in healthy knees. The
viscosity values of “fava danta” galactomannan gels (GelGFDNP and
GelGFDP) are in the same order of values found for Hilano G-F 20. The
rheological characteristic of “fava danta” galactomannan gels indicate that these

gels have potential as a viscosuplement agent.
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1. INTRODUCAO

1.1 GALACTOMANANAS

Dentre os principais polissacarideos de reserva em plantas estdo os
polissacarideos da parede celular. Eles séo classificados, de acordo com suas
estruturas quimicas, em mananas, xiloglucanas e galactanas. As mananas sao
subdivididas em mananas puras, glucomananas e galactomananas. As
galactomananas e as xiloglucanas ganham maior destaque por apresentarem
importantes aplicagdes industriais.

Galactomananas sdo  polissacarideos  neutros  extraidos,
principalmente, das sementes de plantas da familia Leguminosae (Reid, 1985)
e em menores quantidades das sementes das familias Palmae, Annonaceae,
Convolvulaceae e Loganiaceae (Dea e Morrison, 1975; Dey, 1978). Podem
ainda ser provenientes de algumas fontes microbiologicas, como fungos (Dea e
Morrison, 1975) e liguens (Woranovicz, 1997).

Morfologicamente, as sementes produtoras de galactomananas séo
constituidas de tegumento ou casca, embrido e pelo endosperma do tipo
mucilaginoso que o envolve. A semente mais antiga (datada por Carbono-14)
gue germinou, tornando-se uma planta viavel, tinha 2000 anos de idade. Ela foi
descoberta em uma escavacdo no palacio de Herodes, o Grande, em
Massada, Palestina e germinou em 2005. Era uma Tamareira (Wikipédia,
2009).

Os polimeros de reserva estdo presentes em endospermas de
algumas plantas onde, durante a germinagdo, esses carboidratos sao
catabolisados para fornecer produtos de metabolismo para o crescimento da
planta (Singha, Oberly e Townsend, 1987). A degradacdo da galactomanana
no endosperma é feita pela acdo combinada das enzimas a-galactosidase, B-
mananase e (3-manosidase manohidrolase (McCleary e col., 1981).

As galactomananas estdo presentes em sementes de diversas
espécies de todo o mundo (Buckeridge e col., 1995b; Dea e Morrison, 1975),

mas suas principais fontes comerciais sdo a goma guar (Cyamopsis
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tetragonolobus), goma caroba ou locusta (Ceratonia siliqua) e goma tara
(Caesalpinia spinosa) (Neukom, 1989; Azero e Andrade, 2002).

A goma guar é obtida a partir de sementes de Cyamopsis
tetragonolobus, cuja casca representa 14-17%, o endosperma 35-42%, e 0
embrido 43-47% do peso seco da semente. O endosperma separado das
outras partes das sementes através de processos mecanicos é a goma
comercializada (Whistler e Hymowitz, 1979). A planta Cyamopsis
tetragonolobus é natural do Paquistdo e da india, sendo aclimatada nos
Estados Unidos em 1940 devido a caréncia de goma alfarroba. Esta goma tem
uso consagrado na industria alimenticia, possui alta solubilidade em agua e
produz dispersdes de viscosidade elevada (Dea e Morrison, 1975).

A goma locusta ou goma alfarroba como também ficou conhecida é
obtida a partir de sementes de Ceratonia siliqua, esta semente apresenta em
peso 30-33% de casca, 42-46% de endosperma e 23-25% de embrido
(Glicksman, 1962). E encontrada em diversos paises da costa do Mediterraneo,
como Espanha, Portugal e Marrocos. O endosperma de sementes de locusta €
praticamente composto por galactomanana pura e é separado das sementes
através de um processo que engloba a retirada da casca através de um
tratamento drastico com acidos minerais, seguido de lavagem e secagem em
estufas. Em seguida as sementes sem casca sao trituradas e o embrido &
separado do endosperma através da moagem e peneiramento do material
(Wielinga, 1982).

A goma tara é nativa do Peru e suas sementes sao similares a
locusta, mas seu endosperma representa apenas 20% do peso seco da
semente (Neukom, 1989). O mesmo autor afirma que a galactomanana pura sé
€ obtida a partir de sua dispersao em agua seguida de precipitacdo em etanol.

Estruturalmente, as galactomananas apresentam uma cadeia
principal formada por unidades B (1—4) D-manopiranosil com ramificacdes de

a-(1—6)-D-galactopiranosil (Robinson e col.,1982) (Figura 1).
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FIGURA 1 — Estrutura quimica parcial das galactomananas.

De acordo com a origem e espécie da galactomanana, podem ser
observadas diferencas na razdo manose/galactose (M/G), na massa molar bem
como na sua distribuicdo (Robinson e col., 1982). A proporcdo de M/G varia
entre 1,1 a 4 nas diferentes espécies (Whistler, 1973). A razdo da goma de
fava danta (1,84) (Cunha e col., 2009) é menor que o valor encontrado para
galactomanana extraida de outra espécie de fava danta (Dimorphandra mollis),
a qual esta dentro da faixa de 2,2-2,7 (Panegassi, Serra e Buckeridge, 2000). A
Tabela 1 mostra as razdes de manose/galactose para galactomananas
extraidas de diferentes espécies de sementes brasileiras.

TABELA 1. Razdo manose/galactose para galactomananas extraidas de sementes
brasileiras.

Espécies M/G Referéncia
Adenanthera pavonina 1,35 Cerqueira e col., 2009
Caesalpinia pulcherrima 2,88 Cerqueira e col., 2009
Cassia fastuosa 40 Mercé e col., 1998
Dimorphandra gardineriana 1,84 Cunha e col., 2009
Dimorphandra mollis 2,2-2,7 Panegassi e col., 2000
Mimosa scabrella 1,1 Ganter e col., 1995
Schizolobium parahybum 3,0 Ganter e col., 1995

Senna multijuga 2,3 Rechia e col., 1995




Verifica-se que a razdo manose/galactose da galactomanana de
Dimorphandra gardineriana é um valor préximo do encontrado para a goma
guar (1,8) e menor que os valores da goma tara (3,0) e goma locusta (4,0)
(Cunha e col., 2009; Cheng e col., 2002). Esta razdo tem um importante papel
na avaliacdo da solubilidade em &gua e na dependéncia da viscosidade da
solucéo com a concentracao do polimero (Rinaudo, 2001).

A solubilidade em &gua depende do conteudo de galactose
substituinte; assim mananas, por exemplo, que ndo apresentam substituicdo,
sdo insoliveis em &agua (McCleary e col, 1981) ao contrario das
galactomananas que sdo sollveis em agua e formam dispersfes viscosas e
estaveis (Meer e Tinker, 1975).

As gomas de sementes podem interagir sinergicamente com Varios
polissacarideos, como goma xantana, agar e carragenana, resultando na
formacéo de gel (Viebke e Piculell, 1992; Zhan e col., 1993). A habilidade das
galactomananas interagirem sinergicamente com outros polimeros €
geralmente influenciada pela menor quantidade de unidades de galactose
(Morris, 1990).

O comportamento sinérgico e as propriedades fisico-quimicas da
galactomanana sdo importantes para aplicacbes industriais. Esses
polissacarideos podem ser usados como floculantes e inibidores sinérgicos
(Lucyszyn e col., 2006a; Sorvari e col., 1997), o que os fazem um material de
escolha em indastrias alimenticias, cosméticas, farmacéuticas e téxteis
(Shobha e col., 2005). A Tabela 2 apresenta varias aplicacdes para

galactomananas de sementes brasileiras caracterizadas.



TABELA 2. AplicacBes testadas para galactomananas brasileiras.

Origem

Aplicagbes

Referéncia

Adenanthera pavonina

Filmes

Liberacdo de farmaco

Figueiro e col., 2004

Abreu e col., 2006

Caesalpinia pulcherrina

Meio de cultura de fungos
Filmes finos

Filmes para revestimento de frutos

Mesquita e col., 2002

Sierakowski e col., 2002

Cerqueira e col., 2006

Cassia fastuosa

Matriz cromatogréfica para isolamento de
Lectina
Micropropagacao de plantas

Matos, 2000

Lucyszyn e col., 2006

Dimorphandra gardineriana

Extragcéo de Rutina

Phytochemicals, 2008

Dimorphandra mollis

Aditivo na producéo de papel

Lima e col., 2003

Leucena leucocephala

Filmes finos
Absorcédo de albumina

Antiviral: febre amarela

Lucyszyn e col., 2006

Valenga, 2007

Ono e col., 2003

Mimosa scabrella

Formulagdes de xampu, pudim
Liberacéo de farmaco

Antiviral: febre amarela

Sugui, 1994

Vendruscolo e col., 2005

Ono e col., 2003

Schizolobium parahybum

Matriz cromatogréfica para isolamento de
Lectina

Matos, 2000

1.1.1 POLISSACARIDEOS DE SEMENTES DA FAVA DANTA

Dimorphandra gardineriana Tul.

e Dimorphandra mollis Benth,

popularmente conhecidas como faveira ou fava danta, pertencem a familia

Leguminosae,

sdo arvores pequenas que habitam o0s cerrados. A

Dimorphandra mollis é encontrada em Minas Gerais, Sdo Paulo e Goiés,

s

enquanto que a Dimorphandra gardineriana € uma espécie regional dos

estados do Maranh&o, Bahia, Piaui e Ceara (Cunha e col., 2009; Vieira, 2003).

Ambas possuem porte arboreo podendo atingir entre 8 — 14 m e

seus frutos ja sé@o bastante utilizados na producgdo industrial de rutina, um

bioflavondide com propriedades antioxidantes, antitumorais e antiinflamatérios,

e gque reforca capilares (vasoprotetor) (Feres e col., 2006; Cunha e col., 2009).




Os frutos destas faveiras sdo vagens semideiscentes, compridas,
medindo até 15 cm de comprimento, mesocarpo farinAceo adocicado, mas
desagradaveis, muito procuradas pelo gado (Tomassini e Mors, 1966; Corréa,
1984). Cada vagem produz de 10 a 21 sementes alongadas e avermelhadas.
O periodo de maturacdo das vagens e formacdo das sementes é de julho a
agosto, podendo estender-se, em algumas areas, até setembro. As cascas do
tronco, pela abundancia de taninos, sdo utilizadas nos curtumes para curtir
couros (Tomassini e Mors, 1966; Rizzini, 1963).

Rutina € o terceiro mais importante produto farmacéutico exportado
pelo Brasil, onde em 2006 a exportacdo da rutina representava cerca de US $
7,1 milhdes (Abiquif, 2008). Para extrair este flavonoide, cerca de 12.000
toneladas por ano de frutos da Dimorphandra mollis Benth e Dimorphandra
gardneriana Tul. sdo usados, e cerca 600 ton./ano de sementes s&o
descartadas (Cunha e col, 2009). Destes descartes, cerca de 160 toneladas
por ano de galactomananas poderiam ser produzidas, aumentando o valor
econdmico destas plantacdes (Cunha e col, 2009).

Estas observacdes reforcam a grande importancia da realizacdo de
estudos de obtencéo e caracterizagdo das propriedades dessa galactomanana
e a comparagcdo com uma de uso industrial consagrado, como a guar, visando
a sua substituicdo. Essa substituicAo pode gerar vantagens econémicas e
ecoldgicas, com o desenvolvimento de recursos naturais sustentaveis para a
populacdo local, resultando num melhor aproveitamento da matéria-prima
dessa planta e ampliando o conhecimento da Flora Cearense.

O Brasil apresenta fontes de espécies diversificadas para a extracdo
de gomas de sementes que poderiam suprir a demanda de importacdo desses
polissacarideos, além de melhorar o valor agregado. No periodo de 2002 a
2006, a importacédo de galactomanana correspondeu a um valor aproximado de
U$ 52.100.000,00 (Valenga, 2007). Em 2008, as importacbes de
polissacarideos cresceram e chegaram a 142 mi US$, mas as exportacdes
diminuiram (68 mi US$). O preco médio do produto importado em 2007 foi 4,1
US$/kg e do exportado 2,3 US$/kg. O pais importa cada vez mais
polissacarideos do que exporta e a um custo médio superior (Cunha e col.,
2009).



A investigacdo sobre a atividade toxica das favas destas espécies
ndo encontrou nenhuma alteracdo fisiolégica ou de comportamento nos
animais em estudo e o material pode ser classificado como praticamente
atoxico (Panegassi, Serra e Buckeridge, 2000; Dobereiner e col., 1985; Filho,
1985).

De acordo com os resultados de Cunha e col, 2009, a
galactomanana de Dimorphandra gardneriana contém, além de manose e
galactose, uma pequena parcela de glucose (1,1%), menor que a quantidade
normalmente presente na goma guar. Outros monossacarideos, tais como:
arabinose, xilose e ramnose detectados para a guar, ndo compdem a goma da
Dimorphandra gardneriana (Cunha e col., 2009). Apesar das galactomananas
serem consideradas polissacarideos neutros, estes mesmos autores relataram
para elas, um teor de 2,8% de acido urbnico. De modo similar tem sido
detectado, por exemplo, 0,8 e 2,1% de acido urénico na goma guar (Cunha e
col., 2005; Debon e Tester, 2001).

1.2 GEIS DE POLISSACARIDEOS

1.2.1 RETICULACAO

A reacdo de reticulacao consiste em formar ligacdes cruzadas entre
as cadeias de um polimero. Esta reacdo possibilita a obtencado de hidrogéis
com boa estabilidade mecéanica. Os polissacarideos em geral séo soluvéis em
agua ou formam géis que na presenca de excesso de agua formam solucdes
viscosas. Hidrogéis foram definidos por Peppas e col. (2000) como sistemas
macromoleculares que intumescem em agua ou fluidos biolégicos.

Um gel é uma rede tridimensional obtida através de ligacdes das
macromoléculas envoltas por um solvente. Géis, como o0s solidos elasticos,
suportam a propria massa e mantém a sua forma.

As propriedades fisicas exibidas pelos hidrogéis como a capacidade
de reter agua, resisténcia mecanica e sensibilidade a condigbes ambientais tais
como: pH, temperatura e solvente séo fatores que favorecem a sua utilizacao
em aplicacbes biomédicas (Hoffman, 2002) e biotecnoldgicas (Rosiak e Yoshel,
1999).
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A presenca de grupos funcionais —OH, -COOH e —NH; na estrutura
do polissacarideo propiciam a formacdo de ligagdes cruzadas através de
reagcbes com aldeidos, com moléculas bifuncionais ou ions, os quais permitem
a formacdo de pontes entre duas cadeias do polissacarideo (Hennink e Van
Nostrum, 2002) (Figura 2).

OH OH
[+ 2roH — - Ho’l\x’l\on
H ™ H
o 0 NR NR
HJ\;(J\H t 2 RNH, — HJJ\X )
U
L + 2R HfNHE o H/le/“\H o)

FIGURA 2 — Reticulacdo de polimeros contendo os grupos alcool, amina ou hidrazina (R

representa a cadeia polimérica).

Fonte: Cunha, 2006.

Os agentes reticulantes comumente empregados sao: glutaraldeido,
epicloridrina ou formaldeido. O glutaraldeido € um importante reagente no
campo biomédico. Ele tem sido usado para reticular hidrogéis de dextrana (Kim
e col., 2003) e também é usado para reticulacdo de sistemas para liberacdo
controlada de drogas: blendas de quitosana (Rujiravanit e col., 2003) e hidrogel
de gelatina incorporada com cisplatina (Konishi e col., 2003).

Porém, tais reticulantes em excesso sao tdxicos podendo causar
riscos a saude humana e, portanto, requerem uma excessiva purificacdo
durante a preparacao dos hidrogéis, de forma a eliminar os residuos que nao

foram utilizados na formacao das ligacoes cruzadas (Berger e col., 2004 a).
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Polissacarideo reticulado

FIGURA 3 — Esquema de reticulacdo de polissacarideo com o glutaraldeido.

Fonte: Cunha, 2006.

Para a otimizacdo do emprego industrial dos biopolimeros, tornou-se
necessario desenvolver métodos que permitissem prever a estrutura e a funcéo
destes polimeros através do conhecimento das conformacdes adotadas pelos
mesmos. Entre os métodos fisicos-quimicos utilizados nessa avaliacao estao,

por exemplo, as técnicas reoldgicas.

1.2.2 REOLOGIA

A reologia é a ciéncia que descreve as propriedades mecéanicas dos
varios materiais, sob varias condic6es de deformacéo, quando eles exibem a
capacidade de escoar e/ou acumular deformacdes reversiveis (Navarro, 1997).
Envolve a elasticidade, a viscosidade e a plasticidade. Os materiais, segundo
Schramm (2006), podem ser: sélidos ideais: 0s quais se deformam
elasticamente; a energia requerida para a deformacdo é completamente
recuperada quando a tensdo € removida, ou fluidos ideais: liquidos e gases
gue se deformam irreversivelmente e fluem. Neste caso, a energia requerida
para a deformacéo é dissipada sob forma de calor e ndo pode ser recuperada
pela remocéao da tenséo.

Os corpos reais ndo sdo nem sélidos ideais e nem fluidos ideais. A
grande maioria dos liquidos apresenta um comportamento reolégico que 0s
classifica entre sdlido e liquido: sdo elasticos e viscosos, portanto, chamados

de viscoelasticos (Schramm, 2006).
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A viscosidade € a grandeza que mede o atrito entre camadas
consecutivas de liquido, ou seja, a resisténcia de um fluido a qualquer
mudanca do seu volume, sendo também funcdo do cisalhamento (shearing),
que é a forca necessaria para causar o0 movimento das camadas, e ocorre
quando o fluido se move fisicamente ou é distribuido. Assim, fluidos viscosos
necessitam de mais forca para se mover que agueles menos viscosos (Milas e
Rinaudo, 1991; Schott, 1992; Berriaud, Milas e Rinaudo, 1994). Medidas de
viscosidade de solugbes poliméricas, além do interesse pratico, fornecem
informacgdes importantes na caracterizacdo molecular de polimeros.

A viscosidade destas solucdes depende de alguns parametros:
natureza fisico-quimica de uma substancia; temperatura; presséo; taxa de
cisalhamento; tempo; e de uma série de fatores, tais como: tamanho e
conformacdo da molécula, massa molecular, concentragdo em polimero e
flexibilidade da cadeia.

Isaac Newton foi o primeiro a descrever o comportamento de fluxo
de um liquido ideal ao relacionar ¢ = n. y, onde ¢ € a tensao de cisalhamento; n
€ a viscosidade e y é a taxa de cisalhamento.

A tensdo de cisalhamento é a forca aplicada tangencialmente em
uma area, sendo a interface entre a placa superior e o liquido abaixo, gerando
um fluxo na camada liquida (Schramm, 2006), cuja velocidade maxima se
encontra na camada superior e diminui atravessando o material. No fluxo
laminar, uma camada infinitamente fina de liquido desliza sobre a outra e o
gradiente de velocidade é denominado taxa de cisalhamento.

Os fluidos podem ser classificados como liquidos Newtonianos e
nao-Newtonianos. Os Newtonianos sdo aqueles em que a viscosidade nao é
afetada por mudancas da taxa de cisalhamento. Os que ndo apresentam esse
comportamento sdo chamados de nao-Newtonianos. Os nao-Newtonianos
podem ainda ser divididos em pseudoplastico, onde a viscosidade diminui com
0 aumento da taxa de cisalhamento e sua estrutura € recuperada quando a
taxa de cisalhamento retorna a zero; e dilatante, em que a viscosidade
aumenta com a taxa de cisalhamento. A maioria das soluc¢des diluidas de
biopolimeros apresenta comportamento Newtoniano e as solugbes mais

concentradas, pseudoplastico (Morris e col., 1981).
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Em sistema oscilatério, as solucbes de gomas possuem
comportamento entre solido ideal e liquido ideal e podem ser classificadas de
acordo com valores obtidos para os modulos G’ ou G”. Os géis, geralmente,
apresentam propriedades viscosas e elasticas, porém observa-se uma
preponderancia do G’ sobre o0 G”.

O moédulo de armazenamento, G’, denominado modulo de
cisalhamento eléstico, é a razdo entre a tensdo aplicada e a deformacéo
provocada em fase; indica que a energia de tensdo € armazenada
temporariamente durante o teste e pode ser recuperada mais tarde. O moédulo
de perda, G”, denominado mdédulo de cisalhamento viscoso, € a razao entre a
tensdo aplicada e a deformacgéo provocada fora de fase; nesse caso, a energia
usada para iniciar o fluxo é irreversivelmente dissipada ou perdida, sendo
transformada em calor de cisalhamento (Morris, 1995; Schramm, 2006).

Na reologia oscilatoria pode-se medir o carater sélido da amostra
através do modulo G’. Quanto maior for o valor de G’, maior € o carater soélido
do gel (Walter, 1998) e as deformacfes serdo elasticas ou recuperaveis (Rao,
1992). Pode-se também medir o médulo G”, que indica o carater liquido do
material.

Quando a amostra polissacaridica apresenta o modulo de
cisalhamento elastico (G’) muito maior do que o mddulo de cisalhamento
viscoso (G”), ambos independentes da freqiéncia na regido de
viscoelasticidade, tem-se um material de carater predominantemente soélido.
Tratando-se, portanto, de um gel forte (Oliveira, 2001). A Figura 4 mostra um
grafico para sistemas polissacaridicos submetidos a medidas reoldgicas

dinAmicas.
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FIGURA 4 - Representacao grafica de sistemas polissacaridicos tipicos: (A) gel forte; B)
solucdo concentrada; (C) solugao diluida.

FONTE: Morris, 1995.

A Figura 4(A) representa um perfil caracteristico de um gel de
polissacarideo. O médulo G € muito maior que G” em toda a faixa de
frequéncia utilizada no experimento, isto €, apresenta uma resposta
predominantemente sélida, e ambos os médulos G’ e G” sdo essencialmente
independentes da frequéncia, como esperado para uma rede elastica
(Kavanagh e Ross-Murphy, 1998; Rao, 1992; Walter, 1998).

Solugdes concentradas de polimeros apresentam comportamento de
fluxo semelhante ao de um liquido em baixas frequéncias, onde ha predominio
de G” (Morris, 1990), devido a reorganizacao da rede enquanto a frequéncia &
baixa (Figura 4(B)). Quando a freqiéncia vai aumentando em relacdo a
reorganizacdao molecular, ocorre distorgdo da rede, com G’ aumentando mais
rapidamente que G”. Desta maneira, os médulos tornam-se praticamente iguais
e se cruzam em determinado ponto, que é o ponto de geleificacdo, a partir do
qual G’ é maior que G” e ha predominio do carater solido (Kavanagh; Ross-
Murphy, 1998; Morris, 1984).
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O comportamento tipico de uma solucdo polimérica diluida é
demonstrado na Figura 4(C), onde o modulo G’ é significativamente mais baixo
que o médulo G”, e ambos tendem a zero quando a frequéncia tende a zero.
Em baixas frequéncias predomina o movimento translacional, onde a energia é
dissipada por entre o solvente. Em frequéncias mais altas, ocorre maior
movimento de contor¢do das cadeias e armazenamento de energia, e G’

aproxima-se de G” (Morris, 1984).

1.2.3 APLICACAO DE GEIS NO TRATAMENTO DA
OSTEOARTRITE

A osteoartrite (OA) é uma das doencas articulares mais freqientes
na populacédo de idade avancada, que causa incapacidade e dor (Greenberg e
col., 2006). Evidéncias radiograficas de OA ocorrem na maioria das pessoas de
65 anos de idade, e em 80% daquelas com idade superior a 75 anos (Denisson
e Cooper, 2003). Em numeros absolutos, estima-se que existam, hoje,
aproximadamente 15 milhdes de pessoas com osteoartrite no Brasil (Neto,
2006).

A OA é uma progressiva desordem degenerativa caracterizada pelo
esgotamento da cartilagem articular, deteriorizacdo do fluido sinovial presente
nas articulacbes e osteoesclerose subcondral acompanhada por formacéao de
ostedfitos (Bailleul, 2006; Buckwalter e Martin, 2006).

Em estagios clinicos da doenca, sdo observadas alteracdes na
membrana sinovial, normalmente associadas a reac¢fes inflamatdérias (Pelletier,
2004).

Dentre as fun¢bes do fluido sinovial, pode-se destacar a lubrificacdo
da cartilagem articular durante os movimentos e a nutricdo da cartilagem,
sendo, portanto requerido que este fluido tenha uma alta viscoelasticidade
(Edwards, 2003). Em altera¢des patoldgicas sinoviais, ocorre uma variagcao na
quantidade do liquido sinovial e uma diminuicdo dessa viscoelasticidade,
resultando em dores nas articulacdes e subsequiente decréscimo na mobilidade
desta (Pozo e col., 1997).

O fluido sinovial é obtido por ultra filtragdo do plasma sanguineo

através de capilares sinoviais e posterior adicdo de acido hialurdénico (AH)



16

(Edwards, 2003). A viscoelasticidade e a reologia deste fluido s&o influenciadas
fortemente pela presenca do AH. Esta viscoelasticidade é essencial para o
funcionamento normal das articulagdes (Brockmeier e col., 2006).

O &cido hialurénico € um glicosaminoglicano formado por unidades
repetitivas de um dissacarideo composto de uma unidade de N-acetil-
glucosamina ligada a uma unidade de &cido glucurdnico por ligacdo glicosidica
B (1—3). Tais unidades dissacaridicas sado unidas por ligacdes B (1—4)

(Kirwan, 2001; Prieto e col., 2005) (Figura 5).

OH
H coon .
o H.o H o
HO
HO 0
OH NH|  HO
H H H o4 H

H
CHy

FIGURA 5 - Estrutura do acido hialurénico.

FONTE: Cunha, 2006.

A massa molar média do AH presente no fluido sinovial é 5 — 7 x10°
g/mol. O joelho adulto normal contém aproximadamente 2 mL de fluido sinovial,
com uma concentracdo de &cido hialurénico de 2,5 a 4,0 mg/mL. Em
osteoartrite de joelho, a concentracao de AH é reduzida por um fator de 2 ou 3
devido a diluicdo e a degradacao (Brockmeier e col., 2006).

Além disso, a massa molar do hialuronato presente é reduzida para
2 x 10° g/mol. Estas alteracdes levam & mudanca nas propriedades
viscoelasticas do fluido sinovial e dessa forma, altera as fun¢cdes mecanicas
das articulacdes. A cartilagem torna-se, portanto, mais vulneravel (Brockmeier
e col., 2006; Clarcke e col., 2005; Prieto e col., 2005).

Além das propriedades viscoelasticas do AH nas articulagdes,
existem outras tais como: atividades antiinflamatérias, acdo analgésica,
atuacdo no metabolismo de células sinoviais e condrociais. Isto sugere que o
AH e seus derivados sao agentes modificadores no tratamento de osteoartrite,

ao inves de agentes meramente paliativos (Brockmeier e col., 2006).
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As causas da OA néo séo totalmente conhecidas, mas suas chances
de ocorréncia aumentam com a idade, fatores hereditarios, excesso de peso,
esforco repetitivo e a presenca de outro tipo de artrite (The Arthitis Society,
2006).

Dentre os muitos tratamentos empregados na osteoartrite, encontra-
se a chamada viscossuplementacdo. Originalmente introduzido por Balazs e
Denlinger na década de 70, o termo viscossuplementacdo significa o
restabelecimento das propriedades viscoelasticas do fluido sinovial mediante
administracdo intra-articular de solu¢cdes de acido hialurénico de elevada
massa molar e seus derivados. Segundo esses pesquisadores, o0
restabelecimento ou a suplementagédo da viscosidade do fluido sinovial na OA
poderia melhorar a funcionalidade articular e consequentemente reduzir os
sintomas dessa doenca.

A hipotese de Balazs foi comprovada por estudos clinicos, nos quais
sintomas de osteoartrite — dor e disfungao articular - em joelhos humanos foram
atenuados pela administracéo de &cido hialurénico de elevada massa molar (da
ordem de 10° g/mol) (Wobig e col., 1999; Hochberg, 2000; Evanich e col.,
2001). Entretanto, foi observado que o alivio desses sintomas da osteoartrite
pode ser obtido pela administracdo de acido hialurénico com menor massa
molar (entre 5,0 x 10° a 7,5 x 10° g/mol) (Pasquali e col., 2001). Mais ainda, a
eficacia clinica da viscossuplementacéo pode ser observada por um periodo de
varias semanas, ou até meses, ap0s a administracdo intra-articular do acido
hialurdnico (Kirwan, 2001), fato inconsistente com a velocidade de eliminagéo
do acido hialurdénico em juntas sinoviais.

Por esses resultados, torna-se evidente que os efeitos benéficos
obtidos em longo prazo pela administracdo intra-articular de acido hialurdnico
ndo podem ser explicados completamente pelo conceito de
viscossuplementacgao definido por Balazs. De fato, uma pesquisa exaustiva tem
sido realizada a fim de elucidar o mecanismo de acdo das preparacbes de
acido hialurénico na osteoartrite (Ghosh e Guidolin, 2002).

Essa técnica terapéutica foi primeiramente aprovada pela Food and
Drug Administration (FDA) em 1997. A seguranca da viscossuplementacao de
AH foi estabelecida devido ao uso clinico por mais de duas décadas. Nos

Estados Unidos, cinco viscossuplementantes sdo usados atualmente: Hyalgan
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(Sanofi-Aventis), Synvisc (Genzyme Biosurgery), Supartz (Smith and Nephew),
Orthovisc (Anika Therapeutics) e Euflexxa (Ferring).

Hyalgan, Orthovisc e Supartz sdo preparagbes de hialuronato de
soédio; Synvisc € constituido somente de hilanos, que séo hialuronatos
reticulados e o Euflexxa € um hialuronato obtido por fermentacéo (Brockmeier,
2006).

O Hilano G-F 20 (Synvisc) foi o primeiro hialuronato reticulado
avaliado nos Estados Unidos. Ele consiste de uma combinacdo das formas
fluido e gel na razdo de 4:1, respectivamente, ou seja, 20% de gel. A massa
molar deste produto é de 6 x 10° g/mol, similar a do AH em articulacdes
saudaveis (Brockmeier, 2006).

Outros materiais tém sido propostos para uso em
viscossuplementacdo, como misturas de hialuronato com alginato (Pelletier e
col., 2001) e hidrogel de dextrana com glicidil metacrilato (Burdick e col., 2004).
O uso de dextrana para viscossuplementacao foi uma das primeiras propostas
de utilizac&o de polissacarideo diferente de acido hialurénico ou seus derivados
para o tratamento de osteoartrite. Atualmente existem algumas patentes que
propdem o uso de biomateriais no tratamento de osteoartrite: Polissacarideos
extraidos de paredes celulares de microalgas sdo indicados para lubrificacdo
articular (Dillon e col., 2007); A injecdo intra-articular de microparticulas
poliméricas biodegradaveis é descrita como um método de tratamento de
osteoartrite (Brown e col.,, 2007); A patente mais recente relata derivados
aminados de acido hialurénico, particularmente hexadecilamida de AH, como
substituto parcial ou total do fluido sinovial (Schiavinato e col., 2008).
Nacionalmente, hidrogéis de goma guar (polissacarideo neutro extraido de
sementes) tém sido avaliados para substituir hialuronatos comerciais (Cunha e
col., 2005).

Em seu extenso estudo, Cunha (2006) obteve varios resultados
importantes acerca de polissacarideos com acdo terapéutica na osteoartrite
induzida por transeccao do ligamento cruzado anterior (TLCA). Constatou-se
inicialmente, que a presenca de contaminantes agregados a estrutura da goma
guar, em especial proteinas, encontrada em valor de 3,64% (Cunha e col.,
2007), resulta em inflamacgao das articulagcdes e dor quando administrada nas

articulagcbes de ratos Wistar. No entanto, com o processo de purificacdo



19

empregado, a goma guar administrada em solucdo na articulagdo de ratos
Wistar ndo causa nem inflamacdo e nem dores significativas (Castro e col.,
2007).

A goma purificada, tanto em solucdo, quanto em gel, tem potencial
para ser utilizada no tratamento da osteoartrite, ja que ambos apresentaram
analgesia (diminuicdo da dor) em ratos Wistar acometidos de osteoartrite
semelhante ao que apresentou o Hilano G-F 20 (Castro e col., 2007). O gel de
guar, obtido pela reticulacdo da goma com glutaraldeido, apresentou um valor
de viscosidade 40 vezes maior que o0 da solucdo original de goma. A
viscosidade final € similar & do Hilano G-F 20 (Cunha e col., 2005).

A viscosidade ndo deve ser a Unica responsavel pela reducéo da dor
em tratamento de osteoartrite por viscossuplementacdo, j4 que a goma
purificada tanto em gel como em solucdo tiveram efeito de analgesia
semelhante (Cunha, 2006). Nos dados de caracterizacdo quimica da guar,
encontra-se que a goma possui uma pequena quantidade de monossacarideos
contaminantes, tais como: glucose (3,1%) e arabinose (4,4%). Os autores
também detectaram na goma, o teor de acido urdnico (3,3%) e no gel, o teor de
glutaraldeido residual (0,157mg/mL) o qual foi muito menor que a dose letal
necessaria para provocar a morte de pelo menos 50% da populacdo de
animais em estudo (DLsg) (Cunha e col., 2005). Visto que no processo de
purificacdo usa-se um reagente que contém cobre em sua composicao,
investigou-se também o teor de cobre na goma guar purificada e o valor obtido
foi de 792 ppm.

Cunha (2006) observou também que a goma guar carboxilada e a
goma guar sulfatada ndo reduziram a dor em modelo de osteoartrite por TLCA
em ratos Wistar, indicando que a introdugéo de grupos carregados na estrutura
da guar ndo melhorou sua acao terapéutica, pelo contrario, anulou a acdo da

galactomanana neutra.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho é estudar as propriedades fisicas e
quimicas de galactomananas de fava danta (Dimorphandra gardneriana) e
seus géis, com a finalidade de utiliza-los, futuramente, na viscossuplementacao
das articulacdes do joelho humano em substituicdo as solu¢des de hialuronatos

comerciais (Hilano G-F 20) ou ao proéprio liquido sinovial.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Extrair galactomanana dos endospermas das sementes de fava

danta.

- Realizar procedimento de purificagdo da galactomanana, para
permitir a retirada completa de proteina presente e outros polissacarideos
contaminantes que ndo devem estar presentes em materiais que seréo

testados no espaco intra-articular.

- Reticular a goma de fava danta para a obtencdo de um gel com
fluidez suficiente para ser aplicado e testado no espaco intra-articular e que
possa ser comparado reologicamente aos produtos comerciais utilizados em

viscossuplementacgéao.

- Estudar as propriedades reoldgicas das solucbes e dos géis da
galactomanana de fava danta e comparar com as propriedades do gel de guar
e com o Hilano G-F 20 (SYNVISC®).

- Caracterizar via métodos fisico-quimicos as amostras néo
purificada e purificada, tanto em solucdo quanto em gel, bem como compara-

los com as amostras de goma guar correspondentes.
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3. EXPERIMENTAL

3.1. MATERIAIS

A goma guar (Cyamopsis tetragonolobus) foi proveniente da Sigma
Corporation. As vagens da fava danta foram coletadas no Crato, no sul do
estado do Ceard, no periodo de Agosto-Setembro de 2006. As sementes foram
retiradas das vagens manualmente. O SYNVISC® (Hilano G-F 20), formulacao
utilizada como substituto temporal e como suplemento ao liquido sinovial em
pacientes acometidos com osteoartrite, € fabricado pela Genzyme Corporation
e foi proveniente da BIOMATRIX, sendo utilizado neste trabalho como
fornecido pelo fabricante. O glutaraldeido (25%) da Vetec Quimica Fina LTDA,

Brasil, foi 0 agente reticulante utilizado para a obtencao dos géis.

3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Extracdo da galactomanana da semente da fava danta

(Dimorphandra gardineriana)

A galactomanana da fava danta foi isolada seguindo o método
descrito por Cunha e col. (2009). Uma massa de 20 gramas de semente de
fava danta foi intumescida em 80 mL de agua fervente por 20 minutos sob
agitacdo magnética, seguida de um periodo de 24 h a temperatura ambiente
sem agitacdo. As sementes intumescidas foram descascadas manualmente,
separando-se o endosperma, retirando também o tegumento e o embrido.

Os endospermas separados foram colocados em 200 mL de agua
sob agitacdo por 16 horas para completar o intumescimento. Posteriormente,
foram adicionados 500 mL de agua destilada e ap0s uma rapida agitacdo a
mistura foi processada em liquidificador. A solucéo viscosa obtida adicionou-se
mais 500 mL de agua e o sistema deixado sob agitagdo por 2 horas. Logo em

seguida, centrifugou-se esta solucao por 30 minutos a 6000 rpm.
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ApoOs centrifugacdo, separou-se a solucdo sobrenadante e com o
material sedimentado preparou-se uma suspensdo, adicionando 150 mL de
agua destilada sob agitacéo, a qual foi centrifugada a 6000 rpm por 30 minutos.
A solucdo sobrenadante obtida nesta etapa misturou-se a solucdo
sobrenadante anterior. A galactomanana solivel no somatério de
sobrenadantes foi precipitada, lentamente e sob agitacdo moderada, em alcool
etilico comercial 96% na propor¢éo de 1:3 (volume de solucdo de goma/volume
de alcool). O precipitado de galactomanana obtido foi recolhido em um funil de
placa sinterizada porosidade média, lavado com alcool etilico e acetona P.A,
sendo depois seco com ar quente.

O material seco obtido foi denominado goma da fava danta nao
purificada (GFDNP). Pesou-se o p6 obtido e o procedimento teve seu

rendimento calculado.

3.2.2. Purificagdo da galactomanana da fava danta

3.2.2.1. Método Fehling

Em estudos preliminares, Cunha (2006) verificou que a presenca de
proteinas em galactomanana promovia incapacitacdo articular e influxo celular
na cavidade articular. No intuito de excluir a contaminacdo protéica, possivel
responsavel por essas acdes, procedeu-se a purificacao.

Este procedimento segue a metodologia de purificacdo de
polissacarideos como no método 3 descrito por Cunha e col. (2007).

Inicialmente, foram preparadas duas solugdes (solugcéo 1 e solugéo
2) que, quando misturadas na proporcdo de 1:1 v/v, dao origem a solucao de
Fehling. A solucdo 1 foi preparada pela solubilizacdo de 34,64 g de sulfato de
cobre hidratado P.A. em agua destilada contendo algumas gotas de acido
sulftrico 0,1M e posteriormente o volume da solucéo foi aferido para 500 mL
com &gua destilada. A solucéo 2 foi preparada pela solubilizagdo de 60 g de
hidroxido de sodio P.A. e 173 g de tartarato de sédio e potassio em agua para

um volume de 500 mL.
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No processo de purificacdo pelo método de Fehling, 1,0 grama de
goma da fava danta foi misturada a 100 mL de agua destilada e a mistura
deixada por 24 horas sob agitacéo a temperatura ambiente. A solucéo formada
adicionou-se 5 mL de solucdo de Fehling recém-preparada e agitou-se
bastante com bastdo de vidro, observando-se a formacdo de um precipitado
azulado. A mistura foi deixada sob refrigeracéo (10°C) por 17 horas. Decorrido
esse tempo, separou-se o0 precipitado formado da solugdo sobrenadante e
adicionou-se 80 mL de &acido cloridrico 0,1M sob agitacdo por uma hora a
temperatura ambiente.

Apés a dissolucdo, adicionou-se a solucdo 240 mL de etanol e o
precipitado (galactomanana) obtido foi filtrado em funil de placa sinterizada
porosidade média e lavado com etanol e acetona sucessivas vezes. A goma de
fava danta purificada, denominada de GFDP, foi entdo pesada e o rendimento

calculado.

3.2.3. Reticulacdo das galactomananas de fava danta e de guar

Com a finalidade de preparar um hidrogel com propriedades
viscoelasticas semelhantes as do Hilano G-F 20, foi realizada a reticulacdo das
galactomananas de fava danta e guar, ndo-purificada e purificada, com
glutaraldeido.

O procedimento de reticulagdo utilizado neste trabalho foi baseado
no procedimento de Gliko-Kabir e col. (1999). Uma solucéo de goma 0,8% foi
preparada pela solubilizacdo de 0,16 g da goma em 20 mL de agua destilada e
apos 24 horas de agitacdo o pH desta foi ajustado para 2 com solucéo de acido
sulfarico 0,1 M. A solucéo foi adicionada 0,5 mL de glutaraldeido (agente
reticulante) da VETEC 25% (GA) sob agitacdo, a temperatura ambiente. A
reagdo foi interrompida apds a formacgéo do gel, retirando o sistema reacional
da agitagéo e realizando uma didlise contra agua destilada durante 24 horas na
proporcao de 100:1 de volume de agua para volume de gel. Depois, o gel foi
submetido mais uma vez a dialise contra uma solucédo de tampao fosfato/salina
0,1M (pH = 7,3), durante 24 horas na proporc¢éo de 100:1 de volume de tampéao

para volume de gel.
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3.2.3.1. Cinética de reticulacédo das galactomananas de fava danta e de

guar

A cinética da reacdo foi acompanhada por medidas reolbgicas de
fluxo e oscilatério, durante um periodo de 30 dias, através do redbmetro da TA
INSTRUMENTS, modelo AR 550, a uma temperatura constante de 36°C com

geometria cone-placa 40 mm e angulo de 0° 59” 1'.

3.2.4. Caracterizacdo dos materiais

3.2.4.1. Espectroscopia de absorgao naregido do infravermelho

Os espectros dos compostos foram obtidos em amostras preparadas
na forma de pastilhas, dispersas em brometo de potassio (KBr), utilizando-se
um Espectrofotdmetro de Infravermelho com Transformada de Fourier - FTIR
da ABB Bomem FTLA 2000-102, apresentando uma janela espectral de 400 a
4000 cm™,

3.2.4.2. Determinacao do teor de proteinas através da analise elementar

As amostras de goma da fava danta purificada e nao purificada
(GFDP e GFDNP) foram submetidas a analise elementar em um
microanalisador CARLO ERBA EA1108. O teor de proteinas foi estimado pelo
teor de nitrogénio obtido para cada amostra nessa microanalise, uma vez que a
estrutura da goma de fava danta ndo possui atomos de nitrogénio. O calculo foi
realizado utilizando-se um fator de conversao igual a 5,85, usual para proteinas

de origem vegetal (Azero e Andrade, 2002).
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3.2.4.3. Determinacdo do teor de cobre por espectrometria de emissao

atomica por plasmainduzido (ICP-OES)

Com a possibilidade de aplicacéo farmacologica é importante avaliar
a quantidade de cobre nas amostras. O teor desse metal foi quantificado por
espectroscopia de emissdo atdbmica por plasma induzido (ICP), para as
amostras de goma de fava danta nao purificada (GFDNP) e purificada (GFDP).

A digestdo das amostras foi realizada utilizando-se 0,1 g de cada
goma, sendo estas pesadas diretamente em tubo de teflon (em duplicata),
adicionando em seguida 3 mL de solucdo composta de HNO3; e H,0,, ambos
P.A., na proporcao 3:1 v/v, respectivamente. Depois de selados, os tubos foram
colocados em um bloco digestor, dando inicio ao aquecimento a
aproximadamente 110 °C por trés horas e trinta minutos. Depois dessa etapa,
os tubos foram resfriados em banho de agua corrente a temperatura ambiente.
Transferiu-se a solucao resultante da digestdo do polissacarideo para tubos de
Falcon e diluiu-se para um volume final de 20 mL. Estes foram armazenados a
temperatura ambiente para posterior andlise em ICP-OES.

Foram preparadas quatro solugbes padrdo multielementares em
tubos de Falcon, sendo acrescentados 25, 125, 250 e 300 uL de solucdes
padrdo de cada elemento (microconstituintes): titanio, bismuto, vanadio,
cadmio, cobre, zinco, ferro, chumbo e fésforo. Para a adicdo dos macro
constituintes os volumes foram de 25, 300, 600 e 900 uL de solu¢des padréao
de célcio, magnésio, potassio, sddio, silicio e aluminio. A solucdo padréo 1 foi
constituida de 1 ppm de macro constituintes e 1 ppm de micro constituintes, a
solucéo 2 foi constituida de 12 ppm de macro e 5 ppm de micro, a solucédo 3 de
24 ppm de macro e 10 ppm de micro e a solugdo 4 de 48 ppm de macro e 12
ppm de micro elementos. O volume final de cada uma das quatro solugdes foi
completado para 25 mL.

O espectrébmetro utilizado foi o equipamento da PERKIN-ELMER
modelo OPTIMA 4300 DV. As configuracfes do equipamento utilizadas para a
construcdo da curva padréo e para analise de cobre no polissacarideo estéo

indicadas na Tabela 3.
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TABELA 3 — Configuragcdes do equipamento de ICP-OES utilizadas para analise da goma

de fava danta.

Poténcia fornecida do gerador 1350 W
Fluxo do gas do plasma (argénio) 1,8 L/min
Fluxo do gas auxiliar 18 L/min
Fluxo de nebulizador 0,8 mL/ min
Fluxo do gas de amostra 0,8 L/min
Comprimento de onda p/ cobre 327,393 nm
Leitura Axial

Atraveés dos resultados de intensidade média (média de trés medidas
feitas pelo equipamento) da integracdo da area do espectro do cobre no

comprimento de onda de 327, 393 nm construiu-se uma curva de calibragéo.

3.2.4.4. Medidas turbidimétricas

3.2.4.4.1. Determinacdo da turbidez por espectroscopia na regidao do

visivel

Foram preparadas solu¢cfes aquosas das gomas (GFDNP e GFDP)
pela solubilizacdo de 0,1 g de amostra em 100 mL de agua deionizada através
de agitacdo por 24 horas. Os espectros eletrbnicos na regido do visivel das
solugcdes foram obtidos em um espectrofotbmetro Hewlett-Packard, modelo
8453 diode array, acoplado a um computador, utilizando célula de quartzo
retangular de caminho 6tico de 1 cm, a temperatura ambiente.

Os valores estimados de turbidez foram entdo obtidos pela
absorbancia a 500 nm, usando como branco a propria 4gua deionizada que foi

utilizada no preparo das solugdes.
3.2.4.4.2. Determinagao da turbidez por turbidimetro
Foram preparadas solucdes das gomas (GFDNP, GFDP, GGuarNP,

e GGuarP) em agua pela solubilizacéo de 0,1 g de amostra em 100 mL através

de agitacdo por 24 horas. As solugcdes foram entdo analisadas em um
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turbidimetro Orbeco-Hellige modelo 966 a temperatura ambiente (~28°C). O

instrumento foi calibrado com solugéo coloidal padréo (40 NTU).

3.2.4.5. Estimativa da distribuicdo de massa molar por cromatografia de

permeacao em gel (GPC)

Foram preparadas solug¢des 0,1% das gomas (GFDNP e GFDP) em
agua miliQ filtrada e sonicada. Tais solucfes foram filtradas com membrana
MILIPORE de porosidade 0,45 um e em seguida adicionado etilenoglicol como
padrao interno.

A distribuicdo da massa molar foi determinada através de
Cromatografia de Permeacdo em Gel, utilizando um sistema cromatografico
tipo HPLC da Shimadzu constituido de uma bomba modelo LC-10AD
funcionando isocraticamente com os detectores de indice de refracdo modelo
RID-6A e UV-VIS SPD-10AV, ambos da Shimadzu. Foi utilizada uma coluna
Ultrahydrogel Linear de 7,8 x 300 mm, com fase moével NaNO3 0,1 M, a
temperatura ambiente e fluxo de 0,5 mL/min. O volume injetado das amostras
foi de 50 L.

A curva de calibracdo para a determinacdo da massa molar foi
construida utilizando-se solu¢des padrdes de pululana (Shodex P-82, da
Shawa Denko) com massas molares no intervalo de 10° a 10° g/mol.

3.2.4.6. Analise termogravimétrica

A andlise termogravimétrica das amostras de goma de fava danta
(GFDNP e GFDP) e das amostras de gel de goma de fava danta n&o-
purificada e purificada (GelGFDNP e GelGFDP) liofilizados foi realizada em
equipamento da SHIMADZU TGA — 50 em atmosfera de ar sintético com um
fluxo de 50 mL/min. A taxa de aquecimento utilizada foi de 10 °C/min na faixa

de 25-900 °C e a massa de amostra foi de 10 mg.
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3.2.4.7. Andlises Reoldgicas
3.2.4.7.1. Reologia de fluxo

Os estudos redlogicos de fluxo foram realizados com solu¢des 0,8%
das amostras nado purificadas e purificadas da goma de fava danta e da goma
guar em tampao fosfato/salina (0,1 M/0,15 ,M) (GFDNP, GFDP, GGuarNP e
GGuarP) e com os géis antes e depois da dialise (GelGFDNP, GelGFDP) e do
Hilano G-F 20. O equipamento utilizado foi o redmetro da TA Instruments
modelo Advanced Rheometer 550 (AR 550) em sensor do tipo cone-placa de
diametro de 40 mm e angulo de 0°59” 1’, a 36°C e uma taxa de cisalhamento
de 0,1 s a1000s™.

3.2.4.7.2. Reologia oscilatéria

Os parametros viscoelasticos das amostras submetidas a reticulacao
foram medidos periodicamente e o comportamento viscoelastico dos géis
(GelGFDNP, GelGFDP) e do Hilano G-F 20 foram analisados através do
sistema dindmico ou oscilatério em sensor do tipo cone-placa de didmetro de
40 mm e angulo de 0°59” 1”7 em um rebmetro da TA Instruments modelo
Advanced Rheometer 550 (AR 550), com frequéncias oscilatorias variando de

0,01 Hz a 10 Hz, mantendo tensdo constante em 4 Pa, a 36°C.

3.2.4.8. Teor de agua nos géis GFDNP e GFD

Para a determinacdo do conteudo de &gua, uma massa de
aproximadamente 1 g de amostra foi pesada em um pequeno frasco
previamente pesado e posta para congelar em freezer (-18°C). Liofilizou-se o
frasco contendo o gel congelado. Depois do material seco, o frasco foi mais
uma vez pesado. O contetudo de agua foi calculado considerando a massa do

hidrogel umido e a massa do hidrogel seco.
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3.2.4.9. Teor de glutaraldeido residual nos géis GFDNP e GFDP

Ja que o glutaraldeido tem toxicidade consideravel, o teor residual
deste reagente no hidrogel de goma de fava danta foi determinado, tendo em
vista a viabilidade destes géis como prototipos de medicamentos.

A quantificac@o proposta esta baseada na absorcao deste reagente
na regido do ultravioleta. O glutaraldeido tem duas bandas de absorcdo na
regido do ultravioleta; uma em 235 nm, que se refere ao GA polimérico e outra
em 280 nm, que se refere ao GA monomérico (Kawahara e col., 1992).

Foram preparadas solucbes de glutaraldeido em tampéo fosfato
0,1M nas concentragcbes de 0,0025; 0,005; 0,01; 0,015 e 0,020 M. As
absorbancias destas solucbes a 235 nm e 280 nm foram medidas em
espectrofotometro HEWLETT-PACKARD, modelo 8443 Diode Array, utilizando
célula de quartzo retangular de caminho 6ético de 1 cm. A partir dos valores de
absorbancia em relacdo com a concentragdo, construiu-se a curva padréo
segundo a lei de Lambert- Beer.

Para a quantificacdo do teor de glutaraldeido residual nas amostras
dos géis, um volume de 2 mL de cada gel foi misturado a 10 mL de &gua,
deixando sob agitacdo vigorosa por 70 horas a temperatura ambiente. Em
seguida, o sistema foi centrifugado a 6000 rpm por 20 min. Do sobrenadante
retirou-se 1,5 mL e misturou-se com 1,5 mL de tampéao fosfato/salina 0,2 M, e

obteve-se o espectro na regido do ultravioleta.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Rendimento

A presenca de galactomanana nas sementes de Dimorphandra
mollis foi relatada inicialmente por Franco e col. (1996). Nesse trabalho a
técnica de extracdo teve um rendimento de 40% de galactomanana a partir de
sementes.

O rendimento da galactomanana n&o purificada de fava danta foi
calculado considerando-se a massa inicial de sementes postas para intumescer
e a massa de galactomanana obtida apds o método de extragao.

O valor do rendimento da galactomanana em relacdo a massa de
semente foi de 32%. Cunha e col. (2009) obtiveram um resultado muito
semelhante (31%) para galactomanana extraida da mesma espécie de
sementes que este trabalho. Tais percentuais s&o similares ao de
galactomananas extraidas de outras espécies de sementes tais como: Gleditsia
macracantha (21.7%) (Rakhmanberdyeva e col.,, 2005); Trigonella
foenumgraecum (22.6%) (Brummer, Cui, e Wang, 2003); Cassia javanica (26%)
(Andrade e col., 1999); Caesalpinia pulcherrima (25%) (Cerqueira e col., 2009;
Andrade e col., 1999); Gleditsia triacanthos (24,73%) (Cerqueira e col., 2009)
and Cyamopsis tetragonolobus (24—-35%) (Dea e Morrison, 1975).

Algumas extracbes de galactomananas tém um rendimento
consideravelmente menor, como observado para Lotus corniculatus (4,54%)
(Egorov e col., 2003); Sophora japonica (9,22 - 3,33%), Adenanthera pavonina
(17,11%) (Cerqueira e col., 2009) and Prosopis juliflora (10-16%) (Vieira e col.,
2007; Azero e Andrade, 2002). Contudo, o rendimento médio de extracao de
galactomananas de mais de 30 espécies de sementes brasileiras é de 30%
(Vendruscolo, 2005), semelhante ao valor encontrado para o rendimento de
polissacarideo da Dimorphandra gardineriana.

A purificagdo da goma da fava danta teve como objetivo a retirada
de contaminantes como proteina e outros polissacarideos que possam estar
presente neste material. A presenca de contaminantes, principalmente

proteinas, pode resultar em inflamacgédo quando testadas em cobaias.
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A galactomanana de fava danta purificada pelo método de Fehling
obteve um rendimento médio de 80%. Esse rendimento foi um pouco superior
ao obtido por Cunha (2006) na purificacdo de goma guar pelo mesmo método
(75%). A Figura 6 mostra a goma de fava danta ndo purificada (GFDNP) e
goma de fava danta purificada pelo método Fehling (GFDP). Observando a
fotografia percebe-se que o aspecto macroscopico da amostra de goma de

fava danta antes e apds o tratamento de purificagdo quase ndo mudou.

Sbdiap
W

GFDNP GFDP

FIGURA 6 — Amostra de goma de fava danta ndo purificada (GFDNP) e goma de fava
danta purificada (GFDP).

Ja as amostras de goma guar ndo purificada (GGuarNP) e goma
guar purificada (GGuarP), mostradas na Figura 7, apresentam mudanca
significativa. Pela imagem, observa-se o clareamento da amostra de goma guar

apos o tratamento de purificacao.

GGuarNP GGuarP

FIGURA 7 — Amostra de goma guar ndo purificada (GGuarNP) e guar purificada
(GGuarP).
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4.2. Analise Elementar — Teor de proteinas

Considerando que todo o nitrogénio presente nas amostras de goma
se deve a presenca de proteinas, utilizou-se um fator de conversao igual a 5,85
(Azero e Andrade, 2002) para calcular o teor de proteina. Os teores de proteina
para a goma de fava danta ndo purificada e purificada estdo mostrados na
Tabela 4.

TABELA 4 — Percentual de Nitrogénio e Teor de proteina para GFDNP e GFDP.

Amostra % Nitrogénio % Proteina
GFDNP 0,36 2,11
GFDP 0,23 1,35

Proteina é um contaminante comum em polissacarideos naturais. A
galactomanana de Dimorphandra gardineriana ndo purificada (GFDNP) mostra
uma quantidade consideravel de proteina (2,11%) considerando-se a aplicacédo
farmacoldgica.

Em galactomananas extraidas de sementes de Cyamopsis
tetragonolobus e de Dimorphandra mollis foi detectado um teor de proteina de
3,64% e 8,3-16,8% (Cunha, 2006; Panegassi, Serra e Buckeridge, 2000),
respectivamente. Entretanto, o método de obtencdo da galactomanana da D.
mollis é diferente. Nesse processo, as sementes sdo somente moidas e
peneiradas. No trabalho de Cunha e col. (2009), o teor de proteina para
galactomanana obtida da mesma espécie de semente que a deste trabalho foi
de 1,75%.

Essa proteina pode ser um contaminante ou pode estar associada
com a cadeia do polissacarideo, via ligacdo covalente (Debon e Tester, 2001).

O teor de proteinas apresentado pela amostra ndo purificada
(GFDNP) é quase duas vezes o percentual da purificada (GFDP), esse
tratamento propiciou uma reducéo de 36%.

Segundo Cunha (2006) o teor de proteinas da goma guar comercial
da Sigma (GGuarNP) foi de 3,64% e o da goma guar purificada (GGuarP) pelo
mesmo método que a fava danta foi de 0,94%. Para a GGuarNP o percentual
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obtido foi superior ao da GFDNP, enquanto que para a GGuarP o valor foi
inferior ao da GFDP. No caso da goma guar, na sua forma comercialmente
disponivel, a razdo do valor mais elevado se deve ao processo industrial de
obtencéo, que faz uma moagem e depois peneira o material.

Aproximadamente 25% da semente de guar consistem em embrido,
sendo esta rica em proteinas (48% de massa seca). Uma larga porcao (60-
70%) sdo proteinas como globulinas (insoliveis em agua), e o restante sdo
proteinas funcionais (enzimas, inibidores, etc) (Rakhmanberdyeva e col., 2005).
Estas proteinas podem entdo ser arrastadas durante o processo de extracao
da goma.

A purificagdo resultou numa reducgéo do teor de proteina. O método
Fehling se baseia na remocéo de proteinas livres e outros polissacarideos por
complexacdo da goma com solucédo de Fehling. Como este utiliza solucao de
NaOH, pode ocorrer, também, retirada de proteina O-ligada, ja que esta ligacéo
é clivada em solugéo de NaOH acima de 0,1 M (Brummer, Cui e Wang, 2003).

No trabalho de Andrade e col. (1999) uma amostra da goma locusta
bean comercial, depois de submetida a purificacdo por solubilizacéo,
centrifugacéo e precipitacdo em alcool etilico, teve uma redugédo do teor de
proteina de 86%. Brummer, Cui e Wang (2003) relatam a diminuicdo em 57%

do teor de proteina da goma “fenugreek” apos tratamento com pronase.

4.3. Determinagdo do teor de cobre na amostra de GFDNP e GFDP por
espectrometria de emissao atébmica por plasma induzido (ICP-OES)

A relacédo linear da curva de calibracdo de cobre obtida no ICP é

mostrada na equacao abaixo:
| =-6227 + 67,539 C (Equacéo 1)

Onde, | é a intensidade do sinal e C é a concentracdo do elemento.

A quantificagédo foi feita aplicando-se o valor obtido de intensidade
média do sinal na equacao da curva padrdo mostrada anteriormente.

Os valores do teor de cobre para as amostras de goma da fava
danta ndo purificada e purificada (GFDNP e GFDP) foram respectivamente,
zero ppm e 783 ppm.
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A amostra GFDNP nao contém cobre, como previsto, mas na
amostra GFDP o0 metal est4d presente. Isso indica que o processo de
purificacdo com a solucdo de Fehling, que contém composto com cobre
(CuS0Q,), acarreta o aumento deste elemento quimico no material obtido.

Ao comparar-se estes dados com os valores de teor de cobre
encontrados na goma guar, observa-se que seguem a mesma tendéncia com
relacdo ao processo de purificagdo e as concentragcdes obtidas em ambas as
gomas sao bastante similares. Para as amostras de goma guar ndo purificada
e purificada os valores obtidos foram de zero ppm e 792 ppm, respectivamente.
(Cunha, 2006). O valor obtido para a goma de fava danta purificada ainda foi
ligeiramente inferior ao da goma guar purificada.

Com o intuito de utilizar esses materiais na viscossuplementacao, a
qual faz uso intra-articular de 2 mL de solucdo injetavel de Hilanos por
articulacdo afetada, é importante calcular a concentracdo de cobre em 2 mL de
solucdo de GFDP. Considerando entdo o volume da injecdo e a massa de
goma contida neste volume, para uma concentracdo 0,8% de GFDP, o teor de
cobre obtido € de 6,26 ppm por injecao.

O regime de tratamento recomendado € de trés injecdes na
articulacéo do joelho, com intervalo minimo de uma semana entre as injecdes e
de quatro semanas entre os ciclos. Num ciclo de tratamento, que perdura por
guase 3 meses, a quantidade de cobre administrada no organismo seria de
0,037mg do metal nesse periodo.

No corpo humano a concentracado de cobre é variavel, dependente
do 6rgdo onde € encontrado. As concentracdes sdo maiores no figado,
cérebro, coracao e rim (Basu e Dickerson, 1996).

O cobre é essencial ao metabolismo em niveis de tracos, sendo que
o Food Nutritional Board (FBN) estabeleceu para o cobre o VDR (Valores
Diarios de Referéncia) de 1,5 a 3,0 mg/dia para adultos (Washington, 1989).
Alguns estudos sobre a atuagdo do cobre no organismo revelam sua
associacdo com oxido-redutases dos tecidos e também com a absorcédo de
ferro da dieta para biossintese de hemoglobina. Porém, o excesso deste metal
acarreta algumas complicacdes para o0 organismo, tais como: lesées nos vasos

capilares, no figado e nos rins além da chamada doenca de Wilson,
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caracterizada pela precipitacdo deste metal na cérnea resultante do acumulo
de cobre nos tecidos (Serpe e Freitas, 1991).

A quantidade de cobre que seria adicionada, trimestralmente, ao
organismo pela viscossuplementacdo com GFDP € quase 100 vezes menor
que a recomendada na alimentacdo diaria, podendo ser desconsiderada, visto

que ndo acarretard prejuizo ao corpo humano.

4.4. Turbidez

A Tabela 5 mostra os valores de turbidez (turbidimetro) para as
amostras de GFDNP e GFDP bem como para as amostras de goma guar
(GGuarNP e GGuarP).

Devido a sua simplicidade também foram realizadas medidas de
densidade 6tica a fim de verificar a variacdo de turbidez entre as amostras e
compara-las. A densidade 6tica é influenciada por diferentes parametros tais
como: concentracdo, tamanho, forma e polidispersdo das espécies em
suspensao.

A turbidez corresponde a reducdo da transparéncia da agua,
ocasionada pelo material em suspensao, que reflete a luz, dificultando a sua
passagem pela solugdo. A quantificacdo de luz refletida pelas particulas
suspensas da uma ordem de grandeza de sélidos em suspensdo na amostra
(Tomazoni e col., 2005).

Os valores de densidade ética (turbidez) encontrados para as
amostras GFDNP e GFDP, foram de 0,082 e 0,036, respectivamente.

TABELA 5 - Turbidez das solugfes aquosas 0,1% de fava danta e de guar, purificada e
nédo purificada.

Amostras Turbidez (NTU)
GFDNP 9,9
GFDP 7,5
GGuarNP 417
GGuarP 22,7
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Observa-se uma maior turbidez para a goma guar néo purificada
(GGuarNP), devido ao total de aclUcares contaminantes (7,6% de glicose e
arabinose) que ela contém, oriundos de polissacarideos insolaveis, de fibras
e/ou material celulésico (Mark e col., 1980).

A purificacdo produziu um material 45,6% menos turvo para a goma
guar, sendo ainda considerado um numero elevado. A goma de fava danta
(GFDNP) apresentou uma turbidez quatro vezes menor que a da guar
(GGuarNP), porém houve uma pequena reducdo, apenas de 24%, com o
tratamento empregado. Nas medidas de densidade Otica por sua vez,
constatamos uma reducao de 56% para as amostras de fava danta, no entanto
ndo podemos comparar os valores obtidos pelos dois métodos.

Os tratamentos aplicados as sementes descritos na literatura para a
producdo de galactomanana, de varios tipos, produzem solu¢des viscosas com
bastante material insoltvel (Seaman, 1980).

A turbidez é causada pela presenca de por¢des insollveis de
endospema (Seaman, 1980). O procedimento de purificacdo (método Fehling)
reduz a turbidez do material.

Entretanto a turbidez parece néo estar relacionada apenas com a
presenca de polissacarideos contaminantes, mas também com a viscosidade.
Em solucbes com maiores valores de viscosidade, as particulas se encontram
mais agregadas, resultando numa modificacdo do espalhamento de luz (Cunha
e col., 2007).

4.5. Espectroscopia de absorcgédo naregiao do infravermelho
Para a andlise das estruturas das galactomananas de fava danta,

nao purificada e purificada, obteve-se o espectro na regido do infravermelho,

mostrado na Figura 8.
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FIGURA 8 - Espectro de infravermelho da GFDNP e da GFDP.

A Tabela 6 mostra as principais frequéncias de estiramento e
deformacéo e suas respectivas atribuicdes, caracteristicas de polissacarideos,

encontrada para as amostras.

TABELA 6- Atribuicbes das principais bandas de absorcdo caracteristicas das
galactomananas de fava danta.

FREQUENCIAS (cm™) )
ATRIBUICOES
GFDNP GFDP
3392 3394 v(O-H)
2926 2927 v(C-H)
1653 1651 8(0O-H) de H,0O adsorvida
1147 1149 v(C-0O-C) éter de ligacao glicosidica
v(C) carbono anomeérico e v (C-0) alcool
1076 1074
secundéario
1028 1028 v(C-0) alcool primério

Bandas caracteristicas de glicosideos relativas aos grupos O-H
(3000 — 3500 cm™), aos grupos CO (1028 cm™), a ligacdo glicosidica C-O-C

(1149 cm™) e ao carbono anomérico (1074 cm™) (Grosev, 2001), foram
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identificadas nas amostras. Da analise destes resultados, conclui-se que as
bandas de absorcdo para as amostras estdo em concordancia com as
estruturas tipicas de galactomananas.

Nota-se pelos espectros a semelhanca estrutural entre as amostras,
nao sendo, entretanto perceptivel a diminuicdo de proteina causada pela
purificacdo do polimero. Constata-se que estruturalmente o polissacarideo néo
sofre alteracdo quando submetido ao método de purificacéo.

4.6. Estimativa da distribuicdo de massa molar por cromatografia de
permeacao em gel (GPC)

Realizou-se a andlise por cromatografia de permeacdo em gel para
analisar a distribuicdo de massa molar das amostras de goma de fava danta
antes e apos a purificacdo e estimar a massa molar de pico. A Figura 9 mostra
0S cromatogramas para as amostras de goma, ndo purificada (GFDNP) e
purificada (GFDP).

—— GFDNP
- - GFDP

6,49

Resposta do detector

5 6 7 8
Volume de Eluigzo (mL)

FIGURA 9 - Cromatogramas para as amostras GFDNP e GFDP.

A analise dos cromatogramas dos padrbes de pululana permitiu
estabelecer uma relagéo linear entre o log My (logaritimo da massa molar dos
padrdes) e os respectivos valores de volume de eluicdo, definidos pelos picos
de cada padrédo. Deste modo, com estes pares de valores foi possivel construir

a curva de calibracéo, através da qual, encontrou-se a equacao da reta:



39

log Mg = 13,47 - 0,974V, , (R =0, 9993) (Equacéo 2)
Com base nessa equacao, pode—se calcular as massas molares de
pico dos polissacarideos em analise, mostradas na Tabela 7.

TABELA 7 - Massas molares de pico para as amostras de goma de fava danta purificada
e ndo purificada.

Mg x 107
Amostra
(g/mol)
GFDNP 3,40
GFDP 1,33

As My estimadas para as amostras GFDNP e GFDP séo
semelhantes aos valores obtidos por Cunha (2006) para goma guar nao
purificada e purificada, sendo estes, respectivamente, de 4,5 x 10° g/mol e 1,8 x
10° g/mol.

Para efeito de comparacdo, a massa molar do acido hialurdnico
presente no liquido sinovial varia entre 5 x 10° g/mol e 7 x 10° g/mol. Em joelho
adulto com artropatia, a massa molar do acido hialurénico é reduzida para 2 x
10° g/mol. J& a faixa de massa molar de derivados do &cido hialurénico,
nomeados de hilanos é de 2 — 26 x 10° g/mol. A massa molar do Hilano G-F 20,
um hilano comercialmente utilizado na viscossuplementacao, é de 6 x 10°g/mol
(Brockmeier, 2006). Pode-se constatar entdo, que as gomas de fava danta e de
guar apresentam massa molares dentro das faixas de massa molar dos
compostos a serem substituidos.

Numa analise qualitativa dos cromatogramas, observa-se que as
amostras apresentam uma distribuicdo unimodal de massa molar, porém a
distribuicdo de massa molar é mais polidispersa para a amostra purificada.

A GFDP apresenta uma reducao significativa de massa molar em
relacio a GFDNP. Essa reducdo pode estar relacionada a diminuicdo de
proteinas ligadas (complexo glicoprotéico) proporcionada pelo método de
purificacdo, comprovada pelos resultados da analise elementar.

Outro motivo para a diminuicdo do valor de massa molar da GFDP

pode ser o uso da solugéo de Fehling a qual promove uma clivagem na cadeia
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da galactomanana. Isto ocorre devido a precipitacdo direta da GFDP em
solucédo de Fehling, sem etapas de centrifugagao, que proporciona um contato
da solucdo de polissacarideo com solugédo bastante alcalina, resultando entédo
na degradacao do polimero e conseqiiente reducdo de massa molar (Cunha e
col., 2007). Comportamento semelhante foi observado para a amostra de goma
guar purificada, comprovado pelos valores de massa molar apresentados
anteriormente (Cunha e col., 2007).

4.7. Estudo reoldgico comparativo das amostras de goma

A reologia das solucbes 0,8% de gomas de fava danta e de guar,
nao purificada e purificada, em tampao fosfato/salina foi realizada a 36°C, para
analisar o efeito da purificagdo no comportamento de fluxo das gomas e os
dados estéo dispostos na Figura 10.

Viscosidade (Pa.s)

0,01

Taxa de cisalhamento (S'l)

FIGURA 10- Variacdo da viscosidade com a taxa de cisalhamento das amostras de goma
de fava danta e goma guar néo purificada e das gomas purificadas, T=36°C.

A Tabela 8 contém os valores de viscosidade das amostras GFDNP,
GFDP, GGuarNP e GGuarP, em duas diferentes taxas de cisalhamento.
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TABELA 8 — Viscosidades das soluc@es 0,8% em tampdao fosfato/salina de goma de fava
danta e guar, nao purificada e purificada, T=36°C.

Viscosidade (mPa.s)
Amostra Taxa de cisalhamento | Taxa de cisalhamento
2s* 400 s™
GFDNP 1.132 132
GFDP 95 35
GGuarNP 787 81
GGuarP 8 7

Para uma mesma faixa de taxa de cisalhamento, as amostras
GFDNP, GFDP, e GGuarNP apresentam comportamento pseudoplastico, ou
seja, a viscosidade diminui com um aumento na taxa de cisalhamento
(McClements, 2005). Ja a amostra GGuarP é denominada de fluido
Newtoniano, pois praticamente seus valores de viscosidade independem da
taxa de cisalhamento.

A reducéo da viscosidade quando muda a taxa de cisalhamento de
2st para 400 s é bem mais pronunciada para as amostras GFDNP e
GGuarNP, indicando um maior carater pseudoplastico destas amostras quando
comparado com a GFDP.

De acordo com a Tabela 8 observa-se que a uma taxa fixa de
cisalhamento as gomas de fava danta tém maiores valores de viscosidade que
as gomas de guar.

As amostras (GFDP e GGuarP) purificadas pelo método de Fehling
apresentam consideravel reducdo na viscosidade, em ambas as taxas de
cisalhamento indicadas na Tabela 8, o que esta condizente com a reducao das

massas molares dessas amostras analisadas por GPC.

4.8. Cinética de reticulacédo das galactomananas

A fim de comparar a reticulagado das gomas de fava danta (GFDNP e
GFDP) com as gomas de guar (GGuarNP e GGuarP) realizou-se o
acompanhamento da cinética da reacédo de reticulacdo através de medidas

reologicas de fluxo e oscilatério.
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As medidas de fluxo foram realizadas avaliando a variacdo da

viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento aplicada a cada amostra.

Através dos ensaios de reologia oscilatoria verificou-se como os modulos de

viscoelasticidade se comportam frente a variacdo da frequéncia de oscilacédo

do experimento.

4.8.1. Reologia de fluxo da cinética de reticulacdo das galactomananas

A Figura 11 mostra o resultado da variacdo de viscosidade com o

tempo de reacdo para as quatro amostras, separadamente, a uma taxa de

cisalhamento de 2 s e temperatura constante de 36 °C.
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FIGURA 11 - Cinética da reacédo de reticulagcdo das amostras GFDNP, GFDP, GGuarNP e

GGuarP, a 36 °C e taxa de cisalhamento de 2 s™.
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No inicio da reacdo, as amostras purificadas e néao purificadas tém
viscosidades semelhantes entre si, em média de 0,84 Pa.s para as gomas nao
purificadas e de 0,12 Pa.s para as gomas purificadas. Até o 8° dia de reacao,
nenhuma das gomas apresentou aumento significativo de viscosidade.

Para a GFDNP, a partir do 17° dia de reacdo observa-se o inicio do
aumento da viscosidade, sendo este crescimento bem mais acentuado em
relagdo as demais amostras. Ja para a GFDP, o aumento de viscosidade foi
observado a partir do 15° dia, no entanto atingiu menores valores de
viscosidade do que a GFDNP. Isso comprova a reducdo de massa molar da
goma purificada, constatada pelo GPC, causada pelo processo de purificacao
com Fehling e consequente reducéo de viscosidade.

O inicio da reticulacdo da GGuarNP ocorreu em tempo menor que 0
das outras amostras e atingiu valores de viscosidade final proximos da GFDP e
GGuarP. Para a GGuarP, a cinética de reticulacdo apresentou valores
desordenados de viscosidade até o 24° dia, quando sé entdo houve aumento
desses valores.

Nota-se que o final da reacdo ocorre em tempos diferentes para
todas as amostras, podendo ser colocado em ordem crescente:
GGuarNP<GFDP<GFDNP<GGuarP. Contudo a reticulacdo foi eficaz, pois
houve aumento de viscosidade em todas as amostras.

Fica evidenciado entdo que a reticulacdo das galactomananas pode
ser monitorada até atingir a viscosidade desejada do gel.

O aspecto macroscoépico do gel de goma de fava danta purificada

GFDP esta mostrado na Figura 12.

FIGURA 12 — Aspecto macroscépico do gel de goma de fava danta purificada.
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4.8.2. Cinética de reticulacdo das galactomananas monitorada por

reologia oscilatéria

Solucdes de biopolimeros, como todos os sistemas reais, exibem um
comportamento entre um solido perfeito e um liquido perfeito, ou seja, um
comportamento viscoelastico. Algumas das propriedades reolégicas que
podem ser determinadas no estudo desse comportamento sdo o modulo de
armazenamento (G’), que representa o carater elastico do sistema (parte
sélida), e o modulo de perda (G”) que representa o carater viscoso (parte
liquida). Quando uma determinada tensdo é aplicada ao material, ocorre uma
resposta elastica, correspondente ao deslocamento das moléculas de sua
posicdo original, e o trabalho exercido é armazenado sob forma de energia. Se
a tenséo for removida, o corpo tende a recuperar sua forma original. Entretanto,
esta recuperacdo é incompleta devido a manifestacdo viscosa do material, que
€ a segunda resposta a tensao aplicada (Rojas, 1999).

O estudo mais apurado dos diferentes sistemas basea-se na
dependéncia do G’ e G” em funcéo da frequéncia. No caso de um gel, G’ é
superior ao G” em toda a faixa de frequéncia. Quando um gel é fraco, estes
mddulos sdo dependentes da freqliéncia aplicada. Por outro lado para um gel
verdadeiro, observa-se uma diminuicdo desta dependéncia, principalmente
para G’ e verifica-se que a razdo G’/G” é sempre maior ou igual a trés (Rojas,
1999).

Para caracterizar o processo de geleificacdo das amostras em
analise através dos médulos de cisalhamento, realizou-se 0 acompanhamento
da reticulacdo com medidas reoldgicas dinamicas. Na Tabela 9, pode-se
observar os resultados comparativos de G’/G” a uma frequéncia de 1 Hz em

diferentes dias de reacéo para as amostras GFDNP, GFDP e GGuarNP.
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TABELA 9 — Razao G’/G” para as gomas de fava danta, néo purificada e purificada e para
a goma guar néo purificada, a 36°C e freqiéncia de 1Hz.

Tempo de reacéo GG
(dias) GFEDNP GFDP GGuarNP
2 0,27 0,23 0,34
12 - - 1,06
17 0,56 0,20 1,50
21 0,87 0,76 4,80
23 5,50 1,40 -
25 - 3,00 -
30 7,60 - -

Podemos notar que a razdo G'/G” aumenta com o tempo de reacéo
para todas as amostras, sendo este aumento mais pronunciado para a goma
de fava danta ndo purificada (GFDNP). Para essa amostra, a formacédo de gel
(G’>G”) teve inicio a partir do 21° dia de reacéao, tornando-se um gel verdadeiro
(G’/G” > 3) no 23° dia quando a razao foi de 5,5, valor superior ao do Hilano G-
F 20 que nesta mesma frequéncia é de 4,8. No final da reagao, o valor de G’/G”
foi de quase duas vezes maior que o do medicamento empregado na
osteoartrose.

O comportamento dos médulos G’ e G” em funcéo da frequéncia

para a GFDNP no 23° dia de reacdo esta demonstrado na Figura 13.
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FIGURA 13- Variagdao de G’ e G” em fungao da frequiéncia para GFDNP no 23° dia de
reticulacéo.
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Nesta etapa da reacgdo, ja ocorreu o “crossing-over”’, ou seja, a
inversao dos valores de G’ e G”. Os valores de G” iniciam-se maiores que 0S
de G’ durante os primeiros dias da rea¢do, predominando o carater viscoso da
amostra, tipico de uma solucdo. A diferenca entre os dois modulos torna-se
cada vez menor até que eles se cruzam e invertem de posi¢oes, logo o G’
atingira valores maiores que o G”, prevalecendo o carater elastico da amostra,
tipico de um gel. Verifica-se ao final da reacdo que G’ é maior que G” em toda
a faixa de frequéncia analisada, caracterizando um gel forte, com predominio
do caréter sdlido, conforme esperado para uma rede tridimensional (Endress,
Doschl-Volle e Dengler, 1996; Morris, 1995).

Para a goma de fava danta purificada (GFDP), observou-se a
formacéo do gel (G > G”) no 23° dia e somente no 25° dia pode-se constatar a
formacdo de gel verdadeiro onde a razdo atingiu um valor igual a trés. Os
valores de G’/G” para a GFDP foram menores que o do Hilano G-F20 durante
toda a reacdo. A Figura 14 mostra o comportamento reoldgico dindmico da

amostra GFDP na faixa de freqiiéncia de 0,1 a 10 Hz, no 25° dia de reticulacéo.
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FIGURA 14- Variagdo de G’ e G” em fungao da frequiéncia para GFDP no 25° dia de
reticulacé&o.

Para essa amostra (GFDP), o fendmeno ocorrido foi semelhante ao
da GFDNP relatado e visualizado na Figura 13. Nota-se, entretanto, que G’ >

G” na maior parte da faixa de frequéncia estudada. Proximo a frequéncia de 10
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Hz, percebe-se que ainda ha um discreto cruzamento entre os dois modulos e
em um unico ponto de frequéncia, G’ < G”.

Ja a goma guar nao purificada, apresentou no final da reacdo uma
razdo de 4,8 a 1 Hz, igual a do hilano comercial. A formacao de gel para essa
goma foi logo observada no 12° dia (G’ > G”), podendo ser considerada gel
verdadeiro apenas no 21° dia (final da reacdo). A variacdo dos moddulos
elastico (G’) e viscoso (G”) do sistema em fungdo da freqiéncia para a

GGuarNP no 21° dia de reacao esta apresentada na Figura 15.
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FIGURA 15- Variacdao de G’ e G” em fung¢ao da freqiiéncia para GGuarNP no 21° dia de
reticulacéo.

Verifica-se ao final da reacdo que G’ € maior que G” em toda a faixa
de frequéncia analisada, caracterizando um gel forte. Neste caso, a diferenca

entre os médulos € bem mais pronunciada em relacéo as outras amostras.

4.9. Caracterizacdo dos géis de goma de fava danta

4.9.1. Teor de agua nos géis

Os percentuais de conteudo de agua nos géis de fava danta nao
purificada e purificada, GelGFDNP e GelGFDP, respectivamente, e do Hilano

G-F 20 estdo compondo a Tabela 10.
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TABELA 10- Teor de 4gua nos géis e no Hilano G-F 20

Amostra Teor de agua (%)
GelGFDNP 95
Gel GFDP 96
GelGGuarNP 96
GelGGuarP 98
Hilano G-F 20 97

As amostras apresentaram valores iguais ou proximos ao do liquido
sinovial e ao do Hilano G-F 20. O componente majoritario tanto do liquido
sinovial quanto do Hilano G-F 20 é a agua, pois seu percentual nestes
materiais € de 95% e 97%, respectivamente (Stanley e col.,1990).

Estudos feitos por Cunha e col. (2005) mostram valores pouco
maiores para o teor de 4gua dos hidrogeéis de goma guar, sendo estes de 96%
para o GelGGuarNP (amostra nao-purificada) e de 98% para o GelGGuarP

(amostra purificada).

4.9.2. Teor de glutaraldeido nas amostras GelGFDNP e GelGFDP

O glutaraldeido é um reagente citotéxico (Kawahara e col., 1992), e
precisa ser quantificado em materiais que venham a ter aplicacéo biolégica.

As solucbes aquosas desse agente reticulante ndo séo
homogéneas. Sao caracterizadas por misturas complexas em equilibrio,
contendo glutaraldeido livre, formas mono e diidratadas, hemiacetais ciclicos
(monomeéricos e poliméricos) e varios polimeros a,B-insaturados. Das formas
principais, tém-se indicios de que a responsavel pela reticulacdo seja a
monomeérica (Kawahara e col., 1992).

Solugdes de glutaraldeido em meio tamponado com concentragdes
conhecidas foram preparadas e as absorbéncias medidas a 235 nm (Figura
16).
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FIGURA 16 - Espectro de UV para as varias solu¢fes padrao de glutaraldeido em tampao

fosfato (pH =7,3).

A analise do espectro permitiu a construcdo de uma curva de

calibracdo onde se relacionou a concentracdo do reagente com a absorbancia

no comprimento de onda (1) de 235 nm. A equacgéao (3) representa a regressao

linear dos pontos experimentais obtidos de absorbancia (ABS) em funcéo da

concentracédo (C):

ABS =-0,0179 + 96,86 C , R=0,9989

(Equacéo 3)

Conhecida a absorbancia das amostras (aliquotas de mistura

gel+dgua) em 235 nm e considerando-se as diluicdes, calculou-se a

quantidade de glutaraldeido polimérico residual nos géis (GelGFDNP e
GelGFDP) utilizando-se a Equacéo 3 (Tabela 11).
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TABELA 11-Teores de GA polimérico para os géis da goma de fava danta nao purificada
e purificada.

GA adicionado na _Te,o_r de GA Teor de GA em
Amostras ~ 3 polimérico residual

reacao (x10°mols) (x10°mols) %
GelGFDNP 1,25 1,92 15
GelGFDP 1,25 3,24 2,6

Visando os ensaios farmacologicos, especificaram-se ainda mais os
resultados, calculando a massa de glutaraldeido presente em cada gel por
massa corporal do animal (ratos Wistar). Sabendo que a dosagem a ser
aplicada na articulacdo dos ratos (Rattus norvegicus), que pesam em torno de
200 g, € de 50 uL, pode-se entdo encontrar a quantidade de GA expressa em
mg de GA/kg do animal. O teor de glutaraldeido na injecao dos géis GelGFDNP
e GelGFDP sao respectivamente 0,2 e 0,4 mg de GA/Kg do animal.

A dose letal de glutaraldeido em injecéo intraperitonial necessaria
para provocar a morte de pelo menos 50% da populagcdo de animais em
estudo, a DLsp, € de 17,9 mg de GA por kg do animal (PTCL, 2006). O residual
de GA encontrado nos géis GelGFDNP e GelGFDP é cerca de no minimo 50
vezes menor que a DLs.

Pelo espectro de UV do glutaraldeido, observa-se que as bandas
estdo bem mais acentuadas e bem definidas em 235 nm, indicando a
predominéancia da espécie polimérica. Ja que a espécie preferencialmente
responsavel pela reticulacdo é a monomérica (Kawahara, 1992), pode-se supor
gque um maior tempo requerido para a formacdo do gel de galactomanana
deva-se a maior concentracdo das espécies poliméricas.

No estudo de cinética de reticulacdo mostrado anteriormente, a
reacdo requeria um tempo minimo para iniciar. Como as espécies
monomericas e poliméricas se encontram em equilibrio e este depende da
concentracdo (Kawahara, 1992), supde-se que este tempo seja gasto para que
ao consumir a espécie monomérica (que se encontra em uma quantidade muito
pequena) o equilibrio deslogue-se no sentido de originar mais espécie

monomerica e dai entdo a rea¢do possa ocorrer mais rapidamente.
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4.9.3. Infravermelho da GFDNP e GFDP e dos seus respectivos géis

A Figura 17 apresenta os espectros de infravermelho obtidos para as

amostras de goma (GFDNP e GFDP) e seus respectivos géis.
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FIGURA 17- Espectros de infravermelho das amostras de goma de fava danta néo
purificada e goma purificada e dos seus géis.

Frequéncias relativas aos grupos O-H (3000 - 3500 cm™), aos
grupos C-O de alcool (1016 - 1074 cm™) e O-H de H,O adsorvida (1657 cm™) e
relativa a C-O-C (1159 cm™) s&o observadas de modo semelhante tanto para
as gomas de fava danta como para os géis, sendo estas frequéncias
caracteristicas de polissacarideos.

Vibracdes de C-H absorvem em aproximadamente 2933 cm™ para
as gomas, mas pode estar mascarada nos espectros dos géis pela larga banda
em torno de 3400 cm™, atribuida aos grupos O-H. Podia-se prever que quase
nenhuma modificacdo causada pela reticulacdo fosse observada pelo
infravermelho, pois as pontes formadas pelo glutaraldeido contém apenas
ligacbes CH,-CH, e ligacbes de éter (-C-O-C-), ambas pré-existentes na

estrutura dos polissacarideos.

4.9.4. Andlise Termogravimétrica

As curvas termogravimétricas das gomas e de seus respectivos geis,

liofilizados estdo mostradas na Figura 18.
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FIGURA 18 - Curvas termogravimétricas das amostras de goma de fava danta e dos seus
géis a 10°C/min em ar sintético.

Para uma precisa identificacdo da quantidade de eventos térmicos e
as respectivas temperaturas maximas de cada evento, a Figura 19 apresenta

as derivadas das curvas termogravimeétricas visualizados anteriormente.
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FIGURA 19 - DTG para as amostras GFDNP, GFDP e seus géis a 10°C/min em ar
sintético.

Temperatura (°C)

Os parametros termogravimeétricos: temperatura inicial de
decomposicao (T;), temperatura de maxima decomposicao (Tmax) € percentual

de residuo sdo mostrados na Tabela 12.

1000
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TABELA 12 - Parametros de estabilidade térmica das amostras de GFDNP, GFDP e dos
seus geis.

Tmax NOS eventos (°C) Umidade (%) Residuo em
Amostras T (°C)
Il [} 900°C (%)
GFDNP 284 58 319 507 14,3 3,0
GelGFDNP 250 73 289 495 36,4 36,0
GFDP 283 56 306 418 12,6 5,6
GelGFDP 254 77 282 494 443 27,2

O primeiro evento de perda de massa em todas as amostras se deve
a perda de umidade, que geralmente ocorre antes de 100°C. O percentual de
umidade das amostras varia entre 12 e 45%. Nota-se que para o0s géis a perda
de agua residual € bem maior e ocorre em temperaturas mais elevadas que as
gomas.

Este alto valor percentual de umidade dos géis pode ser explicado
pela forma das amostras. As gomas foram obtidas na forma de p6 e os géis
foram liofilizados. O processo de liofilizagdo produz um material de aspecto
esponjoso, com tendéncia a absorcéo de agua.

Em adicdo a isso, as gomas reticuladas contém espacos internos
nos quais as moléculas de agua podem penetrar e cristalizar. O volume e a
forma desses espagcos mudam conforme a reticulagdo, e essa mudanca pode
causar irregularidades na estrutura cristalina e no teor de umidade (Glico-Kabir
e col., 1999).

O perfil termogravimétrico das amostras apresentou dois eventos de
perda de massa correspondentes a decomposicao térmica dos polimeros. Para
0 segundo evento, a temperatura maxima de decomposicdo (Tmax) Obtida pela
DTG variou de 282 a 319°C. Para o terceiro evento, a Tmax Variou de 418 a
507°C.

Pirdlises de polissacarideos por cisdao randdomica das ligacdes
glicosidicas sé@o seguidas por futuras decomposi¢des (Glico-Kabir e col., 1999).

Os valores de Tmax para o0 segundo e terceiro evento de
decomposicdo da GFDNP foram de 319 e 507°C, respectivamente, com
temperatura inicial de 284°C. Cunha (2006) encontrou trés eventos de

decomposicdo termoxidativa da goma guar ndo purificada, com temperaturas
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maximas de 307, 440 e 504°C e uma temperatura inicial de decomposicdo de
233°C.

A GFDP e seu gel tiveram os menores valores de temperaturas
maximas de decomposicdo, indicando que tais amostras apresentam menor
estabilidade térmica. Isso sugere que o método de purificacdo promoveu
alguma mudanca no comportamento termogravimétrico dos materiais.

O elevado percentual de perda de massa do principal evento de
decomposicdo das gomas (GFDNP e GFDP) sugere a ocorréncia de processos
nos quais galactoses e manoses sdo clivadas da cadeia da galactomanana
favorecendo a decomposicao.

No geral, os produtos reticulados apresentaram uma diminui¢cao das
temperaturas de decomposicdo em relacdo as gomas, com excecdo do
GelGFDP, o qual teve sua Tnax NO terceiro evento maior que a respectiva goma
precursora. Comportamento semelhante foi reportado para goma guar
reticulada com glutaraldeido (Glico-Karbir e col.,1999).

Segundo Glico-Karbir (1999), isto pode ser explicado por uma
catélise acida que causa uma reducdo inicial no grau de polimerizacdo e uma
destruicdo das ligacBes de hidrogénio pré-existentes nas regibes onde a
reticulagdo ocorreu. Um fendmeno similar foi reportado por Rodrigo e col.
(1975) que investigaram o comportamento pirolitico da celulose e da celulose
reticulada sob mesmas condicées.

O residuo final em 900°C varia entre 3,0 e 36,0%. Para as gomas, a
amostra GFDP apresenta residuo final superior ao da amostra nado purificada,
devido a presenca de cobre, proveniente da solucdo de Fehling. Um fenbmeno
similar ocorreu para a goma guar purificada (Cunha, 2006). Para os géis,
observa-se que o percentual de residuo € consideravelmente maior que o das
gomas, sugerindo uma maior estabilidade térmica dos mesmos, conferida
certamente pelas ligacGes cruzadas existentes entre suas cadeias.

Em busca de uma melhor explicagdo para o0 processo de
degradacdo térmica dessas amostras, obteve-se 0s espectros de IV dos
residuos, a 500 °C, correspondentes da reacéo de degradacdo de GFDNP e
GelGFDNP e comparou-se com 0S espectros das respectivas amostras

originais, & temperatura ambiente, na regido de 2000-500 cm™ (Figura 20).



55

Gel GFDNP
p GFDNP
(&)
c
«T
O
5
38
< Gel GFDNP 500°C
GEDNP 500°C
2000 I 15I00 I 10IOO I 5(I)O

NGmero de onda (cm™)

FIGURA 20 - Espectro de infravermelho das amostras GFDNP e GelGFDNP sem
aguecimento e delas durante degradac¢ao térmica a 500 °C.

As mudancas na GFDNP aquecida a 500 °C sao mais significativas
gue no GelGFDNP 500 °C, confirmando a alta estabilidade térmica do gel. No
espectro da GFDNP 500 °C, a intensidade das bandas correspondentes aos
grupos exociclicos (1150, 1077 e 1023 cm™) diminuem, como uma
consequéncia da clivagem da ligacéo glicosidica na cadeia principal e liberagcéo
de agua (Silva e col., 2006).

Para GelGFDNP 500 °C, ao contréario do residuo da goma aquecida,
observa-se uma preservacao parcial da estrutura na regido polissacaridica. A
banda na regido de 1657-1653cm™ permanece no residuo do gel aquecido

indicando a formacao de estruturas insaturadas, como observada para a
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metilcelulose a 500 °C (Villetti e col., 2002) e para a goma do cajueiro
reticulada (Silva e col., 2006).

A banda em aproximadamente 950 cm™ no espectro do GelGFDNP
500 °C pode ser um indicativo de C-O-C da reticulagdo. Banda com esta
atribuicdo estd presente na formacdo de 3,6-anidro-a-L-galactose como

acontece para Gracilaria birdiae (Maciel e col., 2008).

4.10. Estudos reolégicos

4.10.1. Reologia de fluxo comparativa dos géis de GFDNP e GFDP com o
Hilano G-F 20

A reologia de fluxo dos géis dialisados de fava danta, ndo purificada
e purificada, e do Hilano G-F 20 foi realizada a 36°C, variando a taxa de

cisalhamento e verificando seu efeito sobre a viscosidade (Figura 21).
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FIGURA 21- Variacdo da viscosidade com a taxa de cisalhamento das amostras
GelGFDNP, GelGFDP e do Hilano G-F 20 a T=36°C.

A Tabela 13 mostra os valores de viscosidade dos géis GelGFDNP,
GelGFDP e do Hilano G-F 20, em duas taxas de cisalhamento diferentes.
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TABELA 13 - Viscosidades dos géis de goma de fava danta, néo purificada e purificada e
do Hilano G-F 20.

Viscosidade (mPa.s)
Amostra Taxa de cisalhamento 25 | 1@ de4c(;8:2I_r11amento
GelGFDNP 10.070 46,4
GelGFDP 12.110 214,3
Hilano G-F 20 21.110 229,6

A Figura 21 mostra que tanto os géis de fava danta como o Hilano
G-F20 apresentam comportamento pseudoplastico.

Comparando a viscosidade, na taxa de cisalhamento 2 s™, dos géis
GelGFDNP e GelGFDP (Tabela 13) com os valores de viscosidade das
respectivas gomas (Tabela 8), constata-se que para a GFDNP houve um
aumento de apenas 9 vezes apos a formacdo do gel, enquanto que para a
GFDP o aumento foi bastante significativo de quase 130 vezes com a formacao
do gel. Pode-se afirmar entdo que a reacdo com glutaraldeido aumenta
consideravelmente a viscosidade da goma de fava danta, especialmente para a
purificada.

Nota-se ainda que as viscosidades dos géis (GelGFDNP e
GelGFDP) sao da mesma ordem de grandeza que a do medicamento utilizado
no tratamento de osteoartrose, o Hilano G-F 20.

4.10.2. Reologia oscilatéria dos géis de GFDNP e GFDP e do Hilano G-F 20

A fim de estudar as propriedades Vviscoelasticas dos géis
GelGFDNP, GelGFDP e do medicamento Hilano, verificou-se como os dois
modulos de viscoelasticidade se comportam frente a variacdo da frequéncia de
oscilacdo do experimento. A Figura 22 mostra o comportamento reologico dos
géis dialisados (GelGFDNP e GelGFDP) e do Hilano G-F 20 na faixa em Hz

gue compreende a faixa de freqiiéncia do joelho normal (2 a 8 rad/s).
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FIGURA 22 — Comportamento viscoeléstico para os géis GelGFDNP, GelGFDP e para o
Hilano G-F 20 a 36°C.

A Tabela 14 mostra os valores dos moédulos de cisalhamento (G’ e
G”) e a relacdo G'/G” dos géis GelGFDNP, GelGFDP e do Hilano G-F20, em
duas frequéncias distintas.

TABELA 14 - Pardmetros viscoeldsticos para os géis de goma de fava danta, ndo
purificada e purificada e para o Hilano G-F 20, a 36°C.

Frequiéncia: 2 rad/s Freqiiéncia: 8 rad/s
Amostras G G” GG’ G G” GG’
GelGFDNP | 57,01 6,25 9,1 60,19 6,36 9,4
GelGFDP 73,13 8,25 8,9 77,08 5,88 13,1
Hilano G-F 20 | 73,99 27,35 2,7 99,05 26,66 3,7

Para todas as amostras, o modulo de cisalhamento elastico G’ é
superior ao modulo de cisalhamento viscoso G” e ambos possuem uma
pequena dependéncia da frequiéncia, na faixa estudada.

O liquido sinovial saudavel sempre apresenta G’ maior que G” na
faixa de frequéncia do joelho (2 a 8 rad/s) (Pelletier e col., 2001).

Nos extremos dessa faixa, o Hilano apresenta valores de G’ e G”
maiores que 0os mesmos moédulos dos géis da galactomanana.

A uma freqUéncia de 8 rad/s, os trés materiais analisados podem ser
classificados como géis verdadeiros, pois a razao G’/G” € maior que trés para
todas as amostras, e tem valor maximo de 13,1 para o GelGFDP. No entanto,

em 2 rad/s apenas o Hilano G-F 20 apresentou G’/G’< 3.



59

5. CONCLUSOES

Galactomananas podem ser facilmente obtidas a partir de sementes
de Dimorphandra gardneriana. O rendimento é comparavel com os
apresentados por galactomananas obtidas de sementes brasileiras e para
goma guar extraida das sementes Cyamopsis tetragonolobus.

A purificacdo pelo método de Fehling da fava danta mostrou
rendimento um pouco superior ao da goma guar pelo mesmo método. Esse
método foi eficiente na reducdo de proteina, comprovada pela diminuicdo dos
valores de turbidez e de massa molar para as amostras purificadas.

As gomas de fava danta ndo purificada e purificada e de guar nao
purificada apresentaram comportamento pseudoplastico, enquanto que a goma
guar purificada é um fluido Newtoniano. A uma taxa de cisalhamento fixa, as
gomas de fava danta mostraram maiores valores de viscosidade que a goma
de guar.

O método de reticulacdo da goma de fava danta apresentou
eficiéncia para a obtencdo de um gel fluido deste polissacarideo, que pode ter
sua viscosidade controlada durante sua obtencao, pela interrupgéo da reacéo
por colocacdo do sistema em dialise.

Hidrogéis fluidos de goma de fava danta ndo purificada e purificada
foram obtidos apés 15 a 17 dias de reticulacdo. A GFDNP atingiu o maior valor
de viscosidade no final da reacdo. A viscosidade da GFDP foi menor que a
GFDNP e semelhante & da GguarNP.

Os géis de fava danta bem como o Hilano G-F 20 foram
considerados como fluidos pseudoplasticos, do mesmo modo que para o
liquido sinovial em condi¢Bes normais.

A reticulagcdo com glutaraldéido promoveu um aumento consideravel
de viscosidade, em relacdo as gomas. Constatou-se que para a GFDNP houve
um aumento de apenas 9 vezes apos a formacédo do gel, enquanto que para a
GFDP o aumento foi bastante significativo de quase 130 vezes com a formacao
do gel. Para essas amostras, na faixa de frequéncia do joelho normal, o G’ é

superior ao G”, e elas sédo consideradas géis verdadeiros.
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