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RESUMO - A mucilagem é composta quimicamente por 4gua, pectinas, agucares e
acidos organicos, tornando-se viscosa na presenca de agua. O objetivo deste estudo
foi a reticulagdo da mucilagem de jaracatia (Carica quercifolia (A. St.-Hil.) Hieron)
precipitada, a qual é composta por polissacarideos naturais, para uso como
adsorvente de proteinas, aproveitando assim os produtos da biodiversidade
brasileira. Apds a extracao e precipitacdo com etanol, a mucilagem foi reticulada
com epicloridrina. O rendimento da mucilagem de jaracatia precipitada e da
reticulacdo, os grupos funcionais antes e ap0s a reticulacdo e a capacidade de
adsorcdo do reticulado utilizando papaina foram avaliados. O rendimento da
mucilagem precipitada em relacdo a massa de polpa do fruto foi de 1-1,5% e, apds
a reticulagdo o rendimento ficou em torno de 20% de mucilagem reticulada em
relacdo a massa inicial de mucilagem precipitada. Os espectros FTIR mostraram
gue houveram mudancas nas bandas caracteristicas com a reticulagdo. A capacidade
da adsorcéo de papaina mostrou-se satisfatoria, em torno de 50%.

1. INTRODUCAO

A cromatografia de afinidade é uma técnica tradicional para purificacdo de proteinas. A
utilizacdo de suportes do tipo membrana, utilizando polimeros sintéticos ou naturais, tais como
celulose, quitosana, poliamida, poli (alcool vinilico), poli (metacrilato de hidroxietila) e
polisulfona tém sido investigadas (Gebauer et al., 1996; Gan et al., 2000; Guo; Ruckenstein,
2001; Garipcan et al., 2001; Zou et al., 2001; Vyas et al., 2001; Srivastava et al., 2012; Lv et
al., 2013).

Os polimeros sintéticos, apesar da alta producédo, tém algumas desvantagens tais como
elevado custo, toxicidade, promovem a polui¢cdo ambiental durante a sintese e geralmente sdo
obtidos de fonte ndo renovavel (Jani et al., 2009; Deogade et al., 2012). Ja as gomas e
mucilagens sdo naturais, biodegradaveis, biocompativeis, atoxicas e apresentam boa relacéo
custo-beneficio (Bhardwaj et al., 2000; Yeole et al., 2006; Deogade et al., 2012).

Algumas plantas possuem a mucilagem como uma fracdo da composicéo polissacaridica
que, in vivo atua como um reservatorio de agua, pois € um produto do metabolismo interno das
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células vegetais (Qadry, 2008), e ap0s extracdo e processamento € capaz de se tornar viscosa
na presenca de agua (Cérdenas et al., 1998). Fisicamente é um sistema coloidal liquido,
liofilico, sendo, portanto, um hidrogel; quimicamente é constituida por agua, pectinas, agtcares
e acidos organicos (Misaki et al., 1972). E uma substancia translicida, amorfa e
heteropolimérica, formada por monossacarideos ou mistura de monossacarideos. Muitas
mucilagens possuem a cadeia monossacaridica combinada com &cidos urénicos (Jani et al.,
2009).

A reticulacdo consiste na formacdo de uma rede, onde as varias cadeias de um
polissacarido séo ligadas por ligacGes covalentes, tornando essas cadeias mais rigidas (Ganji;
Vasheghami-Farahani, 2009) e em geral sdo promovidas por agentes de reticulacdo, os quais
sdo substancias que apresentam baixa massa molar e grupos funcionais reativos capazes de
permitir a formacdo de ligacdes inter ou intracadeias poliméricas (Berger et al., 2004). Na
reticulacdo quimica um numero pequeno de ligagdes cruzadas entre as cadeias € suficiente para
impedir sua separacdo e passagem para a solucdo, tornando assim o polimero insollvel;
observa-se que apenas uma ligacdo entre duas cadeias ja é suficiente para que isso ocorra (Lucas
etal., 2001)

Sendo a cromatografia uma das técnicas mais utilizadas para purificacdo de proteinas, ha
perspectivas para o desenvolvimento de suportes cromatograficos com o surgimento de novos
materiais adsorventes. O objetivo do presente estudo foi avaliar a reticulacdo da mucilagem de
jaracatia precipitada e sua capacidade de atuar como adsorvente de proteinas.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

Os jaracatias (Carica quercifolia (A. St.-Hil.) Hieron) foram obtidos através da EPAGRI
— Campos Novos/SC e enviados ao LASIPO/ENQ/UFSC, os quais permaneceram congelados
até o momento da extracdo. Uma exsicata da espécie (Carica quercifolia (A. St.-Hil.) Hieron)
foi depositada no Herbério do Instituto de Biociéncias (Herbario ICN) da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul sob o nimero de tombo ICN 173708. Todos os experimentos foram
realizados em duplicata.

2.2 Métodos

Extracdo e precipitacdo: A mucilagem (proporcdo polpa/agua de 1:1,25) foi extraida
manualmente do jaracatia descascado e triturado brevemente em liquidificador. A suspenséao
foi filtrada em malha de poliéster com auxilio de vacuo e precipitada com etanol 92,8° (1:3). O
precipitado foi seco em estufa 40 °C por 48 horas.

Reticulacdo: A reticulacdo seguiu a metodologia de Teixeira-S4 et al. (2009), onde usou-
se 1 g de mucilagem precipitada, 0,3 mL de epicloridrina e 3 mL de solugéo de hidroxido de
sodio 3 M. A mistura foi deixada em estufa por 24 horas a 40 °C, e por 12 horas a 70 °C. O
reticulado foi lavado com agua destilada até atingir pH neutro e armazenado em solucéo de
NaCl 0,15 N, &cido ascérbico e azida sddica, sob refrigeracdo até 0 momento do uso.
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Rendimento: Os jaracatias (Carica quercifolia (A. St.-Hil.) Hieron) foram descascados e
avaliado o percentual de casca e polpa. O rendimento da mucilagem precipitada em relacdo a
polpa, foi avaliado a partir da massa de mucilagem precipitada obtida apds a extracao,
precipitacdo e secagem. Para o rendimento da reticulagéo, foi avaliada a massa de mucilagem
precipitada reticulada em relacdo a massa inicial de mucilagem utilizada apds a reticulacéo e
secagem.

Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR): As amostras
foram analisadas por espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), em um espectrofotobmetro FTIR Shimadzu modelo IRP Prestige-21 com detector
DLATGS, com faixa espectral de 400 cm™ a 4000 cm™ e resolugdo de 2 cm™, por transmisséo
em pastilhas de KBr de 7 mm de diametro (200-300 mg).

Ponto de carga zero: A metodologia proposta por Ferro-Garcia et al. (1998), com algumas
modificagdes, foi utilizada na determinacdo do ponto de carga zero, pHpcz;, onde 50 mL de
solugdo de NaCl 0,01 mol.L, foram adicionados em frascos erlemneyers, e quantidades pré-
estabelecidas de solucéo de HCI 0,1 M ou NaOH 0,1 M foram adicionados para se obter valores
de pH entre 1 e 12. Em seguida 0,10 g de mucilagem precipitada reticulada foi adicionada em
cada frasco e os mesmos agitados em shaker a temperatura ambiente, por 24 horas. Apos esse
periodo, o pH de equilibrio foi medido.

Capacidade de adsorcdo: Foi preparada uma solucédo de papaina 0,5%, a qual foi deixada
em contato com a mucilagem de jaracatia (Carica quercifolia (A. St.-Hil.) Hieron) precipitada
e reticulada com epicloridrina (1,5 g em 50 mL de solucdo) em tempos pré-estabelecidos sob
agitacdo leve e temperatura ambiente. O processo foi acompanhado ao longo do tempo para
obtencdo da cinética de adsorcdo; as medidas de variacdo do teor proteico foram feitas em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda 290 nm. A concentracdo foi calculada de acordo
com uma curva padréo de papaina.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Rendimento

Para os experimentos foram utilizadas 300 g de jaracatias (Carica quercifolia (A. St.-
Hil.) Hieron). Depois de descascados, a massa total de polpa/sementes foi de 200 g,
apresentando, assim, um rendimento de 66,67% de polpa/semente e 33,33% de casca. Na
precipitacdo o rendimento ficou em torno de 1-1,5%. O rendimento da mucilagem reticulada
em relacdo a massa inicial de mucilagem precipitada foi de 25%.

3.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros na regido do infravermelho obtidos das mucilagens de jaracatia precipitada
e reticulada com epicloridrina s&o mostrados na Figura 1.
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Figura 1 — Espectro de FTIR da mucilagem de jaracatia precipitada e reticulada com
epicloridrina.

Ambas as mucilagens, reticulada e néo reticulada, apresentaram uma banda forte e larga
em 3425 cm™, que pode ser atribuida ao estiramento vibracional do grupo O-H de agua e alcoois
(Silverstein et al., 2006; Pavia et al., 2008; Yuen et al., 2009). Houve uma redugdo na
intensidade das bandas 2920 cm™ e 2855 cm™, as quais sdo atribuidas as vibragdes simétricas
e assimétricas do grupamento C-H (Silverstein et al., 2006; Tavares et al., 2011) quando a
amostra foi reticulada. A banda caracteristica de grupos carbonila (C=0) de éster, em 1730 cm’
! e a banda de estiramento do grupo C-O, em 1250 cm™ desapareceram, enquanto que a banda
em 1620 cm™ teve uma leve diminuigdo na intensidade, sendo esta atribuida ao grupo C=0 de
acido (Pavia et al., 2008; Tavares et al., 2011). A banda em 1020 cm™* também teve uma leve
diminuicdo na intensidade, e esta relacionada a deformacdes simétricas e assimétricas do grupo
C-OH (Tavares et al., 2011). De acordo com Gonsalves e Aradjo (2011), a epicloridrina é
considerada um reticulante ligante de -OH.

3.3 Ponto de carga zero(pHpcz)

A Figura 2 mostra 0s pontos experimentais utilizados na obtencao do pHpc; da mucilagem
de jaracatia precipitada e reticulada com epicloridrina.
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Figura 2 — Resultados experimentais obtidos na determinac¢do do pHpc; da mucilagem de
jaracatia precipitada e reticulada com epicloridrina.

O ponto de carga zero (pHpcz) € 0 pH no qual a superficie é neutra (Guilarduci et al.,
2006). Na solucdo de mucilagem de jaracatid (Carica quercifolia (A. St.-Hil.) Hieron)
precipitada e reticulada com epicloridrina, em pH abaixo de 9,38 a superficie atraird
preferencialmente anions por estar protonada e carregada positivamente. De maneira oposta,
acima de pH 9,38, a superficie da mucilagem encontra-se desprotonada e negativamente
carregada, exercendo atracéo preferencial sobre cations.

3.4 Capacidade de adsorcéo

Os dados obtidos da adsorc¢do estdo na Tabela 1.

Tabela 1 — Dados obtidos na adsor¢édo da solucéo de papaina.

Tempo Reticulada com epicloridrina
(min) Concentracéo Adsorcao
(mg.g™) (%)
0 1,66 0
15 1,03 37,95
30 0,93 43,97
45 0,81 51,20
60 0,80 51,81

Os testes de adsor¢do mostraram que a mucilagem de jaracatia (Carica quercifolia (A.
St.-Hil.) Hieron) precipitada e reticulada com epicloridrina pode ser utilizada na purificacdo de
proteinas, pois como pode ser observado na Tabela 1, em 60 minutos em torno de 50% da
papaina foi adsorvida. A capacidade da adsorcdo de papaina mostrou-se satisfatoria, pois
mesmo com tempo de contato baixo e uso de uma quantidade pequena de adsorvente, teve-se
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uma quantidade razoadvel de papaina adsorvida, mostrando assim a boa afinidade entre o
adsorvente e o adsorbato.

Benhura e Mavhudzi (1996), utilizaram a mucilagem de ruredzo (Dicerocaryum
zanguebarium) reticulada com epicloridrina para purificar a poligalacturonase extraida do
tomate. Como podemos verificar houve Otima afinidade entre a mucilagem reticulada e a
proteina, pois obtiveram um rendimento na purificagdo de 100% (5,2 mg.g™).

Teixeira-Sa et al. (2009), purificaram a lectina por cromatografia de afinidade, onde
reticularam com epicloridrina os polissacarideos extraidos de Mucuna sloanei e utilizaram
como adsorvente, com isso obtiveram um rendimento na purificacio da lectina de 5.4 mg.g™.

4, CONCLUSAO

Nas condicdes experimentais em que foi realizado o presente trabalho, os resultados
obtidos permitiram concluir que:

o Os grupos funcionais encontrados na mucilagem de jaracatia (Carica quercifolia (A. St.-
Hil.) Hieron) precipitada e reticulada mostraram mudangas na intensidade e/ou 0 ndo
aparecimento de algumas bandas caracteristicas, quando comparadas.

o O estudo do ponto de carga zero das solu¢bes de mucilagens de jaracatia (Carica
quercifolia (A. St.-Hil.) Hieron) precipitada e reticulada com epicloridrina obteve pHpc,
de 9,38.

o Os testes de adsor¢do mostraram que a mucilagem reticulada com epicloridrina pode ser
utilizada na purificagdo de proteinas (em 60 minutos em torno de 50% da solucgdo de
papaina foi adsorvida).

. O rendimento medio da mucilagem de jaracatia (Carica quercifolia (A. St.-Hil.) Hieron)
precipitada e reticulada em relacdo a massa inicial de mucilagem precipitada foi de 25%.
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