Monitorizacao do Processo de Purificacao de
Gomas Naturais: Goma do Cajueiro
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Resumo: Na tentativa de obten¢do de uma goma de elevado grau de pureza e totalmente na forma de sal de
sodio, foi desenvolvido um método de purificagdo envolvendo quatro estagios. O primeiro desses estagios,
o isolamento, seguiu o procedimento desenvolvido por Rodrigues et al.'. Os dois seguintes, denominados
primeira e segunda purifica¢des, envolveram repetidas dissolugdes em H»O, a primeira delas em presenga de
NaCl, com subseqientes precipitagdes com etanol. No ultimo deles, utilizou-se troca idnica e liofilizagdo. Os
varios estagios foram monitorados pelo teor de cinzas, umidade, proteina e de cations presentes. O teor de
acidos uronicos, a viscosidade intrinseca e a distribui¢do de massa molar por GPC foram também determi-
nados ao longo das purificagdes. A goma do cajueiro (Anacardium occidentale L.) foi utilizada como

substancia-teste.
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Introducao

Gomas naturais sao polissacarideos que sofrem
hidratagdo em éagua fria ou quente, formando dis-
persoes coloidais, solugdes altamente viscosas ou até
mesmo géis. Elas podem ser obtidas de exsudatos de
arvore, de sementes, de algas ou por fermentacio
microbioldgica. Suas impurezas mais freqiientes sdo
0s sais inorgdnicos e outras substancias de baixa
massa molar, além de proteinas, ligninas e acidos
nucléicos®>. A retirada dessas impurezas ¢ inicial-
mente feita por meio de um processo denominado
isolamento.

Rodrigues et al.' compararam dois métodos de
isolamento de gomas naturais, o de Anderson®, que é
efetuado pela trituragdo, dissolugio em HO fria,

filtragdes, didlise e liofilizagdo e o outro de Rinaudo
e Milas®, que utiliza trituragio, dissolugdo em H0
com ajuste de pH e a temperatura ambiente, filtragdo
e precipita¢do com etanol. O método Rinaudo e Milas
foi considerado o melhor por apresentar maior ra-
pidez do processo, maior rendimento, menor possi-
bilidade de contaminagdo e maior homogeneidade do
material isolado.

Rinaudo e Milas® aconselham a utilizagdo de
mais dois estagios (primeira e segunda purificagdes)
para tornar completa a purificagdo de gomas, trans-
formando-as totalmente em sal de Na. Um processo
global de purificagdo de gomas, incluindo o isola-
mento, os dois estagios de purificagdo e um ultimo
de liofilizagdo, sera testado e monitorado por meio
do teor de cinzas, umidade, proteina e de cations
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presentes. O teor de acidos urdnicos, a viscosidade
intrinseca e a distribuicdo de massa molar também

serdo determinados ao longo das purificagdes. A

goma do cajueiro (Anacardium occidentale L.) foi
utilizada como substéncia-teste.

A goma do cajueiro é um heteropolissacarideo

acido ramificado contendo os seguintes constituintes
principais: galactose, arabinose, ramnose, glicose,
acido glicurbnico, além de pequenas quantidades de
manose, xilose e dcido metilglicurdnico®. A sua com-
posicdo percentual depende da origem. As gomas
indiana e papuana contém aproximadamente 60% de
galactose, 15 % de arabinose, 9% de.glicose e 7% de
ramnose*. Ja a goma brasileira contém em torno de
70% de galactose, apenas 5% de arabinose, 11% de
glicose € 4% de ramnose’. O teor de 4cido glicurdnico
¢ aproximadamente o mesmo (~6%), independen-

temente da origem da goma*’.

Experimental

Processo de purificacdo

A goma bruta foi coletada em julho de 1990 de
exsudatos naturais de cajueiros do tipo comum, pro-
dutores de fruto de cor laranja. A plantagdo experimen-
tal é proveniente da EMBRAPA (Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria) e estd localizada no mu-
nicipio de Pacajus (Ceara). No estagio de isolamento,
como sugerido por Rodrigues et al.!, a goma bruta foi
separada da maior parte das suas impurezas e seus
constituintes acidos neutralizados (Fluxograma 1).

A primeira purificagdo teve como objetivo subs-
tituir os cations presentes na goma (K*, Ca®*, Mg?*,
Fe**) por Na*, por meio da adigio de excesso de
cloreto de sodio,e retirar as impurezas ainda presen-
tes. Nesse estdgio, foram dissolvidos 4 g da goma
isolada em 100 mL de H>O, na presenca de 5 g de
NaCl, e o sistema foi submetido &s seguintes etapas:
filtragdo, precipitacéo, nova filtragdo e lavagem do
precipitado (Fluxograma 2).

O excesso de NaCl que precipitou com a goma
na primeira purifica¢do foi eliminado na segunda
purificagdo (Fluxograma 3). Para realizar essa se-
gunda purificacdo, cada aliquota de 3 g foi dissolvida
em 100 mL de H,O e submetida as mesmas etapas
citadas na primeira purificagdo.

Para garantir a goma totalmente na forma de sal
de Na, foi feita uma elui¢do em uma coluna de troca
iénica tipo amberlite IR- 120H". A troca dos fons H"
por Na* da coluna foi previamente feita pela eluigio
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Fluxograma 1. Etapas do isolamento da goma do cajueiro.
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Fluxograma 2. Etapas da primeira purificagio da goma do cajueiro.
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Fluxograma 3. Etapas da segunda purifica¢@io da goma do cajueiro.

de uma solugéo de NaCl 1M. A solugéo de goma na
forma de sal, oriunda da coluna, foi liofilizada em trés
aliquotas de 200 mL em um liofilizador modelo
L4KR, Edwards de alto vacuo (Fluxograma 4). O
material oriundo de cada liofilizagdo foi misturado
aos demais para homogeneizacio.

Métodos de analise

As amostras de goma obtidas nos quatro estagios
de purificagfo foram analisadas no que se refere a
seus teores de umidade, cinza e N (proteina). Foram
determinados ainda os teores de cations e de gru-
pamentos carboxilicos e a viscosidade intrinseca.

O teor de umidade foi obtido por diferenga de
peso apds aquecimento a 105 °C e o teor de cinza por
aquecimento em mufla a 700 °C, ambos efetuados até
peso constante. O teor de proteina foi calculado a
partir do resultado da analise elementar de N, fa-
zendo-se uso da relagdo %N x 6,258,

Para possibilitar a analise dos cations, foi feita
inicialmente a digestdo das véarias amostras de goma em
uma mistura de acido nitrico e acido perclérico na
proporgdo 2:1 (v/v). Para a determinacdo de Na* e K*
foi utilizado um fotdmetro de chama B 262 da Micronal
e para andlise de Ca**, Mg®" e Fe**, um espectro-
fotdmetro de absorg@o atdmica Perkin-Elmer 3030 B.
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Fluxograma 4. Etapas do estagio de liofilizagdo da goma do cajueiro.

A porcentagem de grupamentos carboxilicos
(4cidos urdnicos ) na forma neutralizada (sal de Na)
e na forma 4cida fol obtida por titulagdes con-
dutométricas com HCI1 0,01 M e NaOH 0,01 M, res-
pectivamente, como utilizado por Rodrigues et al.'.
Empregou-se um condutivimetro LF 521 WTW
com eletrodo de platina platinizado de constante
1,000 cm™!, a temperatura de 25 + 0,1 °C.

Todas as analises foram feitas, no minimo, em
duplicata.

As medidas de viscosidade foram efetuadas em
NaCl 1 M, utilizando-se um viscosimetro tipo Ubbe-
lohde com didmetro capilar 0,3 mm. O tempo de
escoamento do solvente foi de 293 s a 25,0+ 0,1 °C.
Foram determinadas as viscosidades intrinsecas das go-
mas obtidas nos quatro estagios. Os tempos de escoa-
mento foram medidos para as diversas concentragdes de
goma apos cada diluigdo no viscosimetro, partindo-se da
concentragio em torno de 0,5 g/dL e finalizando com
aproximadamente 0,1 g/dL. Todos os tempos de
escoamento foram repetidos no minimo trés vezes.

As massas molares médias foram estimadas atra-
vés de um cromatégrafo liquido HPLC da Pharmacia,
acoplado a um detector UV-1 (em 280 nm) e interli-
gado com um medidor de densidade (PAAR-DMA-
60/602). Para minimizar o efeito da carga i6nica dos
polieletrolitos, todos os experimentos foram reali-
zados em NaCl 1M. Amostras de dextrana e goma
arabica foram usadas como padrio.

Resultados e Discussao
Controle dos estagios de isolamento e purifi-
caedo da goma do cajueiro

No estagio de isolamento, foram utilizadas as
condi¢des determinadas por Rodrigues et al.!, sem
nenhuma modificag@o ou ajuste.
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Para encontrar as condi¢Ges ideais de cada estagio
de purificagdo, foram realizados varios testes vari-
ando-se a concentragdo da solugfo de goma (entre 2,
3 e4 %), aproporgdo etanol/ solugdo aquosa de goma
(entre 70/30 e 80/20 ) e a quantidade de NaCl (entre
5 e 10 g/100 mL de solug?o). Essas condi¢des ideais
sdo aquelas que venham a fornecer um material
solavel (baixa turbidez da solugfo), com pouca pre-
cipitagdo de NaCl (baixa condutincia da solugio) e
por meio de um processo com um bom rendimento.

As condigdes ideais para cada etapa foram des-
critas na parte experimental e constam dos Fluxo-
gramas 2, 3 e 4. O processo como um todo pode ser
visualizado no Esquema 1.

Analise das amostras de goma de cajueiro

A Tabela 1 apresenta alguns dados caracteristi-
cos das gomas bruta, isolada, 1? e 2% purificadas e
liofilizada.

GOMA BRUTA

| ISOLAMENTO |-——>GOMA ISOLADA

O teor de umidade foi utilizado para corregdo de
massa. Os teores de cinza registrados para as gomas
bruta, isolada, 2* purificada e liofilizada sdo proxi-
mos € suas variagdes estdo dentro da faixa do erro
experimental. A goma 1? purificada, no entanto, apre-
senta um valor superior ao das demais. Pressupde-se
que tenha havido uma coprecipitagdo do NaCl, ja que
nesta etapa de purificagdo 50 g deste sal foram adi-
ctonados por litro de solug@o de goma e a evaporagado
do NaCl s6 é registrada a partir de 700 °C°.

A porcentagem de proteina foi determinada para
a goma bruta, isolada e liofilizada. O maior valor foi
registrado para a goma bruta. Isto pode ser explicado
ndo s6 pela maior quantidade de proteina mas tam-
bém pela presenca de outros compostos nitrogenados
tais como aminoacidos, que foram também compu-
tados quando a porcentagem de proteina foi calculada
por %N x 6,25. Observa-se que mesmo a goma
considerada pura — a liofilizada —, contém ainda

| 1 PURIFICAGAO |—> GOMA I* PURIFICADA

| 2' PURIFICACAO |—> GOMA 2° PURIFICADA

| LioFILIZACAO
GOMA LIOFILIZADA
Esquema 1. Seqlienciamento dos estagios de purificagdo de gomas.
Tabela 1. Caracteristicas da goma do cajueiro em vdrios estagios de purificacio.
Caracteristica Goma
bruta isolada ‘1% purificada 2° purificada liofilizada
Cor do s¢lido dmbar branco branco branco branco
Aspecto do sélido pé po pod flocos
Aspecto da solugdo escura e turva limpida limpida limpida limpida
Rendimento (%) - 78 90 77 -
Umidade (%) 13,0 15,0 10,2 9,0 43
Cinza (%) 0,92 1,10 2,36 0,98 0,92
%N 0,28 0,19 - - 0,17
Proteina (%) 1,75 1,19 - - 1,06
Acidos urénicos (%) '
Forma salina - 6,0 6,0 6,0 6,0
Forma acida - 0,0 0,0 0,0 0,0
[nJemNaCl 1 M - 8,6 8,1 8,0 7,3
(mL/g)
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proteina residual, provavelmente na forma de um
complexo arabinogalactano-proteina (AGP). Na go-
ma de cajueiro isolada foi detectada a presenga de 6%
deste complexo’, que existe também na goma aré-
bical®1L12

Os 4acidos urdnicos presentes na goma do ca-
jueiro foram identificados por Anderson® como éci-
dos glicurdnicos. O teor destes acidos permanece
constante ao longo dos estagios de purificagdo e ¢
semelhante ao determinado por Rodrigues et al.! para
a goma de cajueiro isolada (6,3%). Constata-se, tam-
bém, que todos os grupamentos RCOOH presentes
inicialmente no polissacarideo foram neutralizados,
tendo-se apenas a goma na forma de sal.

Verifica-se na Fig. 1 que os cations presentes
na goma bruta sdo principalmente Na*, K*, Ca®* e
Mg 2* Constata-se, também, uma diminui¢do nos
teores de K*, Ca®* e Mg?" ao longo das purificagdes,
cations estes que estariam sendo substituidos por
Na®. A goma 1° purificada, no entanto, apresenta um
porcentual de Na* anormalmente elevado, mas con-
dizente com a co-precipitagdo de NaCl, ja indicada
pelo alto teor de cinzas desta goma. Na goma 2°
purificada, o teor de Na* decresce, confirmando as-
sim a retirada do excesso de Na* presente.

Observa-se, como previsto, que o porcentual de
Na* com relagdo ao total de cations presentes au-
menta com os estigios de purificagdo. Nas gomas
bruta e isolada, ele fica em torno de 70%. Sobe para
94,7% na goma 2° purificada. Na goma liofilizada,
apenas 0,2% dos fons presentes (Ca?* e Mg?* ) ndo
foram substituidos por Na*, o que indica eles estarem
fortemente ligados & goma.

Para determinacdo da viscosidade intrinseca das
gomas purificadas em cada estagio foram feitos grafi-
cos da viscosidade reduzida (nesp/c) vs. concentragdo
do polimero, mostrados na Fig. 2. Observa-se um
decréscimo nos valores da viscosidade intrinseca ao
longo das purificagdes que pode estar associado a
variagdo na massa molar média. Por outro lado, as
constantes de Huggins (k, obtidas da inclinac¢do das
retas) ndo variam uniformemente. O comportamento
an6malo para a goma isolada pode estar relacionado
com diferenga de solubilidade.

Os cromatogramas de GPC para a goma do ca-
jueiro purificada nas quatro etapas estio mostrados
na Fig. 3. Trés picos principais (A, B, C) foram
detectados pela densidade. Somente um pico, corres-
pondente ao A, foi detectado por absorgio na regido
do ultravioleta. Segundo Paula e Rodrigues’, na go-
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ma de cajueiro isolada o pico A corresponde ao
complexo polissacarideo-proteina, de massa molar
em torno de 10% e os picos B e C a polissacarideos de
massas molares, respectivamente 3,2 x 10* e 1,6 x
10*. Assumindo a quantidade de material como pro-
porcional as diferencas de densidade, os autores iden-
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Isolada 2° Purificada

Figura 1. Distribuigdo do teor de Na", K*, Ca’e Mg2+ nas amostras
de goma obtidas nos varios estagios de purificagio. O teor de Na* foi
dividido por um fator de 10 para facilitar a comparagio.
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Figura 2. Viscosidade reduzida versus concentragdo de goma do
cajueiro nos varios estidgios de purificagdo. Solvente NaCl 1M e
temperatura 25 °C. Goma: (®) isolada, (©) 1* purificada , (4) 2*
purificada, (M) liofilizada.
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Figura 3. Cromatogramas GPC de solugdes de goma do cajueiro nos
vérios estagios de purificagdo. Solvente NaCl 1 M.

tificaram a goma de cajueiro isolada como formada
por 6% do complexo polissacarideo-proteina, 42%
do polissacarideo B e 52% do polissacarideo C.
Comparando-se os quatro cromatogramas, ob-
serva-se que ao longo das purificagdes ocorre uma
diminui¢fo da fragdo A, correspondente ao complexo
protéico, o que € compativel com a diminuigdo do
teor de proteina (1,6% na goma isolada e 1,1% na
goma liofilizada). Verifica-se, também, uma maior
proporgdo da fragdo B em relag@o a fragdo C.

A manutencio do volume de elui¢do correspon-
dente aos picos B e C mostram que os corresponden-
tes polissacarideos ndo foram degradados. A reducdo
da quantidade de complexo proteina-polissacarideo
durante as etapas de purificagdo indica que a amostra
como um todo foi fracionada. Adotando-se a mesma
sistematica de calculo de Paula e Rodrigues’, pode-se
identificar a goma liofilizada como constituida por
3% do complexo polissacarideo-proteina, 48% do
polissacarideo de massa molar 3,2 x 10* e 49% do
polissacarideo de massa molar 1,6 x 10%. A partir
destes valores, a massa molar ponderal média da
goma liofilizada pode ser estimada, obtendo-se o
valor de 5,0 x 10*. A goma isolada apresenta uma
massa molar ponderal média estimada em 6,5 x 10%,
A diminui¢do na massa molar média ao longo das
purificagdes confirma a justificativa anteriormente
feita para explicar a diminuigdo da viscosidade in-
trinseca.
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Conclustes

A utilizagdo dos quatro estagios seqiienciados
para a purificagdo da goma proporcionou as seguintes
caracteristicas:

a) substituigdo paulatina dos cations Mg?*, Ca?*
e K* por Na™;

b) diminui¢io do teor de proteina, apesar de
permanecer uma porcentagem de proteina residual,
provalvelmente devido ao complexo arabino-galac-
tano-proteina;

¢) manutengdo do teor de acidos urdnicos;

d) reducio da viscosidade intrinseca;

e) ndo ocorréncia de degradagdo dos polissa-
carideos;

f) fracionamento da amostra como um todo, de-
vido a reduc@o da quantidade do complexo arabino-
galactano-proteina, o que € desejavel no processo de
purificacéo;

g) pequena diminui¢do da massa molar média ao
longo dos estagios de purificagéo.

A goma submetida a esses processos apresentou
alto teor de pureza, boa solubilidade e, como desejado,
foi transformada predominantemente em sal de sédio.
As outras caracteristicas inerentes ao polissacarideo
foram preservadas. Essa sistematica de purificagdo de
gomas, apesar de demandar tempo, € essencial para
a obtencdo de um material de elevado grau de
pureza, necessario para estudos mais refinados,
como os de caracterizagdo ou espectroscopicos, por
exemplo.
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