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OTIMIZACAO DE PROTOCOLO DE EXTRACAO ETANOLICA DE POLISSACARIDEOS CONTIDOS
EM DIFERENTES SEMENTES DE PLANTAS
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RESUMO: O interesse crescente pelo desenvolvimento de produtos de origem bioldgica, que utilizem tecnologias
de processamento que possam diminuir a dependéncia social por produtos sintéticos, tem incentivado a prospeccao
de polimeros naturais. Polissacarideos sé@o biopolimeros que apresentam propriedades interessantes a uma série
de aplicacdes biotecnoldgicas, especialmente por serem biodegradaveis, biocompativeis e de baixa ou nenhuma
toxicidade. O processamento de polissacarideos a nivel industrial, porém, requer inUmeras etapas prévias; dentre
elas, a extracdo é considerada fator determinante para a obtencéo de um bom rendimento e a possivel replicacéo
em escala industrial. Este trabalho teve como objetivo otimizar a metodologia de extracdo de polissacarideos
proposta por Albuquerque et al., (2014) para os polissacarideos das sementes de Morinda citrifolia (Polinoni) e
Senna occidentalis (Polimaniji). A extracao foi realizada por precipitagdo etandlica, centrifugacdo e lavagens com
etanol e acetona; em seguida, foram calculados os rendimentos de extracdo e a concentracao total de carboidratos.
Finalmente, a natureza polissacaridica dos biopolimeros foi analisada por FT-IR. Polimanji e Polinoni foram extraidos
com 19,84 £ 1,19 % e 5,63 + 1,59 % de rendimento e apresentaram concentracéo de carboidratos totais de 3,25 +
0,17 mg/mL e 6,66 + 0,20 mg/mL, respectivamente. O FT-IR apresentou picos de absorcdo caracteristicos de
polissacarideos para ambos os biopolimeros. Os resultados obtidos indicam que a otimizag&o do protocolo extrativo
desponta como uma técnica eficiente na extracdo de polissacarideos contidos em sementes de plantas por se
adequar as caracteristicas de cada substrato, além de apresentar baixo custo e duragédo quando comparado a outros
métodos.
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ABSTRACT: The growing interest in the development of products of biological origin, which use processing
technologies that can reduce the social dependence on synthetic products, has encouraged the prospecting of
natural polymers. Polysaccharides are examples of biopolymers that have interesting properties for various
biotechnological applications, especially because they are biodegradable, biocompatible, and low or no toxic. The
processing of polysaccharides at the industrial level, however, requires numerous previous steps; among them,
extraction is considered a determining factor for obtaining a good yield and possible replication on an industrial scale.
This work aimed to optimize the polysaccharide extraction methodology proposed by Albuquerque et al., (2014) for
the polysaccharides of Morinda citrifolia (Polinoni) and Senna occidentalis (Polimanji) seeds. The extraction was
performed by ethanolic precipitation, centrifugation, and washes with ethanol and acetone; then, extraction yields
and total carbohydrate concentration were calculated. Finally, the polysaccharide nature of biopolymers was
analyzed by FT-IR. Polimanji and Polinoni were extracted with 19.84 + 1.19 % and 5.63 £ 1.59 % yield and presented
a total carbohydrate concentration of 3.25 + 0.17 mg/mL and 6.66 + 0.20 mg/mL, respectively. FT-IR showed
absorption peaks characteristic of polysaccharides for both biopolymers. The results obtained indicate that the
optimization of the extractive protocol emerges as an efficient technique in the extraction of polysaccharides
contained in plant seeds because it adapts to the characteristics of each substrate, besides presenting low cost and
duration when compared to other methods.
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INTRODUGAO

A bioprospeccdo de polimeros de interesse
cientifico tem-se intensificado nos udltimos 20 anos,
principalmente no que se refere a incessante busca de
matérias-primas biodegradaveis e sustentaveis em
substituicdo a polimeros sintéticos (KARGARZADEH et
al. 2017). Polissacarideos sdo macromoléculas
extraidas naturalmente de algas, plantas, fungos,
animais e via fermentacao microbiolégica, geralmente
neutros, constituidos por um ou diferentes tipos de
monossacarideos e  potencialmente  (teis na
bioprospeccao de moléculas (DA CUNHA et al., 2009).

Os polissacarideos podem ser classificados
como gomas ou mucilagens e geralmente sao extraidos
com bom rendimento, podendo ser direcionados a
promissoras aplicagdes biotecnolégicas devido as
propriedades de sustentabilidade, biodegradabilidade,
biodisponibilidade, biocompatibilidade e baixa ou
nenhuma toxicidade (ALBUQUERQUE et al.,, 2018).
Manjerioba, nome popular da Senna occidentalis, € um
arbusto pertencente a familia das Leguminosas,

subfamilia  Caesalpiniaceae, que contém um
endosperma rico em polissacarideo do tipo
galactomanana. Pela versatilidade de aplicacbes

biotecnolégicas deste polissacarideo, diversos estudos
estdo sendo desenvolvidos visando a utilizacdo da
galactomanana em escala industrial devido ao seu
potencial para substituicdo de gomas convencionais e as
propriedades reoldégicas como pseudoplasticidade, alta
viscosidade e solubilidade em agua (GUPTA et al., 2005,
(MIRHOSSEINI &  TABATABAEE, 2012). O
polissacarideo extraido do endosperma das sementes
de Morinda citrifolia, conhecida popularmente como
Noni, uma &rvore pertencente a familia Rubiaceae,
subfamilia Rubioideae, também se destaca por suas
propriedades inerentes e caracteristicas como alto
rendimento de extracdo, bioatividade e potencial
antioxidante e antiproliferativo (LI et al., 2020).

A busca por novos produtos que apresentem
origem natural, beneficios a salde e bem-estar da
populagdo tem crescido nos ultimos anos e ganhado
forca e destague com a visibilidade promovida pelas
redes sociais. No que se refere a aplicagcéo industrial de
polissacarideos na area de alimentos, amido, celulose,
quitina, agar, alginato, pectina e galactomanana séo os
principais biopolimeros reportados pela literatura
cientifica, apresentando excelentes resultados como
fibras dietéticas (JIANG et al., 2020), modificadores de
textura, estabilizantes e/ou emulsionantes (FENG et al.,
2020; NECKEBROECK et al.,, 2020), agentes
gelificantes (AVELAR; EFRAIM, 2020), espessantes
(AGYEMANG et al.,, 2020), substitutos de gorduras
(ANDRADE et al, 2018) e como revestimento de
alimentos (KRITCHENKOV et al., 2019), onde foram
eficientemente relatados por aumentar o tempo de
prateleira e diminuir a contaminagdo microbiana de
queijos (GONZALEZ-FORTE et al., 2019; GUITIAN et
al., 2019; KRITCHENKOQV et al., 2020) e frutas (XING et
al., 2020, NASCIMENTO et al, 2020). Logo,
polissacarideos podem ser considerados seguros o
suficiente para consumo na forma de aditivos
alimentares (RANA et al., 2011).

A aplicacao biotecnolégica de polissacarideos,
como revestimento de produtos alimentares, por
exemplo, requer muitas etapas prévias; o método de
extragdo € um dos principais, sendo considerado um
fator determinante para a obtencdo de um bom
rendimento de extracdo e a possivel replicacdo do
mesmo em escala industrial. O método proposto por
Albuquerque et al. (2014) para a extracdo de
polissacarideos contidos em sementes de plantas é uma
técnica eficiente e de baixo custo para a obtencdo de
polissacarideos a curto prazo, tendo sido desenvolvido
por um grupo de pesquisa com base no estado de
Pernambuco. O objetivo do presente trabalho foi otimizar
0 método de extragdo de polissacarideos de
Albuquerque et al. (2014) para as sementes de Senna
occidentalis e Morinda citrifolia, ambas coletadas no
Agreste do estado de Pernambuco.

MATERIAL E METODOS
calculo do

Extracdo dos polissacarideos e
rendimento da extracéo

Sementes de Noni (M. citrifolia) e de Manjerioba
(S. occidentalis) foram coletadas nas cidades de Barra
de Guabiraba e Jucati, ambas localizadas no Agreste
Pernambucano, sob as coordenadas S 8°25°26.1804”, W
35°40°32.61” e S 8°%4214.3136, W36°29'27.5208,
respectivamente. O polissacarideo usado como reserva
de energia para as sementes e contido em seus
endospermas foi extraido segundo a metodologia de
Albuquerque et al. (2014), com algumas modificagdes.

As sementes de Noni, separadas da polpa do
fruto, e as de Manjerioba foram fervidas em agua
destilada [1: 5 (p/v)] a 100 °C por 1 h, para inativacdo
enzimatica, e mantidas em agua por 18 h a 25 °C. Apés
esse periodo, cada pool de sementes foi triturado em
liquidificador com NaCl 0,1 M [5% (p /v)] a 25 °C, filtrado
através de um tecido voil e precipitado com etanol 46%
[1: 3 (v/V)] por 18 h. Posteriormente, os precipitados
foram centrifugados (9000 rpm, 5 min, 4° C) e lavados
com alcool PA e acetona [1:1 (v/v)] apenas uma vez,
usando centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes ja
mencionadas entre cada lavagem. Os precipitados
obtidos foram secos em temperatura ambiente (25°C),
triturados em almofariz e pistilo e, finalmente,
denominados de Polinoni (M. citrifolia) e Polimaniji (S.
occidentalis). O rendimento de extracdo foi calculado
dividindo a massa final de polissacarideo (Mf) pela
massa inicial da fonte (Mi) e expressa como %.

Determinacédo de carboidratos totais

A concentracdo de carboidratos totais foi
realizada segundo a metodologia descrita por DUBOIS
et al. (1956).

Caracterizacdo dos polissacarideos

FTIR

A espectroscopia de infravermelho transformada
de Fourier foi usada para avaliar as interagdes quimicas
de cada amostra. As medi¢des foram realizadas através
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do modo de reflectancia atenuada (ATR) nas condicdes
de 400 a 4000 cm™, 16 scans e resolucdo de 4 cm™. A
andlise de dados foi realizada com o GraphPad Prism
5.00.288 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,
EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método de extracdo de polissacarideos
(ALBUQUERQUE et al., 2014) foi proposto com base em
sua ampla utilizacédo por grupos de pesquisa do Estado
de Pernambuco e por suas referéncias de coleta na
mesorregido do Agreste Pernambucano, apresentando
6timos rendimentos para a extracao de polissacarideos
do tipo galactomanana (ALBUQUERQUE et al., 2016;
ALBUQUERQUE et al., 2017a; ALBUQUERQUE et al.,
2017b; ANDRADE et al., 2018a; ANDRADE et al.,
2018b; LEAL; ALBUQUERQUE. 2020) e xiloglucana
(ARRUDA et al., 2015; FARIAS et al., 2018). As
modificacbes na metodologia de extragdo para este
trabalho aconteceram no intuito de adequar o método
para diferentes sementes de plantas, sendo proposta a
trituracdo das sementes com casca, centrifugacdo em
substituicdo a filtracdo com tela de serigrafia entre cada
etapa de lavagem e apenas uma lavagem com o0s
reagentes alcool PA e acetona.

Os rendimentos de extragdo para Polinoni e
Polimaniji foram, respectivamente, 5,63 + 1,59 % e 19,84
+ 1,19 %. Embora apresentem resultados inferiores aos
valores de 36 £ 8 e 72 + 5% reportados pelos autores
que utilizaram a metodologia de Albuquerque et al.
(2014) como método extrativo (ALBUQUERQUE et al.,
2016; ALBUQUERQUE et al., 2017a; ALBUQUERQUE
et al., 2017b; ANDRADE et al., 2018a; ANDRADE et al.,
2018b; ARRUDA et al., 2015; FARIAS et al., 2018; LEAL;
ALBUQUERQUE. 2020), Polinoni e Polimanji foram
eficientemente extraidos com o método otimizado, o qual
ainda pode ser considerado mais eficiente e menos
custoso do que outros métodos de extracdo de
polissacarideos descritos na literatura (Tabela 01).

O resultado obtido para Polinoni é semelhante
aos valores jA4 reportados para a extracdo de
polissacarideos contidos em sementes a partir de
espécies da mesma familia, como Genipa americana,
com 6,5 % de rendimento (SOUZA, et al., 2018), e Coffea
spp. com valores entre 2 e 6 % (BALLESTEROS et al.,
2015). No entanto, o rendimento de extracdo do Polinoni
foi inferior aos resultados de Li et al. (2020), os quais
obtiveram valores entre 9 e 11 % utilizando trés métodos
de extracdo (extracdo com agua quente, extracdo
assistida por campo elétrico pulsado e extragcdo assistida
por ultrassom), e de Sousa et al., (2018), que reportaram
o resultado de 13 % como rendimento de extragdo do
fruto do Noni.

Embora Li et al. (2020) tenham alcancado
maiores valores de rendimento através das extracdes
assistidas por ultrassom e por campo elétrico, as
técnicas requerem um aparelho de geracado de pulso e
um ultrassom, os quais, por sua vez, agregam custo ao
processo. No que concerne a extragdo com agua quente,
mesmo aparentemente mais simples, também utiliza
etanol absoluto e centrifuga como o método otimizado
neste trabalho; a necessidade de liofilizador e

rotaevaporador, no entanto, encarece o custo da técnica
e prolonga o processo de extracdo. Etanol em diferentes
proporcdes, a exemplo de 4:1 (SOUZA, et al., 2018;
CASTRO, 2007; ALVES, 2013) e 3:1 (SILVA, 2012), e
éter de petroleo (BALLESTEROS, et al., 2015) séo
alguns dos reagentes utilizados para precipitacdo de
acucares. Embora o custo real dos reagentes acima
mencionados seja semelhante ao proposto neste
trabalho, o tempo de execucdo é significativamente
maior. Ainda, é importante salientar que Sousa et al.
(2018) utilizaram o fruto completo do Noni, enquanto a
extrag&o proposta neste trabalho iniciou apenas com as
sementes sem polpa. Portanto, ndo somente o0s
equipamentos, mas também os substratos e o0s
solventes sdo fatores determinantes para a obtencéo de
maiores valores de rendimento de extracdo e devem ser
levados em consideracdo na avaliacdo do tempo e custo
do processo.
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Tabela 1 - Diferentes resultados de rendimentos de extragao para polissacarideos de origem vegetal

Espécie Método de extragao Rendimento (%) Referéncia
'::/:g:;gﬁ: Albuquerque et al., (2014) com modificagcbes 5,63 +1,59 Este trabalho.
Senna occidentalis Albuquerque et al., (2014) com modificacGes 19,84 +£1,19 Este trabalho.
Adenant_hera Telxelra_ (_200?) 12 Castro (2007).
pavonina com modificacdes
Cassia .
. Cunha et al., (2009) 26,5 Silva (2012).
fistula
Cassia Albuquerque et al. (2016,
randis Albuquerque et al., (2014) 368 2017a, 2017b) e Andrade et
9 al. (2018a, 2018b).
Cassia occidentalis Albuquerque et al., (2014) com modificacGes 19 Leal & Albuquerque (2020).
Coffea spp Simbes et al., (2010) 2,38 Ballesteros et al., 2015.
Coffea spp Simdes et al., (2010) 4,57 Ballesteros et al., 2015.
Coffea spp Simbes et al., (2010) 6,05 Ballesteros et al., 2015.
Delonix
regia Alves (2013) 7,12 Alves (2013).

Genipa americana Souza et al., (2015)

6,5 Souza, et al., (2018).

Hymenaea courbaril Albuquerque et al., (2014) 72+5 Arruda et al. (2015).
Morinda x . .
citrifolia Extracdo com agua quente 9,19 Li et al. (2020).
'X:?rﬂgﬁs Extracéo assistida por ultrassom 11,13 Li et al. (2020).
Morinda Hirazumi and Furasawa (1999) com
citrifolia modificaces 13 Sousa et al., (2018).

Em relagédo ao Polimaniji, o rendimento de 19,84
+ 1,19 % esta de acordo com os valores reportados para
rendimentos de extracdo de polissacarideos contidos em
sementes de espécies da subfamilia Caesalpinioideae,
0s quais geralmente variam entre 8 e 40% (WHISTLER
e SMART, 1953; BUCKERIDGE et al., 1995). Quando
comparado com outras leguminosas, Polimaniji
apresenta rendimento maior do que os de A. pavonina
(CASTRO, 2007) e D. regia (ALVES, 2013); ainda, é
semelhante aos polissacarideos extraidos de C. fistula
(SILVA, 2012) e C. occidentalis (LEAL;
ALBUQUERQUE, 2020). Levando em consideragdo os
resultados obtidos, o método de extracdo utilizado neste
estudo resultou em valores semelhantes aos reportados
pela literatura cientifica e desponta como uma técnica
promissora e de baixo custo para a extracdo de
polissacarideos contidos em sementes de plantas.

A dosagem de carboidratos totais é expressa
como uma relacdo entre absorbancia e concentracédo e
analisada pela construgdo de uma curva padrdo em
relagdo a amostra a ser analisada. A solugdo de Polinoni
a 0,5 % (p/v) apresentou 6,66 + 0,20 mg/mL de
carboidratos totais, resultado inferior as dosagens
reportadas por outros autores trabalhando com
polissacarideos extraidos de sementes de plantas, a
exemplo de estudos realizados por Costa et al., (2013)
com a mesma espécie (M. citrifolia), que apresentou
valor de 27,21 + 0,82 %, e de Ballesteros et al., (2015)
para uma espécie de mesma familia com 39,00 + 0,19 %
(Coffea spp.); em contrapartida, foi superior ao
polissacarideo extraido das sementes de C. occidentalis,
com 3,25 + 0,17 mg/mL (LEAL;ALBUQUERQUE, 2020).

A solucdo do Polimanji (0,5% p/v) apresentou
concentracdo de carboidratos totais de 3,25 + 0,17
mg/mL, semelhante aos resultados obtidos por
Vercelollotti et al., (1995) em frutos pos colheita (6,78 +
0,32, 5,74 + 0,52, 4,26 + 0,08 e 3,56 = 0,60 %). Outros
autores apresentaram valores de conteldo de
carboidratos totais em porcentagem (SAMAL; DANGI,
2014) e mg/g (EI AMERANY et al., 2020). Os valores
apresentados estimam o0 que ¢é esperado para
leguminosas em relagao as concentragfes de agucares
livres de acordo com a descri¢éo da literatura; em geral,
a concentracdo de carboidratos totais pode ser
influenciada por diferentes fatores, como método de
extracdo, temperatura, metabolismo e biossintese de
diferentes acgucares, inferindo sobre a capacidade de
armazenamento de agUcares e, portanto, justificando os
diferentes valores relatados pela literatura.

O FT-IR é uma técnica valiosa para estudar
polimeros, estimando interac6es quimicas e possiveis
modificacdes em sua estrutura (ALBUQUERQUE et al.,
2018). Os espectros de FT-IR para Polimanji e Polinoni
(Figura 1) mostraram picos de absorcdo tipicos de
polissacarideos em torno de 3200-3400, 2800-2900 e
1000-1030 cm? (YUEN et al. 2009), podendo ser
atribuido a vibrag6es de alongamento entre O-H,
ligacbes C-H e C-O, respectivamente. O pico em
aproximadamente 1620 cm? estd na regido
correspondente ao alongamento assimétrico de anions
carboxilato (COO") (ZHAO et al.,, 2020; CHEN et al.,
2014).

Figura 1. Espectro de FT-IR para Polimaniji e Polinoni.
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Li et al., (2020), trabalhando com diferentes
métodos de extragdo para o polissacarideo de M.
cirifolia, reportaram picos de absor¢cdo de 3320 cm,
2928 cm? e 1622 cm no espectro de FT-IR, os quais
estdo compreendidos nas regifes acima mencionadas
para os polissacarideos analisados neste trabalho.
Ainda, os autores mostraram forte pico de absorcdo na
regido de 1000-1200 cm™1, sugerida por conter ligacao
glicosidica C-O-C e estrutura de anéis de piranose,
resultado semelhante ao demonstrado neste trabalho
para o pico de absorcdo do Polinoni a 1014 cm.
Polimaniji, por sua vez, apresentou espectro de FT-IR
muito similar ao da galactomanana extraida das
sementes de Senna tora (PAWAR; LALITHA, 2014). Os
resultados apresentados demonstram que, embora 0s
métodos extrativos apresentem diferencas significativas,
ndo sao capazes de alterar a natureza do polimero
analisado por FT-IR.

CONCLUSOES

No Brasil, as principais pesquisas desenvolvidas
com polissacarideos estdo atreladas a enorme
biodiversidade do pais e a sua potencial aplicacdo em
diferentes ramos da industria, no entanto, a ponte entre
pesquisa e mercado, ou seja, o caminho que estas
biomoléculas devem fazer até chegarem a populagéo é
laborioso, caro e estd muito aquém do esperado. A
adequacédo de um protocolo eficiente para extracdo de

polissacarideos de origem vegetal é um fator
determinante para obtencdo de bons rendimentos,
aclcares sollveis e métodos replicaveis em escala
industrial, capazes de sugerir uma série de aplicacdes
biotecnolégicas na industria alimenticia, partindo do
pressuposto que novas fontes de carboidratos estédo
ganhando atencdo especial devido a recente
preocupagdo em utilizar biopolimeros para formular
novos produtos para a industria. A otimizagdo do método
proposto por Albuquerque et al. (2014) foi eficiente na
extragdo de polissacarideos contidos em diferentes
sementes de plantas por permitir o ajuste de etapas que
se adequaram as caracteristicas de cada substrato, além
de apresentar baixo custo e pouco tempo de
processamento quando comparado a outros métodos
extrativos.

A confirmagéo da natureza polissacaridica dos
biopolimeros obtidos pelo método otimizado sugere
diversas aplicagbes biotecnolégicas dos mesmos, a
exemplo do emprego de polissacarideos na inddstria de
alimentos como revestimentos capazes de aumentar o
tempo de prateleira de diferentes produtos.
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