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RESUMO

Aplicacoes biotecnologicas de polissacarideos de plantas: uma
estratégia sustentavel para a produciao em demanda

Atualmente, a busca por novas fontes de materiais pode levar ao depdsito
de patentes. Isto é importante para que novos produtos, que apresentem
caracteristicas inovadoras, potencial de reducdo de custos, rotas de
producdao ambientalmente corretas, particdo de beneficios e, finalmente,
possibilitem a exploracdao de novos mercados de maneira sustentavel.
Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
de uso de polissacarideos de plantas de diferentes fontes nos setores de
alimentos, farmacosmeéticos e papel. Os resultados sao apresentados na
forma de um artigo e 4 patentes. Os xiloglucanos de sementes de
espécies nativas de plantas (Hymenaea courbaril) e de plantulas de
eucalipto foram aplicados no processo de confeccao do papel,
demonstrando que suas propriedades mecanicas podem ser melhoradas.
Resultados similares foram obtidos com galactomananos de sementes de
Sesbania virgata e Dimorphandra mollis. O xiloglucano de H. courbaril foi
estudado mais profundamente e demonstrou-se que pode ser também
aplicado em cosmeéticos, pois nao é citotdxico, € capaz de espessar
formulacdes e interfere na producdo de colageno pela pele. As
propriedades reoldgicas do galactomanano de D. mollis foram estudadas
em comparacdao a outros galactomananos ja utilizados na industria.
Demonstrou-se que ele é apropriado para varias aplicacdes em alimentos.
Como um todo, nossos resultados indicam que tanto os polissacarideos de
sementes de espécies nativas como o de eucalipto podem ser utilizados
em varias aplicacdes de tal forma que possam fazer parte de programas
de uso sustentavel da biodiversidade, levando a beneficios tecnoldgicos e

também sociais.
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ABSTRACT

Biotechnological applications of plant polysaccharides: a sutainable
strategy for production and demand

Nowdays, the search for new sources of materials can lead to new patent deposits.
This is important because new products that display innovative features, cost
reduction potential, environmentally clean production routes, partition of benefits and
finally, may turn possible to explore differential market shares. These may be
excellent socio-environmental and market shares for biotechnology companies. In this
context, the present work aimed at evaluating the potential of use of plant
polysaccharides from different sources in the food, farmacosmetic and paper industrial
sectors. In the present work, we present studies that focus on the use of seed
polysaccharides on applications on paper, cosmetics and food industries. The results
are presented in the form of one article and 4 patents. The xyloglucan from seeds of
native tropical tree species (Hymenaea courbaril — jatoba, Copaifera langsdorffii -
copaiba) and from seedlings of Eucalyptus grandis (eucalypt) were applied to paper
making and we demonstrated that several properties of paper can be improved by
using these xyloglucans during preparation. Similar results were obtained with
galactomannans from Sesbania virgata and Dimorphandra mollis, two fast-growing
legume trees. The polymers increased paper resistance to mechanical stress so that
they can be applied for applications where more resistant papers (such as rapping
paper) are used. The xyloglucan from H. courbaril was studied more deeply,
demonstrating that it can be applied in cosmetics as it is not cytotoxic and can be
used to improve skin biochemistry such as collagen production. Galactomannan from
D. mollis was studied from the rheological point of view and its properties were
compared with other commercially used galactomannans. Our results showed that D.
mollis galactomannan is appropriate to several applications in food industries. As a
whole, our results indicate that both, native seeds and seeds of eucalyptus, might be
used in several industrial applications so that these might be used as part of
programs of sustainable use of biodiversity, leading to social and technological

benefits to society.
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INTRODUCAO

Polissacarideos: uma revisdao da proposta de classificacao,

aspectos gerais, industriais.

1. Introducao

Os polissacarideos sao macromoléculas de alto peso molecular
(escala de milhdes de Daltons) resultantes da condensacdao de um grande
nimero de moléculas de aldoses e cetoses, bem como multiplas hidroxilas.
Cada um dos variados mondmeros constituintes dos diversos tipos de
polissacarideos esta ligado ao monémero vizinho por intermédio de uma
ligacdo glicosidica formada pela ligacdo da hidroxila do carbono 1 (C-1)
com qualquer outra do mondomero subseqiliente, com eliminacao de uma
molécula de dgua (Stryer, 1995; von Poser, 2004).

Quimicamente podem ainda ser definidos como poliidroxialdeidos ou
poliidroxicetonas e seus derivados, ou como substancias que produzem
estes compostos por hidrélise (Ucko, 1992; Buckeridge et al. 2008).

De todas as moléculas organicas da natureza, os polissacarideos sao
0s mais abundantes, sendo que sua quantidade corresponde a somatoria
de todos os outros tipos de matérias organicas juntas.

Nas plantas, apesar das diferencas marcantes entre as estruturas
guimicas dos variados tipos de polissacarideos constituintes dos vegetais,
suas propriedades fisico-quimicas podem ser consideradas semelhantes
(Buckeridge et al., 2000c). Assim, tais funcdes variam desde fungoes
primarias dos polissacarideos no vegetal, como a reserva (Buckeridge &
Dietrich, 1996) e a funcao estrutural (Lima et al., 2004), até funcdes
secundarias, como controle de embebicao (Potomati & Buckeridge, 2002;

Tonini et al., 2006; Tonini et al., 2007), protecao mecanica (Groot &

12



Karssen, 1987; Groot et al., 1988; Reid, 1995; Lisboa et al., 2006) e

controle do potencial osmético das células (Bieleski, 1993).

2. Classificacao

Constituintes essenciais de todos os organismos vivos (Bruneton,
1993), os polissacarideos, tanto de origem vegetal como de outros reinos
(Fungi e Monera, por exemplo), sao divididos em dois grandes grupos. O
grupo dos homoglicanos (polissacarideos homogéneos ou
homopolissacarideos) e o grupo dos heteroglicanos (polissacarideos
heterogéneos ou heteropolissacarideos).

O primeiro grupo refere-se aos polissacarideos formados por apenas
um tipo de monossacarideo constituinte, ou seja, sao resultantes da
condensacao de um grande numero de mondmeros iguais. Como exemplo
deste grupo, cita-se o amido e a celulose, cujas estruturas e composicoes
serdo mais bem descritas a frente. Os polissacarideos pertencentes ao
segundo grupo sao formados por mais de um tipo de monossacarideo
constituinte, isto é, sdo resultantes da condensacao de diferentes tipos de
monomeros. De uma maneira geral, os polissacarideos podem ainda ser
classificados pela sua solubilidade em agua. No ambito vegetal, a exemplo
dos polissacarideos sollveis, citam-se as gomas, os polissacarideos de
parede celular e pectinas (a diferenca precisa entre estes termos sera
detalhada adiante) e, em relacdao aos polissacarideos insoluveis, cita-se a
celulose e, algumas hemiceluloses (Rombi, 1991; Bruneton, 1993; Spiller,
1994).

13



3. Nomenclatura e Sinonimia

A nomenclatura geral adotada para os polissacarideos, € muito
diferente do conceito cientifico propriamente dito. Constantemente,
adotam-se os termos fibra, goma, polissacarideo de reserva e, em alguns
casos, resina para designar de maneira sindnima estas macromoléculas
glicidicas. No entanto, cada um destes termos é utilizado para conceituar
diferentes tipos de polissacarideos ou outro tipo de composto,
especialmente baseado nas diferengas de suas origens.

Sendo assim, mesmo em literatura conceituada, nao é dificil detectar
confusao, tanto nas traducdes quanto na utilizacao destes termos. A
conceituacao destes, muitas vezes parece correta do ponto de vista
genérico ou popular. Porém, do ponto de vista cientifico, os critérios para
sua utilizacao sao um pouco mais complexos (Lopes et al., 1991).

Desta forma, este capitulo visa primeiro conceituar cientificamente a
classificacdo dos polissacarideos segundo estes termos, para depois,
explanar as quatro classes ou tipos destas macromoléculas e suas
principais aplicacdes biotecnoldgicas, que, evidentemente, acarretam em

suas exploracdes industriais especificas.

3.1. O conceito Fibra

O termo fibra ou fibra alimentar foi criado por nutricionistas para
designar determinados tipos de polissacarideos. A utilizacdo destes termos
esta relacionada a um conceito nutricional e/ou fisioldgico, o que é muito
diferente da criagcdo de um termo para definir uma classe de substéncias

do ponto de vista cientifico (von Poser, 2004).

14



Assim, embora ndo exista uma definicao precisa para o termo, o
conceito fibra alimentar é utilizado para designar toda e qualquer molécula
organica cuja hidrdlise total ndao € possivel no trato gastro-intestinal
humano (Buckeridge & Tiné, 2001), possui valor caldrico baixo e, portanto,

nao apresenta valor nutricional (Trowell et al., 1976).

Pertence a essa classe de substancias toda e qualquer
macromolécula de baixa ou alta solubilidade em 4&agua, utilizada na
alimentacao dos seres humanos que, apesar de nao apresentarem valor
nutricional, possuem papel fisioldgico relacionado a controle de motilidade
do trato digestério, aumento do volume fecal e, protecdo contra doencas
intestinais; uma vez que promovem uma selecao pré-bidtica de bactérias
simbiontes do intestino humano (Cummings et al., 1978; Smith & Holm,
1982). Nesse contexto, as fibras nutricionais com propriedades fisioldgicas
no corpo humano, também podem ser definidas como grandes fragmentos
de parede celular vegetal com varios polissacarideos insollveis em agua
associados (Buckeridge & Tiné, 2001), sendo que, 0S mesmos,
evidentemente, devem ser passiveis de ingestao.

Mesmo entendendo que a maioria das macromoléculas
representantes desta classe trata-se de polissacarideos, tais termos,
segundo diversos autores (Bacon, 1979; Schneeman, 1986; Waitzberg et
al., 1990; Rombi, 1991; Spiller, 1994 e Campbell et al., 1997, por
exemplo) ndo podem ser utilizados trivialmente de forma sinbnima por
dois motivos:

a) Alguns polissacarideos vegetais utilizados na alimentacdo humana
sofrem hidrélise total (e sdao absorvidos) pelo trato gastro-intestinal
humano. Como um exemplo disso, também se pode citar os trabalhos
de Gray e colaboradores (1993) que demonstraram que menos de 20%

(correspondente a celulose) do total das macromoléculas constituintes

15



da parede celular vegetal (polimeros estes que, do ponto de vista
nutricional, sao considerados fibras) foi encontrado nas fezes de ratos e
outros animais apds ingestao de polissacarideos constituintes da parede
celular de espinafre marcados radioativamente.

b) Algumas fibras alimentares (por definicao, nutricional) utilizadas na
alimentacao humana, ndo sao de origem glicidica, como por exemplo, a
lignina, cuja natureza é fendlica. Ainda em relacdo a esta, sabe-se que
seu uso em dietas é altamente benéfico, uma vez que atua prevenindo

cancer de célon e no tratamento de constipacdo (Tharanathan, 2002).

3.2. O conceito Goma

Todas as gomas possuem natureza glicidica e sao polissacarideos,
porém, nem todos os polissacarideos podem ser chamados de gomas,
mesmo aqueles cujas aplicacdes industriais estdo descritas ha décadas.
Em comunicacdo pessoal, pdéde-se detectar que, as confusGes quanto a
utilizacao deste termo, estao relacionadas a traducdes diretas do termo
gum da lingua inglesa para a portuguesa e ha uma tendéncia dos
biotecnélogos em chamar de “goma” todo e qualquer polissacarideo cuja
utilizacao industrial é explicita como a “goma” guar, “goma” caroba,
“goma” gathi e etc; que, conforme veremos adiante, por definicao técnico-
cientifica, ndo podem ser consideradas gomas.

Assim, do ponto de vista cientifico, os polissacarideos do tipo goma
sao de origem vegetal apenas e sé ocorrem em dois érgdos das plantas, o
caule e a raiz. Desta forma, as gomas sao polissacarideos resultantes de
lesdes fisicas e bioldgicas sofridas pelos vegetais, ou seja, constituem
exsudatos oriundos de traumatismos fisicos (cortes, por exemplo) ou acao

de microorganismos nestes dois érgaos citados. Em outros casos, sao
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resultantes de processos adaptativos do vegetal a variabilidade climatica,
constituindo a chamada “gomose fisioldgica” (van Poser, 2004).

Quimicamente, as gomas, além de monOmeros comuns, podem
apresentar acidos urénicos em sua estrutura o que da um carater acido ao
polissacarideo.

Como exemplo das gomas mais comuns utilizadas industrialmente,
cita-se a goma arabica, oriunda da planta Acacia senegal e a goma
caraica, obtida da planta Sterculia tomentosa (outras gomas de aplicagao

industrial estao apontadas na Tabela 3).

3.3. O conceito Polissacarideo de Reserva

Ao contrario das gomas, os polissacarideos de reserva sao
constituintes naturais dos vegetais, isto €, ndao é necessario nenhum tipo
de traumatismo de origem fisica ou bioldgica para que sejam produzidos.
Neste ponto, esse tipo de polissacarideo ndo € indicativo fisioldgico ou
patoldgico dos vegetais (van Poser, 2003).

De ocorréncia predominante em tecidos de reserva (endosperma ou
cotilédone) de sementes, os polissacarideos de reserva sdo, em sua
maioria, polimeros neutros. De acordo com Buckeridge & Reid (1996a) e
Buckeridge et al (2000b), esses polissacarideos tratam-se de
hemiceluloses (maiores detalhes sobre esse termo serdao fornecidos
adiante) que, através de um mecanismo proposto pelos autores
(conhecido como “transferéncia de fungdes”), adquiriram funcdes
secundarias (diferentes da funcao primaria estrutural) na parede celular de
tecidos de sementes. Esses polimeros, com o passar do tempo, passaram
a ser acumulados em maior quantidade. E por isso que podem ser

extraidos para uso comercial com elevado rendimento.
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Desta classe de polissacarideos, os exemplos mais comuns
constantemente citados, cuja aplicacao industrial € mais conhecida, sdo a
“goma”! guar (oriunda de sementes da espécie Cyamopsis tetragonolobus)
e a “goma” caroba ou LBG (oriunda das sementes da planta Ceratonia
siliqua).

Convém reparar mais uma vez que, comercialmente, estes
polissacarideos sao erroneamente conhecidos como gomas, resultando em

inUmeros equivocos entre os fisiologistas, bioquimicos e biotecnélogos.

3.4. O conceito Resina

O termo resina é constantemente adotado para definir todo e
qualquer tipo de exsudado de plantas. Dentre as classes explanadas acima
esse termo é especialmente confundido com o termo goma, exatamente
por este referir-se a exsudatos de plantas que sao indicativos fisioldgicos
(Panda, 2001).

As resinas também podem ser consideradas indicativos fisioldgicos
nos vegetais, porém nao possuem origem glicidica. Esses compostos,
portanto, ndao sdo polissacarideos, pois sua natureza é terpénica (van
Poser, 2004).

! Reparar que o termo goma estd colocado entre aspas, justamente para evidenciar a
confusdo de termos que é muito comum na literatura técnica e nas denominagoes, até
mesmo, de especialistas.

2 Idem nota 1.
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4. Principais tipos polissacarideos

De acordo com o trabalho de van Poser (2004), do ponto de vista de
utilizacao industrial, pode-se sugerir uma divisao dos polissacarideos, com
aplicacdo biotecnoldgica, em quatro categorias:

1) Polissacarideos de Bactérias

2) Polissacarideos de Algas

3) Polissacarideos Exsudados de Plantas
4) Polissacarideos de Plantas Superiores

Cada uma destas categorias apresenta carboidratos especificos, cuja
aplicacdo industrial € bem conhecida e, atualmente, os estudos parecem
tender a se concentrar em como obter eficientemente tais polimeros em
larga escala e de maneira menos impactante em relacdo ao meio
ambiente.

Das quatro categorias propostas, exploraremos em detalhes, na
presente introducdo, apenas a Uultima categoria, ou seja, a categoria
relacionada aos Polissacarideos de Plantas Superiores; que constituem o
foco deste trabalho. Mesmo assim, um resumo dos principais
representantes (que apresentam utilizacdo comercial) de cada uma das
guatro categorias citadas, sua constituicdo monomérica, fonte de obtencao
e principais aplicagbes podem ser acompanhados nas tabelas 1, 2 e 3

(abaixo).
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Tabela 1: Principais polissacarideos de bactérias e o resumo de suas aplicagdes
bitecnoldgicas (*fonte preferencial de extracdo comercial).

Nome Constituicdo Fonte Bioldgica Aplicacoes Referéncias
sucedaneo do Harboe et al.,
Leuconostoc lasma 1989; Larsen et
Dextrano glucose mesenteroides*, p ! L.
Streptococcus metans esp'essante, al., 1991; Cui et
delivery system al., 1994 etc.
acido glucuronico, Bruneton,
manose, glucose, Xanthomonas estabilizante, 1993;Sanderson, 1
Xantana . : -
grupos acetil e campestris geleificante, 996; Katzbauer,
acido pirdvico 1998 etc.
glucose, cido estabilizante, Bar_nk_et al., 2000;
Nl espessante, Majeti,
Gelano glucurdnico, Pseudomonas elodea bi | 2 .Sabarinath
lucose. ramnose ioencapsu amento 2000;Sabarinat
9 ! de farmacos et al., 2002 etc.
Tabela 2: Principais polissacarideos de algas e o resumo de suas aplicagbes

bitecnoldgicas (*fonte preferencial de extragdo comercial).

Nome Constituicao Fonte Bioldgica Aplicacoes Referéncias
Macrocystis pyrifera, espessantes, Sanderson,
Algina acido manurdnico, Laminaria hyperborea, estabilizantes,protet 1981; Bruneton,
acido glucuronico Laminaria digitata, ores de mucosa 1993; Hénsel,
Ascophyllum nodosum gastrica 1999 etc.
espessantes,
estabilizantes, Hansen, 1968;
tratamento .
Carragena galactose Chondrus crispus constipacdo Bruneton, 1993;
! van Poser, 2004
mucoprotetor em
) etc.
proctologia
Gelidium
. cartilagineum, geleificante para
Agar Gracilaria meio de cultura, Hoepfner et al.,
galactose confervoides, laxativo, 2002; van
Pteroclaia capillacea Poser, 2004 etc.
i *
Fucus vesiculosus*, _ Banik et al.,
Dictyoya menstrualis, anticoagulante, ) L
. P 2000; Majeti,
Fucano fucose Spatoglossum antitrombdcito ! -
- > . 2000;Sabarinath
schréederie, Pelvetia
) et al., 2002 etc.
canaliculata
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Tabela 3: Principais polissacarideos exsudatos de plantas e o resumo de suas aplicagoes
bitecnoldgicas (*fonte preferencial de extracdo comercial).

Nome Constituicao Fonte Bioldgica Aplicagoes Referéncias
galactose, agentes de textura, Joseleau & Ullman,
o arabinose, acido . estabilizadores, 1990; Panda, 2001
Arabica P Acacia senegal ;
glucurdnico, delivery system etc.
ramnose
emulsificante, Panda, 2001
Gathi arabinose, Anogeissus latifolia adjuvante de drogas
galactose, xilose, anti-tumorais
manose
acido galaturénico, Sterculia tomentosa,* espessantes, Balmaceda et al.,
K ramnose, Sterculia urens, estabilizadores, 1973; Panda, 2001
arayca L o
galactose, acido Cochlospermum aditivos em papel, etc.
glucuronico gossypium laxantes
acido tragacanto, Estabilizadores, Furtado, 1997;
Tragacante acido Astracantha gummifera espessantes, Panda, 2001 etc.
galacturonico, lubrificantes
galactose, xilose,
arabinose

4.1. Polissacarideos de Plantas Superiores

4.1.1. AMIDO

Caracteristicas

Acredita-se que o amido seja, depois da celulose, o polissacarideo
mais abundante do reino vegetal. Durante o processo fotossintético, sao
produzidas moléculas de glicose, a partir de agua e energia luminosa
(Stryer, 1995; Alberts et al., 1997). A glicose é utilizada como matéria-
prima para a sintese enzimatica dos carboidratos necessarios ao
crescimento e propagacao do vegetal, sendo um deles, o amido.

Considerado a fonte preferencial de estocagem de energia pelas
plantas (Tharanathan, 2002), o amido, tipico de reserva, €& um
homopolissacarideo dividido em dois tipos:

a) amido do tipo amilose

b) amido do tipo amilopectina
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Caracteristicamente, esses dois tipos podem ou nao sofrer hidrélise
total no trato digestério humano, sendo esta caracteristica importantissima
para a determinagcao de suas aplicagdes industriais, pelo menos no setor

alimenticio.

Fonte

Embora o amido possa ser encontrado em quase todas as espécies
de vegetais, existe um numero limitado de plantas utilizadas para a
producdao comercial em larga escala. Dentre elas, o milho e seus hibridos
destacam-se como principais fontes, sendo cultivados tanto em paises de
climas temperados como tropicais (América do Norte, América Latina,
Europa e Asia) (Valdejdo & Janson, 1996).

Outras fontes comerciais sao a batata (Europa e América do Norte),
o trigo (América do Norte, Austrdlia, Europa e Asia), mandioca (América

Latina e Sudeste Asiatico) e o arroz (Asia) (Valdejdo & Janson, 1996).

SR ey
http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br

http://beta.uniprot.org/taxonomy/4530

Figura 1: Fotografias de duas das e§pécies comerciais utilizadas para a obtencdo do
polissacarideo amido em larga escala. A esquerda (A), o milho (Zea mays) e a direita (B),
o arroz (Oryza sativa). Em C, observa-se o grao de arroz, local especifico de onde o
amido é extraido, aumentado com e sem casca.
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Estrutura

Quimicamente, o amido é um homopolimero constituido de
repeticoes de unidades de glucose, unidas por ligagdes o-glucosidicas
(Lehninger, 1989). Como citado, dependendo do posicionamento destas
ligacOes efetuadas pelas unidades monoméricas durante a polimerizacao,
formam dois tipos basicos de polimeros: a amilose e a amilopectina.

O amido do tipo amilose é uma cadeia linear de glucose o-1,4
ligadas (van Poser, 2004), com peso molecular bem mais baixo que o do
tipo amilopectina (Valdejao & Janson, 1996) e constitui cerca de 10 a 20%
do amido total das células vegetais. O amido do tipo amilopectina é uma
cadeia de glucose altamente ramificada, sendo formada por ligagdes do
tipo a-1,4 e a-1,6 (van Poser, 2004), constituindo de 80 a 90% do amido
total celular; com peso estimado em centenas de kDa (Valdejao & Janson,
1996).

Aplicacoes
Apds extracdo, o amido € um p6 com cerca de 10 a 20% de umidade

(dependendo da forma de estocagem) e insolivel em agua fria. Na
industria de alimentos, o amido, quando resistente a hidrélise enzimatica
no trato gastro-intestinal, atua como a maioria dos polissacarideos
classificados nutricionalmente como fibras (Tomlin & Read, 1990; Kasaoka
et al., 1997), isto &, esta envolvido com a regulacdo da motilidade do trato
digestodrio, especialmente o célon intestinal (Brown et al., 1979; Waitzberg
et al., 1990; Topping, 1991; Bruneton, 1993, Spiller, 1994).

No ambito farmacéutico, sabe-se que a ingestdao prolongada de
amido resistente é benéfica no tratamento de doencas relacionadas a
obesidade, como por exemplo, o cancer de mama (Kazaoka et al., 1997) e

o Diabetes mellitus (Spiller, 1994). Ainda nesse setor, estudos recentes
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tém apontado o amido como responsavel pelo estimulo a producao de
insulina, diminuindo assim a taxa de glucose no sangue em diabéticos
(Hospers et al., 1994; Heijnem et al., 1995).

No setor de producao de papel a utilizagdo do amido como aditivo a
massa celuldsica tem como objetivo principal fornecer maior resisténcia
fisica (interna e superficial) no papel. Entram como aditivos na fabricagao
de papéis couché de baixa e alta gramatura, em papéis off-set e papéis-
cartdes recobertos (Valdejao & Janson, 1996). Nesse setor, seus beneficios
sao geralmente: o aumento da resisténcia superficial, interna, a agua ou a
oleos; melhora de printabilidade e qualidade de impressdo; diminuicdo de

porosidade, bem como reducao de custos (Shannon & Garwood, 1984).

4.1.2. CELULOSE

Caracteristicas

A celulose é a macromolécula organica mais abundante da face da
Terra, constituindo o principal componente da parede celular de células
vegetais. Completamente insolivel em &gua, esse polissacarideo
apresenta capacidade limitada de retencao hidrica sendo totalmente

resistente a hidrdlise no trato gastro-intestinal humano.

Fonte

A celulose pode ser obtida da parede celular de todas as células
vegetais, bem como de algumas bactérias e alguns fungos. Porém,
comercialmente, em virtude de sua principal aplicagao (confeccao de
papel) as principais fontes sdo o eucalipto (Eucaliptus grandis) e espécies

coniferas do género Pinus.
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www.terrastock.com.br (A e B) www.ribonweb.com.br (C e D)

Figura 2: Fotografias das duas espécies utilizadas para a extracdo comercial da celulose.
Na parte superior, um bosque de eucalipto (Eucaliptus grandis) (A) com destaque para
suas toras derrubadas em campo (B). Na parte inferior, um bosque de espécies do
Género Pinus (C), outra fonte comercial para obtencdo de celulose e, em (D) detaque
para suas toras também expostas em campo que serdo comercializadas para essa
finalidade.

Estrutura
A celulose € um homopolissacarideo formado por uma cadeia de

unidades de glucose B-1,4 ligadas (van Poser, 2004).

Aplicacoes

Devido as ligagdes B-1,4 que agrupam os mondmeros de glucose
para formar a estrutura da celulose que, por sua vez, sao altamente
resistentes, a celulose atua no célon humano como fibra insolavel. Sendo
assim, sua acao estd envolvida também com o controle e regulacao da

motilidade do mesmo.

25



Além disso, esse polimero atua prevenindo cdncer de célon e no
tratamento de constipacao (Tharanathan, 2002).

Para atuar como espessante e estabilizante em alimentos, é
necessario que a celulose seja convertida a uma forma soluvel em agua
(Bobbio & Bobbio, 1989). Assim, substituindo algumas hidroxilas da
celulose por metilas, obtém-se a metilcelulose. Da mesma forma, a
substituicdo com grupamentos carboxilicos forma a carboximetilcelulose
(Bobbio & Bobbio, 1992) e sdao estas celuloses quimicamente modificadas
gue atuam espessando, estabilizando e modificando as caracteristicas de
fluxos de suspensdes no setor alimenticio (Glicksman, 1982).

A carboximetilcelulose atua como agente de corpo em alimentos de
baixas calorias. Em sorvetes, a mesma estabiliza a composicao para
controlar a formacdao de cristais de gelo, conferir corpo e controlar
caracteristicas de derretimento, fornecendo assim boa textura ao produto
(Sanderson, 1981). Combinada com gelatina, pectina ou goma locusta, a
carboximetilcelulose também atua como agente de volume em alimentos
dietéticos (Bobbio & Bobbio, 1992).

Segundo van Poser (2004), no setor farmacéutico, € a mais
importante matéria-prima, sendo empregada desde a confeccao de
compressas (gaze, algodao) até como adjuvantes na obtencdo das mais
variadas formas farmacéuticas (Lima Neto & Petrovick, 1997).

Certamente, a utilizagcdo comercial mais evidente deste polimero é
na confeccao de papel de todos os tipos, sendo, evidentemente, o principal

componente deste produto.
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4.1.3. HEMICELULOSES

Caracteristicas

As hemiceluloses sdo homo ou heteropolissacarideos extremamente
complexos e quimicamente variaveis. Esses polissacarideos ndo-pécticos e
nao-celuldsicos sao menos resistentes a hidrélise enzimatica e sao total ou
parcialmente soluveis em agua (Schneeman, 1986; Spiller, 1994).

Como exemplos destes polimeros, podem-se citar os arabinoxilanos,
mananos, galactomananos, xiloglucanos (Manrique & Lajolo, 2001;
Buckeridge & Tiné, 2001; Lima et al., 2004; Lisboa et al., 2006).

Fonte

Parede celular de células vegetais (Buckeridge et al., 2008).

Estrutura

N3o ha uma estrutura em comum para estes polissacarideos. Sua
variedade quimica, normalmente esta relacionada com a fonte a que
pertence (Buckeridge et al., 2008).

Cabe salientar aqui que ha pelo menos dois grupos de hemiceluloses
gue sao considerados polissacarideos de reserva de parede celular, o
grupo do xiloglucano, o grupo dos mananos cujas estruturas e
propriedades serao explanadas logo adiante no item 4.1.4. (para maiores
informacdes, ver Teoria de transferéncia de funcdo em Buckeridge & Reid,
1996; Buckeridge et al., 2000a; Buckeridge et al., 2000b; Buckeridge et
al., 2000c; Buckeridge et al., 2008).
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Aplicacdes

Apesar de elevados investimentos, no campo industrial, pouco se
conhece sobre as funcdes biotecnoldgicas das hemiceluloses. Mesmo
assim, genericamente, pode-se dizer que sao utilizadas como espessantes,
estabilizadores e umectantes em formulagoes.

Especificamente no setor alimenticio, atuam como adjuvantes,
agentes de corpo em fibras de alimentos e em dietas hipocaléricas (Penna,
2002).

Farmacologicamente, tais polimeros vém sendo investigados para
utilizacdo e vém constituindo fortes candidatos para o tratamento de
hiperglicemia e hipercolesterolemia (Schneeman, 1986; Spiller, 1994;
Kazaoca et al., 1997, De Paula et al., 2005).

Na area de energia, as paredes celulares de residuos vegetais vém
se tornando extremamente importantes para uso na producao de
biocombustiveis. O Brasil esta investindo fortemente para tentar obter a
hidrélise enzimatica das paredes celulares de cana, por exemplo, e, com
os acucares livres (produto dessa hidrdlise enzimatica), obter bioetanol por

fermentacao (Marques, 2008).

4.1.4. POLISSACARIDEOS DE RESERVA DE PAREDE CELULAR

Caracteristicas

Os polissacarideos de reserva de parede celular sao
heteropolissacarideos acidos ou neutros cuja localizacdo é em tecidos de
reserva de sementes, predominantemente, as leguminosas. Nesses
orgaos, fisiologicamente, em geral, atuam como retentores de agua

auxiliando com isso, a germinacao.
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Os polissacarideos de reserva, portanto, sao hemiceluloses e
pectinas especificas de tecidos de reserva de sementes, polissacarideos
estes que, na parede celular, evoluiram para fungdes secundarias além da
estrutural, ou seja, a reserva, o controle de embebicao e a protecao
mecanica (Buckeridge & Reid, 1996, Tonini et al., 2006; Tonini et al.,
2007; Lisboa et al., 2006, respectivamente). Foi exatamente por causa do
desenvolvimento dessas funcdes secundarias (especificamente por
desenvolverem, evolutivamente, a funcao de reserva) que tais
polissacarideos passaram a ser denominados polissacarideos de reserva de
parede celular. Eles podem ser extraidos em grandes quantidades das
sementes que os acumulam (Buckeridge et al., 2000b).

Sabe-se que eles, em sua maioria, sao solUveis em agua e formam
dispersdes viscosas e estaveis, absorvendo normalmente grande
guantidade desse solvente que, além de se distribuir ao redor do embrido
durante o processo de embebicdo e germinacao das sementes, o protege

contra a desidratacao (Neukom, 1989; Buckeridge et al., 2000b).

Fonte

Parede celular de células vegetais formadoras dos tecidos de reserva
(cotilédone e endosperma) de sementes leguminosas (Buckeridge & Reid,
1996; Buckeridge et al., 2000a; Buckeridge et al., 2000b; Buckeridge et
al., 2000c; Buckeridge et al., 2008). Comercialmente, os polissacarideos
desse grupo mais conhecidos sao os obtidos de sementes de Cyamopsis
tetragonolobus, Ceratona siliqua (galactomanano, polissacarideo do grupo

dos mananos) e Tamarindus indica (xiloglucano).
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Figura 3: Fotografias de trés espécies utilizadas para a extracdo comercial de
polissacarideos de reserva de sementes. As duas superiores utilizadas para extragdo
comercial do galactomanano. Acima, a Cyamopsis tetragololobus (A) utilizada para a
producdo do guar, com destaque para as vagens que contém as sementes acumuladoras
do polissacarideo e o polissacarideo extraido seco (B). No meio, a Ceratonia siliqua (C),
fonte comercial da caroba, locusta ou LBG, com destague para as sementes
acumuladoras do galactomanano (D). Abaixo, a Tamarindus indica (E), com destaque
para os frutos (bagas) que contém as sementes que acumulam xiloglucano (F) e o
xiloglucano extraido dos cotilédones dessas sementes (G).

Fontes:http://www.floradecanarias.com/ceratonia_siliqua.htmlI(A),http://www.hort.purdue.edu/newcrop/morton/carob.html(B),http://chezmarie.nuxi
t.net/plantes/guar.htm(C),http://www.arsgrin.gov/npgs/images/sbml/Cyamopsis_tetragonoloba(D),http://www.newbotany.com/Tropickerastliny Tropi
calplants/Tamarindusindica(E),http://www.arara.fr/BBTAMARINDO.html(F),Foto: CésarLisboa,UNICAMP (G).
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Estrutura

N3o ha uma estrutura em comum para estes polissacarideos, sua
variedade quimica, conforme citado, normalmente esta relacionada com a
fonte a que pertence. Sendo assim, o tdépico se limita a descrever a
estrutura dos dois polissacarideos de reserva mais conhecidas e utilizadas
industrialmente, ou seja, o galactomanano (do grupo dos mananos) e o
xiloglucano (citadas acima).

Os galactomananos sao formados por uma cadeia linear de unidades
de manose unidas por ligagdes glicosidicas B,1-4, a qual unidades de
galactose estao unidas por ligacdes do tipo o,1-6 (Moe et al., 1947; Unrau,
1961; Somme, 1968; Manzi & Cerezo, 1984).

Em relacdo ao xiloglucano, estruturalmente, ele é formado por um
esqueleto central de celulose onde unidades de glucose aparecem ligadas
entre si através de ligagOes glicosidicas tipo B,1-4, podendo conter, nas
ramificagdes laterais, unidades de xilose, xilosil-B,1-2-galactose e xilosil-
B,1-2-galactosil-a,1-2-fucose (Kooiman, 1961; York et al., 1990; McCann
& Roberts, 1991; Buckeridge et al., 1992; Dietrich et al., 1998); todos
estes tipos substituintes ligam-se as glucoses da cadeia principal através

de ligacoes «,1-6.

Aplicacoes

Muitas sementes de leguminosas contém galactomananos com
estrutura semelhante, mas somente o guar (nome comercial do
galactomanano extraido da Cyamopsis tetragonolobus) e a locusta
(também conhecida como “goma” caroba ou LBG - do inglés Locust Bean
Gum - principais nomes comerciais do galactomanano extraido da
Ceratonia siliqua) tém sido usadas extensivamente na industria

(Tharanathan, 1987). Ambos produzem, em meio aquoso, solucoes
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extremamente viscosas em baixas concentracdes sendo assim utilizados
em aplicacoes onde se deseja conferir a formulacdo: espessamento,
estabilidade, retencdo aquosa ou interacdo entre polimeros para
modificacdo de propriedades de géis (Neukom, 1989; Willians et al., 1991;
Fernandes et al., 1992). Sendo assim, as solucdes viscosas que formam
sao claramente o foco de suas aplicagcdes industriais (Edwards et al.,
2002).

Considerando suas aplicagoes, historicamente, é interessante citar
gue sua utilizacdo € bem antiga, sendo, inclusive, utilizadas por povos
antigos (egipcios, por exemplo) para unir bandagens de linho no processo
de mumificacao (Buckeridge et al., 2000a).

De uma maneira geral, pode-se dizer que o0s galactomananos
modificam o comportamento da agua. Especialmente em alimentos,
diminuem a friccdo entre componentes de formulagdao, auxiliando no
processo de palatabilidade. Eles também auxiliam no controle de
cristalizacao de solugbes saturadas de acucar e impedem a formacdo de
gelo em sorvetes de massa (Herald, 1986).

A primeira, comercialmente conhecida como “goma” guar, que tem
efeito emoliente semelhante a 6leos hidratantes, efeito de hidratacdo e
formacdo de filme na pele (impede perda d’agua transepidérmica),
promove reparo de -cuticula capilar e celular (diminui descamacao
epidérmica) (Pauly et al., 1999). Neste sentido é utilizada em produtos
cosméticos para a pele e cabelo.

O guar nao forma gel, mas interage sinergisticamente com a goma
xantana fornecendo aumento de viscosidade as solugdes e formulagodes.
Quando adicionado em mistura com polissacarideos geleificantes como o
agar e a carragena, por exemplo, pode aumentar a forca do gel e

modificar sua estrutura (Rees, 1969; Kovacs, 1973; Sprenger, 1990).
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Além disso, o guar ndo é desfavoravelmente afetado por pHs baixos
(Glicksman, 1962), sendo efetivo em produtos acidos como cremes
cosméticos de efeito tensoativo e condicionadores para cabelos.

Em produtos laticinios, como queijos processados, fornece uma
textura macia e reduz a sinerese. Ainda no setor alimenticio, € muito
eficiente para reter 4gua em carnes, racoes e glacés (Sprenger, 1990).

A segunda é conhecida comercialmente como “goma” LBG, locusta
ou “goma” caroba, diferindo do guar pelo menor nimero de ramificagoes
(Buckeridge et al., 2000a). Nesse contexto, a porcentagem e distribuicao
das unidades de galactose na cadeia central de manose influenciam suas
propriedades fisicas (Whitney et al., 1998).

A locusta é insoluvel em a&agua fria, o que a torna, no setor
alimenticio, excelente estabilizante para sorvetes (Herald, 1986). Também
atua diminuindo a assimilacdao de nutrientes, pois quando administrada na
alimentacdo, funciona como um adjuvante de dietas hipocaldricas, uma
vez que acaba formando um filme sobre o alimento ingerido, dificultando
sua hidrdlise e posterior absor¢dao no organismo.

A caroba é classicamente usada na induUstria de alimentos como
espessante, estabilizador e agente geleificante quando combinada com
outros polissacarideos (Dea & Morrison, 1975, Reid & Edwards, 1995) em
especial, a xantana com a qual acaba formando um gel binario quando a
mistura é aquecida até 95° C, temperatura necessaria para a desnaturacdo
da estrutura helicoidal da xantana (Cairns et al., 1986). Neste enfoque, a
razao manose:galactose é também extremamente importante como fator
comercial, sendo que seu baixo nivel de ramificacdo (cerca de 3,8:1 na
razao manose:galactose) (Buckeridge et al., 2000a) favorece misturas ou

interagdes comerciais com outros polimeros (Dea et al., 1977).
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Ainda nesse contexto, como o guar, a caroba ndo forma gel sozinha,
mas pode atingir a propriedade de geleificacao quando combinada com a
xantana (Kovacs, 1973).

Outro polissacarideo de reserva de parede celular é caracteristico de
sementes de jatoba (Hymenaea courbaril), copaiba (Copaifera sp) e
tamarindo (Tamarindus indica) é o xiloglucano. Comercialmente, existe
registro da utilizacdo do xiloglucano extraido de tamarindo, apenas. Em
relacdo a este, descobriu-se recentemente que possui propriedade de
atuar como agente estimulante de imunosupressao no tecido epitelial
(Mansell, 1994; Pauly et al., 1999), mecanismo este que vem sendo
estudado desde a primeira proposicao para o seu controle (1987) para
glicosaminoglicanos por Gordon e colaboradores. Essa propriedade vem
sendo explorada no setor cosmético para confeccao de cremes com efeitos
tensoativo e de restauracao celular.

Mesmo com tais estudos e aplicagbes atuais, a utilizacdo do
xiloglucano de tamarindo ndao é recente. Assim, o polissacarideo da
semente do tamarindo (xiloglucano) possui aplicacdo no setor téxtil na
confeccao de roupas de cotton. No setor papeleiro, mesmo nao tao efetivo
guanto o amido e o galactomanano (resultados ndo publicados), é utilizado
em suspensdes celulésicas para fornecer melhoria de rendimento e
resisténcia a folha formada (Lima et al., 2003). Esse polissacarideo é ainda
utilizado na fabricacdo de explosivos e como agente de textura e de

incremento de viscosidade em formulacdes a base de latex (Panda, 2001).
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4.1.5. PECTINAS

Caracteristicas

As pectinas sdao macromoléculas glicidicas com pesos moleculares
gue variam de 50 kDa até 150 kDa (Chourasia & Jain, 2004) constituintes
da parede celular e da lamela média dos tecidos vegetais. Sao
heteropolissacarideos altamente solUveis em &gua, porém tendem a
formar solucdes menos viscosas que os demais hidrocoldides.

Por definicdo, podem ser considerados polissacarideos acidos

também constituintes da parede celular (Buckeridge et al., 2008).

Fonte

As pectinas sao encontradas em abundancia nos frutos citricos. Dos
alimentos humanos, alguns podem ser caracterizados por serem
especialmente ricos em pectinas como, por exemplo, a laranja, a maca e a
cebola (Buckeridge & Tiné, 2001).

As pectinas sdo também abundantes no café, sendo este
provavelmente uma das fontes de mais larga ocorréncia e comercializagao
existentes (Martins et al., 2005).
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Figura 4: Fotografias de quatro espécies que constituem fontes de polissacarideos do
tipo pectina: a laranja (Citrus sinensis) (A), o limdo (Citrus limon) (B), a maca (Malus
domestica) (C) e a acerola (Malpighia glabra L.) (D). Das quatro espécies destacadas,
com excegao da maca (C), todos sao considerados frutos citricos.

Estrutura

Estruturalmente, as pectinas sao polimeros ricos em 4acido
galacturénico, com intercalacdes de ramnose no esqueleto central e
ramificagdes com galactose, arabinose e até manose (Pausen, 2001;
Chourasia & Jain, 2004, Buckeridge et al., 2008).

Dependendo da fonte que derivam, as pectinas apresentam
diferentes graus de metilesteres substituintes (Towle & Christensen,
1973). Diferentes tipos de polissacarideos compdem o chamado dominio
péctico da parede celular, podendo ser considerados assim, tipos de
pectinas. Como exemplo destes, cita-se o ramnogalacturonano, o acido

poligalacturonico, o arabinano e o arabinogalactano [para uma revisao do
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detalhe de suas estruturas quimicas, ver Pausen ou Buckeridge & Tiné
(2001)], porém o primeiro (ramnogalacturonano) pode ser considerado

como a cadeia principal das pectinas (Buckeridge & Tiné, 2001).

Aplicacoes

Em relagcdo as suas aplicacdbes atuam como geleificantes de
formulacdes alimenticias, farmacéuticas e cosméticas. Além disso,
funcionam como reguladores intestinais influenciando absorcao de micro e
macro nutrientes e mantendo o funcionamento adequado do trato gastro-
intestinal (Tharanathan, 2002).

Especificamente no setor farmacéutico, as pectinas atuam como
excelentes agentes hipocolesterolémicos devido a sua habilidade de se
ligar ao colesterol (LDL), o que seria importante no tratamento de
hipercolesterolemia (Kritchevsky & Story, 1974) e, também, como agentes
hipoglicemiantes.

Segundo Chourasia & Jain (2004) as pectinas também podem
funcionar como carreadores de farmacos de liberacdo especifica no célon
intestinal, atuando, como o dextrano, em delivery systems. Porém, devido
ao fato das pectinas serem extremamente hidrofilicas, quando utilizadas
isoladamente, na interacdo com o farmaco, ndo demonstram efetividade
nesta aplicacdo, uma vez que rapidamente se dissolvem nos liquidos
gastro-intestinais, liberando o farmaco antes do alvo e este, por sua vez,
acaba sendo degradado quimica ou enzimaticamente. Mesmo assim, a
pectina possui esta aplicacdo farmacoldgica e, para a resolucao deste
“problema” tal polimero pode ser associado ao farmaco ou a droga na
presenca de aditivos (Rubinstein et al., 1990; Rubinstein & Radai, 1991) e

estes, normalmente sao polimeros hidrofébicos como a celulose.
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Voltando ao setor alimenticio, segundo Penna (2002) a pectina é
amplamente utilizada como espessante em iogurtes de frutas,
apresentando certas vantagens de utilizacago em relagao a outros
hidrocoldides: a textura da base permanece inalterada durante
armazenagem (nao ocorre sinérese), ela impede a flotagdo e a separacao
dos pedacos de frutas da base e, finalmente, esta Ultima, pode ser
facilmente incorporada no iogurte na presenca deste polimero (Bobbio &
Bobbio, 1992; Furtado, 1997).

Ainda assim, convém salientar que, quando ingeridas, em virtude
das pectinas apresentarem grupos carboxilicos livres nas unidades de
acido urbnico que constituem a molécula, elas podem comprometer a
absorcao de micronutrientes no trato gastro-intestinal humano, como o
zinco, por exemplo (James et al., 1978; Robertson et al., 1979). Esses
grupos carboxilicos possuem a capacidade de se ligar a metais pesados e,
neste contexto, tal propriedade ndao é considerada um beneficio
(Tharanathan, 2002).

A Tabela 4 resume as principais classes de polissacarideos de plantas
superiores que tém utilizacdo industrial. SGo mostradas, em alguns casos
suas composicoes em monossacarideos, fontes bioldgicas principais,

aplicagdes principais e algumas referéncias bibliograficas.

38



Tabela 4: Principais polissacarideos de plantas superiores e o resumo de suas aplicagdes

bitecnoldgicas

Nome Constituicao Fonte Biolégica AplicacOes Referéncias
Shannon &
Garwood, 1984;
_ Milho, batata, Aditivos em papeis, Splllel_',N 1994,
Amido glucose mandioca. trigo. arroz tratamento de cancer Valdejao &
» 190, de mama e Diabetes Janson, 1996
etc.
Reguladores
parede celular de |ntest|na~|s e | Tharanathan
Celulose glucose prevengao de cancer
plantas e fungos . 2002.
de célon
espessantes,
Hemiceluloses variada (depende parede celular de estabilizadores, Van Poser, 2004.
da fonte) plantas e fungos umectantes
espessantes,

Polissacarideos de
Reserva

Pectinas

variada (depende
da fonte)

acido
galacturénico,
ramnose,
galactose,
arabinose, manose

sementes de
leguminosas

Frutos citricos

estabilizadores,
geleificantes,
hidratande em pele,
restaurador capilar,
imunoestimulante,
anti-viral, anti-
bacteriana, laxativo,
protecao contra
radiagdo solar

Geleificantes,
reguladores
intestinais,
hipercolesterolemia,
delivery systems

Mandal & Das,
1980; Mansell,
1994; Pauly et
al., 1999 Ni et
al., 2004 etc.

Kritchevsky &
Story, 1974;
James et al.,
1978; Robertson
et al., 1979;
Tharanathan
2002 etc.
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JUSTIFICATIVA

Conforme detalhadamente descrito, a importancia biotecnoldgica dos
polimeros naturais € indiscutivel. De todos os polimeros naturais
conhecidos, descata-se a categoria dos polissacarideos de plantas
superiores (conforme definido). Esses ultimos, cujas aplicacdes industriais
ja sao bem conhecidas, vém sendo utilizados ha muito tempo, porém,
resta saber se, do ponto de vista socio-ambiental, seus respectivos
processos de obtencdao podem ser considerados compativeis e, em
complemento, se os mesmos podem ser prospectados para diversos e
diferentes setores.

Nesse contexto, a percepcdao das grandes corporagdes atualmente
excede a mera aplicabilidade da matéria-prima e/ou insumo a ser
investigado. Tendencialmente parece ser possivel também detectar
preocupacgoes corporativas em relacdo as variaveis ambientais e sociais, de
seus processos produtivos. Isto parece ter forcado a selecao de um
mecanismo de gestdao interna que, nao vise exclusivamente o lucro da
matéria prima e/ou insumo que se produz em larga escala, mas um
mecanismo que considere o impacto sécio-ambiental da tecnologia de
producao (seja ele privado ou estatal). Nesse ponto, tecnologia de
producao limpa, anadlise do impacto das tecnologias disponibilizadas,
preocupacao com todas as etapas do ciclo de producao do produto,
vegetalizacao de féormulas, substituicdio de matérias primas ndo
renovaveis, certificagcdes normativas e particdo de beneficios, sdo apenas
alguns dos mecanismos que tém significativamente impactado no perfil
produtivo as grandes companhias. Cabe citar que, parte das caracteristicas
desses mecanismos citados serao descritas adiante no item discussao.

Assim, define-se que é exatamente sob esse aspecto que a presente

tese foi desenvolvida. Ou seja, mais que a analise e a discussdao do
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potencial biotecnolégico e a sugestdao de aplicagcdes industriais dos
polissacarideos aqui estudados para diferentes setores; nossas discussoes
procuraram ensaiar, de forma generalizada, sobre a possibilidade de
producdo dessas matérias primas acerca das posturas corporativas atuais
gue as empresas “sbcio-ambientalmente comprometidas” parecem estar
adotando nesse milénio.

Desta forma, na definicdo do plano-diretriz dessa tese, estudou-se
inicialmente as caracteristicas fisico-quimicas de diferentes polissacarideos
a fim de utiliza-las para aplicacao industrial de trés diferentes setores: o
farmocosmeético, o alimenticio e o de papel e celulose; para, em seguida,
vislumbrar novas perspectivas de producdo desses diferentes polimeros
visando um foco sustentavel. Isto &, a possibilidade de atendimento da
demanda industrial sem, contudo, desconsiderar as varidveis ambientais e
sociais envolvidas nas supostas cadeias produtivas caso tais insumos

prospectados venham a ser produzidos em larga escala.
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OBJETIVOS

Esse trabalho teve baseado na justificativa descrita, portanto, tais

objetivos:

1) Estudar as caracteristicas visco-reométricas do galactomanano de
Dimorphandra mollis, bem como o0 seu potencial para 0 uso nos setores
farmoscosmetico, alimenticio e de papel e celulose.

2) Avaliar o potencial de utilizacao e modificacao do xiloglucano de
Hymenaea corbaril em formulagdes farmocosmeéticas.

3) Avaliar o potencial biotecnoldogico de polissacarideos de reserva de
parede celular de sementes como aditivos para o incremento das
propriedades fisicas do papel.

4) Avaliar o potencial biiotecnolégico de hemiceluloses de parede celular
primaria de sementes e plantulas de eucalipto como aditivos para o
incremento das propriedades fisicas do papel.

5) Avaliar o potencial biotecnoldégico de polissacarideos exsudados de
cultura de células como aditivos para o incremento das propriedades
fisicas do papel.

6) Refletir sobre as possibilidades ecologicamente adequadas e
socialmente justas para a producdao de polissacarideos de plantas

superiores em nivel industrial.
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ARTIGO 1

"Quimica Nova (em formato para submeter)”
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ESTUDO DO COMPORTAMENTO REOLOGICO, CAPACIDADE DE
FORMACAO DE GEL, POTENCIAL DE INTERACAO COM CELULOSE E
TOXICIDADE DO GALACTOMANANO DE SEMENTES DE FAVEIRO
(Dimorphandra mollis).

PROSPECGAO DA UTILIZAGAO GALACTOMANANO DE SEMENTES DE
FAVEIRO (Dimorphandra mollis) NAS GRANDES INDUSTRIAS
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TECHNOLOGICAL POTENTIAL FOR USING GALACTOMANNAN OF
SEEDS OF FAVEIRO (Dimorphandra mollis)

ABSTRACT

In order to obtain a purified polysaccharide, seeds of faveiro
(Dimorphandra mollis) were imbibed in NaOH 5% solution at 100°C for 20
minutes. The result was the isolation of the endosperm from the coat and
embryo tissues. Samples from the same fraction were analysed in a
HAAKE RV20 rheometer, with variation of the concentration of
galactomannan dispersed in water, temperature, pH and NaCl,
demonstrating that the sample had a non-newtonian pseudoplastic
behavior. From these analyses, the stability of viscosity was observed in
the presence of NaCl and pH varying from 4.0 to 7.0. The viscosity
decreased in higher temperatures. The sample was also mixed with
xanthan (1:1) for the observation of gel formation. The same mixture
showed a significant increase in viscosity, when compared to the viscosity
shown by the dispersions of the polysaccharides separately. The extracted
galactomannan can also interact with suspending cellulose and paper
pumps, showing some potential application to increase the paper
resistance by the addiction of this polymer in paper kraft. The utilization of
galactomannan of D. mollis in the cosmetic sector was also prospected by
testing its photo and cytotoxicology in vitro using rat fibroblasts.

Key words: galactomannan; food; paper.
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INTRODUCAO

Os galactomananos de sementes tém sido  utilizados
abundantemente na indUstria de alimentos, farmacéutica e cosmética e as
fontes de galactomanano comerciais mais conhecidas sao guar,
(Cyamopsis tetragonolobus), a locusta, (Ceratonia siligua) e a tara
(Caesalpinia spinosa). Na industria de alimentos, os polissacarideos mais
utilizados sao o guar e a locusta, sendo que, no setor farmacéutico e
cosmético, apenas o guar é o mais comumente utilizado2. No setor de
papel e celulose, apés os trabalhos de Whitney e colaboradores (1998)3
sobre interacdo de polissacarideos do grupo dos mananos (para uma
revisdio ver Buckeridge*) com celulose bacteriana, a utilizagdo do
galactomanano e outros polissacarideos de reserva de sementes nesse
setor, vém sendo apenas prospectada. Tal prospeccao parece apenas
objetivar, por enquanto, a tentativa de substituicdo de aditivos quimicos
para o aumento de resisténcia de folhas de papel e de outros derivados
celuldsicos de uso comercial®>®”’,

Apesar de confirmado (desde 1978%) a capacidade de interagdo dos
galactomananos com a celulose por suas respectivas cadeias centrais
através de pontes de hidrogénio, os galactomananos citados, devido as
suas estruturas ramificadas, também formam dispersGes bastante
viscosas. As unidades de galactose ligadas a cadeia principal de manose
que correspondem a sua estrutura fina®!°, dificultam a aproximacdo de
moléculas de outros polissacarideos, evitando sua agregacao quando
interagidos. Isso torna o galactomanano muito estavel e apropriado para
muitas aplicagdes industriais!!. Em alguns casos, esses polimeros sdo
utilizados com outros polissacarideos como a xantana ou carragenana,

para formar gel. Sabe-se que quanto menos ramificado é o
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galactomanano, maior o0 sinergismo entre as moléculas de
polissacarideos'?.

A capacidade de se ligar a agua, o elevado potencial espessante, a
estabilidade das solugbes, a capacidade de interagir, sem formar
agregados insollveis com outros polimeros e a de, na presenca de outros
polissacarideos, formar gel, sdo os principais motivos pelos quais os

121314 Nos

galactomananos sao utilizados na industria de alimentos
setores cosmético e farmacéutico, além do aproveitamento das
caracteristicas citadas acima, também s3ao exploradas as suas
propriedades bioldgicas sobre a fisiologia de seres humanos e animais’*>,
dentre elas: o potencial pré-biotico, o efeito sobre a imunossupressao da
pele, a hidratacdao e a restauracao de estratos epidermais. Geralmente os
galactomananos sdo utilizados nas formulagdes alimentares, farmacéuticas
e cosméticas em concentracdes que ndo excedem a 1% do produto final®®.
No setor de papel e celulose, sua utilizacdo ainda carece de estudos
comparativos e analise de custo beneficio em relacao ao amido de milho e
ao amido modificado, que sao os principais aditivos utilizados na confecgao
de pastas celuldsicas, antes da projecdo de uma suposta substituicdo.

Por serem neutros, os galactomananos geralmente sdo estaveis a
variacoes de pH entre 4,0 e 8,0 e suas propriedades fisico-quimicas
parecem nao ser afetadas pela presenca de sais e/ou outros acucares de
pequeno peso nas formulacdes!’. Os galactomananos modificam o
comportamento da agua nos alimentos e diminuem a friccdo entre seus
componentes auxiliando também, no processamento e palatabilidade, no
controle de cristalizacdo de solucdes saturadas de aglcar e impedindo a
formacdo de cristais de gelo em sorvetes?®.

Em formulagdes cosméticas, os galactomananos apresentam efeito

emoliente (semelhante a 6leos hidratantes), efeito de hidratacao e
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formacdo de filme na pele (impedimento a perda de dgua transepidérmica)
e também promovem reparo da cuticula capilar e celular (diminuicdo de
descamacdo epidérmica)l. Mais especificamente, estudos recentes tém
mostrado que o galactomanano pode vir a constituir uma alternativa para
a substituicdo do acido retindico que, por sua vez é utilizado no reparo de
danos epiteliais oriundos de mecanismos relacionados ao foto-
envelhecimento. Jouandeaud!® e colaboradores constataram, em 2004,
pela primeira vez, a sua acao benéfica de fragmentos de galactomanano
na fisiologia e metabolismo da pele.

A solubilidade do galactomanano depende do numero de unidades de
galactose ligadas a cadeia principal de manose. O guar, por exemplo, &
disperso em agua fria, a tara é intermediaria e a locusta sé é totalmente
dispersa em agua quente, ou em agua fria, mediante a um elevado tempo
de cisalhamento. Os galactomananos, como outros hidrocoldides, sdo
insolUveis em solventes orgédnicos e podem ser precipitados em dgua com
adicdo de etanol*?.

Na Ultima década, galactomananos vém sendo detectados em
grande quantidade e apresentando composicdes variaveis em sementes de

espécies nativas brasileiras®®*1%2.

Algumas destas espécies tais como
Sesbania virgata (sinonimia S. marginata)®*° e Dimorphandra mollis*®> vém
sendo estudadas quanto aos aspectos metabdlicos. A D. mollis apresenta
altos teores de galactomanano nas sementes (cerca de 50% do peso seco)
e estudos recentes indicam a possibilidade da extracao seca da goma com
um rendimento de cerca de 80%%*.

Os resultados com fibroblastos 3T3 (in vitro) aqui apresentados
demonstram que o galactomanano do faveiro é fisiologicamente atéxico, o
que permite aos autores sugerir que este polimero também apresenta

potencial para aplicagdes nas industrias farmacéutica, cosmética e de
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alimentos. Além disso, o presente trabalho salienta seu potencial de
utilizacdo nestes setores através de detalhado estudo reoldogico e de
formacdo de gel comparado aos polissacarideos de utilizagao classica para
fins de espessamento como a xantana, locusta e o guar e, por fim,
prospecta sua utilizacdo no setor papeleiro através de prévio estudo de

interagdo com celulose e pastas derivadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao reologica do Galactomanano

Os dados obtidos referem-se a amostra de galactomanano de D.
mollis e guar. A amostra de D. mollis refere-se a da fracdo retida em
peneira com 420um de abertura e proveniente de sementes sem casca

pela remogdo com solucdo de hidréxido de sédio 5%2%*.

Efeito da concentracdo de galactomanano

As determinacdes de viscosidade aparente foram realizadas a 25°C,
na amostra de guar (Figura 1A) e na amostra de galactomanano de
faveiro (Figura 1B). Cabe salientar que a amostra de guar foi utilizada
como referéncia comparativa, uma vez que também se trata de um
galactomanano, porém, com diferencas estruturais em sua constituicao e
uso comercial.

Tais resultados sdao apresentados nas Figuras 1A e 1B em funcao
da variacao da concentracao de polissacarideo, onde se pode observar que
as viscosidades aparentes dos dois galactomananos testados, apresentam
uma reducao com o aumento da taxa de deformacgao. Considerando
particularidades da afericdo (aparelho e método), tanto para o guar

(Figura 1A) quanto para o galactomanano de faveiro (Figura 1B),
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diferencas significativas na viscosidade aparente, que decai de maneira
exponencial em funcdo do aumento da taxa de deformacdo, comecam a
ser observadas a partir da concentracao de 1,5%.

Para o galactomanano de faveiro, quedas exponenciais mais
acentuadas sao observadas nas concentragoes de 2,5 e 3%, sendo que o
perfil das quedas plotadas (Figura 1B) é muito semelhante nas
concentracbes 1,5 e 2% e também entre as concentracdes 2,5 e 3%.
Nessas concentracdes, o valor maximo observado com o minimo de taxa
de deformacao adotada para 1,5 e 2% foi de 3027 e 3518,3 cP
(respectivamente), e para as concentracoes de 2,5 e 3%, tal valor
aumenta para 9700 e 11563 cP (respectivamente).

Também se pode observar que, apesar do perfil exponencial das
guedas, a forca aplicada nas amostras, em especial nas de concentragoes
2,5 e 3%, nao foi suficiente para atingir um minimo de deteccao da
viscosidade aparente como foi possivel detectar com o guar (Figura 1A) a
partir de cerca de 60 (s!) de taxa de deformacgo.

Para um maior efeito comparativo (dose-resposta) entre os dois
galactomananos, estipulou-se uma taxa de deformacdo (100 s?) e, na
Figura 2, pode-se observar as curvas de viscosidade aparente em fungao
da concentracao dos mesmos. Novamente, mesmo com taxa de
deformacao fixa, aumentos consideraveis na viscosidade (cP) sao

detectados a partir de 1,5% de concentracao.
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Conforme a figura, em uma concentracao de 1% e taxa de
deformacdo igual a 100s?, o galactomanano de D. mollis apresentou
viscosidade aparente de 199cP e o guar 334cP. Em concentracbes até
2,5%, a viscosidades aparentes dos dois galactomananos sao bem
proximas, sendo que, acima desta concentracdo o guar tende a apresentar
viscosidade muito mais elevada (Figura 2).

Para os setores industriais de cosmética, alimentos e, até mesmo o
farmacéutico; os estudos reoldgicos de hidrocoldides sdao de suma
importancia; uma vez que auxiliam o entendimento de suas naturezas
fisico-quimicas resultando na deteccao de precoces instabilidades de
formulagdes caso os mesmos venham a ser adicionados em um produto
final. Assim, na analise de um reograma, o aspecto de interesse primordial
nas projecoes de estabilidade é a minima alteracdo desse comportamento
em condicdes comparaveis de temperatura, pH, tensdao de cisalhamento
etc.

Nesse contexto, os resultados expressos nas Figuras 1A e 1B
permitiram concluir que ambos o0s galactomananos de Cyamopsis
tetragonolobus (guar) e de Dimorphandra mollis apresentam um
comportamento ndo-newtoniano pseudoplastico, uma vez que, com o
aumento da forca aplicada (taxa de deformacao) a viscosidade diminuiu
em relacdo & viscosidade inicial. De acordo com Dahms, 1996%°, tal
caracteristica, por exemplo, é interessante para produtos cosméticos, pois,
permite um espalhamento adequado e uma melhor cobertura da pele;
sendo, quase sempre, um requisito para as formulagoes desse setor.

Para os dois galactomananos analisados, principalmente a partir da
concentracdao de 1,5%, o perfil exponencial das quedas viscosimétricas
detectadas indicam um comportamento tixotrépico, uma vez que a

viscosidade diminui proporcionalmente em relacao a taxa de deformacdo
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aplicada. Reid & Edwards (1995)%° afirmam que a locusta possui as
mesmas caracteristicas e tal comportamento reoldgico também pode ser
sustentado para o guar em outros trabalhos sobre as mesmas condigoes

de ensaio?’.

Efeito da variacdo de pH

Para o galactomanano de faveiro, a viscosidade aparente detectada
em funcdao de uma curva de pH apresentou um platd mais elevado (cerca
de 180cP) entre os pHs 4,0 e 7,0. Em pH baixo, de 4,0 e 2,5 a viscosidade
€ decrescente; sendo que, nos pHs mais elevados, entre pH 7,0 e 9,0, ela
oscila entre 160 -170cP (Figura 3).

Na Figura 3 o patamar detectado entre os pHs 4,0 e 7,0, demonstra
relativa semelhanca ao observado com galactomanano de Sesbania
aculeata®®. O galactomanano dessa espécie também apresenta valores de
viscosidade mais altos em pHs entre 3,0 e 8,0 quando analisado a taxa de
deformacdo de 97,41s*. Assim, com um pouco mais de tolerancia tanto a
acidez quanto a alcalinidade, a viscosidade do galactomanano de S.
aculeata também permaneceu elevada em uma longa faixa (platd) assim
como o de Dimorphandra mollis aqui estudado. Os menores valores de
viscosidade para S. aculeata também foram encontrados abaixo de pH 3,0,
ou seja, no extremo acido da faixa adotada.

A variacao de viscosidade em diferentes valores de pH pode ser
atribuida a comum dificuldade dos hidrocoldoides de se dispersarem em
meios muito acidos ou basicos. Mesmo assim, Carlson e co-autores
(1962)%°, trabalhando com gquar, verificaram que a viscosidade do
polissacarideo € maior quando o polimero é hidratado pelo menos 2h antes
de acertar o pH. Os dados foram comparados com 1lh e com 15min de

hidratacdao prévia do polissacarideo e os resultados indicaram que quanto
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maior o tempo de hidratacao, maior a viscosidade da dispersdo. Estas
observacdes confirmam a estabilidade do galactomanano em pH variavel,
pois o polissacarideo foi hidratado em pHs previamente ajustados em
solugdes tampdes com o objetivo de realizar os ensaios nas faixas de pH
descritos.

A estabilidade da viscosidade do galactomanano com a variagao de
pH é esperada, uma vez que este polissacarideo é neutro. A tolerancia da
viscosidade do galactomanano de faveiro a uma longa faixa de pH
(observada na Figura 3) é uma caracteristica muito importante, pois
demonstra que, se o mesmo fosse um espessante comercial, poderia
tolerar os diferentes pHs nas mais distintas formulagdes, ampliando as
categorias de produtos derivados de tais formulacdes. Nesse ponto se
conclui que as analises realizadas com a variacao de pH podem fornecer
informacgdes importantes para a manipulagcao de alimentos e formulagdes

cosméticas, por exemplo.

Efeito da variacdo da temperatura

Os resultados representados na Figura 4 revelam que a viscosidade
aparente do galactomanano de faveiro decresce consideravelmente
quando a temperatura aumenta de 20 para 80°C.

No entanto, podemos observar que a viscosidade diminui lentamente
entre 20 e 50°C, sendo que, a partir desta temperatura (50° C), decresce
com maior intensidade encontrando seus menores valores quando chega a
70 e 80°C. A 20°C a viscosidade observada é de 208cP, e atinge 160, 89 e
61cP a 50, 70 e 80°C, respectivamente (Figura 4).

Essa reducao da viscosidade da dispersao do galactomanano
observada, pode ser atribuida a hidrélise térmica da molécula de

polissacarideo durante o aquecimento, e/ou, com o aumento da energia
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cinética entre as moléculas, a diminuicdo da resisténcia a taxa de
deformacao (forca) aplicada a dispersao.

A viscosidade da dispersdo do guar também decai consideravelmente
com o aumento da temperatura®®3°, mas em relacdo ao efeito da
temperatura sobre a viscosidade de outros polimeros utilizados para os
mesmos fins em diversas formulacdes, ela é t3ao discreta que os
formuladores a consideram estavel.

Diferentemente do galactomanano de faveiro, quando o
galactomanano de S. aculeata é disperso a 1%, a taxa de deformacdo de
97,41s!, sua viscosidade diminui pouco entre as temperaturas de 40 e
60°C. No entanto, como o galactomanano de D. mollis (Figura 4), a partir

de 60°C, o decréscimo é bem acentuado?®.

Efeito da adicdo de NaCl

Conforme citado, para o estudo da variagao da viscosidade do

galactomanano de faveiro em funcao de uma concentracdo eletrolitica
(dose-resposta), adicionou-se NaCl comercial a amostra do mesmo.

De acordo com a Figura 5, até 5% de adicdao de NaCl ndao ha
variacdo na viscosidade. Porém, com a adicdao de 5-15% desse sal, a
viscosidade se reduz e comeca a aumentar novamente a partir de 15%
chegando a quase retornar a concentracao inicial com 25% de adicao
deste.

O fato da viscosidade do galactomanano de faveiro tender a
aumentar a partir da adicdo de 15% de NaCl, demonstra consideravel
tolerdncia eletrolitica. Os resultados desse experimento corroboram, mais
uma vez aqueles descritos para o guar®®, cujo aumento de viscosidade em
funcdo da adicdo desse sal também evidencia a tolerancia eletrolitica de

suas dispersoes.
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Nao foi preciso estudar a resposta da amostra em concentracdes
superiores a 25% de NaCl, uma vez que tal concentracdo nunca sera

reproduzida em qualquer que seja a formulagao industrial.

Interacao galactomanano:xantana para formacao de gel
Escolheu-se para este estudo de interacdao, a xantana devido a sua
conhecida capacidade de formar gel em associacao com outros polimeros e

seu extenso uso no setor cosmético e farmacéutico#3!.

E, para o
conhecimento do desempenho do galactomanano de faveiro em relagao a
esse parametro, utilizou-se também, para fins comparativos, os
galactomananos comerciais: guar e locusta.

Nesse contexto, parametros como a fracturabilidade, dureza e
adesividade, resultantes da interacdao da galactomanano:xantana, foram
plotados em funcdo da proporcdo dos dois hidrocoldides na mistura
(Tabela 1) para a formacgao de gel.

Quando a proporgao entre galactomanano de D. mollis e xantana foi
igual a 100:0 (respectivamente), ou seja, quando o galactomanano estava
isolado, nao foi observada resisténcia a penetracao da sonda. Ao adicionar
xantana ao galactomanano, quando a proporcao entre eles é 75:25, a
fracturabilidade observada foi de 89,2g. Na mesma Tabela observa-se
gue o maximo de fracturabilidade (118g) e, consequentemente de dureza
do gel formado (98,5g), sao obtidos quando a proporcao entre
galactomanano de D. mollis:xantana €& de 50:50. Esses resultados
corroboram com dados observados por Kovacs (1973)%, Sprenger
(1990)%?, Williams (1991) e Fernandes (1994)%, cujos respectivos
trabalhos também envolveram a associacdo dos mesmos tipos de
polimeros (galactomanano e xantana), porém, com diferenca da fonte de

galactomanano utilizada.
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Quando a proporcao entre os dois polissacarideos passou a ser
25:75 (galactomanano:xantana, respectivamente), o valor apresentou
novo decréscimo, tanto para fracturabilidade (69,2g) quanto para dureza
(58,9g9) . Também foi obtida a fracturabilidade da xantana isolada, que
demonstrou ser minima, ou seja, 24,7g. Tal valor evidencia ainda mais a
necessidade de associacao dos dois polissacarideos para detectar aumento
de resisténcia a sonda durante o experimento.

Na Tabela 2 pode-se observar a fracturabilidade obtida a partir do
galactomanano de D. mollis, guar e locusta em interacao com a xantana.
Nessa Tabela, os resultados de fracturabilidade e dureza a partir da
interacao entre galactomanano de D. mollis e xantana (118 e 98,5q,
respectivamente) mostraram-se superiores aos resultados apresentados
pela interacdao guar:xantana (44,06 e 38,3g, respectivamente), porém
inferiores aos resultados da interagcao entre locusta e xantana (197,5 e
175,2g para fracturabilidade e dureza, respectivamente). No caso da
interacdo entre guar e xantana, ndo foi possivel observar a formacdo de
gel uniforme.

Com relacdo a adesividade, os valores resultantes da interacao
faveiro:xantana e guar:xantana, nao apresentaram diferencas estatisticas
(-10,1 e -7,3, respectivamente). Também se observa que na interacao
locusta:xantana, a adesividade é maior (-68,9) quando comparada as
outras interacgoes.

Conforme observado na Tabela 2, os maiores resultados de
fracturabiilidade e dureza dos géis galactomanano:xantana formados na
proporcdo 1:1, correspondem a interacao locusta:xantana. Este resultado
era esperado, uma vez que a interagao entre galactomanano:xantana é
maior quanto menor for a razdo manose:galactose do polissacarideo, isto

€, quanto menos ramificado o polimero for.
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Nesse ponto, a diferenca entre o guar e a locusta para a interagao
com xantana é a estrutura quimica, uma vez que, preferencialmente tais
polimeros interagem pela cadeia central®*. Assim, como a razdo

1% e, no caso do

manose:galactose do guar é 1,8:1, da locusta é 3,5:
galactomanano de D. mollis sugere-se que a razao manose:galactose seja
2,7:1%%; era esperado que seus valores de fracturabilidade e dureza na
avaliacao do gel formado fossem intermediarios aos valores detectados
para guar e locusta. Os valores mais elevados para locusta, aqui
representados, corroboram com os resultados de Morris (1993)% que
também estudou a interacao do galactomanano dessa fonte com outros
polimeros comparando, da mesma forma, com o guar. Esta, por sua vez,
mostrava-se sempre superior. Outros autores também observaram uma
relacdo entre o maximo de sinergismo a 1% de polissacarideos totais e a
raz&0 manose:galactose dos galactomananos ensaiados (tara e locusta)3.

Também cabe salientar que, apesar dos galactomananos menos
ramificados tenderem a interagir melhor com outros polimeros, muitas
vezes, galactomananos de graus (proporcoes) semelhantes de ramificagao
interagem de maneira distinta com outros polimeros. Tais diferencas
sinérgicas dessas associacoes podem ser atribuidas a distribuicdo
estatistica das ramificacbes de galatose ao longo da estrutura fina
propriamente dita destes polimeros>®.

Além do estudo de fracturabilidade e dureza na formacdo de gel, a
variacdo da viscosidade aparente também foi avaliada em funcdo da
adicdo de xantana a solucdo de galactomanano de faveiro antes da
formacdo de gel. Na Figura 6, pode-se observar um acréscimo na
viscosidade da dispersao, quando ambos o0s polissacarideos estdo

presentes.
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O galactomanano de D. mollis disperso em agua a 1% apresentou
viscosidade aparente de 199cP. Quando foi adicionada a xantana, as
amostras preparadas tiveram suas viscosidades acrescidas, sendo que o
maior valor foi observado quando a proporcao galactomanano:xantana foi
igual a 50:50 (434cP a taxa de deformacdo de 100 s!) que também
coincide com os resultados maximos de fracturabilidade e dureza
apresentados na Tabela 1.

Especificacbes comerciais do guar também sinalizam acréscimo na
viscosidade aparente do polissacarideo com adicao de xantana. Quando o
mesmo é disperso a 1% isoladamente, sua viscosidade aparente em
algumas especificacdes € cerca de 200cP a 25°C a taxa de deformacdo
100s?, sendo que pode tingir 377cP quando ocorre a associagdo
guar:xantana na proporgao 1:1.

Na literatura corrente, também existem registros de observacdes do
aumento da viscosidade aparente na interacao xantana:guar, em relagao a
viscosidade detectada para a xantana ou o guar isolados®’. Porém,
diferente dos resultados detectados nesse trabalho, o maximo de
viscosidade foi observado com 80% de guar e 20% de xantana com 1% de
polissacarideos totais.

Sabe-se que a associacao entre guar e xantana proporciona um
incremento na viscosidade aparente de qualquer dispersdo aquosa®?,
sendo que, propicia maior estabilidade a dispersao em condicdes mais
acidificadas. Essa caracteristica € muito importante porque a estabilidade
de uma dispersao é sempre requerida mesmo sob variacbes de pH e
temperatura, bem como de concentracao eletrolitica durante o preparo de

uma formulacdo>*.

58



Estudo de cito e fototoxidade

Conforme descrito, o estudo de cito e fototoxidade de um ativo ou
ingrediente de formulacdo farmocosmética pode ser definido pela
porcentagem de Vviabilidade celular de células (fibroblastos) de
camundongos recém natos e, para detectar a fototoxidade propriamente
dita, € necessaria a presenca e auséncia de uma fonte de radiacao UV
durante o ensaio.

De acordo com a Figura 7, as células mantiveram-se viaveis
durante o ensaio (uma semana) em todas as concentracdes de
galactomanano de faveiro verificadas, sendo que, acima de 1% de
concentracdao de galactomanano as células proliferaram chegando a um
incremento de cerca de 20% de proliferacao. Sendo assim, ainda que esse
experimento ndo seja especifico para tal conclusdo, pode-se sugerir que o
galactomanano de faveiro tende a estimular a divisao celular.

Tecnologicamente, esse resultado permite reforcar a possibilidade de
uso do galactomanano de faveiro para formulacdes cosméticas e
farmacéuticas (especialmente), uma vez que, tal estudo, consiste em um
dos primeiros experimentos de seguranga que se realiza quando uma
matéria-prima, insumo ou ativo &, inicialmente prospectado nesses
setores. Mesmo que outros estudos de seguranga, dermatoldgicos e até
mesmo clinicos, tenham de ser ainda realizados, pode-se sugerir que
esses resultados contribuem para o inicio da prospeccao de uso do mesmo

nos setores citados.

Interacao com pastas celuldsicas em suspensao
Na Figura 8, pode-se acompanhar a quantidade (em gramas) de
galactomanano de faveiro absorvida por cada grama de celulose contida

em cinco diferentes tipos de polpas celuldsicas. Quanto mais alta for essa
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absorcao, melhor a interacdao entre o galactomanano de D. mollis e a
celulose suspensa.

De acordo com esses resultados, a polpa celuldésica que apresentou
maior interacdo com o galactomanano de D. mollis, foi a pasta mecanica
seca, cujo valor de adsorcao (0,32 g) mostrou-se superior a quantidade de
polimero absorvido pela celulose microcristalina (purificada para
comercializagao).

O segundo maior valor de absorcao (0,31 g) foi o da pasta escura de
alto rendimento, seguido da pasta celuldsica pré-branqueada, sendo que o
menor valor de absorgao correspondeu ao valor adsorvido pela pasta
celulésica flash dryer (0,26 g). Tais valores de absorcao descritos para as
polpas (pasta) correspondem a um percentual de 82,44; 74,11 e 68,9%
(respectivamente) de absorcao de galactomanano durante o ensaio.

Ainda comparando as polpas, o resultado representado pela
porcentagem de interacao entre o galactomanano de faveiro e a celulose
da pasta PMS (quase 85%) foi o mais significativo, uma vez que este
demonstrou ser superior ao percentual de interacdao do polimero com a
celulose purificada (84,05%).

Estudos envolvendo a utilizacdo de galactomanano na tentativa de
aumentar a resisténcia de derivados celuldsicos ndao sdo recentes. Os
primeiros estudos nesse sentido comecam a tomar forma na segunda
metade da década de 60°%°° inclusive, tais autores j& relacionavam o
peso molecular e a relacao galactose:manose do polimero com grau de
afinidade pela celulose. Isso demonstra que tal afinidade do
galactomanano de faveiro pela celulose, evidenciada pela analise do
percentual de adsorcao do mesmo por parte da celulose (Figura 8), era

esperada. No entanto, até o final da década de 90, ndao se acreditava que
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galactomananos, com proporcao manose:galactose inferior a 4:1, eram
capazes de interagir de maneira significativa com a celulose®°.

Somente no inicio do século XXI, comegaram o0s primeiros
experimentos comparando o grau de interacdo de polissacarideos de
diferentes grupos (mananos e xiloglucanos) com derivados celuldsicos*!
que culminaram em Lima et al. (2003)”. Nesse Ultimo, a interacdo desses
polimeros com a celulose foi estudada no papel propriamente dito,
incrementando suas propriedades fisicas e mecanicas. Assim, o
experimento da Figura 8 corrobora com a interacao observada por Lima e
colaboradores do galactomanano de faveiro com a celulose no proprio
papel, com o diferencial de que, pela primeira vez, se analisa o potencial
de interacao do mesmo com diferentes pastas celuldsicas (que ja possuem
uso comercial) de caracteristicas mecanicas e quimicas completamente
distintas. Esse tipo de prospeccdao de interacdao é muito diferente de
analises de interacao efetuadas em folhas propriamente ditas. Assim, esse
diferencial do presente trabalho, torna tais resultados mais importantes do
ponto de vista tecnoldgico, uma vez que essas diferentes pastas resultam
na producdo de diferentes tipos de papéis com diferentes aplicacOes
comerciais.

Ainda na Figura 8, conforme previamente citado, se observa uma
maior afinidade do galactomanano de faveiro pela celulose de pastas
mecanicas (PMS: pasta mecanica seca e PEAR: pasta escura de alto
rendimento), isto &, pastas que poderdao ou nao sofrer tratamento quimico
em seu refino, a depender de sua utilizacdo. Hannuksela et al (2002)°
confirma essa observacao ao afirmar que, o interessante sobre os
galactomananos, que sdo neutros, € sua afinidade pela celulose de polpas
sem aditivos quimicos (que acabam carregando eletroliticamente o

sistema) demonstrando maior afinidade quando o sistema apresenta
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concentragOes elevadas de detritos, finos, material particulado e lignina,
ou seja, pastas mecanicas. Os autores ainda sugerem que, usar
galactomananos como aditivos para este tipo de pastas, particularmente,

podera vir a constituir, no futuro, um atrativo comercial no setor.

CONCLUSOES

A viscosidade aparente do galactomanano de sementes de D. mollis
tem um aumento considerdvel com o acréscimo da concentracdao do
polissacarideo na dispersdao em agua. A partir dos resultados das analises
reoldgicas realizadas, concluiu-se que o galactomanano de D. mollis
apresenta comportamento nao-newtoniano com caracteristicas
pseudoplasticas, pois retorna as suas propriedades iniciais apds ter sofrido
uma taxa de deformacdo que vai até 100s™, indicando auséncia de efeito
do tempo.

A viscosidade do galactomanano de D. mollis obtida a partir da
fracdo de sementes sem casca (retiradas com hidroxido de sdédio 5%) e
separadas em peneira com 420um de abertura, determinada em dispersao
a 1% de galactomanano, com taxa de deformacdo de 100s™!, é de cerca de
200cP. Nas mesmas condicdoes de ensaio a goma guar apresentou uma
viscosidade média semelhante.

A dispersdao do galactomanano é facilitada quando o solvente se
encontra em pH variando entre 4,0 e 7,0, onde foi observada maior
estabilidade da viscosidade deste polissacarideo.

O galactomanano de D. mollis tem a capacidade de interagir com
xantana, resultando na formacao de gel e no aumento da viscosidade das
dispersdoes preparadas a partir da associacao do galactomanano de D.

mollis:xantana em determinadas proporcoes (50:50). Esse gel formado
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apresentou menor fracturabilidade e dureza em relacao ao gel de
locusta:xantana.

Este trabalho mostra que as sementes de D. mollis representam um
potencial para producdao de goma, indicando a importancia de estudos
complementares para aplicacdes comerciais. Nesse ponto, tal polimero
merece estudos de prospeccgdes industriais mais detalhados, em especial
para o setor farmocosmético e papeleiro; sendo que, as primeiras
evidéncias nesse sentido sdo o fato de que o mesmo, nao apresentou
potencial cito e fototdxico, bem como significativa capacidade de interacao
com celulose suspensa.

Finalizando, sabe-se que a utilizacao do galactomanano em diversos
setores industriais ha muito tempo é conhecida (industria alimenticia e
farmocosmeética), as propriedades desse hidrocoldide sdo aproveitadas em
diversos tipos de formulagbes, produtos e em outros setores também. Nao
podemos, entretanto, prever exatamente o comportamento reoldgico de
um alimento ou emulsdao cosmética processados, por exemplo, pois sao
substancias complexas. Mas estas informacdes podem fornecer subsidios
para o desenvolvimento tecnoldgico em ambas as industrias.

Assim, com a continua exploracdo das fontes comerciais conhecidas
para a sua extensa utilizagdao nos setores citados nesse trabalho, torna-se
necessario a descoberta de outras fontes para obter esse polimero para as
mesmas finalidades ou, devido as suas particularidades, para finalidades
mais especificas.

Mesmo que o estudo careca de maiores detalhes, a importancia
desse trabalho reside no fato de se tratar de uma das primeiras
prospeccoes detalhadas para o uso desse galactomanano nos setores aqui
citados. Em complemento, esse estudo é ainda uma continuacao

importante do trabalho de Panegassi et al. 2000, onde os autores, além de
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apontarem claramente o potencial de aplicacdo do faveiro no setor
alimenticio, desenvolveram um processo controlado de extracdo em
bancada do polissacarideo que, tecnologicamente tem grande potencial

para ser adaptado para a extracao em larga escala.

PARTE EXPERIMENTAL

As sementes de Dimorphandra mollis sao provenientes da caatinga
da Parnaiba (Piaui), fornecidas pela empresa PVP S/A.

Para a analise de interacdao do galactomanano de D. mollis com a
celulose, utilizou-se além da Celulose Microcristalina (CM) (Sigma Chem.
Co), quatro diferentes pastas celuldsicas oriundas de fornecedores
estratégicos da empresa Suzano de Papel e Celulose:

Flash Dryer (FD): pasta quimica
Pasta Pré-branqueada (PPB): pasta quimica
Pasta Mecénica Seca (PMS): pasta mecanica

Pasta Escura de Alta Rendimento (PEAR): pasta mecanica

Obtencao do Galactomanano

O galactomanano de faveiro foi obtido como descrito na literatura*.

Caracterizacao reologica do Galactomanano

O instrumento utilizado foi o redometro rotativo HAAKE (modelo
Rotovisco RV20). Foi utilizado o sistema de placas paralelas PQ 45 com
45mm de didmetro e 1mm de distancia entre as placas. As analises foram
efetuadas com taxa de deformagdo variando entre 0-100s?, sendo
determinados 20 pontos nessa faixa. A temperatura pode ser controlada

de forma eficiente mesmo com altas tensdes de cisalhamento*®. O torque
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foi medido numa das placas enquanto a outra girava. O instrumento
estava acoplado a um computador para aquisicdo e processamento dos
resultados, e o controle de temperatura foi feito por um banho
termostatizado.

Para efetuar as analises reométricas, as amostras foram dispersas
em agua a 40°C e agitacao constante durante cerca de 20 minutos. A
adicdo lenta da goma a agua e a hidratacdo prévia a temperatura
ambiente facilitou a dispersdo e evitou a formacao de grumos. Apds o
aguecimento, as amostras preparadas com goma nas concentracdes
superiores a 1,5% permaneceram cerca de 1h em agitacdo constante a
temperatura ambiente para a total dispersdao. As analises foram iniciadas
2h apds a preparacao das dispersdes e, nesse tempo foram mantidas em
condicOes climatizadas (25°C). As analises foram efetuadas em triplicata,
foi calculado o valor médio para cada ensaio e construidos os reogramas.
A compreensao dos dados obtidos esta representada de forma a facilitar a
comparacao com os dados de literatura referentes aos estudos das gomas

comerciais.

Efeito da concentracdo no comportamento reoldgico

O comportamento reoldgico do galactomanano foi avaliado nas
seguintes concentracdes de polissacarideo disperso em agua: 0,5; 1,0;
1,5; 2,0; 2,5 e 3,0% a uma temperatura constante de 25°C?®?°, Como
parametro comparativo foi avaliado o comportamento reoldgico da goma
guar comercial nas mesmas concentragoes.

Para os ensaios descritos a seguir foram utilizadas as mesmas
condicoes de dispersao do galactomanano descritas anteriormente e as
dispersdes foram preparadas na concentracao de 1% de polissacarideo em

agua destilada.
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Efeito da variacdo do pH no comportamento reoldgico

Antes de iniciar os ensaios de viscosidade com variacao de pH, foi
preparado tampao citrato fosfato 0,05M com pH 2,5; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e
7,0 e tampao tris-maleato 0,05M com pH 8,0 e 9,0. A seguir, 0
galactomanano de faveiro foi disperso a 1% nos diferentes tampdes com

agitacao constante durante 20 min a 40°C.

Efeito da da temperatura no comportamento reoldgico

Amostras do galactomanano de faveiro dispersas em agua a 1% em
agitacao constante durante 20 min a 40°C foram analisadas quanto ao
comportamento reoldgico nas seguintes temperaturas: 20, 30, 40, 50, 60,

70 e 80°C, separadamente.

Efeito do NaCl no comportamento reoldgico

As dispersdes de galactomanano de feveiro a 1%, foi adicionado
NaCl comercial nas concentracoes de: 5; 10; 15; 20 e 25 %. Em seguida a

amostra foi novamente agitada durante 20min?°.

Interacao galactomanano-xantana para formacao de gel

O galactomanano foi submetido a interacao com xantana através da
preparacdo de dispersdoes dos polissacarideos (galactomanano de
faveiro:xantana) em d&gua nas seguintes proporcdes: 100:0; 75:25;
50:50; 25:75 e 0:100. As dispersdoes foram preparadas de modo a
apresentar um teor de 1% em polissacarideos totais. Apds o seu preparo,
as misturas foram aquecidas a 60°C com agitacdao constante, durante 30
min>3. As amostras obtidas foram colocadas em recipientes com 4 cm de

diametro e 2 cm de altura e deixadas durante 24 h a temperatura
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ambiente. Os pardmetros de textura dos géis como fracturabilidade,
dureza e adesividade, foram determinados através do método de
compressao, usando Analisador de Textura SMS Modelo TA-XT2 munido de
sonda com 25 mm de didmetro com penetracdo de 10 mm a 5 mm/s,
forca igual a 20 g e sensibilidade 20 g. Estas condicbes de determinagao
foram selecionadas através de testes até o encontro das condicdoes mais
adequadas. Como descrito, os parametros determinados neste estudo
foram dureza, fracturabilidade e adesividade correspondentes ao pico de
forca da primeira compressao (programa "return to start").

Para efeito de comparacao foram preparadas dispersoes de locusta-
xantana e guar-xantana contendo 1% de polissacarideos totais,
proporcdes de 50:50. As interagcdes foram submetidas a anadlise em
Analisador de Textura TA-XT2 como descrito acima.

Todas as amostras preparadas foram também submetidas a
determinacao da viscosidade a 25°C, nas mesmas condicdes descritas

anteriormente.

Estudo de cito e fototoxidade

Incubou-se com o galactomanano de faveiro, por um periodo de 24
horas, células 3T3, ou seja, fibroblastos de pele de camundongo recém
nato.

A toxicidade é determinada em funcdao da viabilidade celular em
meio a este ensaio, o qual € monitorado pela incubacdao das células 3T3
com Neutral Red. Este Ultimo é um corante vital, que é incorporado pelas
supostas células vivas ap0s tais 24 horas de contato com a amostra que se
deseja dosear. A fototoxicidade ou fotoirritacdo é definida como a resposta
toxica da pele causada depois da primeira exposicao do tecido epitelial a

certos produtos e/ou ativos com uma subseqliente exposicao a luz solar ou
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gue é induzida pela irradiacdo da pele depois da administracao sistémica
de um ativo e/ou produto. Tal exposicao a luz corresponde a uma dose
nao citotéxica de radiacao UVA (verificada através de triplicata de
controle)*3.

A metodologia do teste de fototoxidade consiste na comparagao da
citotoxicidade de um ativo na presenca e na auséncia de luz. A
Fototoxicidade é medida pela captacdo do Neutral Red pelas células que

sobrevivem & incubacdo com o ativo ou produto®®.

Interacao do galactomanano com pastas celuldsicas

Na preparacao das pastas, cada uma delas foi seca em estufa (40°
C) por 36 horas, para posterior pulverizacgao em moinho de facas (Tecnall
Modelo TE-580). O pé de cada uma das pastas foi suspenso em agua
destilada a 4%. A solucao foi centrifugada a 10000G com descarte do
sobrenadante. Em seguida, o precipitado foi novamente suspenso em agua
destilada e a solugcdo centrifugada em seqliéncia. Tal procedimento foi
repetido por trés vezes até lavagem exaustiva dos finos de cada uma das
pastas.

Para as anadlises de interacdo do galactomanano de faveiro com
diferentes pastas, 600ul de solucdao 0,1% de galactomanano em tampao
acetato de sdédio 25mM pH 5,0 foram adicionados a 400ul de solucao
aquosa (4%) das diferentes pastas. Em seguida o material foi
exaustivamente agitado em aparelho VORTEX Gene-2, deixado por 15 min
a 30° C e centrifugado a 10000G por 3min. Com o auxilio de uma pipeta
Pasteur o sobrenadante foi coletado e submetido a dosagem de acgucar

|44

total™ e, por diferenca sobre o valor inicial, efetuou-se a quantificacao de

acucar adsorvido pela celulose das pastas celuldsicas.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1: Viscosidade aparente (cP) da goma guar (A) e do
galactomanano de Dimorphandra mollis (B), a 25°C, dispersos em agua a
o,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0%, em funcao da variagcao da taxa de
deformacao.

Figura 2: Comparacao da viscosidade aparente (cP) do galactomanano de
Dimorphandra mollis e da goma guar, em funcao da concentracao do
galactomanano, medida a temperatura de 25°C a uma taxa de deformacao
constante de 100s™ .

Figura 3: Viscosidade aparente do galactomanano de Dimorphandra
mollis dispersa em agua a 1% em funcao da variacdo do pH da dispersao a
25°C a taxa de deformacdo de 100s™.

Figura 4: Viscosidade aparente do galactomanano de Dimorphandra
mollis dispersa em agua a 1% em funcao da variacdo da temperatura
durante a andlise reométrica a taxa de deformacdo de 100s®.

Figura 5: Viscosidade aparente (cP) do galactomanano de Dimorphandra
mollis dispersa em agua a 1% em funcdo da variacdo de concentracao de
cloreto de sodio (%) na dispersdo a 25°C a taxa de deformacdo de 100s™.

Tabela 1: Parametros de textura (médias de trés repeticdes) obtidos a
partir de produtos da interacao de galactomanano de Dimorphandra
mollis-xantana em diferentes proporcdes em agua a 1% analisados em
Analisador de Textura TA-XT2 a temperatura ambiente, munido de sonda
com 25mm de didmetro, penetracdao de 10mm a velocidade de 5mm/s,
forca igual a 20g e sensibilidade 20g*

Tabela 2: Parametros de textura (médias de trés repeticdes) obtidos a
partir de produtos da interacao de galactomanano de Dimorphandra
mollis-xantana, guar-xantana e locusta-xantana em dagua a 1% na
proporcdo 50:50 analisados em Analisador de Textura TA-XT2 a
temperatura ambiente, munido de sonda com 25mm de didametro,
penetracdao de 10mm a velocidade de 5mm/s, forca igual a 20g e
sensibilidade 20g’.
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Figura 6: Viscosidade aparente (cP) em funcao da proporgao
galactomanano:xantana em solugdo aquosa a 1% de polissacarideos totais
a taxa de deformacdo de 1005,

Figura 7: Percentual de viabilidade celular de fibroblastos de
camundongos recém natos (células 3T3) em fungdao da concentracao de
galactomanano de Dimorphandra mollis na presenca e na auséncia de
radiagao ultravioleta.

Figura 8: Interacao do galatomanano de Dimorphandra mollis com a
celulose detectada através de quantidade de galactomanano adsorvido por
grama de polpa celuldsica em suspensdo. Os resultados das adsorcoes sao
detectados em 5 tipos de polpas (pastas) celuldsicas suspensas: PMS
(pasta mecénica seca), PEAR (pasta escura de alto rendimento), PPB
(pasta pré-branqueada), FD (flash dryer) e CM (celulose microcristalina -
Sigma).
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Tabela 1:

__galactomanano:xantana fracturabilidade dureza adesividade

100:0 19,5d 18,9 e nd
75:25 89,2 b 79,7 b -27,7
50:50 118 a 98,5 a -10,1
25:75 69,2 c 58,9 c nd
0:100 27,4 d 26d nd
coef. variacao (%) 7,3 5,9 nd

Teste Duncan (95% de confiabilidade): letras iguais em colunas indicam valores estatisticamente idénticos.

nd: ndo detectado.

Tabela 2:
amostra fracturabilidade dureza adesividade
faveiro:xantana 118 b 98,5b -10,1 b
locusta:xantana 197,5 a 175,2 a -68,9 a
guar:xantana 44,06 c 38,3 c -7,3b
coef. variacao(%) 5,6 3,2 5,8

Teste Duncan (95% de confiabilidade): letras iguais em colunas indicam valores estatisticamente idénticos.

Figura 6
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Patente 1

"INPI - Institut National de La Propriété Industrielle”

Vos références 144962 SDE

(A traducdo do presente documento encontra-se ao final da tese — Anexo I)

79



PROCEDE D BTENTION DE POLYSACHARIDES A PARTIR DE
SEMENCES DE JATOBA, COMPOSITION COSMETIQUE COMPRENANT
LESDITS POLYSACHARIDES

Domaine de l'invention

La présente invention concerne un procédé pour obtenir des
polysaccharides, de préférence des xyloglucanes, a partir de semences de
jatoba (Hymenaea courbaril L., Hymenaea stilbocarpa, entre autres
especes), pour les appliquer a des compositions cosmétiques, de

préférence des compositions anti-age.

Description de I'art antérieur

Hymenaea courbaril L., connu sous le nom de jatoba, est un arbre
gue l'on trouve a l'origine du Mexique a une grande partie de I'Amérique
du Sud, y compris le Brésil (du nord au sud-est), le Venezuela, la
Colombie, le Pérou et la Bolivie. On le trouve normalement a des altitudes
allant jusqu'a 900 meétres au-dessus du niveau de la mer.

Son bois est utilisé dans le génie civil, le travail du bois, le lattage,
les instruments de musique et les stratifiés, entre autres. La pulpe est
comestible et est utilisée dans la préparation de produits alimentaires, tels
gue les farines, les sucreries et les boissons, ou dans les aliments. L'écorce
et la seve du tronc servent a la préparation de thés.

Les xyloglucanes sont des polysaccharides présents sur la paroi
cellulaire des plantes supérieures. Le xyloglucane structurel a le
polysaccharide de paroi cellulaire primaire, et le xyloglucane obtenu a
partir de semences est principalement un polysaccharide de réserve. Les
constituants principaux du xyloglucane sont le galactose, le glucose et le

xylose. Au Brésil, les semences de jatoba (Hymenaea courbaril)
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constituent une source abondante de xyloglucanes. Les xyloglucanes
agissent comme des ingrédients actifs quand ils sont appliqués a la peau
humaine, en favorisant des bénéfices a I'aspect général de la peau et a sa
"santé", en stimulant la synthése de collagéne et d'élastine par les cellules
du tissu conjonctif.

Le brevet US 5 488 105 décrit des polysaccharides extraits a partir
de semences de Hymenaea qui sont utilisés en tant qu'épaississants,
gélifiants et stabilisants dans la formulation de produits alimentaires,
chimiques et pharmaceutiques. Il décrit aussi un procédé pour I'extraction
des semences de Hymenaea, comprenant les étapes consistant a laisser
les semences tremper et a retirer les téguments ; a broyer et sécher les
semences pour former une poudre de polysaccharide brute ; a mettre en
suspension et filtrer le polysaccharide brut dans une solution alcaline-
alcooliqgue et former un polysaccharide purifié ; le polysaccharide purifié
est ensuite séché et broyé pour former une poudre de polysaccharide
purifiée.

Le document JP 10236943 décrit l'ingrédient actif d'un cosmétique
qui est dissout dans un extrait de jatoba. Le procédé d'extraction est mis
en ceuvre avec un solvant non aqueux et un fractionnement.

D'aprés la description de la présente invention ci-dessous, on en
conclut que les documents de la technique antérieure ne proposent pas
d'avantages au sens d'un procédé plus simple et plus propre, en d'autres
termes d'un procédé écologiguement respectueux ayant un co(t inférieur a

ceux des procédés de la technique antérieure.
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Résumé de l'invention

La présente invention concerne un procédé pour obtenir des
polysaccharides a partir de semences de jatoba, comprenant les étapes
suivantes :

a) traitement des semences (procédé a sec) ;

b) extraction aqueuse a 1 % a 5 % en masse de poudre par volume, de
préférence 2 % en masse de poudre par volume ;

c) précipitation a I'éthanol a 96°GL utilisant 1 a 3 fois le volume
d'extrait aqueux ;

d) filtration a la presse du précipité obtenu en (c) ;

e) solubilisation des polysaccharides obtenus dans I|'étape (d) avec de

I'eau ; et

f) séchage des polysaccharides obtenus dans I'étape (e).

Description des dessins

La Figure 1 montre des semences de Hymenaea courbaril avec leurs
téguments.

La Figure 2 illustre un xyloglucane purifié.

La Figure 3 montre un graphigue avec les résultats de [l'activité
épaississante des polysaccharides obtenus conformément a la présente

invention.

Description détaillée de l'invention

L'objet de la présente invention est un procédé pour obtenir des
polysaccharides a partir de semences de jatoba (Hymenaea courbaril).

L'un des avantages de la présente invention est que le procédé
utilise une voie simple et propre, n'impliquant pas la purification du

polysaccharide brut avec une solution alcaline-alcoolique (NaOH).
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Un autre aspect important du procédé de la présente invention est
I'étape initiale de traitement des semences. On a noté que I'utilisation
d'eau pour laver les semences a un effet négatif sur le résultat du procédé,
puisqu'elle provoque la migration de certains composants des téguments
dans la partie intérieure des semences, ce qui a donc pour résultat une
modification de la couleur du produit final, en plus d'une contamination et
de la présence d'impuretés.

Plus particulierement, la présente invention concerne un procédé
pour obtenir des polysaccharides, de préférence des xyloglucanes, a partir
de semences de jatoba (Hymenaea courbaril), comprenant les étapes
suivantes : traitement des semences, extraction aqueuse a 1 % a 5 %, de
préférence a 2 % ; précipitation avec 1 a 3 volumes d'éthanol a 96°GL par
rapport au volume de l'extrait aqueux ; solubilisation des polysaccharides
obtenus avec de I'eau, et séchage subséquent de ceux-—ci.

Le procédé commence avec le traitement des semences. Dans cette
étape, les téguments des semences sont retirés, ce retrait pouvant étre
effectué de deux fagons :

1) Les semences intactes sont broyées et tamisées pour étre
séparées des téguments. Dans un mode de réalisation préféré de la
présente invention, le broyage est effectué dans un broyeur a marteau
durant une période de temps importante et les semences broyées sont
passées sur des tamis de 9 mm pour étre séparées des téguments. Les
semences débarrassées des téguments sont ensuite séparées par
granulométrie en passant sur des tamis ayant différentes ouvertures de
mailles, de préférence des tamis de 3,35 mm, 2,36 mm, 1,18 mm et 600

MM, respectivement.
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Les fractions obtenues aprés le tamis de 9 mm sont retenues dans
les tamis de 3,35 mm et 2,36 mm, en représentant au total 54 % de la
masse de semences completement débarrassée des téguments.

2) Conformément a un mode de réalisation préféré, le retrait des
téguments des semences est effectué par utilisation de micro-ondes.

Aprés le traitement des semences, la poudre résultante est
lentement ajoutée a de l'eau a l'aide d'un tamis. Puis une extraction
aqueuse est effectuée a 1 % a 5 %, de préférence a 2 % en masse de
poudre par volume. L'extraction est de préférence réalisée avec de I'eau
préchauffée a une température variant de 60 a 80°C, mieux encore de
70°C. Apreés le préchauffage, une agitation est réalisée durant une période
d'environ 1 heure. Ensuite, un refroidissement a lieu, de préférence
jusqu'a 40°C.

Eventuellement, le procédé peut en outre comprendre une étape de
séparation qui est de préférence réalisée par centrifugation. La
centrifugation est de préférence effectuée a 4100 t/min pendant 15
minutes.

Aprées extraction et, si cela est applicable, centrifugation, le matériau
est soumis a une précipitation avec 1 a 3 volumes, de préférence 3
volumes, d'éthanol a 96°GL. Les inventeurs ont découvert que ladite
précipitation avec de I'éthanol a 96°GL permet d'obtenir deux
polysaccharides différents : GEL (un précipité plus dense et plus gélifié) et
SOB (un polysaccharide moins dense et plus fibreux). Ces polysaccharides
ont la méme constitution de saccharides (monomeéres - galactose, xylose
et glycose), mais des masses moléculaires différentes.

Eventuellement, le procédé peut en outre comprendre, aprés la
précipitation a I'alcool, une étape de séparation qui est de préférence une

filtration a la presse, pour compresser la masse résultante.
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Puis les polysaccharides résultants sont mis en suspension dans de
I'eau jusqu'a solubilisation a une concentration de 2 % en poids/volume.
Normalement, pour atteindre cette solubilisation, il faut 10 minutes dans
un mélangeur industriel. Elle peut aussi étre effectuée dans un broyeur a
vitesse de cisaillement élevée, jusqu'a dispersion complete des matieres
solides.

Aprés solubilisation, une séparation est effectuée de préférence par
centrifugation, laguelle est de préférence réalisée a 4100 t/min pendant 15
minutes.

Aprés séparation, le surnageant est déshydraté par séchage par
pulvérisation ou congélation et lyophilisation subséquente. Dans le cas
d'une lyophilisation, il est nécessaire également d'effectuer une étape de
broyage.

Dans un mode de réalisation préféré, la présente invention concerne
un procédé pour obtenir des xyloglucanes a partir de semences de jatoba
(Hymenaea courbaril), comprenant les étapes suivantes :

a) traitement des semences par séchage des semences dans un four a
micro-ondes ;

b)  extraction aqueuse a 2 % a une température située dans la plage
allant de 60 a 80°C pendant 1 heure ;

C) centrifugation a 4100 t/min pendant 15 minutes ;

d) filtration (avec granulométrie de la taille du micrometre) dans un bol
avec une feuille ;

e) précipitation avec 1 a 3 volumes d'éthanol a 96°GL ;

f) solubilisation des polysaccharides obtenus dans de I'eau ;

g) séchage au moyen d'un séchage par pulvérisation ou d'une

congélation et d'une lyophilisation.
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Dans un autre mode de réalisation de la présente invention, on met

a disposition des compositions comprenant les polysaccharides obtenus

conformément au procédé de

I'invention en combinaison avec des

excipients acceptables en cosmétique. Ces polysaccharides peuvent étre

avantageusement

utilisés, par

compositions anti-rides ou anti-age,

exemple,

pour

et aussi

épaississants dans des formulations cosmétiques.

la

préparation de

en tant qu'agents

Le tableau ci-dessous illustre certaines compositions cosmétiques

comprenant des xyloglucanes obtenus conformément au procédé de la

présente invention:

Phase du Exemple 1 Exemple 2 Exemple 3
procédé Composants (%) (%) (%)
1 Eau déminéralisée 76,580 83,070 83,500
2 EDTA disodique 0,100 0,100 0,100
3 Glycérine bidistillée BXR végétale 5,000 5,000 5,000
4 Gomme xanthane - 0,100 0,100
5 Carbopol ETD 2020 0,250 0,180 -
6 Alcool cétylique 1,000 3,000 2,000
6 Alcool stéarylique 1,000 1,000 2,000
Copolymére d'acryloyl-diméthyltaurate de
7 sodium et d'acrylate d'hydroxyéthyle, 2,000 2,000 2,000
squalane, et polysorbate 60
Hydroxyde de sodium 0,070 0,050 0,050
Eau déminéralisée 10,000 5,000 5,000
Xyloglucane de Jatoba 4,000 0,500 0,250
23,420 16,930 16,500
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Phase du Exemple | Exemple | Exemple | Exemple
procédé Composants 4 (%) 5 (%) 6 (%) 7 (%)
1 Eau déminéralisée 80,481 83,671 82,455 80,852
2 EDTA disodique 0,100 0,100 0,100 0,100
3 Glycérine bidistillée BXR végétale 5,000 5,000 5,000 5,000
4 Gomme xanthane 0,150 0,120 0,100 0,100
5 Carbopol ETD 2020 0,210 0,250 0,300 0,100
6 Alcool cétylique 0,500 2,300 1,500 4,000
6 Alcool stéarylique 2,500 1,200 1,500 2,000
Copolymeére d'acryloyl-diméthyltaurate
7 de soldium ot dacrylate 2,000 2,000 2,000 2,000
d'hydroxyéthyle, squalane, et
polysorbate 60
Hydroxyde de sodium 0,059 0,059 0,045 0,048
Eau déminéralisée 8,000 5,000 5,000 5,000
Xyloglucane de Jatoba 1,000 0,300 2,000 0,800
19,519 16,329 17,545 19,148

Procédé pour préparer les compositions décrites dans le tableau ci—-dessus

- Verser de I'eau dans un récipient et la peser (phase 1) ;

- Ajouter les composants indiqués pour la phase 2 et agiter jusqu'a
solubilisation complete ;

- Ajouter les composants indiqués pour la phase 3 et agiter ;

- Ajouter progressivement les composants indiqués pour la phase 4
jusqu'a solubilisation complete ; agiter fortement (environ 1000 a 2000
t/min) ;

- Ajouter progressivement les ingrédients de la phase 5 en agitant
fortement jusqu'a dispersion compléte. Il ne doit pas se former de
grumeaux.

- Chauffer cette phase jusqu'a 70-80°C.

- En parallele, chauffer les composants décrits pour la phase 6 a la méme

température.
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- Avec les composants de la phase 6 fondus et a la méme température que
la phase aqueuse, ajouter la "phase 6" dans la phase aqueuse et agiter a
environ 1000-2000 t/min.
- Ajouter les composants de la phase 7 et agiter fortement jusqu'a la
formation d'une émulsion lisse et brillante, pendant environ 10-15
minutes.
- En paralléle au début du procédé, disperser les polysaccharides dans de
I'eau, en I'ajoutant lentement jusqu'a solubilisation compléte.

Il s'agit d'une phase de refroidissement, et les polysaccharides,
lorsqu'ils sont mis au contact d'autres gommes, vont favoriser une
synergie, avec la formation de ponts hydrogéne et un changement des

propriétés viscoélastiques/rhéologiques de I'émulsion.

Application cosmétigue

On a mis en ceuvre certains dosages montrant les caractéristiques
amplifiées et avantageuses des polysaccharides obtenus conformément au
procédé de la présente invention pour une utilisation dans des

compositions cosmétiques.

1)  Activité de prolifération cellulaire

On a mis en ceuvre des dosages pour déterminer le potentiel des
polysaccharides obtenus conformément a la présente invention pour
favoriser la prolifération cellulaire (augmentation du nombre de cellules
par rapport a un groupe témoin non traité avec l'ingrédient actif), en
analysant la viabilité cellulaire par coloration au rouge neutre. Un autre
objectif du dosage était de déterminer le potentiel de pro-collagéne
d'ingrédients actifs (collagéne en excés produit par les cellules traitées

avec l'ingrédient actif, par rapport a des cellules témoins non traitées) par
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détection du collagéne dans le surnageant de culture par coloration au
rouge sirius.

Ce dosage permet de déterminer ce qui suit.

a) Le fait que la présence d'un ingrédient actif spécifique dans la
culture cellulaire, pendant une ou plusieurs périodes, a ou non pour
résultat une augmentation du nombre de cellules par rapport au groupe
témoin (cellules non traitées avec le méme ingrédient actif). Le nombre de
cellules est estimé en fonction du taux de viabilité cellulaire, lequel est
surveillé par incubation de fibroblastes avec le colorant vital rouge neutre
a la fin de la période de dosage (72 heures). Ce colorant est incorporé
dans les cellules vivantes, si bien que le taux de viabilité cellulaire est
indiqué par l'intensité du colorant absorbé par les cellules en un rapport
directement proportionnel. La lecture colorimétrique est effectuée dans un
spectrophotometre, a une longueur d'onde de 540 nm.

b) Le fait que la présence de l'ingrédient actif induit ou non la
production par les cellules de davantage de collagene. A cette fin, des
fibroblastes humains dérivant du derme sont incubés avec le facteur de
croissance tumoral - TGF-B, connu pour induire la synthese et la
sécrétion de collagene (témoin positif). Simultanément, d'autres
fibroblastes sont incubés dans les mémes conditions avec l'ingrédient actif
qui est testé. Le collagéne est identifié par le colorant rouge sirius
(solution de picrosirius), qui a une affinité pour les molécules de
procollagéne et de collagéne. Le potentiel de procollagene de chaque
ingrédient actif est identifié par I'augmentation de densité optique
(absorbance : filtre a 540 nm) mesurée aprées la dissolution des pigments
préalablement absorbés par le collagene présent dans les surnageants de

culture.
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Résultats
Les résultats obtenus avec les polysaccharides produits
conformément au procédé de la présente invention montrent ce qui suit :
- Le potentiel de prolifération/viabilité des cellules incubées avec les
différentes concentrations de I'échantillon de xyloglucane ;
- Le potentiel de procollagéne de l'ingrédient actif, normalisé en fonction
de la viabilité cellulaire ;

- La production totale de collagene, décrite dans le Tableau 1.

Tableau I : Prolifération cellulaire (%), densité optique (Abs) +/- écart type, obtenues a
partir de la lecture de la synthése de collagéne total et de collagéne aprés normalisation
par l'indice de viabilité (ug/ml et %), pour des fibroblastes de peau humaine en culture
primaire, aprés 96 heures d'incubation.

L . Collagéne .
. Prolifération Collagéne total L Collagéne
Traitement . , normalisé L,
cellulaire écart-type normalisé (%)
(ng/ml)
Témoin 100 0,152 + 0,008 100,00 0,00
TGF 136,00 0,224 + 0,009 198,10 98,10
Lot 16 Xylo
108,57 0,236 + 0,031 274,15 174,15
0,01%
Lot 16 Xylo
113,14 0,207 + 0,001 202,76 102,76
0,025%
Lot 16 Xylo
113,14 0,21 £ 0,036 209,00 109,00
0,05%
Lot 16 Xylo
114,86 0,196 + 0,025 177,20 77,20
0,075%
Lot 16 Xylo 0,1% | 115,43 0,173 £ 0,031 129,44 29,44

Concernant la prolifération cellulaire

L'incubation des fibroblastes avec les échantillons de xyloglucane aux
concentrations indiquées ci-dessus et dans les conditions testées (96
heures) a pour résultat une augmentation de la quantité de cellules du
dosage a toutes les concentrations de xyloglucane. L'indice de prolifération

cellulaire le plus faible est de 8,6 % a la plus faible concentration testée

90




(0,01 %), tandis que l'indice de prolifération le plus élevé est de 15,4 %,
avec un échantillon de xyloglucane a 0,1 %. Aux autres concentrations
testées, I'augmentation de la quantité de cellules reste comprise entre 13
et 14 %, cette valeur ne différant pas de la valeur maximale obtenue
(15,4 %).

Concernant la synthese de collagene

Quand on l'applique a 0,01 % pendant une période de 96 heures,
I'échantillon conduit a une augmentation de 174,15 % de la synthese de
collagene. Aux concentrations de polysaccharide de 0,025 et 0,05 %,
I'augmentation de la synthese de collagene est de 102 et 109 %,
respectivement. Ces résultats sont similaires a celui trouvé pour le témoin
positif du dosage (TGF-[I, 98,1 %) et significativement supérieurs a celui
pour le témoin de base du dosage (cellules incubées uniquement avec du
milieu de culture).

Aux deux concentrations de dosage les plus élevées (0,075 et 0,1
%), les taux d'augmentation de collagéne sont inférieurs a ceux observés
pour les autres concentrations de I'échantillon (77,2 et 29,4 %,
respectivement), mais toujours significativement supérieurs a celui pour le

témoin négatif du dosage.

2)  Sénescence cellulaire in vitro

Le but de cette étude était de déterminer le potentiel des ingrédients
actifs pour protéger les cellules vis-a-vis du vieillissement cellulaire
provoqué par une exposition successive a un rayonnement UVB, en
utilisant le parameétre de réduction de marqueur de sénescence, la b-
galactosidase (enzyme de liposome). On peut utiliser ce test pour
déterminer si la présence d'ingrédients actifs dans les fibroblastes de

derme humain peut ou non retarder l'augmentation de l'expression de

91



I'enzyme alpha-galactosidase, qui est associée aux cellules dans un état
de sénescence cellulaire (vieillissement). Aprés décongélation du lot de
cellules, les cellules sont cultivées dans du milieu DMEM contenant 10 %
de SFB, dans une atmosphere avec 5 % de CO,, et a une température de
37°C. Apres placage, les cellules sont cultivées dans les mémes conditions
pendant au moins 48 heures.

Aprés cette période, I'une des plaques de cellules va étre exposée a
un rayonnement UVB pendant 6 minutes, durant 5 jours (1 exposition par
jour), et l'autre va uniguement étre incubée avec la solution tampon (PBS)
pendant les mémes périodes. Les cellules du groupe témoin sont traitées
uniguement avec de la PBS et du milieu de culture; le groupe de
traitement est incubé avec l'ingrédient actif qui est testé, dilué dans de la
PBS (au moment de Il'exposition au rayonnement) ou du milieu de culture
(intervalles entre les expositions au rayonnement). Une fois que
I'exposition est terminée, les cellules restent au repos pendant 48 a 72
heures (pour consolider l'effet chronique résultant de I'exposition au
rayonnement), incubées dans du milieu (témoin) ou avec l'ingrédient actif
dilué dans du milieu (groupe de test). Apres cette période, les cellules sont
exposées au substrat provenant de l'enzyme b-galactosidase, qui est
converti en chromogéne bleu apres 12 heures d'incubation. Les cellules
témoins négatives ont jusqu'a 10 % de cellules positives a la b-
galactosidase ; les cellules témoins positives (exposées aux UVB sans la
protection des ingrédients actifs) ont de 45 a 65 % de cellules positives a
la beta—galactosidase.

- Le procédé pour réaliser le vieillissement de fibroblastes de
derme humain in vitro a été développé et validé par le projet Galapagos
(Funil de Tecnologia / Natura). Toutefois, |'utilisation de ces cellules dans

des applications expérimentales potentielles (par exemple une
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détermination de ['activité métabolique de cellules sénescentes, une
réduction de la sénescence) n'a pas encore été completement validée en
présence de substances témoins.
Résultats
Le Tableau II indique le pourcentage de cellules positives a la b-
galactosidase +/- |'écart-type du pourcentage apres traitement avec les
échantillons contenant des xyloglucanes obtenus conformément a Ila

présente invention.

Traitement B-gal positives
UVB - Témoin C 10,96 +/- 1,77
UVB + 49,72 +/- 1,80
UVB - Xylo 12B 11,25 +/- 0,2
UVB + 39,55 +/- 2,06

Les résultats du dosage démontrent que la présence de 0,01 % de
xyloglucane a pour résultat une réduction de 10 % de la population de
cellules vieillies, déterminée par le pourcentage de cellules positives a b-
gal, aprés la période d'exposition fractionnée aux UVB. La présence de
I'ingrédient actif protege les cellules contre des dommages provoqués par
le photovieillissement.

Conclusion

En résumé, on observe que le xyloglucane est capable d'augmenter
la synthése de collagéne, d'augmenter I'expression du gene de collagéne
de type I, d'augmenter la synthése de tropoélastine, et d'augmenter la
prolifération cellulaire. De plus, il protege les cellules vis-a-vis du
vieillissement cellulaire induit par une exposition prolongée a un
rayonnement UVB dans le modéle de sénescence cellulaire. Tous ces
dosages ont été réalisés en culture cellulaire, utilisant des fibroblastes de

derme humain.
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Bénéfice Concentration testée % d'augmentation Rapport in

vitro

Prolifération cellulaire 0,05 % 15 24/08

Collagéne 0,01 % -0,1% 40-80 24/08

Expression du gene de collagéne de 0,05 % 75 % -

type I

Production de tropoélastine 0,01 % 68 % -

Sénescence cellulaire 0,01 % 10 % 55/08

En plus des avantages décrits ci—-dessus, il est vérifié que les
polysaccharides de la présente invention peuvent étre utilisés en tant
gu'agents épaississants dans des compositions cosmétiques. La Figure 3
contient un graphique qui montre l'activité épaississante améliorée du
polysaccharide de la présente invention par comparaison avec la gomme
xanthane.

Bien entendu, l'invention n'est pas limitée aux exemples de
réalisation ci-dessus décrits et représentés, a partir desquels on pourra
prévoir d'autres modes et d'autres formes de réalisation, sans pour autant

sortir du cadre de l'invention.

REVENDICATIONS

1. Procédé pour obtenir des polysaccharides a partir de semences

de jatoba caractérisé en ce gu'il comprend les étapes suivantes :

a) traitement des semences ;

b) extraction aqueuse a 1 % a 5 % en masse de poudre par volume, de
préférence 2 % en masse de poudre par volume ;

c) précipitation a I'éthanol a 96°GL utilisant 1 a 3 fois le volume
d'extrait aqueux ;

d) filtration a la presse du précipité obtenu en c) ;
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e) solubilisation des polysaccharides obtenus dans I|'étape (d) avec de
I'eau ; et

f) séchage des polysaccharides obtenus dans I'étape (e).

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'il
comprend en outre une étape de séparation des polysaccharides apres

I'étape d'extraction aqueuse.

3. Procédé selon la revendication 2, caractérisé en ce que I'étape

de séparation est une centrifugation.

4, Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que la

centrifugation est effectuée a 4100 t/min pendant 15 minutes.

5. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que I'étape
d'extraction aqueuse est mise en ceuvre a une température de 70°C

pendant 4 heures.

6. Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 a 5,
caractérisé en ce que la déshydratation du surnageant est réalisée par

séchage par pulvérisation.
7. Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 a 6,

caractérisé en ce que la déshydratation du surnageant est réalisée par

lyophilisation.
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8. Composition cosmétique caractérisée en ce qu'elle comprend le
polysaccharide obtenu par le procédé tel que défini dans I'une quelconque

des revendications 1 a 7.

9. Utilisation de polysaccharides provenant de semences de
jatoba, caractérisée en ce qu'elle réside dans la préparation d'une

composition cosmétique anti-rides ou anti-age.

10.  Utilisation de polysaccharides provenant de semences de
jatoba, caractérisée en ce qu'elle réside dans un agent épaississant dans

des compositions cosmétiques.
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ABREGE DESCRIPTIF

PROCEDE D’OBTENTION DE POLYSACCHARIDES A PARTIR DE SEMENCES
DE JATOBA, COMPOSITION COSMETIQUE COMPRENANT LESDITS
POLYSACCHARIDES

La présente invention concerne un procédé pour obtenir des
polysaccharides a partir de semences de jatoba, comprenant les étapes
suivantes :

a) traitement des semences (procédé a sec) ;

b)  extraction aqueuse a 1 % a 5 % en masse de poudre par volume, de
préférence 2 % en masse de poudre par volume ;

c) précipitation a I'éthanol a 96°GL utilisant 1 a 3 fois le volume
d'extrait aqueux ;

d) filtration a la presse du précipité obtenu en c) ;

e) solubilisation des polysaccharides obtenus dans I'étape (d) avec de

I'eau ; et
f) séchage des polysaccharides obtenus dans I'étape (e).

Dans un autre mode de réalisation, la présente invention concerne
une composition cosmétique contenant des polysaccharides obtenus
conformément au procédé défini ci-dessus, et ['utilisation desdits

polysaccharides.
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FIGURE 1

FIGURE 2
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Viscosité (cP)

16000 -

12000 -

8000 -

4000 -

FIGURE 3

Epaississement du Sérum

O Sérum avec xanthane

W Sérum avec xyloglucane

10 12 20
RPM
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Patente 2

"Processo INPI: PI-P035055-9 na pasta NPI120”
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PROCESSO DE OBTENCAO DA HEMICELULOSE E USO DE
HEMICELULOSE COMO ADITIVO DE RESISTENCIA PARA
APERFEICOAMENTO DE MATERIAL CELULOSICO

Campo da Invencao

A invencao refere-se a utilizacdo de polissacarideos de parede celular
como aditivo para o aperfeicoamento das propriedades mecénicas de

materiais celuldsicos.

Fundamentos da Invencao

A resisténcia € uma propriedade estrutural da folha de papel, que é
derivada principalmente da formacdo de ligacdes entre fibras, a medida
gque a estrutura fibrosa é formada e seca. A resisténcia de um papel
depende da resisténcia das fibras individuais e das ligacdes entre as fibras,
do numero de ligacdes e da distribuicdo das ligacdoes e das fibras
(formacdo). Inumeras forcas atuam na formacao de ligacdes entre fibras.
A mais importante é a ponte de hidrogénio, embora outras forcas como
ligacbes covalentes, ibnicas e de van der Waals estejam presentes.
Embora as pontes de hidrogénio sejam fracas, especialmente em &gua,
elas aumentam a resisténcia do papel devido ao seu grande numero. As
pontes de hidrogénio sao formadas a uma distdncia pequena e as
superficies de ligacao devem estar em contato molecular.

O tipo de fibra, o processo de polpacao, branqueamento e refinacao
apresentam uma importancia fundamental nas propriedades da pasta, e
gue se refletem na caracteristica de resisténcia do papel.

A tabela abaixo apresenta as principais diferencas entre as pastas

quimicas e mecanicas, que influenciam nas caracteristicas fisicas do papel.
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PROPRIEDADES

PASTAS MECANICAS

PASTAS QUIMICAS

Quantidade de lignina Elevada Baixa
Quantidade de hemiceluloses Elevada Baixa
Grau de polimerizagdo Elevado na celulose Elevado

Carga em suspensdo aquosa

Mais anibnica

Menos anibnica

Afinidade com agua

Mais hidrofébica

Mais hidrofilica

Fibras longas por unidade de massa Poucas Muitas
Area superficial especifica Grande Pequena
Teor de finos Alto Baixo

Formato das fibras

Curtas e espessas

Longas e finas

Grau de colapsabilidade das fibras

Menos colapsadas

Mais colapsadas

Rigidez das fibras

Alta

Baixa

O baixo teor de lignina das pastas quimicas confere as fibras maior
flexibilidade, colapsabilidade e habilidade e inchamento em meio aquoso,
do que as fibras de pastas mecanicas.

A estrutura da trama do papel depende da colapsabilidade,
conformabilidade e flexibilidade das fibras em meio aquoso. Estes fatores e
o inchamento das fibras determinam a densificagcao da estrutura do papel
na prensagem a Umido e na secagem.

A conformabilidade das fibras caracteriza o comportamento das
mesmas no processo de consolidacao da folha. Fibras com maior
conformabilidade podem curvar e se ajustar ao formato de outra fibra,
formando assim uma trama mais densa e mais bem ligada. A
conformabilidade das fibras depende das dimensbes de sua secao
transversal, da fibrilacdo interna (refinacdo) e da composicdao quimica e
morfoldgica da parede celular. Existe uma dependéncia linear entre a
colapsabilidade e a espessura da parede das fibras. Por isso, o colapso de
fibras de pastas quimicas € mais comum do que em fibras de pasta
mecanica. Fibras colapsadas sdao mais flexiveis e podem apresentar uma
maior area de ligacdo do que fibras tubulares nao colapsadas, o que

melhora as propriedades de resisténcia do papel.
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O grau de inchamento das fibras depende da sua composicao
guimica e da fibrilacao interna. As hemiceluloses promovem o inchamento
das fibras, enquanto que a lignina o inibe. Por isso as pastas quimicas
sofrem maior inchamento do que as pastas mecanicas.

As pastas mecanicas em comparacdao as pastas quimicas apresentam
folhas com maior corpo e com elevado espalhamento de luz. Usando
pastas mecanicas € possivel produzir um papel com rigidez aceitavel a
uma gramatura consideravelmente menor, do que usando pastas
guimicas. Quando comparadas ao mesmo nivel de drenabilidade, as pastas
termomecanicas apresentam maior corpo e melhores propriedades de
resisténcia do que as pastas mecanicas, enquanto que estas Ultimas
apresentam uma maior permeabilidade ao ar.

A resisténcia de uma trama fibrosa pode ser aumentada
mecanicamente, através de refinacdao, que com o aumento da quantidade
de microfibrilas, através da fibrilacdo interna e externa, promove a
formacao de ligacdes entre as fibras.

Uma outra forma de aumentar a resisténcia do papel é pela adicao
de aditivos de resisténcia, que aumentam uma ou mais das seguintes
caracteristicas: resisténcia da ligacao entre fibras, nimero de ligacoes e
distribuicdo das ligacdes, sem, entretanto, alterar a resisténcia das fibras.
Os aditivos de resisténcia sao geralmente polimeros hidrofilicos sollveis
em agua, podendo ser naturais ou sintéticos. Entre os produtos comerciais
mais comumente empregados na industria de papel encontram-se: amido,
gomas vegetais, CMC e polimeros sintéticos.

Baseado neste conhecimento procurou-se alterar as caracteristicas
superficiais das fibras de pastas mecénicas, através da adicdo de
hemiceluloses (polissacarideos vegetais), visando aumentar a resisténcia

do papel confeccionado com pastas mecanicas.
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As hemiceluloses sao polissacarideos encontrados na parede celular
de plantas, e estdo intimamente associadas a celulose. A celulose é
formada somente de mondmeros de B - D - glucose ligados por carbonos 1
e 4, formando uma estrutura linear, enquanto as hemiceluloses sao
polimeros ramificados, cujas unidades sdo constituidas por hexoses (D-
glucose, D-manose e D-galactose), pentoses (D-xilose, L-arabinose e D-
arabinose), ou deoxyhexoses (L-ramnose ou 6-deoxi-L-manose e
raramente L-fucose ou 6-deoxi-L-galactose). Pequenas quantidades de
certos acidos urbnicos (acido 4-0-metil-D-glucoronico, acido D-
galacturénico, e acido D-glucor6nico) também estdo presentes.

Estas unidades existem principalmente como estruturas de seis
membros (piranose), tanto na forma alfa, como na forma beta.

Xiloglucanos e galactomananos sdao as principais hemiceluloses
encontradas na parede primdria e secundaria das células de plantas
dicotiledoneas, aonde a sua interacdao com a celulose tem um papel
importante nas propriedades da parede celular. Na parede secundaria (em
sementes), estas hemiceluloses servem como polissacarideos de reserva.
Os polissacarideos de reserva de parede celular (PRCR) podem ser
classificados, de acordo com as suas estruturas quimicas em mananos,
xiloglucanos e galactomananos. Apesar das diferengcas marcantes nas
estruturas quimicas, os polimeros dos trés grupos apresentam
propriedades fisico-quimica semelhantes. Eles possuem em comum a
funcdo reserva, uma vez que sdao completamente degradados apds a
germinacao da semente e seus produtos sao utilizados como fonte de
carbono e energia para o crescimento inicial das plantulas. Eles também
apresentam funcdes secundarias, como controle da embebicdo e
distribuicdo de agua nos tecidos das sementes e o controle da expansao

celular dos cotilédones.
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Os galactomananos s3ao compostos por mondmeros de B-manose
ligados por carbonos 1 e 4, formando uma estrutura linear, com
ramificacdo de unidade de residuos de galactosil. Este polissacarideo
ocorre, em grande parte, como composto de reserva em sementes de
espécies leguminosas.

Alguns exemplos de sementes que produzem mananos sao:
Dimorphandra mollis, Cyamopsis tetragonolobus, Ceratonia siliqua,
Sesbania virgata, Schizolobium parahyba e Trigonella foenum-graecum. A
proporcao entre mananose e galactose (M/G) difere de acordo com a
origem das sementes.

Os xiloglucanos tém estrutura de glucanos similar a da celulose, com
ramificacao de unidades de xilose e xilose-galactose.

Alguns exemplos de sementes produtoras de xiloglucanos sao:
Hymenaea courbaril, Copaifera langsdorffi, Eucalyptus grandis e
Tropaeolum majus.

O acumulo de hemiceluloses nas sementes pode alcancar cerca de
40% da massa seca das sementes.

As hemiceluloses de sementes sao muito diferentes das
hemiceluloses encontradas em madeira. Em coniferas as hemiceluloses
encontradas em maior proporcdao sao glucomananos e galactomananos,
enquanto que glucoronoxilanos sao as principais hemiceluloses das
folhosas.

Com base nestas experiéncias e no uso de polissacarideos de reserva
de sementes (“goma” guar e “goma” caroba - locust bean gum) como
aditivos para aumento da resisténcia do papel, desenvolveu-se a presente
invencgao.

De uma maneira geral, boa parte dos tipos de materiais celuldsicos

(papel, papelao etc.) é produzido a partir de uma suspensao de fibras
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celuldsicas (ou de polpa celuldsica). Tipicamente as fibras celuldsicas sao
hidratadas e misturadas a agua para a formacdo dessa suspensao. Em
seguida, aditivos sao adicionados a esta polpa hidratada que,
consequentemente, apds agitacdo controlada, ¢é despejada em
equipamentos especificos onde os materiais celulésicos (papel, papelao
etc.) sao formados, prensados e secos.

No processo descrito acima, utilizando-se polpas produzidas de fibras
celuldsicas (recicladas ou nao) obtidas, tanto pelo processo mecanico,
semi-quimico ou quimico, é necessaria a adicdo de agentes quimicos a
polpa (aditivos), a fim de que se obtenha um produto final com
propriedades ideais e adequadas para a sua finalidade de utilizagao.

Os diferentes processos de obtencao de fibras celuldsicas fornecem
polpas com caracteristicas de resisténcia diferentes, dependendo das
caracteristicas superficiais das fibras. Para melhorar as caracteristicas de
resisténcia das fibras deve-se aplicar energia de modo a modificar a
estrutura da fibra ou adicionar produtos quimicos que ao se depositar na
superficie das fibras aumente o seu potencial de ligacao.

E nesse contexto de suprir a necessidade na industria de encontrar
processos ambientalmente compativeis para aperfeicoar as propriedades
de resisténcia de materiais celuldsicos que os autores da presente
invencdo sugerem a utilizacdo de polissacarideos de parede celular (PPC)
como alternativa para esses aditivos.

Hemiceluloses de parede celular sdo polimeros (polissacarideos) que,
na composicao da parede celular, se associam as fibras e as microfibrilas
de celulose, permitindo que as mesmas se arranjem, formando um
complexo dinamico e tridimensional. Alguns desses polissacarideos, cuja
funcdo primaria seria promover a formacdao do arranjo das fibras e

microfibrilas citadas a fim de contribuir na formacao da estrutura da
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parede celular, ao Ilongo da evolugao, adquiriram propriedades
secundarias. Tais propriedades secundarias passaram a ser as grandes
responsaveis por muitas estratégias fisioldgicas que favoreceram a
sobrevivéncia dos organismos.

A fim de se beneficiarem com as fungdes secundarias dessas
hemiceluloses como, por exemplo, a reserva, a dureza (protecao) e o
controle de relacdes hidricas, de crescimento celular e de embebicao; os
organismos, evolutivamente, passaram a acumular esses polimeros na
propria estrutura da parede em maior quantidade, de modo que, extrai-los
em consideravel escala para fungdes comerciais, tornou-se plausivel.

Com base em tais fundamentos, €& proposta a utilizacdo de
hemiceluloses que adquiriram fungdes secundarias como o0s
polissacarideos de parede celular, como aditivos a compostos celuldsicos
de utilizagao industrial, como, por exemplo, o papel e seus derivados.

Os polissacarideos de parede celular correspondem a quaisquer
compostos de peso molecular entre 1000 e 2 milhdes de Dalton
resultantes da condensacdao de um grande numero de moléculas de
aldoses e cetoses, bom como multiplas hidroxilas que, podem ser
encontrados na parede celular e que estejam associados direta ou
indiretamente as fibras de celulose no arranjo dessa estrutura.

Para a realizacdgo de maneira preferencial da invengdo foram
extraidos polissacarideos de parede celular usando os seguintes passos:

a) Extracdo de hemicelulose da parede secundaria de sementes
de espécies vegetais;

b) Embebicao de sementes escarificadas mecanicamente ou de
sementes intactas;

C) Separacao ou nao de cotilédones ou endosperma da casca e

eixo embrionario das sementes;
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d) Secagem dos tecidos separados ou semente intacta embebida;

e) Moagem dos tecidos ou semente intacta secos;

f) Extracdao aquosa de 1% das sementes e tecidos separados
obtidos na etapa “e”, nas seguintes condigoes:

- Temperatura entre 55°C e 80°C;
- Tempo entre 6 e 10 horas; e
- Sob agitacdo constante.

g) Filtracdo do insoluvel;

h) Precipitacao com etanol de 2 a 6 vezes o volume inicial;

i) Repouso nas seguintes condicoes:

- Temperatura entre 3°C e 7°C; e
- Tempo entre 10 e 15 horas.

1) Re-suspensdao do precipitado seco de 1% em agua, nas
seguintes condigoes:

- Temperatura de 40°C a 80°C;
- Tempo de 5 a 10 horas; e
- Sob agitagao constante.

k) Nova filtragem do insollvel; e

)] Secagem da suspensao.

A presente invencao partiu do fato de que os polissacarideos de
parede celular, presentes nas paredes celulares dos organismos, sao
capazes de interagir com as fibras e microfibrilas de celulose presentes na
polpa celuldsica. Esse polimero interage com a celulose através de pontes
de hidrogénio e essa interacdo no processo, trata-se de uma estratégia
ambientalmente correta para incrementar as propriedades de resisténcia
e/ou retencdo de forma de materiais celuldsicos, como alternativa de
substituicdo de outros aditivos quimicos ainda utilizados para os mesmos

fins.
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Assim, subtende-se que o tratamento da polpa celulésica com
polissacarideos de parede celular favorece as propriedades citadas porque
esses polimeros tém a capacidade de se arranjarem e de se ligarem as
fibras celuldsicas cobrindo-as total ou parcialmente como acontece in vivo.

A invencdo é ainda mais ilustrada nos exemplos a seguir:

EXEMPLO 1:

Para ilustrar e demonstrar que os polissacarideos de parede celular
interagem com as fibras de celulose em derivados celuldsicos, utilizou-se
micrografias obtidas com microscopia de varredura a fim de localizar as
regioes de interacao das moléculas a que se refere.

As fotos da figura 1 se referem a um derivado celuldsico (no caso, o
papel), formado apds adicdo de polissacarideos de parede celular a polpa
celulésica em suspensao antes da formacao do mesmo. Para melhor
destaque das regides de interacdao, fotos controle no mesmo aumento
foram colocadas em paralelo para destaque.

As Micrografias eletrénicas de varredura de derivados celuldsicos
ilustram a interacdao dos polissacarideos de parede celular com as fibras de
celulose. As duas imagens superiores foram realizadas com aumento de 80
vezes e as duas inferiores foram realizadas com um aumento de 2800
vezes. Sendo as duas imagens do lado esquerdo (1A e 1C), imagens

controle, onde ndo possui polissacarideo de parede celular.

EXEMPLO 2:

O Exemplo 2 de incremento dos parametros mecanicos obtidos apds
adicdo de polissacarideos de parede celular (PPC) pode ser observado na
Tabela 1. Na tabela o PPC utilizado foi o xiloglucano.

O xiloglucano é formado por uma cadeia principal de celulose a qual
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unidades de glicose aparecem ligadas entre si por ligagdes glicosidicas tipo
B,1-4, podendo conter nas ramificacdes laterais, unidades de xilose, xilosil-
B,1-2-galactose e xilosil-B,1-2-galactosil-a,1-2-fucose). No caso de
xiloglucano de reserva de sementes, nao ocorre a fucose terminal. Todos
estes tipos substituintes ligam-se as glicoses da cadeia principal através de
ligacbes o,1-6. Em relacdo a sua ocorréncia, sabe-se que o xiloglucano
estd presente na parede celular de muitas plantas, especialmente nas
sementes de leguminosas, cuja localizacgo € predominantemente
cotiledonar.

De acordo com os dados mostrados na Tabela 1, os valores obtidos
nos parametros mecanicos, a excecdao da espessura, de uma maneira
geral, aumentaram. Em relacdao ao incremento dos valores, estes,
tenderam a ser mais significativos quando houve adicdao de 0,5% de
xiloglucano na polpa suspensa antes da formacao das folhas. Entre
parénteses, estdo expressas as porcentagens desse incremento em cada
parametro. Em relacdo a espessura, a diminuicdo da mesma pode
significar uma maior adesao entre as fibras de celulose arranjadas para

formar a folha e um reforco generalizado a resisténcia.
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TABELA 1: Determinagdo dos incrementos nos parametros mecanicos conhecidos da arte
apos a adicdo de trés concentragdes distintas de xiloglucano a polpa celulésica em
suspensdo para a formacdo de derivados celuldsicos. Os valores obtidos estdo
numericamente descritos em cada campo. Os valores entre parénteses correspondem a
porcentagem de melhoria (incremento) para cada pardmetro em relacdo ao controle.

Parametros
o Controle 0,5% de PPC 1,0% de PPC 1,5% de PPC
Mecanicos
226
Espessura (um) 270 234,7 (13,07) 249,85 (7,46)
(16,3)
Porosidade 10,07
7,6 11,38 (49,74) 12,83 (68,82)
(s/100ml) (32,5)
56,71
Estouro (kPa) 43,68 58,58 (34,11) 55,26 (26,51)
(29,83)
Tragéo (Nm/g) 13,46 16,92 (25,71) 15,86 (17,83) t>.71
racdo (Nm , , , ' '
¢ d (16,72)
Rigidez (gf.cm) 4,72 5,7 (20,76) 4,96 (5,08) 5,12 (8,48)
292
Rasgo (mN) 211,75 334,8 (58,11) 291,4 (37,62)
(37,9)
Delaminagéo
10,79 19,18 (75,96) 16,32 (49,72) 16,25 (49,08)
(kg.f/pol2)
EXEMPLO 3:

O Exemplo 3 de incremento dos parametros mecanicos obtidos apds
adicdo de polissacarideos de parede celular (PPC) pode ser observado na
Tabela 2. Na tabela o PPC utilizado foi o galactomanano.

Estruturalmente esses polimeros sdo formados por uma cadeia linear
de unidades de manose unidas por ligagdes glicosidicas B,1-4, a qual
unidades de galactose estdao unidas por ligacdes do tipo «,1-6. Os
galactomananos ocorrem tipicamente em endospermas de sementes de

leguminosas, mas eles também estdo presentes em sementes de espécies
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de outras familias como Asteraceae e Convolvulaceae.

Conforme mostrado na Tabela 2, os valores obtidos nos parametros
mecanicos, a excecao da espessura, de uma maneira geral, aumentaram.
Em relacao ao incremento dos valores, estes, tenderam a ser mais
significativos quando houve adicdao de 1,5% (apds leve aumento na adicao
de 0,5% de PPC) de galactomanano na polpa suspensa antes da formacao
das folhas. Entre parénteses, estdo expressas as porcentagens desse
incremento em cada parametro. Em relacdao a espessura, da mesma forma
gue no Exemplo 1, sua diminuicao pode significar uma maior adesao entre
as fibras de celulose arranjadas para formar a folha e um reforco

generalizado a resisténcia.

TABELA 2: Determinacdo dos incrementos nos pardmetros mecénicos conhecidos da arte
apos a adicdo de trés concentracbes distintas de galactomanano a polpa celuldsica em
suspensdo para a formacdao de derivados celuldsicos. Os valores obtidos estdo
numericamente descritos em cada campo. Os valores entre parénteses correspondem a
porcentagem de melhoria (incremento ou decréscimo) para cada parametro em relagdo
ao controle.

Parametros
o Controle 0,5% de PPC 1,0% de PPC 1,5% de PPC
Mecanicos
252,38 246 246,33
Espessura (um) 270
(-6,53) (-8,89) (-8,77)
Porosidade
7,6 9,68 (27,37) 9,57 (25,92) 9,69 (27,5)
(s/100ml)
Estouro (kPa) 43,68 53,76 (23,08) 58,73 (34,46) 62,66 (43,45)
Tracdo (Nm/g) 13,46 13,67 (1,56) 14,22 (5,65) 14,74 (9,51)
Rigidez (gf.cm) 4,72 4,85 (2,75) 5,02 (6,36) 6,44 (36,44)
Rasgo (mN) 211,75 258,5 (22,08) 266,75 (25,97) 341,33 (61,19)
Delaminagao
10,79 15,28 (40,18) 17,78 (63,12) 19,49 (78,81)

(kg.f/pol2)
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A abrangéncia da presente patente de invencdo, portanto, ndao deve
ser limitada aos exemplos ilustrados, mas sim, apenas aos termos

definidos nas reivindicacdes e seus equivalentes.

REIVINDICACOES

1. PROCESSO DE OBTENCAO DA HEMICELULOSE,
caracterizado pelo fato de que a hemicelulose é obtida através das
seguintes etapas:

a) Extracdao da hemicelulose da parede secundaria de sementes de
espécies vegetais;

b) Embebicao de sementes escarificadas mecanicamente;

c) Separacdo de cotilédones e eixo embrionario das sementes;

d) Secagem dos tecidos separados embebidos;

e) Moagem dos tecidos secos;

f) Extracao aquosa de 1% dos tecidos separados obtidos na etapa “e”, nas
seguintes condigoes:

- Temperatura entre 55°C e 80°C;

- Tempo entre 6 e 10 horas; e

- Sob agitacdo constante.

g) Filtracdo do insoluvel;
h) Precipitagcdao com etanol de 2 a 6 vezes o volume inicial;
i) Repouso nas seguintes condicoes:

- Temperatura entre 3°C a 7°C; e

- Tempo entre 10 e 15 horas.

j) Re-suspensao do precipitado seco de 1% em &gua, nas seguintes
condicoes:

- Temperatura de 40°C a 80°C;
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- Tempo de 5 a 10 horas; e

- Sob agitacdo constante.
k) Nova filtragem do insoluvel; e
|) Secagem da suspensao.

2. PROCESSO DE OBTENCAO DA HEMICELULOSE, de acordo
com as reivindicacdes 1, caracterizado pelo fato de que as espécies
vegetais sdo do grupo das Leguminosas.

3. PROCESSO DE OBTENGCAO DA HEMICELULOSE, de acordo
com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que na etapa (b) a
embebicao pode ser de sementes intactas.

4, PROCESSO DE OBTENCAO DA HEMICELULOSE, de acordo
com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que na etapa (c) ao invés
de separar os cotilédones das sementes, pode haver a separacdo do
endosperma da casca.

5. PROCESSO DE OBTENCAO DA HEMICELULOSE, de acordo
com as reivindicacdes 1, caracterizado pelo fato de que na etapa (c) ao
invés de separar os cotilédones ou endosperma da casca, pode-se manter
a semente intacta.

6. PROCESSO DE OBTENCAO DA HEMICELULOSE, de acordo
com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que na etapa (d) ao
invés de realizar a secagem dos tecidos separados, pode-se realizar a
secagem da semente intacta.

7. PROCESSO DE OBTENCAO DA HEMICELULOSE, de acordo
com a reivindicagcao 1, caracterizado pelo fato de que na etapa (e) ao
invés de realizar a moagem de tecidos, pode-se realizar a moagem da
semente intacta.

8. PROCESSO DE OBTENCAO DA HEMICELULOSE, de acordo

com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que na etapa (f) a
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extracdao aquosa de 1% pode ser das sementes.

9. PROCESSO DE OBTENCAO DA HEMICELULOSE, de acordo
com as reivindicagdes 1, caracterizado pelo fato de que na etapa (f) a
extracao aquosa de 1% pode ser das sementes intactas juntamente com
os tecidos.

10. PROCESSO DE OBTENGAO DA HEMICELULOSE, de acordo
com as reivindicagbes 1, caracterizado pelo fato de que na etapa (f) a
extracdo aquosa de 1% serd realizada mais preferivelmente em
temperatura entre 659 e 75°C.

11. PROCESSO DE OBTENGAO DA HEMICELULOSE, de acordo
com as reivindicagdes 1, caracterizado pelo fato de que na etapa (f) a
extracdo aquosa de 1% sera realizada preferencialmente no tempo de 7 a
9 horas.

12. PROCESSO DE OBTENGAO DA HEMICELULOSE, de acordo
com a reivindicagdao 1, caracterizado pelo fato de que na etapa (h) a
precipitacdo com etanol sera preferencialmente de 3 a 5 vezes o volume
inicial.

13. PROCESSO DE OBTENGAO DA HEMICELULOSE, de acordo
com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que na etapa (i) o
repouso sera realizado preferencialmente na temperatura entre 4° e 6°C.

14. PROCESSO DE OBTENCAO DA HEMICELULOSE, de acordo
com as reivindicagdes 1, caracterizado pelo fato de que na etapa (i) o
repouso sera realizado preferencialmente no tempo de 11 a 13 horas.

15. PROCESSO DE OBTENGAO DA HEMICELULOSE, de acordo
com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que na etapa (j) a re-
suspensao do precipitado sera realizada preferencialmente a temperatura
de 500 a 70°C.

16. PROCESSO DE OBTENGAO DA HEMICELULOSE, de acordo
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com as reivindicagdes 1, caracterizado pelo fato de que na etapa (j) a re-
suspensao do precipitado sera realizada preferencialmente no tempo de 7
a 9 horas.

17. USO DE HEMICELULOSE COMO ADITIVO DE RESISTENCIA
PARA APERFEICOAMENTO DE MATERIAL CELULOSICO, caracterizado pelo
fato de que a hemicelulose é adicionada a pasta celuldsica para alterar as
caracteristicas superficiais das fibras proporcionando aperfeicoamento das
propriedades de resisténcia dos materiais celuldsicos.

18. USO DE HEMICELULOSE, de acordo com a reivindicacao
17, caracterizado pelo fato de que as hemiceluloses se associam as fibras
e as microfibrilas de celulose, permitindo que se arranjem, formando um
complexo dinamico e tridimencional.

19. USO DE HEMICELULOSE, de acordo com as reivindicagoes
17 e 18, caracterizado pelo fato de que tais associagoes as fibras e as
microfibras de celulose beneficiam os pardmetros mecanicos de resisténcia
dos materiais celuldsicos.

20. USO DE HEMICELULOSE, de acordo com a reivindicagao
19, caracterizado pelo fato de que tais parametros mecanicos sao:

Espessura, porosidade, estouro, tragao, rigidez, rasgo e delaminacgao.
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RESUMO

PROCESSO DE OBTENCAO DA HEMICELULOSE E USO DE
HEMICELULOSE COMO ADITIVO DE RESISTENCIA PARA
APERFEICOAMENTO DE MATERIAL CELULOSICO

Através da extracdo de polissacarideos de parede celular retirados
de parede celular de algumas espécies vegetais foi verificado que é
possivel utiliza-los para aperfeicoar as propriedades de resisténcia e
rigidez de materiais celuldsicos, de modo que, correspondentemente, a
presente invencao refere-se a um processo para proporcionar um
material celuldsico com maior resisténcia ao estouro, a tracdo, a

delaminacdo, ao rasgo e mais rigido.
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Patente 3

"Patente na sua versao definitiva em procedimento juridico para
depdsito”

Depositante: Suzano Papel e Celulose
Inventores: César Gustavo Serafim Lisboa, Silvia Bugajer e Marcos

Silveira Buckeridge.
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PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO
COM PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E
RIGIDEZ ATRAVES DA UTILIZACAO DE HEMICELULOSES DE
PAREDE CELULAR PRIMARIA (HPCP) QUE NECESSITAM DE
COMPONENTES ALCALINOS E ACIDOS PARA SUA OBTENGAO

Campo da invencao

A invencdo refere-se a utilizacdo de hemiceluloses de parede
celular primaria que necessitam de componentes alcalinos e acidos para
sua obtencdao como aditivos para o aperfeicoamento das propriedades

mecanicas de materiais celuldsicos.

Fundamentos da invencao

De uma maneira geral, boa parte dos tipos de materiais
celuldsicos (papel, papelao etc.) é produzida a partir de uma suspensao
de fibras celuldsicas (ou de polpa celuldsica). Tipicamente as fibras
celuldsicas sdo hidratadas e misturadas a agua para a formacgdao dessa
suspensao. Em seguida, aditivos sao adicionados a esta polpa hidratada
gue, conseqientemente, apds agitacdo controlada, é despejada em
equipamentos especificos onde os materiais celuldsicos (papel, papeldo,
papelcartao etc.) sao formados, prensados e secos.

No processo descrito acima, utilizando-se polpas produzidas de
fibras celuldsicas (recicladas ou ndo) obtidas, tanto pelo processo
mecanico, semi-quimico ou quimico, é necessaria a adicao de agentes
guimicos a polpa (aditivos), a fim de que se obtenha um produto final
com propriedades ideais e adequadas para a sua finalidade de utilizagao.

Os diferentes processos de obtencdo de fibras celuldsicas

fornecem polpas com caracteristicas de resisténcia diferentes,
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dependendo das caracteristicas superficiais das fibras. Para melhorar as
caracteristicas de resisténcia das fibras deve-se aplicar energia de modo
a modificar a estrutura da fibra ou adicionar produtos quimicos que ao
se depositarem na superficie das fibras aumentem o seu potencial de
ligagao.

E nesse contexto de suprir a necessidade na industria de encontrar
processos ambientalmente compativeis para aperfeicoar as propriedades
de resisténcia de materiais celuldsicos que os autores da presente
invencao sugerem a utilizacao de hemiceluloses de parede celular
primaria como alternativa para esses aditivos.

Hemiceluloses de parede celular sao polimeros (polissacarideos ou
carboidratos) que, na composicao da parede celular, se associam as
fibras de celulose, permitindo que as mesmas se arranjem, formando
um complexo dindmico e tridimensional. Assim, dos trés dominios que
constituem as paredes celulares dos organismos, o primeiro, aqui
descrito, é formado, portanto, por microfibrilas de celulose entrelacadas
por tais hemiceluloses, que, nesse ponto, conferem basicamente
resisténcia mecénica a parede celular dos organismos. Assume-se que
as hemiceluloses de parede celular ligam-se as microfibrilas de celulose
através de pontes de hidrogénio, sendo que, a remocao das mesmas
causa colapso entre as microfibrilas, fazendo com que elas percam o
espacamento e a orientagao, o que resulta na formagao de agregados
sobrepostos.

As hemiceluloses agrupam varios polissacarideos €, alguns desses,
cuja funcdao primaria seria promover a formacao do arranjo das
microfibrilas citadas a fim de contribuir na formacdao da estrutura da
parede celular, ao longo da evolugdao, adquiriram propriedades
secundarias na chamada parede celular secundaria. Tais propriedades
secundarias passaram a ser as grandes responsaveis por muitas

estratégias fisioldgicas que favoreceram a sobrevivéncia dos
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organismos, assim como a parede secundaria que, estruturalmente se
sobrepde sobre a parede primaria que contem apenas as hemiceluloses
gue ndo adquiriram fungdes secundarias.

A fim de se beneficiarem com as fungdes secundarias dessas
hemiceluloses como, por exemplo, a reserva, a dureza (protecao) e o
controle de relagoes hidricas, de crescimento celular e de embebicdo; os
organismos, evolutivamente, passaram a acumular esses polimeros na
propria estrutura da parede em maior quantidade. Tal caracteristica
associada a propriedades de solubilidade permitiu a extracao dos
mesmos, através da simples pulverizacdo dos tecidos e sucessiva
extracao aquosa (e em quantidades significativamente elevadas).
Diferente desse mecanismo de extragdao, a presente invengao sugere a
utilizacdo das hemiceluloses que através desse mecanismo de
transferéncia de funcdes (previamente descrito), ndo tenham adquirido
propriedades secundarias nas paredes celulares dos organismos
(localizando-se nas paredes primarias das células dos organismos) e,
gue conseqlientemente, ndo possam ser extraidas de maneira aquosa,
sendo, portanto, necessario, para sua obtencdo, fazer uso de uma base
ou acido que altere o pH durante o processo. Admite-se que extrai-las é
mais dificil, porém, em virtude de estarem mais intimamente ligadas
com as fibras de celulose na parede primaria dos organismos, também
se assume que suas propriedades de adesdo e ligacao as fibras
celuldsicas sejam mais significativas.

Com base nos fundamentos acima, os autores propdoem a
utilizacao de hemiceluloses de parede celular primaria que possam ser
extraidas fazendo-se uso de base ou acido, como aditivos a compostos
celuldsicos de utilizagdo industrial, como, por exemplo, o papel e seus
derivados. Para a comprobacdo do carater inventivo da presente defesa

de interesse, fez-se uso de hemiceluloses de parede celular primaria de
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sementes e plantulas (crescidas na presenca e auséncia de luz) de

eucalipto (Eucaliptos grandis).

DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1: Efeito da adicdo de hemiceluloses de parede celular primaria
(HPCP) de sementes (A) e de plantulas (B) de eucalipto na diminuicao
da porosidade de folhas de papel de pasta mecanica representada pelo
aumento da resisténcia a passagem de uma coluna de ar de velocidade
igual a 100 ml por segundo; de acordo com normas e parametros

internacionais para a deteccao de tal propriedade mecanica.

Figura 2: Efeito da adicdo de hemiceluloses de parede celular primaria
(HPCP) de sementes (A) e de plantulas (B) de eucalipto no aumento da
capacidade de resisténcia da folha ao estouro, representado pelo
incremento da resisténcia a uma pressdo aplicada constante e de acordo
com normas e parametros internacionais para a deteccdo de tal

propriedade mecanica.

Figura 3: Efeito da adicdo de hemiceluloses de parede celular primaria
(HPCP) de sementes (A) e de plantulas (B) de eucalipto no aumento da
capacidade de resisténcia da folha a tracdo, representado pelo
incremento dessa resisténcia a uma tracdo constante, aplicada e
calibrada, de acordo com normas e parametros internacionais para a

deteccao de tal propriedade mecanica.
Figura 4: Efeito da adicdo de hemiceluloses de parede celular primaria

(HPCP) de sementes (A) e de plantulas (B) de eucalipto no aumento da

rigidez da folha de papel, representado pelo incremento da rigidez
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detectada em aparelho Taber, de acordo com normas e parametros

internacionais para a deteccao de tal propriedade mecanica.

Figura 5: Efeito da adicdo de hemiceluloses de parede celular primaria
(HPCP) de sementes (A) e de plantulas (B) de eucalipto no aumento da
resisténcia da folha de papel ao rasgo, representado pelo incremento da
resisténcia detectado de acordo com normas e parametros

internacionais para a deteccao de tal propriedade mecanica.

Figura 6: Efeito da adicdo de hemiceluloses de parede celular primaria
(HPCP) de sementes (A) e de plantulas (B) de eucalipto no aumento da
resisténcia da folha de papel a delaminacdo, representado pelo
incremento da resisténcia detectado de acordo com normas e

parametros internacionais para a deteccao de tal propriedade mecanica.

Descricao detalhada da invencao

Materiais celuldsicos

De acordo com a presente invengdao, um material celuldsico
constitui-se de qualquer material constituido totalmente ou parcialmente
por celulose. Constituem exemplos desses materiais, o papel e produtos
de polpa.

No contexto da presente invencao, um produto de papel ou de
polpa pode constituir-se de qualquer material celuldésico contendo

lignina, em particular placas de fibras e papel.
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Hemiceluloses de Parede Celular Primaria (HPCP)

De acordo com a presente invengao, entende-se que
hemiceluloses de parede celular primaria correspondem a quaisquer
compostos de peso molecular entre 1000 e 2 milhdes de Dalton
resultantes da condensacdo de um grande numero de moléculas de
aldoses e cetoses, bem como multiplas hidroxilas. E que, possam ser
encontradas na parede celular primaria dos organismos, e que estejam
associados direta ou indiretamente as fibras de celulose no arranjo
dessa estrutura, sendo que, devido a forte adesao das mesmas ao
componente citado, torna-se necessario, para sua obtencdo, fazer uso

de componente basico e acido que altere o pH de extracao.

Obtencdo das diferentes plantulas de eucalipto

Sementes de eucalipto (Eucalyiptos grandis) coletadas em campo
foram hidratadas e colocadas para germinar com temperatura de 30° C
e por 15 dias. Para a obtencdao das plantulas estioladas (crescidas na
auséncia de luz), privou-se metade do lote desse componente através
da cobertura com tecido preto das placas germinadoras. Depois do
tempo descrito acima (15 dias), os dois lotes (plantulas crescidas na
presenca e na auséncia de luz) foram retirados ao mesmo tempo para a
posterior secagem e extracao de suas respectivas hemiceluloses de
parede celular primaria segundo a metodologia descrita abaixo.

Com a estiolagem das plantulas crescidas sobre a privagao de luz,
as hemiceluloses extraidas tiveram um maior rendimento e os extratos
apresentaram-se mais limpidos, em virtude da auséncia do pigmento
clorofila. Apds os resultados de um teste prévio comparativo entre a
extracdo das HPCP de plantulas normais e estioladas (ndo comunicado

no presente documento), decidiu-se utilizar apenas os extratos
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provenientes das plantulas estioladas para a verificagdao do potencial da
presente inventividade. Por esse motivo, os resultados comparativos
(sementes versus plantulas) aqui expressos, referem-se apenas as HPCP
obtidas das plantulas privadas de iluminacdao durante 15 dias de

desenvolvimento.

Obtencdo das Hemiceluloses de Parede Celular Primaria (HPCP)

Os presentes inventores extrairam os polissacarideos de parede
celular (Hemiceluloses de Parede Celular Primaria - HPCP) usando os

seguintes passos:

1) Secagem e pulverizacdo dos materiais (sementes e plantulas
crescidas na auséncia de luz);

2) Remocdo dos acglcares sollveis através de extracdao etandlica sob
agitacao;

a) Pesou-se os recipientes de utilizagao para esses procedimentos
ainda vazios

b) Adicionou-se cerca de 500 mg de material vegetal seco e
pulverizado

c) Extraiu-se em etanol 80% (v/v) a 80° C durante 20 minutos (sob
agitacao eventual) o material vegetal adicionado no item acima

d) Essa extracdo foi repetida por mais trés vezes

e) Armazenou-se (para futura conferencia) o sobrenadante etandlico

f) O material restante foi seco em estufa a 60° C por 2 dias

g) Adicionou-se cerca de 10 ml de agua destilada, congelando em
seguida para a posterior liofilizacdo até secagem completa

h) Pesou-se os tubos novamente com o material ja seco

3) Remogao do amido;
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a) Adicionou-se aos tubos, 35 ml de DMSO 90% (v/v) para cada 500
mg de amostra pulverizada

b) Manteve-se a solugao DMSO e amostra sob agitacao exaustiva (24
horas)

c) Centrifugou-se (8000 G) por 10 minutos a 4° C

d) Descartou-se o sobrenadante

e) Adicionou-se agua ao precipitado, centrifugou-se nas mesmas
condicoes, descartando o sobrenadante;

f) O passo acima foi repetido por trés vezes acompanhando-se a
variacao de pH até igualar ao pH da agua;

g) Drenou-se os tubos

h) Secou-se o precipitado em estufa a 60° C por 24 horas

i) Pesou-se novamente os tubos

4) Remocao das pectinas

a) Adicionou-se aos tubos, 20 ml de Oxalato de Aménio 0,5% (p/v)
para cada 100-200 mg de amostra

b) Agitou-se

c) Agitou-se, em seguida, por 1 hora a 80° C

d) Submeteu-se a amostra ao repouso para resfriamento;

e) Centrifugou-se por 10 minutos a 8000 G a 4° C

f) Os passos “a” ao “e” forma repetidos por mais trés vezes reunindo,
ao final, os sobrenadantes

g) Lavou-se trés vezes em agua destilada

5) Extracao das Pectinas Esterificadas

a) Adicionou-se 20 ml de solugao NaOH 0,1M, NaBH4 (3mg/ml) para
cada 500 mg de material

b) Agitou-se por 1 hora a temperatura ambiente

c) Centrifugou-se levemente para separar o sobrenadante
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d) Neutralizou-se o sobrenadante com &cido acético glacial até que
parasse de espumar

e) Houve a repeticao dos passos “a” ao “d” por mais duas vezes

f) Reuniram-se os sobrenadantes neutralizados e armazenou-se para

posterior analise;

6) Obtencao das Hemiceluloses (HPCP)

a) Lavou-se o precipitado (material vegetal) com agua destilada

b) Adicionou-se 20 ml de solugao NaOH 8M, NaBH4 (3mg/ml) para
cada 500 mg de material

b) Agitou-se por 1 hora a temperatura ambiente

c) Centrifugou-se levemente para separar o sobrenadante

d) Neutralizou-se o sobrenadante com &cido acético glacial até que
parasse de espumar

e) Houve a repeticao dos passos “a” ao “d” por mais duas vezes;

f) Reuniu-se o0s sobrenadantes neutralizados, armazenando e
congelando-os

g) Liofilizou-se a reunido dos sobrenadantes para a obtencgao
definitiva das HPCP.

Aplicacoes industriais

Conforme a presente invencao partiu-se do fato de que, as

hemicelulares de parede celular primaria (HPCP) que necessitam de

componentes alcalinos e acidos para sua obtencdo, presentes nas

paredes celulares dos organismos, sao capazes de interagir com as

fibras e microfibrilas de celulose presentes na polpa celuldsica. Esse

polimero interage com a celulose através de pontes de hidrogénio e essa

interacdo no processo, trata-se de uma estratégia para incrementar as

propriedades de resisténcia e/ou retencao de forma de materiais
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celuldsicos, como alternativa de substituicdo de outros aditivos quimicos
ainda utilizados para os mesmos fins.

Assim, subentende-se que o tratamento da polpa celulésica com
hemiceluloses de parede celular primaria (HPCP) que necessitam de
componentes alcalinos e &cidos para sua obtencdao, favorece as
propriedades citadas porque esses polimeros tém a capacidade de
arranjarem e de se ligarem as fibras celuldsicas cobrindo-as total ou
parcialmente como acontece in vivo.

Na presente reivindicacao fica estabelecido que o incremento ou
melhoria das propriedades citadas acima podem ser medidos por todo e
qualquer processo conhecido na arte (exemplo o0s processos
determinados nos exemplos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 da presente invencgao
realizados no Departamento de Pesquisa e Desenvolvimento da empresa
Suzano Papel e Celulose S/A de acordo com normas e padroes
internacionais).

A invencao € ainda mais ilustrada pelos detalhes dos exemplos a
seguir, 0s quais nao se pretendem que venham a limitar, de qualquer

forma, o escopo ou campo da invengao aqui reivindicada.

EXEMPLO 1:

Porosidade

A porosidade de derivados secos de celulose pode ser definida
como a quantidade de espacamentos de ordem microscépica que pode
estar presente na composicao dos mesmos e que possam ser
relacionados ao afastamento das fibras celuldsicas constituintes do
material. Esse afastamento, por sua vez, pode ser traduzido por um

eventual afrouxamento de interacao entre as fibras que podem estar
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aderidas de forma menos compacta para formar a folha de papel
propriamente dita.

A diminuicao da porosidade, portanto, e conseqliente aumento de
resisténcia a passagem de uma coluna de ar de velocidade controlada,
representa uma maior aproximacao das fibras celuldsicas constituintes
da folha o que, por sua vez, pode vir a significar uma maior adesao das
hemiceluloses de parede celular primaria (HPCP) com as fibras
celulésicas, diminuindo assim, o espacamento entre elas.

Na Figura 1A se observa um aumento da resisténcia a essa coluna
de ar aplicada a folha, proporcionado por todas as concentracdes de
HPCP provenientes de sementes de eucalipto adicionadas a polpa
celuldsica em suspensao antes da formacao das folhas utilizadas para a
deteccao do incremento desse parametro mecéanico. Pela Figura 1A se
observa que a adicdao de apenas 0,25% das HPCP foi suficiente para
aumentar a resisténcia em relacdo a corrente de ar aplicada.

O mesmo aumento de resisténcia em relacdo a todas as
concentracdes observado na Figura 1A, porém pouco mais significativo,
ocorreu com a adicao das mesmas concentracdes de hemiceluloses de
parede celular primaria (HPCP) de plantulas de eucalipto, conforme se
observa nos resultados expressos na Figura 1B. Nesta, todas as outras
concentracoes analisadas, apesar de inferiores ao observado em relagao
a concentracdao de 0,25%, forneceram diminuicdo de porosidade
(caracterizada pelos aumentos de resisténcia a coluna de ar, detectados
na Figura 1B) superiores as proporcionadas pelas concentracdes de
adicao correspondentes para HPCP oriundas das sementes de eucalipto
(Figura 1A).

As barras de variagdes registradas na Figura 1, que representam o
desvio padrao de 4 a 6 repeticoes de dosagens na formagao das folhas

para esse parametro, ndo comprometem as conclusdes aqui veiculadas.
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porosidade (s/100ml)
o

porosidade (s/100ml)
o

0 0

A 0.0 0.25 0.5 1.0 1.5 B 0.0 0.25 0.5 1.0 1.5
concentragao de hemicelulose (%) concentracao de hemicelulose (%)

Figura 1 Efeito da adicdo de hemiceluloses de parede celular primaria
(HPCP) de sementes (A) e de plantulas (B) de eucalipto na diminuigao
da porosidade de folhas de papel de pasta mecanica representada pelo
aumento da resisténcia a passagem de uma coluna de ar de velocidade
igual a 100 ml por segundo; de acordo com normas e parametros
internacionais para a determinacao de tal propriedade.

EXEMPLO 2:

Resisténcia ao estouro

Outro parametro mecanico que pode sugerir uma aproximacao
entre as fibras de celulose ou um aumento da forca de ligacao entre elas
€ a resisténcia ao estouro. Tal caracteristica pode ser verificada através
da resisténcia ao estouro de uma folha de papel apds ser submetida a
uma pressao previamente determinada para a verificagao de quanto de
forca se faz necessario aplicar para que a mesma se rompa.

Segundo a Figura 2, houve incremento desse parametro fisico,
ap6s a adicdo a polpa celuldésica em suspensdo (antes da formacao da
folha de papel propriamente dita) de hemiceluloses de parede celular
primaria (HPCP) em todas as concentragdes testadas. Sendo que, nesse
experimento, a Figura 2A mostra que o aumento de resisténcia ao
estouro mais significativo foi detectado na concentracdao de 1% para as
hemiceluloses de parede celular primaria, extraidas de sementes de

eucalipto enquanto que, o pico de maior aumento de resisténcia ao
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estouro para as HPCP de plantulas foi o correspondente a adicao de
0,5% (Figura 2B).

Esses resultados sugerem que, optar pela adicao de HPCP
extraidas de plantulas de eucalipto pode vir a constituir uma melhor
estratégia para a melhoria desse parametro, uma vez que a adicao de
0,5% de concentracdo a polpa celuldsica em suspensao fornece um
aumento de resisténcia ao estouro semelhante ao detectado para 1% de
adicao das HPLC extraidas de sementes da mesma espécie.

As barras de variacao registradas na Figura 2, que representam o
desvio padrao de 4 a 6 registros de doseamentos das folhas para esse

parametro, ndo comprometem as conclusdes aqui veiculadas.
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concentracédo de hemicelulose (%) concentracéao de hemicelulose (%)

Figura 2 Efeito da adicdo de hemiceluloses de parede celular primaria
(HPCP) de sementes (A) e de plantulas (B) de eucalipto no aumento da
capacidade de resisténcia da folha ao estouro, representado pelo
incremento da resisténcia a uma pressdo aplicada constante e de acordo
com normas e parametros internacionais para a determinacao de tal
propriedade.

EXEMPLO 3:

Resisténcia a tracao

Outra caracteristica fisica que comumente € analisada para a

verificacdo de alteracdes em parametros mecanicos, € a resisténcia a
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tracdo. Uma maior ligacdo ou adesao entre as fibras celuldsicas confere
aumento de resisténcia a tracdao, o que, pode ser determinado através
de um corpo de prova, de largura e comprimento especificados,
submetido a um esforco de tracao uniformemente crescente até a sua
ruptura. O aparelho usado nesta determinacdao é o dinamometro, e os
valores obtidos sao usualmente reportados em kN.m/kg. Na Figura 3A,
a excecao da concentracao aplicada de 0,25% de hemiceluloses de
parede celular primaria extraidas de sementes, todas as outras
concentracbes adicionadas resultaram em aumento de resisténcia a
tracdo. O mesmo aconteceu para as concentracdes adicionadas a polpa
suspensa de HPCP obtidas de plantulas de eucalipto (Figura 3B), porém
com valores mais expressivos nas concentracdoes de 1,0 e 1,5%.

As barras de erros registradas na Figura 3, que representam o
desvio padrdo de 4 a 6 registros de doseamentos das folhas para esse

parametro, ndo comprometem as conclusdes aqui veiculadas.
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tracao (kNm/kg)
»
tracao (kNm/kg)

A 0.0 0.25 0.5 1.0 1.5 B 0.0 0.25 0.5 1.0 15
concentracao de hemicelulose (%) concentracao de hemicelulose (%)

Figura 3 Efeito da adicdo de hemiceluloses de parede celular primaria
(HPCP) de sementes (A) e de plantulas (B) de eucalipto no aumento da
capacidade de resisténcia da folha a tracdo, representado pelo
incremento dessa resisténcia a uma tracdo constante, aplicada e
calibrada, de acordo com normas e parametros internacionais para a
determinacao de tal propriedade
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EXEMPLO 4:

Rigidez

Uma maior ligacdo ou adesdao entre as fibras celuldsicas
proporcionadas pela retencdao total ou parcial das hemiceluloses de
parede celular primarias (HPCP), extraidas das sementes ou plantulas,
adicionadas a polpa em suspensao antes da formacdao da folha, nado
deveriam resultar em alteracao significativa da rigidez dessa folha. Pelo
menos com a adicao das HPCP oriundas de sementes, isso nao
aconteceu (figura 4A).

A rigidez da folha, medida pela forca necessaria para fletir o papel,
aumentou apenas quando as HPCP de plantulas de eucalipto sado
adicionadas a polpa (Figura 4B). Sendo que os valores mais expressivos
correspondem as concentracdes de 0,25, 1,0 e 1,5%.

As barras de erros registradas na Figura 4, que representam o
desvio padrao de 4 a 6 registros de doseamentos das folhas para esse

parametro, ndo comprometem as conclusdes aqui veiculadas.
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concentracéo de hemicelulose (%) concentracao de hemicelulose (%)
Figura 4 Efeito da adicdo de hemiceluloses de parede celular primaria
(HPCP) de sementes (A) e de plantulas (B) de eucalipto no aumento da
rigidez da folha de papel, representado pela variagao da rigidez medida
em aparelho Taber, de acordo com normas e parametros internacionais
para a determinacdao de tal propriedade.

EXEMPLO 5:

Resisténcia ao rasgo

A resisténcia ao rasgo € a medida da resisténcia a forca de rasgo
imputada ao papel apdés um corte inicial. Dois fatores influenciam a
resisténcia ao rasgo: a resisténcia da fibra e a resisténcia entre as
ligacOes interfibras.

Tanto na Figura 5A como na Figura 5B, todas as concentragoes de
HPCP de sementes e plantulas de eucalipto aplicadas a polpa em
suspensao forneceram aumento de resisténcia ao rasgo. Conforme se
observa na Figura 5B, as HPCP extraidas de plantulas de eucalipto
resultaram em aumentos lineares dessa resisténcia em funcdao da
quantidade adicionada.

Estes resultados indicam que as hemiceluloses adicionadas ficam
retidas na parede das fibras e contribuem para aumento do numero de

ligacao entre as mesmas.
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Mais uma vez, as barras de erros registradas na Figura 5, que
representam o desvio padrao de 4 a 6 registros de doseamentos das

folhas para esse parametro, ndao comprometem as conclusdes aqui

veiculadas.
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Figura 5 Efeito da adicdo de hemiceluloses de parede celular primaria
(HPCP) de sementes (A) e de plantulas (B) de eucalipto na variacao da
resisténcia ao rasgo da folha de papel, representado pelo incremento da
resisténcia detectado de acordo com normas e parametros
internacionais para a determinacao de tal propriedade.

EXEMPLO 6:

Resisténcia a delaminacao

Determinar a resisténcia a delaminacdo significa determinar a
resisténcia a separacao da folha no sentido transversal a espessura da
folhal. Como os demais parametros, uma maior adesao entre as fibras
celulésicas proporciona também um aumento de resisténcia a
delaminacao.

Tanto na Figura 6A (para a adicao de HPCP de sementes de
eucalipto) como na Figura 6B (para a adicao de HPCP de plantulas de

eucalipto) apenas a adicao das HPCP na proporcao de 1,5% nas polpas
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suspensas antes da formacdao das folhas, forneceu um aumento
significativo de resisténcia a delaminacao.

Conforme sinalizado para os demais parametros aqui analisados,
as barras de erros registradas na Figura 5, que representam o desvio
padrao de 4 a 6 registros de doseamentos das folhas para esse

parametro, ndo comprometem as conclusdes aqui veiculadas.
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Figura 6 Efeito da adicdo de hemiceluloses de parede celular primaria
(HPCP) de sementes (A) e de plantulas (B) de eucalipto variagdo da
resisténcia a delaminacao da folha de papel, determinada de acordo com
normas e parametros internacionais.

REIVINDICACOES
1. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZACAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E ACIDOS
PARA SUA OBTENCAO, caracterizado pelos polissacarideos de parede

celular serem extraidos através dos seguintes passos:

a) Secagem e pulverizacdo dos materiais (sementes e plantulas
crescidas na auséncia de luz);

b) Remocgao dos agucares sollveis através de extracao alcodlica sob
agitacao:
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- Pesar os recipientes de utilizacdo ainda vazios para os
procedimentos;

- Adicionar a quantidade de 400 a 600 mg de material
vegetal seco e pulverizado;

- Extrair em &lcool de 70% a 80% (v/v) a uma temperatura
que pode variar entre 50° e 110°C durante o tempo de 10 a 30 minutos
(sob agitacao eventual) o material vegetal adicionado no item acima;

- Repetir a extracdo por mais trés vezes;

- Armazenar (para futura conferéncia) o sobrenadante
alcoodlico;

- Secar o material restante em estufa na temperatura entre
300 e 90 °C pelo tempo de 2 dias;

- Adicionar a quantidade de 5 a 15 ml de agua destilada,
congelando em seguida para a posterior liofilizagdo até secagem
completa; e

- Pesar os tubos novamente com o material ja seco.

c) Remocao do amido:

- Adicionar aos tubos a quantidade de 20 a 50 ml de DMSO
a 85% a 95% (v/v) para cada 500 mg de amostra pulverizada;

- Manter a solucdo DMSO e amostra sob agitacao exaustiva
por um tempo de 24 horas;

- Centrifugar por um tempo de 5 a 15 minutos a 8000 G na
temperatura de 2° a 6°C;

- Descartar o sobrenadante;

- Adicionar agua ao precipitado, centrifugando nas mesmas
condicoes, descartando o sobrenadante;

- Repetir a adicdo de agua ao precipitado e a centrifugagcao
descartando o sobrenadante por mais trés vezes, acompanhando-se a

variacao de pH até igualar ao pH da agua;
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- Drenar os tubos;
- Secar o precipitado em estufa na temperatura de 30 a 90
OC por um tempo de 24 horas; e

- Pesar novamente os tubos.

d) Remocao das pectinas:

- Adicionar aos tubos, de 10 a 30 ml de Oxalato de Amonio
0,5% (p/v) para cada 100-200 mg de amostra;

- Agitar;

- Agitar, em seguida, por um tempo de 45 minutos a 1 hora
e 15 minutos na temperatura de 70° a 90° C;

- Submeter a amostra ao repouso para resfriamento;

- Centrifugar por um tempo de 5 a 15 minutos a 8000 G na
temperatura de 2° a 6° C;

- repetir os passos de adicao de Oxalato de Amonio aos
tubos, agitacdes, submissao da amostra ao repouso e centrifugacao, por
mais trés vezes reunindo, ao final, os sobrenadantes; e

- Lavar trés vezes em agua destilada.

e) Extracao das Pectinas Esterificadas:

- Adicionar de 10 a 30 ml de solugago NaOH 0,1M, NaBH4
(3mg/ml) para cada 500 mg de material;

- Agitar por um tempo de 45 minutos a 1 hora e 15 minutos
na temperatura ambiente;

- Centrifugar levemente para separar o sobrenadante;

- Neutralizar o sobrenadante com &cido acético glacial até
que pare de espumar;

- Repetir os passos de adicao de solugdao, agitacao,
centrifugacao e neutralizacao do sobrenadante, por mais duas vezes; e

- Reunir os sobrenadantes neutralizados e armazenar para

posterior analise.
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f) Obtencao das Hemiceluloses (HPCP):

- Lavar o precipitado (material vegetal) com agua destilada;

- Adicionar de 10 a 30 ml de solugao NaOH 8M, NaBH4
(3mg/ml) para cada 500 mg de material;

- Agitar por um tempo de 45 minutos a 1 hora e 15 minutos
na temperatura ambiente;

-.Centrifugar levemente para separar o sobrenadante;

- Neutralizar o sobrenadante com &cido acético glacial até
que pare de espumar;

- Repetir os passos de adicao de solugao, agitagao,
centrifugacao e neutralizagao do sobrenadante, por mais duas vezes;

- Reunir os sobrenadantes neutralizados, armazenando e
congelando-o0s; e

- Liofilizar a reunidao dos sobrenadantes para a obtencao
definitiva das HPCP.

2. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZACAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E AcIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que as hemiceluloses de parede primaria que necessitam de
componentes alcalinos e acidos para sua obtencdo podem ser obtidas de

qualquer fonte ou organismo como plantas, fungos e bactérias.

3. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZAGAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E ACIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizado
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pelo fato dos polissacarideos de parede celular serem extraidos
preferencialmente de sementes de eucalipto (Eucalyptus grandis)

coletadas em campo.

4. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZACAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E ACIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que o meio aquoso da polpa em suspensdo podera conter

associado, outros polissacarideos ou aditivos.

5. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZAGAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E ACIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 3, caracterizado
pelo fato de que as sementes de eucalipto sao hidratadas e colocadas
para germinar com temperatura variando entre 15 e 45 °C e por um

periodo entre 5 e 25 dias.

6. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZACAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E AcCIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que na etapa (b) a remocao dos acucares sollveis sera
realizada por extracao alcodlica, mais preferencialmente por metanol,

etanol e butanol.
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7. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZAGAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E ACIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que na etapa (b) a quantidade da adicdo de material

vegetal seco e pulverizado sera preferencialmente de 450 a 550 mg.

8. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZAGAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E AcIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que na etapa (b) a concentracdo de alcool sera

preferencialmente de 80%.

9. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZACAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E AcCIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que na etapa (b) a temperatura do alcool para realizar a

extracdo tera preferencialmente a temperatura de 60 a 100°C.

10. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZACAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E ACIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de que na etapa (b) a secagem em estufa do restante de
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material serd realizada preferencialmente na temperatura entre 40° e
80°C por 2 dias.

11. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZACAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E AcCIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que na etapa (b) a quantidade de agua destilada adicionada
sera preferencialmente de 8 a 12 ml, congelando em seguida para a

posterior liofilizacao até a secagem completa.

12. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZAGAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E ACIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que na etapa (c) a quantidade de DMSO adicionada aos
tubos sera preferencialmente de 30 a 40 ml para cada 500mg de

amostra pulverizada.

13. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZAGAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E AcCIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que na etapa (c) a concentracao de DMSO adicionada aos
tubos sera preferencialmente de 90% para cada 500mg de amostra

pulverizada.
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14. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZAGAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E ACIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que na etapa (c) o tempo da centrifugacao a 8000G sera

preferencialmente de 8 a 12 minutos.

15. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZAGAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E AcIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que na etapa (c) a temperatura da centrifugacao a 8000G

sera preferencialmente de 39 a 5°C.

16. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZACAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E AcCIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que na etapa (c) a temperatura da secagem do precipitado

sera preferencialmente de 40° a 80°C por 24 horas.

17. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZACAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E ACIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
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pelo fato de que na etapa (d) a quantidade de Oxalato de Amonio 0,5%

(p/v) sera de 15 a 25ml para cada 100-200mg de amostra.

18. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZACAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E AcCIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que na etapa (d) o tempo da agitacdao do precipitado sera

preferencialmente de 1 hora.

19. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZACAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E ACIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que na etapa (d) a temperatura da agitacao do precipitado

sera preferencialmente de 80°C.

20. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZAGAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E ACIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que na etapa (d) o tempo da centrifugacdo a 8000G sera

preferencialmente de 8 a 12 horas.

21. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEIGOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZACAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
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(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E ACIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que na etapa (d) a temperatura da centrifugagao a 8000G

sera preferencialmente de 39 a 5°C.

22. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZAGAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E ACIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que na etapa (e) a quantidade de solugao NaOH 0,1M,
NaBH4 (3mg/ml) sera preferencialmente de 15 a 25ml para cada 500 mg

de material.

23. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZAGAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E AcIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que na etapa (e) o tempo de agitacdo na temperatura

ambiente sera preferencialmente de 1 hora.

24. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZACAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E AcIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que na etapa (f) a quantidade de NaOH 8M, NaBH4
(3mg/ml) para cada 500 mg de material
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25. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZAGAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E ACIDOS
PARA SUA OBTENCAO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que na etapa (f) o tempo de agitacdo na temperatura
ambiente sera preferencialmente de 1 hora.
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RESUMO
PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZAGAO DE HEMICELULOSES DE PAREDE CELULAR PRIMARIA
(HPCP) QUE NECESSITAM DE COMPONENTES ALCALINOS E ACIDOS
PARA SUA OBTENCAO

Verificou-se que é possivel utilizar hemiceluloses de parede celular
extraidas da parede celular primaria (HPCP), com componentes alcalinos
e acidos, que alterem o pH de extracdo, para aperfeicoar as
propriedades de resisténcia e rigidez de materiais celuldsicos, de modo
que, correspondentemente, a presente invencao se refere a um
processo para proporcionar um material celuldsico com maior resisténcia

ao estouro, a tracao, a delaminagao, ao rasgo e um pouco mais rigido.
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Patente 4

"Patente na sua versao definitiva em procedimento juridico para
depdsito”

Depositante: Suzano Papel e Celulose
Inventores: César Gustavo Serafim Lisboa, Silvia Bugajer e Marcos

Silveira Buckeridge.
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PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO
COM PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E
RIGIDEZ ATRAVES DA UTILIZACAO DE POLISSACARIDEOS
EXSUDADOS DE CULTURA DE CELULAS (PECC)

Campo da invencao

A invencdo refere-se a utilizacdo de polissacarideos exsudados de
culturas de células como aditivos para o aperfeicoamento das

propriedades mecanicas de materiais celuldsicos.

Fundamentos da invencao

De uma maneira geral, boa parte dos tipos de materiais
celuldsicos (papel, papelao etc.) é produzida a partir de uma suspensao
de fibras celuldsicas (ou de polpa celuldsica). Tipicamente as fibras
celuldsicas sdo hidratadas e misturadas a agua para a formagdo dessa
suspensao. Em seguida, aditivos sao adicionados a esta polpa hidratada
gque, conseqientemente, apds agitacdo controlada, é despejada em
equipamentos especificos onde os materiais celuldsicos (papel,
papelcartdo, etc.) sao formados, prensados e secos.

No processo descrito acima, utilizando-se polpas produzidas de
fibras celuldsicas (recicladas ou ndo) obtidas, tanto pelo processo
mecanico, semi-quimico ou quimico, é necessaria a adicdo de agentes
guimicos a polpa (aditivos), a fim de que se obtenha um produto final
com propriedades ideais e adequadas para a sua finalidade de utilizacao.

Os diferentes processos de obtencdo de fibras celuldsicas
fornecem polpas com caracteristicas de resisténcia diferentes,
dependendo das caracteristicas superficiais das fibras. Para melhorar as

caracteristicas de resisténcia das fibras deve-se aplicar energia de modo
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a modificar a estrutura da fibra ou adicionar produtos quimicos que ao
se depositarem na superficie das fibras aumentem o seu potencial de
ligacao.

E nesse contexto de suprir a necessidade na industria de encontrar
processos ambientalmente compativeis para aperfeicoar as propriedades
de resisténcia de materiais celuldsicos que os autores da presente
invengao sugerem a utilizacdo de polissacarideos exsudados de cultura
de células (PECC) como alternativa para esses aditivos.

Polissacarideos de parede celular sao polimeros (carboidratos)
gue, na composicdo da parede celular, se associam as fibras e as
microfibrilas de celulose, permitindo que as mesmas se arranjem,
formando um complexo dindmico e tridimensional. Dos trés dominios da
parede celular dos organismos, o primeiro deles, que é formado por
microfibrilas de celulose entrelacadas por polissacarideos de parede
celular, confere resisténcia mecanica as células. Os polimeros
pertencentes a essa categoria ligam-se as microfibrilas de celulose
através de pontes de hidrogénio, mantendo o espacamento entre as
mesmas e impedindo que estas se juntem e formem feixes muito
espessos. A remocdo desses polissacarideos in vivo causa colapso nas
microfibrilas, fazendo com que estas percam a orientacdao. Isso parece
demonstrar claramente o seu potencial para a exploragao industrial
como aditivo ndo-quimico que venha a promover uma melhor adesdo
entre as fibras celuldsicas em derivados celuldsicos (papel, papelcartao,
etc) fabricados para diferentes fins.

Tais polissacarideos citados agrupam varios polissacarideos da
parede (conforme citado nas duas defesas de interesses anteriores,
exsudados em culturas celulares ou nao), sendo que, no presente
documento, propde-se 0 uso como substituinte ou complemento de
aditivos quimicos que permitem melhor adesdao entre as fibras

celulésicas de derivados celuldsicos; todos os pertencentes a essa
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categoria, que possam vir a ser exsudados através de cultura celular em
suspensao de diferentes espécies sendo, contudo, aqui denominados
polissacarideos exsudados de culturas de células (PECC).

Uma vez que a metodologia de obtencdo de polissacarideos
exsudados de células ou calos de diferentes espécies consiste em
manter calos ou suspensdo celulares das mesmas em meio liquido salino
modificado, contendo tiamina, cisteina, acido nicotinico, piridoxina, agua
de coco, sacarose, picloram sob agitacdo constante, extrai-los em
consideravel escala para funcdes comerciais, tornou-se plausivel. Isto
porque, basta que as células, calos ou pedacos de tecidos das diferentes
espécies figuem em meio apropriado sob agitacdo exsudando seus
respectivos polissacarideos para, apds término da fase de crescimento
exponencial dos mesmos, filtra-los e submeter o meio filtrado a
precipitacao etandlica para a coleta dos polissacarideos por precipitacao.
Uma vez obtido os polissacarideos precipitados, basta ressuspendé-los
em agua e, apos nova filtragem, seca-los.

Com base nos fundamentos acima, os autores propdoem a
utilizacao de polissacarideos que possam ser obtidas através de cultura
de células, tecidos ou calos, como aditivos a compostos celuldsicos de

utilizacao industrial, como, por exemplo, o papel.

DESCRICAO DAS FIGURAS

A figura 1 representa as micrografias eletronicas de varredura de
derivados celuldsicos ilustrando a interacdao de polissacarideos que
podem ser exsudados por células em suspensao (cultura de células -
PECC) com as fibras de celulose. As duas fotos superiores foram
realizadas com aumento de 80 vezes e as duas fotos inferiores foram

realizadas com um aumento de 2800 vezes.
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A figura 2 representa a absorcao de polissacarideos que podem ser
exsudados por células em suspensao (cultura de células - PECC) de
Phaseolus vulgares (a) e de Rudgea jasminoides (b) por fibras de

celulose de diferentes polpas celuldsicas.

Descricdo detalhada da invencao

Materiais celuldsicos

De acordo com a presente invencao, um material celuldsico
constitui-se de qualquer material constituido totalmente ou parcialmente
por celulose. Constituem exemplos desses materiais o papel e produtos
de polpa.

No contexto da presente invencao, um produto de papel ou de
polpa pode constituir-se de qualquer material celuldésico contendo

lignina, em particular placas de fibras e papel.

Polissacarideos exsudados de cultura

De acordo com a presente invengcdao, entende-se que
polissacarideos exsudados de cultura de células correspondem a
quaisquer compostos de peso molecular entre 1000 e 2 milhdes de
Dalton resultantes da condensacdo de um grande numero de moléculas
de aldoses e cetoses, bem como multiplas hidroxilas que, podem ser
encontrados na parede celular e que estejam associados direta ou
indiretamente as fibras de celulose no arranjo dessa estrutura. Entende-
se nessa presente inventividade que esses compostos podem ser
obtidos (extraidos) exclusivamente de meios de culturas de quaisquer

suspensdes de células, calos ou pedagos de tecidos suspensos em
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gualquer meio vitaminico ou salino apropriado para sua preservacao e

manutencao de sua integridade.

Obtencdo dos polissacarideos exsudados de cultura de células (PECC)

Os presentes inventores extraem os polissacarideos exsudados de

cultura celular (PECC) usando os seguintes passos:

1) Preparacao do meio de cultura solidificado para desenvolvimento
dos calos de Rudgea jasminoides (Cham.) Mull. Arg (Rubiaceae) e de

Phaseolus vulgares L. cv. carioquinha

a) Para o preparo da parte salina do meio de cultura solidificado para
desenvolvimento dos calos, adiciona-se a 500ml de 4&gua
deionizada autoclavada, os seguintes ingredientes (em ordem):

- 10ml de solugao estoque de NH4NO5 (82,5g/I)

- 20ml de solugao estoque de KNOs (95g/I)

- 5ml de solugdao estoque de H3BOs (1,24g/l)

- 5ml de solugao estoque de KH,PO4 (34g/I)

- 5ml de solucao estoque de KI (0,166g/I)

- 5ml de solugao estoque de Na,Mo0O4.2H,0 (0.05g/1)
- 5ml de solucao estoque de CoCl,.6H,0 (0,005g/1)
- 5ml de solucao estoque de CaCl,.2H,0 (88g/I)

- 5ml de solucao estoque de MgS0,4.7H,0 (74g/I)

- 5ml de solugdo estoque de MnS04.H,0 (3,38g/1)

- 5ml de solugao estoque de ZnS04.7H,0 (1,72g/1)
- 5ml de solucao estoque de CuS04.5H,0 (0,005g/I)
- 10ml de solugao estoque de Na, EDTA (3,72g/1)

- 10ml de solugao estoque de FeSQO4 (2,78g/1)

- 5ml de solucao estoque de Tiamina HCI (0,08g/l)
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b) Completa-se a solucao salina (detalhadamente descrita acima)
para 1 litro com agua deionizada e autoclavada e, em seguida,
adiciona-se 0s seguintes ingredientes em suas respectivas
quantidades:

- 100mg de Mioinositol

- 30g de sacarose comercial

50ml de agua de coco comercial

100mg de Cisteina

1mg de Acido Nicotinico

1mg de Piridoxina

10mg de Tiamina

2mg de Picloran

- Adicdo de 6g de agar para autoclavar

2) Separar com um bisturi os tecidos meristematicos das espécies e
colocar no mesmo meio solidificado até formacao de aglomerados de
células indiferenciadas (calos). Os calos das espécies sdao mantidos
no meio solidificado acima com fotoperiodo de 12 horas e sob
temperatura de 30° C até desenvolvimento significativo da massa

celular, por cerca de 20 dias.

3) Separar os pedacos fridveis obtidos dos calos usando pingca e

bisturi em condigdes acéticas
4) Depositar os pedacos fridveis das espécies em meio salino liquido

e vitaminado (conforme descrito no item 1, porém sem a adicdo do

agar para a solidificagao)
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5) Manter os pedacos fridveis nesse meio liquido sob agitacao
constante, fotoperiodo de 12 horas e a uma temperatura de 30° C
por cerca de 30 dias.

6) Filtrar o meio com os exsudados apods fase exponencial de
crescimento das células e pedacos fridveis em suspensdao no meio
liquido em tecido nylon

7) Precipitar o meio filtrado com alcool 3 vezes o volume

8) Ressuspender o precipitado em agua com agitacdao constante, a

uma temperatura de 60° C por 4 horas.

9) Repouso a frio

10) Filtrar novamente o material insolivel com tecido nylon

11) Secar da suspensao filtrada para a obtencao definitiva dos PECC

Aplicacoes industriais

Conforme a presente invencao partiu-se do fato de que, os
polissacarideos que podem ser exsudados por células em suspensao
(cultura de células - PECC), sdo capazes de interagir com as fibras e
microfibrilas de celulose presentes na polpa celuldsica. Esses polimeros
interagem com a celulose através de pontes de hidrogénio (como in vivo
nas paredes celulares) e essa interacdao no processo, trata-se de uma
estratégia ambientalmente correta para incrementar as propriedades de

resisténcia e/ou retencdo de forma de materiais celuldsicos, como
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alternativa de substituicdo de outros aditivos quimicos ainda utilizados
para os mesmos fins.

Assim, subentende-se que o tratamento da polpa celulésica com
polissacarideos que podem ser exsudados por células em suspensao
(cultura de células), favorece as propriedades citadas porque esses
polimeros tém a capacidade de se arranjarem e de se ligarem as fibras
celuldsicas cobrindo-as total ou parcialmente como acontece in vivo,
alinhando-as, mantendo o espacamento entre elas e impedindo a
formacao de feixes muito espessos ou agregados.

Na presente reivindicacao fica estabelecido que o incremento ou
melhoria das propriedades citadas acima podem ser medidos por todo e
qualquer processo conhecido na arte (exemplo 0s processos
determinados no Exemplos 3 da presente invencdao realizados no
Departamento de Pesquisa e Desenvolvimento da empresa Suzano
Papel e Celulose SA de acordo com normas e padrdes internacionais
para determinacdo de caracteristicas mecanicas e a estratégia descrita
no Exemplo 2 para verificar a afinidade e/ou capacidade de interacao
com a celulose em suspensao).

A invencdo é ainda mais ilustrada nos exemplos a seguir, os quais
nao se pretendem que venham a limitar, de qualquer forma, o escopo

ou campo da invengdo aqui reivindicada.

EXEMPLO 1:

Para ilustrar e demonstrar que os polissacarideos que podem ser
exsudados por células em suspensdo (cultura de células - PECC)
interagem com as fibras de celulose em derivados celuldsicos, utilizou-
se micrografias obtidas com microscopia de varredura a fim de localizar

as regides de interacdo das moléculas a que se refere.
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As fotos abaixo se referem a um derivado celuldsico (no caso, o
papel), formado apds adicao de polissacarideos que podem ser
exsudados por células em suspensado (cultura de células - PECC) a polpa
celuldésica em suspensdo antes da formacdo do mesmo. Para melhor
destaque das regides de interagcao, uma foto controle no mesmo
aumento foi colocada em paralelo para destaque.

com PECC

.

Figura 1 Micrografias eletrénicas de varredura de derivados celuldsicos
ilustrando a interacdo de polissacarideos que podem ser exsudados por
células em suspensdo (cultura de células - PECC) com as fibras de
celulose. As duas fotos superiores foram realizadas com aumento de 80
vezes e as duas fotos inferiores foram realizadas com um aumento de
2800 vezes.

EXEMPLO 2:

Para demonstrar que os polissacarideos que podem ser exsudados

por células em suspensao (cultura de células - PECC) interagem com as
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fibras de celulose em derivados celuldsicos, utilizou-se quatro diferentes

pastas celuldsicas derivadas de diferentes fornecedores:

a) Pasta Celulésica Branqueada Seca (FD): pasta quimica

b) Pasta Celuldsica Pré-branqueada (PPB): pasta quimica

c) Pasta Mecénica Seca (PMS): pasta mecanica

d) Pasta Escura de Alta Rendimento (PEAR): pasta mecénica

e) Celulose Microcristalina (CM): celulose pura

Os polissacarideos exsudados de cultura de células utilizados para
comprovar o potencial de adesdao com fibras celuldsicas em suspensdo
foram os exsudados de suspensodes celulares de Rudgea jasminoides
(Cham.) Mull. Arg (Rubiaceae) e de Phaseolus vulgares L. cv.
carioquinha.

Na preparacao das pastas, cada uma delas foi seca em estufa em
temperatura e tempo controlados para posterior pulverizacao. O pd de
cada uma das pastas foi suspenso em agua sem a adicdo de nenhum
aditivo. A solucao foi centrifugada com descarte do sobrenadante. Em
seguida, o precipitado foi novamente suspenso em agua sem a adicao
de nenhum aditivo e a solugdao centrifugada em seqliéncia. Tal
procedimento foi repetido até lavagem exaustiva dos finos de cada uma
das pastas.

Para as analises de interacao dos polissacarideos que podem ser
exsudados por células em suspensdo (cultura de células - PECC) com
fibras celuldsicas de diferentes pastas, solucdbes de PECC de Phaseolus
vulgares (Figura 2a) e de Rudgea jasminoides (Figura 2b) em
concentracdo e tampdo especificos foram adicionadas a solugdes
aquosas das diferentes pastas. Em seguida o material foi
exaustivamente agitado, deixado por tempo determinado e em

temperatura controlada e centrifugado. Com o auxilio de uma pipeta
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Pasteur o sobrenadante foi coletado e submetido a dosagem de acgucar
total (Dubois et al., 1956) e, por diferenca sobre o valor inicial, efetuou-
se a quantificacdo de acgucar adsorvido pelas fibras celuldsicas das
diferentes pastas.

Na Figura 2a, claramente se observa uma afinidade semelhante
dos PECC de P. vulgaris por todas as pastas utilizadas, sendo que nao
houve diferenca significativa de adsorcao dos mesmos pelas cinco
suspensoes celuldsicas utilizadas. Na Figura 2b, observa-se que os PECC
de R. jasminoides, demonstraram maior afinidade pelas fibras
celulésicas de pastas mecanicas (PMS: pasta mecanica seca e PEAR:
pasta escura de alto rendimento, cujos resultados de adsorcao se
mostraram inferiores apenas a suspensao de CM: celulose
microcristalina purificada), isto é, pastas que poderdao ou ndo sofrer
tratamento quimico em seu refino, a depender de sua utilizagao.

A Figura 2b, como descrito, confirma a afinidade dos
polissacarideos exsudados de cultura de células de R. jasminoides pela
celulose de polpas sem aditivos quimicos (que acabam carregando
eletroliticamente o sistema) demonstrando maior afinidade com pastas
mecanicas, que apresenta concentracdes elevadas de finos, material
particulado e lignina. Os autores da presente invencdo, portanto,
sugerem tais PECC como aditivos para este tipo de pastas e, assumem
que, particularmente, estes poderao vir a constituir um atrativo

comercial no setor.
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Figura 2: Adsorcdo de polissacarideos que podem ser exsudados por
células em suspensao (cultura de células - PECC) de Phaseolus vulgares
(a) e de Rudgea jasminoides (b) por fibras de celulose de diferentes
polpas celulésicas.

EXEMPLO 3:

O Exemplo 3 trata-se de um exemplo de incremento dos parametros
mecanicos obtidos apds adicao de polissacarideos que podem ser
exsudados por células em suspensao (cultura de células - PECC). Este
resultado pode ser observado na Tabela 1. Na tabela, os PECC utilizados
foram os de Rudgea jasminoides (Cham.) Mull. Arg (Rubiaceae).

Através de analise de literatura, pode-se afirmar que 2% dos
polissacarideos de suspensoes celulares de Rudgea jasminoides (Cham.)
Mull. Arg (Rubiaceae) corresponde ao polissacarideo xiloglucano, porém
os arabinoxilanos constituem os polissacarideos predominantemente
detectados nas condicbes descritas. Porém, entende-se, na presente
invencdo, que, embora o polissacarideo minoritario constituinte dos
exsudados de cultura de células, aqui exemplificado, seja o xiloglucano,
este, em conjunto com outros detectados no mesmo meio
(arabinoxilanos, por exemplo), nao representa quaisquer conflitos de

interesses com o depdsito dos mesmos inventores para esse polimero

161



(extraido da parede celular dos organismos) por que o mesmo €
exsudado de cultura de células e, conseqlientemente, sua metodologia
de obtencdao é diferente da tecnologia registrada pelos mesmos na
defesa anterior.

De acordo com os dados mostrados na Tabela 1, os valores
obtidos nos parametros mecanicos, a excecao da espessura (como era
de se esperar uma vez que as microfibrilas de celulose se aproximam na
presenca desses polissacarideos porque os mesmo fornecem melhor
adesao entre elas), de uma maneira geral, aumentaram. Com a adigao
de 0,5 % de PECC na polpa suspensa antes da formacdo das folhas, ja
foi possivel observar incremento dos valores. Essa caracteristica
direcionard estudos posteriores para a obtencdo dos polissacarideos
exsudados de cultura em escala industrial. Entre parénteses, estdo
expressas as porcentagens do incremento detectadas para cada
parametro.

Ainda em relacao a espessura, a diminuicdao da mesma, conforme
previamente citado, pode significar uma maior adesao entre as fibras de
celulose arranjadas para formar a folha e um reforco generalizado a
resisténcia.

O Exemplo 3 de incremento dos parametros mecanicos através da
cobertura parcial, total ou aproximacao das fibras de celuloses
constituintes das polpas, obtidos apds adicdo de PECC, podem ser

observados na Tabela 1.
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Tabela 1: comprovacao da melhoria nas determinacdes dos parametros
mecanicos conhecidos da arte apds a adicdo de trés concentracdes de
distintas de hemiceluloses ou polissacarideos de parede celular
exsudados por células em suspensdao de Rudgea jasminoides (Cham.)
Mull. Arg (Rubiaceae) a polpa celuldsica em suspensao para a formacao
de derivados celulésicos (papel). Os valores obtidos estdo
numericamente descritos em cada campo. Os valores entre parénteses
entre parénteses correspondem a porcentagem de melhoria
(incremento) para cada parametro em relacdo ao controle.

Parametros Controle 0,5% de 1,0% de 1,5% de
Mecanicos PECC PECC PECC
Es'zf’f:)“’a 270,00 250,17 (7,34) 255,00 (5,56) 259,57(3,86)
Porosidade

(5/100m1) 7,60 8,72 (14,74) 8,73 (14,87) 9,60 (26,32)
Estouro 43,68 47,97 (9,82) 49,63 (13,62) 53,73 (23)
(kPa)

Tracao

(kN k) 13,46 13,89 (3,19) 13,80 (2,53) 14,23 (5,72)
Rigidez

(of.cm) 4,72 4,78 (1,27) 4,69 (0) 4,95 (4,87)
Rasgo (mN) 211,75 271,25 (28,1) 276,0 (30,34) 343,25 (62,1)

Delaminacgao

(kg.f/pol2) 10,79 13,65 (25,23) 17,77 (63,03) 18,34 (72,2)

A abrangéncia da presente patente de invencao, portanto, ndo
deve ser limitada aos exemplos ilustrados, mas sim, apenas aos termos

definidos nas reivindicacdes e seus equivalentes.

REIVINDICACOES

1. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ ATRAVES
DA UTILIZAGAO DE POLISSACARIDEOS EXSUDADOS DE CULTURA DE
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CELULAS (PECC), caracterizado pelos polissacarideos exudados de
cultura celular (PECC) serem extraidos usando os seguintes passos:
1) Preparacao do meio de cultura solidificado para desenvolvimento
dos calos de Rudgea jasminoides (Cham.) Mull. Arg (Rubiaceae) e de
Phaseolus vulgares L. cv. carioquinha
a) Para o preparo da parte salina do meio de cultura solidificado para
desenvolvimento dos calos, adiciona-se a 500m| de &gua deionizada
autoclavada, os seguintes ingredientes:

- 10ml de solugao estoque de NH4NO5 (82,5g/I)

- 20ml de solucao estoque de KNOs (95g/I)

- 5ml de solucao estoque de H3BOs (1,24g/I)

- 5ml de solugao estoque de KH,PO4 (34g/l)

- 5ml de solugao estoque de KI (0,166g/l)

- 5ml de solugao estoque de Na;Mo04.2H,0 (0.05g/I)

- 5ml de solugao estoque de CoCl,.6H,0 (0,005g/1)

- 5ml de solugao estoque de CaCl,.2H,0 (88g/l)

- 5ml de solugcao estoque de MgS04.7H,0 (74g/1)

- 5ml de solugao estoque de MnS04.H,0 (3,38g/1)

- 5ml de solugao estoque de ZnS04.7H,0 (1,72g/1)

- 5ml de solugao estoque de CuS04.5H,0 (0,005g/I)

- 10ml de solugdo estoque de Na, EDTA (3,72g/1)

- 10ml de solugao estoque de FeSO4 (2,78g/1)

- 5ml de solugao estoque de Tiamina HCI (0,08g/l)
b) Completa-se a solugdo salina para 1 litro com agua deionizada e
autoclavada e, em seguida, adiciona-se as seguintes vitaminas em suas
respectivas quantidades:

- 100mg de Mioinositol

- 30g de sacarose comercial

- 50ml de agua de coco comercial

- 100mg de Cisteina
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1mg de Acido Nicotinico

1mg de Piridoxina

10mg de Tiamina

2mg de Picloran

- Adicao de 6g de agar para autoclavar
2) Os calos das espécies sdao mantidos no meio solidificado com
fotoperiodo de 12 horas e sob temperatura entre 15° e 25°C até ocorrer
o desenvolvimento significativo da massa celular;
3) Separar os pedacos fridaveis obtidos dos calos, usando pinca e
bisturi em condicdes assépticas;
4)  Depositar os pedacos fridveis das espécies em meio salino liquido
e vitaminado;
5) Manter os pedacos friaveis no meio liquido sob agitacdo constante,
fotoperiodo de 12 horas e a uma temperatura entre 25° e 35°C por
cerca de 25 a 35 dias;
6) Filtrar o meio com os exsudados apds a fase exponencial de
crescimento das células e pedacos fridveis em suspensdao no meio
liguido;
7) Precipitar o meio filtrado com alcool 3 vezes o volume;
8) Re-suspender o precipitado em agua com agitacdo constante, a
uma temperatura entre 500 e 70°C pelo tempo de 3 a 5 horas;
9) Repouso a frio;
10) Filtrar novamente o material insollvel;

11) Secar a suspensao filtrada para a obtencao definitiva dos PECC.

2. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que na etapa (1a) a adicao dos ingredientes a
500m| de agua deionizada autoclavada ocorre preferencialmente na

exata ordem expressa.
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3. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que na etapa (2) os calos das espécies sejam
mantidos no meio solidificado sob a temperatura preferencialmente de
200°C.

4. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que na etapa (4) a deposicao dos pedacos
friaveis da espécies em meio salino liqguido e vitaminado ocorrera
conforme descrito na etapa (1), porém sem a adicao do agar para a

solidificacao.

5. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que na etapa (5) os pedacos friaveis devem
ser mantidos no meio liquido sob agitacdo constante na temperatura

preferencialmente de 30°C.

6. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que na etapa (5)os pedacos friaveis devem
ser mantidos no meio liquido sob agitacdo constante pelo periodo

preferencialmente de 28 a 32 dias.

7. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que nas etapas (6 e 10) a filtragem do

material insolUvel serda realizada preferencialmente pelo tecido nylon.
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8. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que na etapa (8) a re-suspensao do
precipitado em 4d4gua com agitacdo constante serd realizado a

temperatura preferencialmente de 60°C.

9. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que na etapa (8) a re-suspensao do
precipitado em agua com agitacdao constante sera realizado pelo tempo

preferencialmente de 4 horas.

10. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que o processo compreende suspender, em
meio aquoso, a polpa celuldsica com polissacarideos que podem ser

exsudados por células em suspensao (cultura de células - PECC).

11. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS, de acordo com as reivindicacoes 1 e
10, caracterizado pelo fato de que os polissacarideos que podem ser
exsudados por células em suspensao (PECC) podem ser obtidos de
células de qualquer fonte ou organismo como plantas, fungos e

bactérias.
12. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM

PROPRIEDADES APERFEICOADAS, de acordo com as reivindicacoes 1 e

10, caracterizado pelo fato de que a concentracdo de polissacarideos
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gue podem ser exsudados por células em suspensao (cultura de células

- PECC) corresponde a qualquer uma desejada.

13. PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS, de acordo com as reivindicacoes 1 e
10, caracterizado pelo fato de que o meio aquoso da polpa em
suspensao podera conter associado, outros polissacarideos, aditivos ou

materiais conhecidos da arte.
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RESUMO
PROCESSO PARA PROPORCIONAR UM MATERIAL CELULOSICO COM
PROPRIEDADES APERFEICOADAS DE RESISTENCIA E RIGIDEZ
ATRAVES DA UTILIZAGAO DE POLISSACARIDEOS EXSUDADOS DE
CULTURA DE CELULAS (PECC)

Verificou-se que € possivel utilizar polissacarideos (PECC)
extraidos de cultura de células em suspensdao para aperfeicoar as
propriedades de resisténcia e rigidez de materiais celuldsicos, de
modo que, correspondentemente, a presente invencgao refere-se a um
processo para proporcionar um material celuldsico com maior
resisténcia ao estouro, a tracdo, a delaminacdo, ao rasgo e mais
rigido. Tal comprobacao e potencial para interacdo com a celulose de
suspensodes celuldsicas foram fornecidos através da utilizacdo de
suspensoes celulares de Rudgea jasminoides (Cham.) Mull. Arg
(Rubiaceae) e de Phaseolus vulgares L. cv. carioquinha

(respectivamente).
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DISCUSSAO

Desenvolvimento Sustentavel

O surgimento de problemas socioambientais como ameacadores
a sobrevivéncia da vida no planeta € um fenémeno relativamente
recente para a humanidade, mas extremamente preocupante. O ser
humano é uma espécie, entre milhares, que depende do todo para
sua sobrevivéncia no planeta. Sendo assim, como qualquer outro ser,
ele também faz parte do ecossistema. No entanto, o homem é a Unica
espécie que tem essa consciéncia e a facilidade para interferir
benéfica ou maleficamente no ambiente e, portanto, sua
responsabilidade é inigualavel. Sabe-se que é dificil, mas certamente
possivel, resolver a aparente dicotomia entre produzir os bens
destinados as necessidades humanas e confrontar com os maleficios
da exploracdo dos recursos naturais. Essa idéia, adaptada de Silva
(2007), visa estimular a reflexdao de todos os setores nesta inevitavel
busca por um desempenho ambiental cada vez mais sustentavel. Mas
0 que vem a ser desenvolvimento sustentavel?

A percepcao de uma necessidade de um equilibrio global de
desenvolvimento sem, contudo, impedir o desenvolvimento dos paises
subdesenvolvidos é bem recente. Desenvolvidas ou ndo, as diferentes
nacgdes passaram a identificar desniveis entre o acelerado
desenvolvimento humano e o impacto desse desenvolvimento no

meio ambiente.

170



Consequentemente, tal conscientizacdo, planos especificos de
diminuicdo de impacto ambiental e alguns incidentes ambientais
oriundos desse impacto, resultaram no surgimento da expressao
(termo) “desenvolvimento sustentdvel”. Esta expressdo estabelece
as bases da relagcdo entre o desenvolvimento econdmico e a
conservacao do meio ambiente (Viola, 1996; Vecchiatti, 2004). Em
linhas gerais, o termo resulta de uma visao critica sobre o modelo de
desenvolvimento dos paises industrializados, ressaltando a
incompatibilidade entre produgao e consumo e, também sinaliza o uso
racional dos recursos naturais, obedecendo a capacidade suporte dos
ecossistemas®. Tecnicamente, nesse contexto, o0 conceito de
sustentabilidade estaria relacionado a capacidade de um sistema em
propiciar meios de subsisténcia a determinada populacdao em
intervalos espaco/temporais definidos (Castro & Morrot, 1996).

A expressdao “desenvolvimento sustentavel” entdo, passa a se
tornar um marco reflexivo entre a década de 70, onde o homem se
preocupava com o “controle da poluicdo”; e a década de 80-90,
gquando, em seu pensamento, passa a existir reflexdes sobre
“planejamento ambiental e processos de producdo sustentaveis”.

Estes ultimos serdo o centro da discussdo no avancar deste capitulo

3 Esse termo surge especificamente em 1987, em plena Comissdo Mundial sobre o
Meio Ambiente e Desenvolvimento (estabelecida pela ONU: Organizagdao Mundial
das Nagdes Unidas) no lancamento do relatério Our common future — “Nosso futuro
comum” (mais conhecido com Relatério de Brundtland), emitido pela primeira-
ministra da Noruega, Gro Harlem Brundtland que, na época, presidia a comissdo
criada pela ONU (Camargo et al., 2002).

4 Reflexivamente a mensagem desse relatério passou a ser conhecida pela seguinte
frase: “Garantir as necessidades da geracdo presente sem, contudo, comprometer o
suprimento das necessidades das geracbes futuras”.
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conclusivo do presente trabalho; onde se pretende, além de discutir
os resultados obtidos nas diferentes areas, formular algumas
sugestOes sustentdveis para a producdo em larga escala das
matérias-primas, cujos beneficios foram aqui estudados e/ou

prospectados.

Posturas industriais atuais

Como se pOde observar no item acima, a crise ecoldgica global
tem-se tornado, nas ultimas trés décadas, um dos maiores desafios
da humanidade (Frey, 2001). Refletindo sobre esse aspecto, segundo
Gerhardt e Almeida (2005), Ponting (1995) descreve como
populacdes humanas, enquanto grupo social produtor de bens e
insumos, teriam atuado, em diferentes épocas e lugares, sobre o meio
ambiente de modo a modifica-lo de uma maneira que hoje seria

|II

classificada como “insustentavel” no que se refere a manutengao dos
padroes de producao e consumo existentes. Com essa ameacga,
atualmente, busca-se alternativas para que o desenvolvimento sécio-

econdmico seja sustentavel (Mattos & Ferreti-Filho, 2000).

Sustentando essa idéia, que também pode ser encontrada nos
trabalhos de Miranda e colaboradores (1997); Mattos e Ferreti-Filho
(2000), sugerem que “a pressao crescente, em nivel mundial, que
existe sobre as organizagdes industriais para adotarem medidas de

protecao ao meio ambiente, faz com que as empresas, dependendo
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do contexto em que atuam, reformulem suas estratégias competitivas

incluindo a variavel ambiental”.

Em relagcdo a essa varidvel ambiental, temas como certificacdo e
licenciamento vém ocupando posicao de destaque no meio industrial e
de outras atividades que, de alguma forma, possam causar algum
impacto ao meio ambiente. A literatura recente (Viana et al., 2003),
vem detectando uma interface entre estes dois instrumentos
(certificacdo e licenciamento), e sinaliza preocupagdes praticamente
inéditas do Poder Publico em relacdo a esses aspectos. O Poder
Publico, nesse sentido, vem valorizando iniciativas de natureza
ambiental ao conferir o licenciamento ou a certificacdo. E o que
ocorre, por exemplo, com o fomento de pesquisas e investimentos
nas chamadas “tecnologias limpas” ou “tecnologias verdes” (Green
Technologies). Em linhas gerais, essa postura produtiva que vem,
muito recentemente sendo adotada, envolve a priorizacao de
extracbes de matérias primas que nao envolvam, por exemplo,

solventes muito agressivos ou toxicos, extracoes a seco e etc.

Um outro fator recente e predominante nas empresas quando
as variaveis ambientais sdo consideradas na postura corporativa das
mesmas para o0 gerenciamento ambiental, é a obtencdao de
certificados normativos da série ISO 14000 que, por sua vez, sO
podem ser emitidos pelas chamadas Instituicbes Normatizadoras.
Segundo Souza (2000), essas certificacbes, além de tentarem
garantir a protecdao ambiental, também podem vir a apresentar

oportunidades empresariais. E por isso que é possivel afirmar que tais
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sistemas, que surgiram a partir da década de 90, também surgiram
para cumprir demandas como a ética nos negocios e responsabilidade
social. Além de, evidentemente, atender metas do desenvolvimento
sustentavel (Nardelli, 2001). Porém, para tanto, os sistemas de
certificacdo ambiental envolvem as chamadas "auditorias ambientais"
e a concessao de "selos ambientais" (Viana et al., 2003).

Nesse aspecto, a substituicdo de matérias primas de origem
petroquimica ou ndo sustentavel, a certificacdo de fornecedores
guanto a selos ambientais e compromisso com a nao utilizacao de
mao de obra infantil, tecnologia limpa, tentativa de neutralizar
emissOes de carbono e gases estufa (e isso € muito mais do que
comprar “créditos de carbono”); somados as certificagcdes normativas
(meio ambiente e qualidade), parecem, de uma forma muito positiva,
constituir os principais coadjuvantes das estratégias econdmico-
mercadoldgicas das principais industrias atuais. Essas posturas
ambientalmente corretas parecem conduzir os principais caminhos

gue vem sendo utilizados rumo ao desenvolvimento sustentavel.

Sinalizacoes sustentaveis para a producao em larga escala das

matérias primas prospectadas na tese

Citando discretamente o historico que levou as aparentes
tendéncias posturais do setor produtivo industrial nos dias de hoje e,
discorrendo brevemente sobre tais posturas corporativas para a
guestao da gestdo ambiental propriamente dita, os proximos passos

dessa discussdo sdao a sugestao e/ou definicdo de possiveis

174



estratégias sustentaveis (ou ambientalmente corretas) para a
producdo em larga escala das matérias primas aqui estudadas para os
diferentes setores aqui apontados.

Portanto, mais do que apontar a aplicabilidade industrial das
matérias-primas aqui relatadas, cujas propriedades fisico-quimicas
foram estudadas em detalhe (ver discussdao dos resultados nos
capitulos referentes ao: artigo 1 e as patentes 1, 2, 3, 4 da presente
tese), pretende-se agora, refletir sobre uma possibilidade sustentavel
de produzi-las em demanda, caso as mesmas venham a se tornar
futuramente, um produto e/ou insumo vegetal comercial. Cabe
inicialmente sinalizar que, a discussao sobre as possibilidades de
producdo sustetdvel das matérias primas aqui prospectadas, nao
serao apresentadas em mesma ordem em que foram expostos o0s

resultados do presente trabalho.

Hemicelulose de sementes e plantulas de eucalipto (Patente 3)

De acordo com os resultados expressos na patente 3, pode-se
afirmar que o tratamento da polpa celuldésica com hemiceluloses de
parede celular primaria (HPCP) oriundas de sementes e plantulas de
eucalipto, favorece as propriedades mecanicas de resisténcia e
retencdo de forma de materiais celuldsicos; como, por exemplo, o
papel. Acredita-se que, o favorecimento das propriedades citadas se
deve a capacidade das hemiceluloses de se ligarem as fibras
celuldsicas cobrindo-as total ou parcialmente, como acontece in vivo
(Lima et al, 2003 e 2004).
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O beneficio, descrito acima, pode ser comprovado pelos
incrementos fornecido pelas hemiceluloses em 6 parametros
mecanicos analisados na patente 3: porosidade (as HPCP aumentaram
a resisténcia das folhas de papel a passagem de uma coluna de ar
aplicada nas 4 concentragoes utilizadas, tanto para sementes quanto
para plantulas); estouro (as HPCP aumentaram a resisténcia ao
estouro em duas concentracdes analisadas para sementes e as 4
concentracbes definidas para plantulas); tracéao (as HPCP de
plantulas, mais expressivamente, aumentaram a resisténcia a tracao
nas concentracdes adicionadas de 1 e 1,5%); rigidez (s6 houve
aumento discreto detectado para esse parametros com as HPCP de
plantulas); rasgo (tais polimeros aumentaram a resisténcia da folha
guanto a esse parametro em todas as concentragdes analisadas, tanto
para sementes quanto para plantulas) e delaminacdao (apenas as
maiores concentracoes testadas forneceram incremento de
resisténcia, tanto para sementes quanto para plantulas).

Em relacdo ao eucalipto (fonte de obtencdo dessa matéria
prima), conforme definido por Anesi (2007) - objeto “de ataque e
idolatria” - trata-se de uma arvore nativa da Australia que possui
mais de 600 espécies naturais e que podem ser produzidas para se
adaptar as diversas condicdoes de solo e clima (Anesi, 2007).
Constituindo a floresta arborea mais importante do Brasil (do ponto
de vista empreendedor), o eucalipto cobre uma &area superior a 4
milhdes de hectares (em territorio nacional), destinado
exclusivamente a atividade comercial (Cid et al., 1999). Nesse ponto,

tal arvore tornou-se o centro da discussao promovida pela industria
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de papel e celulose e ambientalistas. Os primeiros, defendendo o
interesse no desenvolvimento da atividade e, esses Ultimos
(ambientalistas), sinalizando o receio de possibilidades do plantio
excessivo da planta, causar danos ambientais irrecuperaveis.

Ainda segundo Anesi (2007), “a disseminacao de sementes de
eucalipto no mundo comecgou no inicio do século XIX. Na América do
Sul, o primeiro pais a introduzir o eucalipto foi o Chile em 1823 e,
posteriormente, a Argentina e o Uruguai. No Brasil, segqundo Mora e
Garcia (2000), o eucalipto foi introduzido nessa mesma época visando
a producao de lenha para locomotivas e, em seqliéncia, de dormentes
para ferrovias e de postes para eletrificacao”.

De acordo com o mesmo autor, porém desta vez citando Dean
(1996), nesse comeco de interesses na producao, o eucalipto
destinava-se, especialmente, a fins medicinais e sanitarios. Isto
porque, medicinalmente, dentre outras caracteristicas, tal espécie
pode entrar na constituicdo de farmacos que, por sua vez, fazem uso
da esséncia ou capacidade farmacodindmica de seu principio ativo
caracteristico, o eucaliptol. Do ponto de vista sanitario, sua
importancia se deve ao fato de suas raizes absorverem grande
gquantidade de aguas paradas e, com isso, contribuirem para a
diminuicao da proliferacao de mosquitos, por exemplo. Esses dois
aspectos, que estao na origem da introducao do eucalipto (Anesi,
2007), tanto no Brasil como em outros paises, para os ambientalistas,
foram os detonadores dos impactos negativos futuros que acabaram

surgindo apos o plantio dessa espécie, em larga escala.
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De acordo com Leao (2000), num primeiro momento dessa
producao em demanda, houve desatencao para questdoes ambientais,
isto porque, nessa primeira etapa, os estudos florestais sobre
eucalipto concentraram-se apenas no aumento da producao para
atender a demanda industrial que remanescia. Ou seja, ainda
estavam distantes de considerar as variaveis ambientais de tal plantio
em nivel industrial.

Assim, nos anos 1990, paralelamente as descobertas das
qualidades que o género Eucaliptus apresenta (possibilidade de
utilizacdo para diversos setores) e a tecnologia de produgao
dominada, comecaram a surgir as necessidades de busca de harmonia
com o ecossistema de entorno, preservando, assim, o meio ambiente.
Ao lado da expansao da eucaliptocultura, no Brasil, comegam a surgir
criticas ambientais e, pela primeira vez, no Brasil, surge o termo
“deserto verde”.

Por outro lado, curiosamente nao se detectavam criticas tdo
declaradas a maioria das grandes monoculturas agricolas do mundo
(quase sempre exoéticas); tais como, milho, trigo, arroz, batata etc.,
ou mesmo no Brasil, no caso do café e da cana-de-aclucar (Anesi,
2007). Dean (1996), comentando esse fato, usa a expressao “curiosa
xenofobia em relacao a essa planta australiana”, pois a rejeicao ao
eucalipto por ser uma espécie invasora (também estrangeira) por
parte de ambientalistas, parece nao ter sido aplicada, de acordo com
Anesi (2007) ao café, aos citricos e até mesmo ao pinheiro.

Mesmo assim, os problemas com o eucalipto, conforme Dean

(1996) ocorrem em qualquer monocultura, tais como a retirada de
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nutrientes em alta rotatividade, emissdo de terpenos e fendlicos que
inibem o crescimento de espécies concorrentes (“deserto verde”) e,
consequentemente, o prejuizo de fauna.

Outra grande contradicao se forma quando o assunto envolve os
empregos gerados pela cadeia produtiva da silvicultura, no nosso
caso, o eucalipto. Também segundo Anesi (2007), em reportagem no
jornal Zero Hora do dia 13/11/2006, a Aracruz Celulose, por exemplo,
apresenta dados comparativos entre sua unidade produtiva no
Espirito Santo e a sua unidade de Guaiba-RS, divulgando uma
estratégia interna para ampliacdo, com o inicio da atividade
programado para 2011. Tal expansao, segundo a empresa, permitiu
projetar a geracao de 1.250 empregos. Em complemento, a
Votorantin Celulose, em informe publicitario®>, comparativamente,
divulga seus investimentos na ordem de U$ 1,3 bilhdes de ddlares
com geracao de 3,4 mil empregos diretos e indiretos e 34 mil na
cadeia econOmica da regido que ocupa.

Outro exemplo do ambito social envolve o Estado do Rio Grande
do Sul, que, em 2004, deu inicio a uma campanha de incentivo a
silvicultura com o programa Proflora (Programa de incentivo ao
florestamento), financiando inclusive, através dos d&rgdos publicos
como BNDS, projetos de plantio de florestas. Com isso, houve
incentivo a criacdo e organizacdao de uma cadeia produtiva no setor de
madeiras. Para se ter uma idéia, esse estado pretendia, com essa
idéia, aumentar de 200 mil para 400 mil empregos, diretos e

indiretos, no setor, envolvendo o manejo das florestas, a industria de
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celulose e moveleira e toda cadeia com origem na silvicultura (Anesi,
2007).

Com isso, ao que tudo indica, parece existir uma significativa
polémica em relacdao as questdes sdcio-ambientais que envolvem o
cultivo em larga escala do eucalipto. Por um lado, ambientalistas
divulgam a possibilidade de danos irreparaveis ao meio ambiente e
por, outro, o ambiente corporativo incentiva e patrocina programas
sustentaveis que podem defender seus interesses sem, contudo,
resultar num desvio de perfil sustentavel que as corporacdes atuais
estdao, naturalmente, assumindo.

Por esse motivo, ndao se pretende aqui, chamar atencao para
qualquer forma de manejo ambientalmente correto (sustentavel) que
envolva essa espécie australiana tdo importante para a economia
nacional. O que se pretende, € tentar sinalizar algum beneficio ou
agregacao de valor a cadeia da espécie que, evidentemente ja existe,
e de forma muito bem definida. Para isso, partimos do pré-suposto de
gue, a planta, ainda que sua producdao e expansao nao aumentem,
conforme citado, ja é plantada em elevadissima escala. Sendo assim,
como a utilizacdo de sementes e plantulas da espécie poderia agregar
valor ao setor produtivo de papel?

Nesse ponto, ainda que a metodologia de extracao dessas
hemiceluloses nao seja considerada tecnologia limpa (pois envolve o
uso de solventes agressivos ver patente 3), ndo significa que nao
possa haver possibilidade de agregar valor para o setor produtivo em

guestdo. Isto porque, toneladas de sementes se acumulam e sao

> http://www.vcp.com.br/losango/ptb/home
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deixadas em campo apds a retirada dos eucaliptos do local de plantio
comercial para a producao de papel. Sendo assim, essa imensa
guantidade de biomassa, que, até o presente momento, ndo possui
nenhuma finalidade expressiva, poderiam vir a constituir excelente
matéria prima para a extracdo de hemiceluloses que, conforme
comprovado o beneficio, incrementam propriedades de resisténcia do
papel (Patente 3).

Chama-se atencao para o uso de plantulas da espécie também
como matéria prima de extracdao de hemiceluloses de parede primaria
(Patente 3). Sob esse aspecto, sabe-se que a tecnologia do setor de
papel e celulose para o trabalho com viveiros de plantas de eucalipto
é extremamente avancada. Nesse ponto, tecnologias que envolvem,
inclusive, técnicas de selecao e melhoramento genético de plantulas
(Cid et al., 1999), permitiram um aumento expressivo tanto na
produtividade de madeira por unidade de area de plantio, por
exemplo, como também possibilitaram a obtencdo de povoamentos
florestais mais homogéneos (Gongalves et al., 2001).

Outros aspectos que também evidenciam a tecnologia no
trabalho com plantulas da espécie surgiram da necessidade de
produzir as mudas para o plantio licenciado em areas normalmente
muito bem definidas. Estas areas, com caracteristicas especificas,
com o passar do tempo, vao perdendo a produtividade o que resulta
em planos de manejos especiais das mesmas (Carvalho, 1992).
Paralelamente ao manejo dessas areas que envolvem, inclusive,
melhoria de solo, as companias do setor investem em selecdo génica

e melhoramento da espécie (através de suas plantulas) objetivando
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tornar a planta mais resistente, uniforme e com maior velocidade de
estabelecimento e crescimento (Gomes et al., 2002).

Sendo assim, para finalizar, nesse contexto de investimento e
produtividade de plantulas de eucalipto, parece ser razoavel sugerir
que o aproveitamento das mesmas, visando outro foco, ou seja, o de
obtencao de hemiceluloses. Neste contexto, as plantulas poderiam ser
submetidas a privacao de luz (objetivando sua estiolagem) e, apos
dado tempo de crescimento, serem aproveitadas para a producao de
hemiceluloses capazes de interagir com a celulose em folha,
melhorando assim, as caracteristicas mecéanicas do papel.

Ainda assim, cabe salientar que, mesmo que o0 processo de
estiolagem promova a exclusao de solventes agressivos para a
eliminacao do pigmento clorofila do insumo final (hemicelulose); tais
sugestoes de fontes para obtencao de hemicelulose necessitam de
melhores analises, tanto de viabilidade de processo (tecnologia nao
limpa de obtencdo das mesmas), quanto de custo beneficio. Por esse
motivo, o que se pretendeu nessa parte da discussao, foi apenas
sinalizar um campo de estudos interessante para futuras analises da

viabilidade produtiva dessa matéria prima.
Polissacarideos exsudados de cultura de células (Patente 4)
Conforme descrito anteriormente (Patente 4), também foi
investigado no presente trabalho, a possibilidade de utilizacao de

polissacarideos exsudados de culturas de células (ilustrados pelas

espécies Rudgea jasminoides e Phaseolus vulgaris) como aditivos a
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polpa celuldsica em suspensdo para formacdao de papel e/ou derivados
celuldsicos mais resistentes.

Assim, a cultura de células, cultura de tecidos ou cultura vegetal
in vitro, trata-se de um modelo biotecnoldgico bem conhecido e
amplamente dominado na atualidade. Seu aperfeicoamento e
desenvolvimento tiveram importancia crucial no melhoramento de
muitas espécies vegetais frente a inUmeros fatores bidticos e,
também abidticos (Zenk et al., 1996 e 1998). Estes dois ultimos
fatores englobam caracteristicas desejaveis em espécies de interesse,
como a resisténcia a pragas e/ou condicdoes de estresse, aumento de
produtividade e/ou velocidade de crescimento e incremento na
producdo de substancias ativas (como metabdlitos, por exemplo) por
parte da planta (Buffa-Filho et al., 2002).

Assim, a cultura in vitro, compreende a cultura de células,
tecidos ou 6rgaos, em condicOes assépticas e meios artificiais que
venham a conter, pelo menos, compostos como vitaminas, nutrientes,
sais minerais, fonte de carbono e reguladores do crescimento
(Andrade, 2002). Nesse ponto, algumas das areas de aplicacao da
cultura de tecidos incluem, entre outras, a micropropagacao, a cultura
de meristemas, a embriogénese somatica, a variagdo somaclonal, a
selecdo in vitro, a cultura de protoplastos e a hibridacdo somatica
(Sahai e Knuth, 1985).

Ainda que essa ciéncia tenha consideravel importancia para a
melhoria da selecdo e, consecutivamente, da propagacdo de espécies
de interesse econ6mico, sua pratica ndo se resume a esse campo.

Desta forma, um outro interesse do desenvolvimento biotecnoldgico

183



da pratica de cultura de células, envolve ndo apenas o setor quimico,
mas também, o farmacéutico. Isto porque, quando se pretende, por
exemplo, extrair um ativo ou farmaco de uma espécie de importancia
farmacoldgica, iniumeros fatores devem ser considerados. Dentre
estes, ndao apenas a cadeia de fornecimento, mas também,
dependendo da importancia da producdo do mesmo, o incentivo a
monocultura da espécie. Como resultado deste fator, processos de
derrubada de mata nativa para ceder lugar ao cultivo, desgaste de
solo e displicéncia no rodizio de plantio, sdao sé algumas, das
conseqiéncias negativas que podem vir a surgir.

Assim, objetivando esbocar uma espécie de reacdao a este tipo
de conseqliéncia, a cultura de tecido passou a constituir excelente
ferramenta biotecnoldgica para a producdao em larga escala de
supostos compostos de interesse sem, contudo, ter que obter os
mesmos por extracdo convencional, através de processos
ambientalmente incompativeis como a monocultura, seguida de
derrubada ou poda, por exemplo. Ou seja, quando se utiliza cultura
de células para obter substancias bioativas em consideravel
concentracao, segundo Sahai e Knuth (1985), basta que se
compreenda a cinética de formacdo do produto (no caso, o metabdlito
bioativo) versus o estagio da proliferacdo celular da cultura
selecionada.

Como se nao bastasse, o uso da cultura in vitro para a obtencao
de substancias de interesse, qualquer que for o setor, pode vir a
constituir, inclusive, uma forma de substituicdo a producdo sintética

de insumos em laboratério, sejam eles compostos secundarios ou
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primarios (como os compostos em questdao - ver patente 4). Para
reforcar essa posicao, cita-se o fato de que, muitos compostos
sintetizados em laboratério sao freqlientemente obtidos através de
metodologias muito complexas e, com rendimento constantemente
baixo, o que também parece vir a sinalizar uma estratégia de
producdo economicamente inviavel (Holton et al. e Nicolau et al.,
1994). Em complemento, quando a estratégia de produgao é quimica
ou sintética, normalmente na planta fabril, os solventes envolvidos,
tanto nos processos de sintese, como nos processos de extracao de
compostos de interesse comercial, sao demasiadamente agressivos e,
do ponto de vista corporativo atual, ndao corroboram com as
chamadas metas tecnoldgicas “limpas e ambientalmente amigaveis”
de producao de insumos.

Quando os especialistas (biotecndlogos) detectaram estas
vantagens, muitos trabalhos de anadlise comparativa de producao de
substancias exsudadas em cultura de cultivos vegetais in vitro versus
cultivos vegetais ex vitro passaram a ser desenvolvidos. Apenas como
ilustracao, cita-se os resultados de Buffa-Filho e colaboradores (2001
e 2002) que detectaram, por exemplo, que, a cultura de células de
Maytenus ilicifolia in vitro, produziu 100 vezes mais 0 composto
hidroximaitenina do que as raizes da mesma planta, cultivadas ex
vitro.

Ainda assim, as vantagens de obtencdao de produtos exsudados
em cultura ndao se aplicam apenas a compostos secundarios, mas
também, a compostos primarios, como polissacarideos. Oliveira Junior

e colaboradores (2004 e 2006), por exemplo, analisando suspensoes
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celulares de Rudgea jasminoides, verificaram a presenca de, pelo
menos trés polissacarideos de parede celular: o xiloglucano
(correspondente a 2% do material exsudado), arabinoxilanos e
hemiceluloses. Sendo que estes dois ultimos foram encontrados em
quantidades predominantes. Nesses trabalhos, os autores ainda
utilizaram o produto da hidrdlise enzimatica desses polissacarideos
exsudados a fim de verificarem seus respectivos efeitos bioldgicos
sobre o metabolismo extracelular da espécie em questao.

Assim, ainda que os resultados dos trabalhos de Oliveira Junior
e colaboradores (2004 e 2006) nao possam ser diretamente
relacionados a presente estratégia utilizada (Patente 4) para obter um
aditivo natural para incremento das propriedades mecanicas de
derivados celuldsicos, eles serviram para despertar nossa atencao
para um modelo sustentavel de producdo de polissacarideos com
capacidade de interagir com a celulose de polpas celuldsicas (afinal,
se sao de parede celular, evidentemente, pelo menos in vivo, sao
indiscutivelmente capazes de interagir com tal polimero).

Para finalizar, conforme previamente citado, uma vez que a
metodologia de obtencao de polissacarideos exsudados de células das
espécies prospectadas consiste em manter calos ou suspensoes
celulares das mesmas em meio liquido salino modificado, contendo
tiamina, cisteina, acido nicotinico, piridoxina, agua de coco, sacarose,
picloram sob agitacdao constante (Oliveira Junior et al., 2006),
podemos inferir que, extrai-los em consideravel escala para
finalidades comerciais, tornou-se plausivel. Isto porque, basta que as

células, calos ou pedacos de tecidos das espécies figuem em meio
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apropriado sob agitacdo exsudando seus respectivos polissacarideos
para, apds término da fase de crescimento exponencial, filtra-los e
submeter o meio filtrado a precipitacdao etandlica para a coleta dos
polissacarideos por precipitacdo. Uma vez obtido os polissacarideos
precipitados, basta ressuspendé-los em agua e, apos nova filtragem,
seca-los. Depois disso, o insumo com beneficio para o setor papeleiro
estaria pronto para ser diretamente adicionado em polpa.

E, no setor em questdo, através dos resultados expressos na
patente 4, pode-se afirmar que os polissacarideos extraidos de
suspensodes celulares de Phaseolus vulgaris e Rudgea jasminoides,
apresentaram consideravel capacidade de interacdo com fibras e
microfibrilas de celuloses (em suspensao e em folha) de diferentes
polpas celuldsicas analisadas. Esse potencial foi ilustrado nessa
patente através da verificacdo do potencial de adsorcdo dos
polissacarideos exsudados de cultura de células de P. vulgares e R.
jasminoides em suspensdes celuldésicas de pastas mecanicas e
guimicas e através da analise de diferentes pardmetros de verificacao
de resisténcia em folhas de papel formadas a partir da adicdao dos
polissacarideos exsudados de cultura de células de R. jasminoides
(em 3 diferentes concentracdes). Desses parametros, chama-se
atencao para os incrementos fornecidos por essa adicao para a
diminuicdo de porosidade da folha e o aumento da resisténcia ao
estouro, rasgo e delaminacdo. Em todos esses parametros o
incremento mais significativo correspondeu a adicdes desses

polissacarideos exsudados em concentracao igual a 1,5%.
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O xiloglucano de jatoba (Patentes 1 e 2)

A primeira defesa de interesse aqui constatada (Patente 1) se
refere a utilizacdo do polissacarideo xiloglucano das sementes de
jatoba como matéria prima para o setor cosmético. Nessa patente, o
beneficio encontrado para esse setor pode ser ilustrado, por exemplo,
pela preparacdo de composicdoes cosméticas anti-rugas e anti-idade
usando o xiloglucano como principal ativo para essa finalidade. Tais
formulagdes demonstraram efetivo potencial de promocao de
proliferacao/viabilidade celular (definida por um aumento do numero
de células frente a um grupo controle ndo tratado com xiloglucano),
efetivo potencial pro-colagénico (definido pela quantidade excedente
de colageno produzido por células tratadas com xiloglucano em
relacdo a um grupo de células ndo tratadas com o polimero) e de
producdo total de colageno (ver patente 1). Esse potencial é ainda
mais expressivo quando comparado aos resultados de promocao de
proliferacdo celular e sintese de colageno pelo fator de crescimento
tumoral TGF-beta (farmaco). Isto porque algumas concentracdes de
xiloglucano analisadas mostraram desempenho semelhante ou, até

mesmo, superior.

Ainda em relacdo ao potencial biotecnoldgico do xiloglucano,
pode-se perceber que tal polimero também apresenta capacidade de
interacdo com fibras e microfibrilas celuldsicas (ver patente 2),
sinalizando uma possibilidade de utilizacdo também no setor de papel
e celulose. Isto porque, quando adicionado a polpa celuldsica antes da

formacdo da folha de papel, esse polissacarideo tem a capacidade de
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aumentar a resisténcia da folha formada em relacdo a todos os
parametros mecanicos analisados nessa patente: estouro, tracao,
rigidez, rasgo e delaminagao. Convém complementar que todos esses
parametros sao significativamente melhorados com a adicdo de uma

concentragao minima de 0,5% (m/m) do mesmo.

Verificados os potenciais de aplicagcdao do xiloglucano nos dois
setores citados, a Hymenaea courbaril (jatoba), da Familia
Leguminosae - Caesalpinioideae, conforme citado, € uma das fontes
brasileiras mais conhecidas para a obtencao do mesmo, podendo
apresentar, segundo Buckeridge e Dietrich (1990) um rendimento de
mais de 50% na extracdo bruta para esse polimero vegetal.
Rendimento este que, posteriormente foi confirmado pd Vargas-
Rechia e colaboradores (1998). Tal espécie pode ser conhecida por
diversos nomes vulgares: jatoba, jutai, jutai-acu, jutai-bravo, jutai-
grande, jatai, jatai-acu, jatai-grande, jatai-peba, jatai-uba, jatai-uva,
jataiba, jatauba, jatioba, jatiuba, jupati, copal, dentre outros. E possui
como sinonimias, Hymenaea animifera Stokes, H. candolleana Kunth,
H. courbaril var. obtusifolia Ducke, H. courbaril var. stilbocarpa
(Hayne) Y. T. Lee & Lang., H. multiflora Kleinhoonte, H. resinifera
Salisb., H. retusa Willd. ex Hayne, H. stilbocarpa Hayne e Inga
megacarpa M. E. Jones (Ferreira & Sampaio, 2000; Lorenzi, 2002).

Assim, sob um primeiro aspecto, chama-se atencao para o fato
de que, a Hymenaea courbaril € uma arvore originalmente encontrada
desde o México até grande parte da América do Sul, incluindo o Brasil

(norte até o sudeste), Venezuela, Colombia, Peru e Bolivia. (Ferreira
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& Sampaio, 1999). Isto quer dizer que, se tal arvore, viesse a ser
definitivamente explorada no setor cosmético (Patente 1) e também
no papeleiro (ver Patente 2), para a producgao industrial de
xiloglucano, poderia ser encontrada em diversos locais; o que nos faz
acreditar, na possibilidade otimista de diferentes logisticas para um
suposto fornecimento de suas sementes.

Um segundo aspecto, envolve a possibilidade de aproveitamento
de cadeias de fornecimento da espécie ja definidas. Nesse aspecto,
sabe-se que sua madeira, por apresentar alta densidade basica, cerne
vermelho a castanho-avermelhado, alburno branco-acinzentado e
textura média a grossa, €& empregada em construcdo civil,
marcenaria, pecas torneadas, instrumentos musicais e laminados
(Rizzini, 1971).

O seu caule, pelo fato de exsudar uma resina, rica em terpenos
(Martin et al., 1972, Abdel-Kader, 2002) conhecida como “jutaicica”
ou “copal-da-américa” (utilizada na fabricacdo de vernizes) também é
explorado e o produto das extracbes de seu cerne (resina), ja
comercializado. Pensando ainda no aproveitamento de cadeias pré-
definidas para essa espécie, como se nao bastasse, a casca e a seiva
do tronco sdo usadas ainda na fitoterapia popular, principalmente no
tratamento de dermatites e outras doencas de pele, devido ao fato de
gue, a resina (também presente na casca), de origem diterpénica,
possui atividade antifungica (Arrhenium & Langenheim, 1983).

Em complemento, o endocarpo do seu fruto & comestivel,
podendo ser consumido in natura (Silva et al., 2005). Nesse caso, €&

usado na preparacao de farinhas, doces e bebidas, ou utilizado na
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alimentacdo de animais domésticos, sendo também, ja comercializado
(especialmente no norte do pais). Nota-se que, uma vez que parte do
fruto, no caso, a popular “farinha de jatoba” é utilizada na
alimentacao humana e por outros animais na forma de ragao; pode-se
sugerir também, o aproveitamento da mesma cadeia de fornecimento
para a obtencdao das sementes. Estudos recentes, inclusive, tém
prospectado a utilizacdo da farinha de jatobda na elaboracdo de
biscoitos do tipo cookie, a fim de aproveitar suas caracteristicas
reoldgicas e nutricionais (Silva et al., 1998; Silva et al., 2001). Além
disso, as sementes desses frutos sao empregadas na fabricacao de
joias e outros objetos artesanais (comunicacdo pessoal).

Além de todas essas qualidades e possibilidade para exploracao
e utilizacdo, tanto da espécie, como de suas respectivas cadeias de
fornecimento ja definidas, suas sementes também constituem uma
fonte abundante de xiloglucanos (Buckeridge & Dietrich, 1990), o que,
torna a utilizacdo do jatoba, em nivel industrial, uma alternativa
muito interessante para a obtencdo desse polissacarideo. Isto porque,
uma arvore adulta produz, em média, cerca de 800 frutos, mas pode
alcancar até 2000 frutos em producao anual. Pelo menos para
Hymenaea stilbocarpa (popularmente conhecido como jatoba de
cerrado), estudos revelaram que o numero de sementes por fruto
pode passar de dez unidades (Botelho et al., 2000), sendo que, o
numero de sementes por quilograma é de cerca de 290 e o peso de
mil sementes, corresponderia a quase 5 kg. Para Hymenaea courbaril,
a possibilidade de um rendimento industrial interessante é ainda mais

otimista, uma vez que a média do peso das sementes dessa espécie é
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guase duas vezes superior ao peso das sementes de outras espécies
do género Hymenaea (Carpanezzi & Marques, 1981).

Assim, num calculo aproximado, se considerarmos uma média
de 1500 frutos/arvore, de uma unica arvore de Hymenaea corbaril,
pode-se obter, em virtude do elevado rendimento de extracao, cerca
de 65 kg de xiloglucano puro (Tabela 1).

Segundo Flores e Benavides (1990), para a obtencao das
sementes, a coleta pode ser feita no chdo ou diretamente na arvore,
guando os frutos apresentarem coloracao marrom e iniciarem a queda
espontanea. Porém, pensando em niveis distintos de maturacao das
sementes ainda na arvore, para uma questdo de padronizacdao da
posterior matéria prima (xiloglucano) extraida, pode-se estipular que
a coleta devera ser feita exclusivamente no chdao. Como ilustracdo da
efetividade desse sistema de coleta caracteristico como ferramenta
extrativista, pode-se citar, por exemplo, a coleta de grdos de café
para a producdo de café soluvel. Informacdes pessoais revelam que, a
coleta em campo por comunidades extrativistas treinadas nao é
inviavel, pois para a producao de pd de café sollvel que atente para
exigéncias internacionais de qualidade, muitas vezes sdao necessarias
inUmeras visitas a campo para coletar os grdaos no estagio de
maturidade ideal para a producao do produto padronizado.

O transporte dos frutos pode ser feito em sacos de rafia para
evitar o excesso de umidade, aquecimento e proliferagdo de
microorganismos (Ferreira & Sampaio, 1999). Apds beneficiamento
dos frutos para a obtencao das sementes, estas podem ser

armazenadas em temperatura ambiente por, no minimo, dois anos;
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sendo que nao existem informacdes sobre o armazenamento de
sementes com graus de umidade inferiores a 9% e sob temperatura
sub-zero (Flores & Benavides 1990).

Um terceiro aspecto que pode vir a reforcar ou defender a
sugestao de uma possibilidade sustentavel de utilizacdo dessa espécie
para a obtencdao da matéria prima aqui prospectada (xiloglucano) é o
fato de que a arvore também pode ser plantada em sistemas
agroflorestais, com potencial de uso na recuperacdao de areas
degradadas (Langhenheim et al., 1973). Esse ultimo aspecto, entdo,
nos faz refletir sobre um comum interesse comercial ¢, ao mesmo
tempo, ecoldgico. Assim, plantar para reflorestar, com a possibilidade
de lucro futuro com a exploracao das sementes, pode vir a constituir
uma nova forma motivadora para o inicio da utilizacdao do jatoba.

Além de tudo isto, recentemente se descobriu que o jatoba ira
responder as mudancgas climaticas globais aumentando a
produtividade de biomassa (Buckeridge et al., 2007). Isto quer dizer
que, pelo menos nos proximos 20-30 anos, periodo em que o
aumento na concentracdao atmosférica de CO, ird aumentar
consideravelmente, espera-se um efeito “positivo” sobre o jatoba.
Mesmo assim, isto ndo quer dizer que as mudancas climaticas sejam
boas, mas que podemos aproveitar esta caracteristica da planta para
melhorar ainda mais a sustentabilidade ambiental neste periodo.

Resumindo, a utilizacdo do jatoba como fonte de obtencdo
industrial de xiloglucano (para o setor cosmético e/ou papeleiro) pode

ser interessante, nao apenas devido ao elevado rendimento de
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extracdo do mesmo e o suposto “extrativismo sustentavel” (mera
coleta ao chao dos frutos), mas também, pelo fato de existir uma
cadeia de fornecimento pré-estabelecida (para a farinha dos frutos,
especialmente). Nesse ponto, adquirir as sementes utilizando-se da
mesma logistica de fornecimento, pode ser uma vantagem.

Além dessas caracteristicas, que envolvem o aproveitamento da
cadeia de fornecimento propriamente dita, nas quais, até mesmo
possibilidades de particdo de beneficio (que € um dos pilares adotados
como drive das corporacbes atuais’) em que comunidades
extrativistas também estariam envolvidas, nossos estudos sugerem
gue a tecnologia de extracdo do mesmo é limpa. Isto quer dizer que,
do ponto de vista atual, a extracao de polissacarideos de reserva de
sementes parece ser otimista do ponto de vista ecoldgico (ver item
Descricdao do Estado da Técnica - Patente 1 ou Anexo 1 e Patente 2 do
presente trabalho). Sendo assim, o processo que envolve, além do
beneficiamento dos frutos e pulverizagao das sementes, uma extragao
aqguosa, posterior precipitacdao etandlica e re-suspensao aquosa para
secagem, pode ser efetivamente considerado ambientalmente

|II
.

“amigave

® para a utilizagdo da afirmacdo “extrativismo sustentdvel”; novos, melhores e mais
especificos estudos deveriam ser efetuados. Mesmo assim, convém reforgar que o
objetivo dessa discussdo é chamar atencdo para tais estudos e sinalizar um
processo de exploracdo aparentemente “amigavel” (do ponto de vista ambiental).

7 A palavra drive aqui utilizada se refere a uma das trés diretrizes ou filosofias de
compromisso de boa parte das companias atuais, cujos sistemas de gestdo,
permanecem atrelados. Sobre essa o6tica, tais corporacées adotam os trés pilares do
compromisso sécio-ambiental: o economicamente viavel, o socialmente justo e o
ambientalmente correto.
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O galactomanano de faveiro (Artigo 1)

A primeira parte do presente trabalho (Artigo 1) se refere a uma
prospeccdo da utilizacdo do polissacarideo galactomanano das
sementes de Dimorphandra mollis como possivel matéria prima para
o setor alimenticio e cosmético, tendo em vista a ocorrida utilizacao
do mesmo (porém de outras fontes), como é o caso, conforme citado,

do guar, tara e locusta, nestes e em outros setores.

Conforme discutido no artigo 1 da presente tese, nos estudos
fisico-quimicos, caracteristicamente, o galactomanano comportou-se
de maneira muito semelhante aos galactomanananos ja utilizados
industrialmente. Ele demonstrou aumento consideravel na viscosidade
(com seu acréscimo) em dispersdes aquosas (sendo que sua
dispersdo é facilitada com pH variando de 4 a 7), demonstrou um
comportamento ndao-newtoniano com caracteristicas pseudoplasticas.
Além disso, demonstrou capacidade de formacdo de gel e aumento
ainda maior de viscosidade quando associado (1:1) com a xantana e
evidencias concretas de auséncia de potencial cito e fototdxico; o que,
por sua vez, sinaliza de maneira muito positiva a necessidade de um
maior detalhamento relacionado a prospeccdes de uso no setor

alimenticio, farmacéutico e cosmético.

Num estudo prévio de interacdo com celulose de polpas
guimicas e mecanicas o galactomanano de faveiro demonstrou
potencial de adsorcao e interacdo. Conforme discutido no capitulo

relacionado, isto também pode indicar potencial de aplicacdo para o
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setor papeleiro. Evidentemente, maiores estudos (inclusive que
envolvam analise de incremento em parametros mecanicos em folha

- conforme patentes 2, 3 e 4) sdo necessarios.

Assim, a D. mollis, da Familia Leguminosae - Caesalpinioideae,
(conforme o artigo 1) é uma das fontes brasileiras mais conhecidas
para a obtencao de galactomanano, podendo apresentar um
rendimento de mais de 70% na extracdo bruta para esse polimero
vegetal (Panegassi et al., 2000). Tal espécie pode ser reconhecida por
diversos nomes populares: faveiro, faveira, favela, fava, fava-d "anta,
barbatimdo-de-folha-miuda, falso-barbatimdo e canafistula (Lorenzi,
1992). Além disso, chama-se atencao para o fato de que, a D. mollis
€ uma espécie arbdrea que atinge entre 8-14 metros de altura e pode
ser encontrada em diversos biomas brasileiros como o cerrado e a
caatinga (Lorenzi, 1992 e 2002, Panegassi et al., 2000).

Assim, sob um segundo aspecto dessa discussao, cita-se o fato
de que, a planta cresce no cerrado dos estados do Amazonas, Bahia,
Goias, Maranhao, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Piaui, Sao
Paulo, Tocantins e Distrito Federal (Almeida, 1998). Isto quer dizer
que, se tal arvore viesse a ser definitivamente explorada no setor
cosmeético e/ou alimenticio (artigo 1, conforme citado) e também no
papeleiro (ver patente 2), para a producao em larga escala de
galactomanano, poderia ser encontrada em diversos locais; o que nos
faz acreditar, na possibilidade otimista (como sinalizado para o
xiloglucano de jatoba) de diferentes logisticas para um suposto

fornecimento de suas sementes e também, ao se considerar alguns
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dos estados citados, a possibilidade social de particao de beneficio
com cooperativas de agricultores e coletores (extrativistas) de muitos
locais, neste caso, mais empobrecidos que no estado de Sao Paulo.

Da mesma forma que anteriormente descrito para as sementes
de jatoba, o terceiro aspecto dessa discussdo, também envolve a
possibilidade de aproveitamento de cadeias de fornecimento dessa
espécie que, naturalmente, ja estdo bem definidas. Isto porque, sua
madeira vem sendo utilizada como tabulado, confeccao de caixas,
compensados, forros, painéis, brinquedos, lenha e carvao (Lorenzi,
1992). Cabe reforcar que, antes da utilizacao de sua madeira
propriamente dita, a casca do caule é retirada para a extracao de
taninos (Branddo, 1992). Dentre outras funcdes, os taninos sao
utilizados como aditivos de pastas para tratamento dentario, por
impedirem a formacdao de placa bacteriana na denticdo (Santos &
Mello, 2004) e, no tratamento do couro (Brandao, 1992), sua
utilizacao mais comum.

Ainda assim, sabe-se que, atualmente, a exploracao comercial
mais expressiva para a fava envolve a utilizacao de seus frutos, que
sao vagens deiscentes (Ferri, 1969; Barroso et al., 1999), achatadas,
de coloracdo marrom, medindo até 15 cm de comprimento, com
mesocarpo farinaceo adocicado, porém de sabor desagradavel e forte
odor (Ferreira et al., 2001; Lorenzi, 2002). Tais frutos consistem em
matéria prima extrativa de flavondides glicosilados (ou glicosideos
flavonicos), especialmente a rutina, cujo rendimento de extracdao pode
variar de 6 a 12% (Tomassini & Mors, 1966, Sousa et al., 1991),

destinados as industrias farmacéutica e cosmética (Ferreira et al.,
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2001). Entre outras funcbes, o bioflavondide rutina, portador da
vitamina P que, quando associada a vitamina C, normaliza a
resisténcia e permeabilidade dos vasos sanguineos, pode diminuir a
permeabilidade de hemacias e proteger a vitamina C contra oxidacao,
sendo empregado, portanto, como farmaco anti-hemorragico
(Tomassini & Mors, 1966; Sousa et al., 1991; Ferreira et al., 2001).

Ainda chamando atencao para a cadeia de fornecimento da
rutina, que, até meados de 2005, no Brasil, era a responsavel por
uma producao de cerca de 100 toneladas/ano (Ribeiro et al., 2005),
sendo que a maior parte da mesma é destinada a exportacao,
entende-se que a mesma, ao que tudo indica, sé tendera a aumentar.
Em resposta técnica, em 2006, por exemplo, o Ministério de Ciéncia a
Tecnologia (através do sistema RETEC - Sistema Brasileiro de
Respostas Técnicas) sinalizou para um investidor agropecuario que a
“arvore corriqueira (D. mollis), aparentemente sem nada de especial,
esta provocando a cobica da industria farmacéutica mundial”.

Nesse contexto de aumento do plantio da espécie com
possibilidade de lucro, € evidente que existe uma possibilidade
indiscutivel de agregacao de valor a essa cadeia de fornecimento. Isto
porque, uma vez que, os frutos (vagens) sao utilizados para a
extracdo desse farmaco (a rutina), entende-se que as sementes,
constituem praticamente o descarte ou a sobra desse processo
extrativo (Panegassi et al., 2000). E se, um mero rendimento maximo
de 12% na extragcao da mesma (Sousa et al., 1991), resulta numa
producao de 100 toneladas/ano (conforme citado), parece existir uma

oportunidade interessante de investimento para a producao de
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galactomanano (utilizando tal espécie) que, segundo Panegassi e co-
autores (2000) a extracao do mesmo, pode significar um rendimento
extrativo bruto de mais de 40% sobre a massa seca de sementes.
Cabe salientar que, esta idéia é apenas uma tentativa de reforgar ou
chamar atencao para uma possibilidade de exploracdao futura da
espécie a fim de agregar valor a sua cadeia de fornecimento. Célculos
comparativos sobre o peso bruto do fruto em relacdao as sementes,
bem como o percentual de adicao de tais insumos em um suposto
produto, nao foram considerados.

Num quarto aspecto desse item de discussao, quando se
considera a semente dessa espécie, sabe-se que sua morfologia,
representada pelo aspecto reniforme (Ferreira et al., 2001) cujo
endosperma circunda o embrido, é caracteristica de cerca de 30% das
leguminosas (Gunn, 1981). E isto permite comparar tais sementes,
com espécies da mesma familia (Leguminosae) que, por sua vez, ja
sao exploradas industrialmente para a obtencao de galactomanano.
Assim, sob o ponto de vista de uma possibilidade de aumento no
rendimento de extracao desse polimero em comparacdo com espécies
ja utilizadas industrialmente; chama-se atencao para o endosperma e
guanto o seu peso seco representa em relacdao ao peso total da
semente, afinal, é nesse tecido de reserva que o galactomanano é
acumulado e, consecutivamente, é de tal tecido que ele vem a ser
extraido. Nesse ponto, em termos comparativos, o potencial de uso
da D. mollis, pode ser ainda mais evidenciado através da tabela

comparativa abaixo:
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Tabela 1: Comparacdao do percentual correspondente ao peso do
endosperma em relagdo a massa seca de sementes de D. mollis e
outras trés sementes de uso industrial para obtencdo do
galactomanano: a C. tetragonolobus, produtora do guar; a C siliqua,
locusta ou caroba e a C. spinosa, produtora da “"goma"” tara.

Espécie Endosperma (%) Referéncia
D. mollis (caatinga) ~66 Panegassi et al., 2000
D. mollis (cerrado) ~64 Panegassi et al., 2000
Cyamopsis tetragonolobus 35-42 Whistler & Hymowitz, 1979
Ceratonia siliqua 42-46 Glicksman, 1962
Caesalpinia spinosa ~20 Neukom, 1989

Conforme a tabela percebe-se entao que, o percentual
representativo do peso seco do endosperma das sementes de faveiro,
tanto da caatinga, quanto do cerrado, é consideravelmente maior do
gue o das espécies ja utilizadas industrialmente. Se considerarmos
um rendimento caracteristico de extracdes hidro-alcdolicas para
galactomananos de cerca de 80% sobre o peso seco do endosperma
(comunicacao pessoal), conclui-se que, da espécie em questao, seria
possivel extrair muito mais polimero por quilograma de semente.

Um quinto aspecto que se pretende chamar atencao no presente
desfecho desse trabalho, seria a questao da viabilidade industrial
sobre o aspecto produtivo-tecnolégico e ambientalmente compativel
da extracdo de galactomanano utilizando sementes de D. mollis.
Assim, estudando a metodologia de obtencdo desse polimero (com
rendimento superior a 70%) descrita por Panegassi e colaboradores
(2000), entende-se que sua adaptacao para atender uma grande
demanda na atualidade, ao que tudo indica, mostra-se extremamente
plausivel. Isto porque a metodologia consiste apenas em uma parte

mecanica muito significativa para o processo e uma parte quimica
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gue, sob o ponto de vista ambiental, assim como a parte mecanica,
também é considerada tecnologia limpa.

Dessa forma, a parte mecanica envolve uma moagem das
sementes em moinho de bolas. Em seguida, o produto dessa moagem
é submetido a uma separacao granulométrica através de uma
batelada de peneiras de diferentes meshs, sendo que, nesse ponto,
baseado em diferencas de dureza dos tecidos, ha separacdao de casca
e eixo embrionadrio (que representariam contaminacdo na extracao).
Apds essa separacdao granulométrica, o material retido na peneira de
interesse (420 um), pode ser novamente moido até total pulverizacao
e submetido a parte quimica do processo, ou seja, uma extracao
hidroalcdolica classica para polissacarideos de plantas superiores (ver
Patentes 1 e 2). Conforme citado, tal metodologia (parte quimica)
pode ser considerada limpa, uma vez que o unico solvente envolvido
(fora a agua) é de producao sustentavel e considerado nao agressivo
sob o ponto de vista ambiental (etanol).

Conforme descrito acima, da parte tecnoldgica, conclui-se que a
possivel producao em larga escala de galactomanano de D. mollis,
seria, além de economicamente vidvel (processo simples e barato),
também parece ambientalmente adequada (“amigavel”). Apenas para
termos comparativos, tal metodologia de extracao, sob o ponto de
vista ambiental, seria muito diferente da metodologia de producdo da
locusta ou caroba, por exemplo. Na producdo deste hidrocoldide de
uso industrial, o endosperma da semente é separado do restante da
mesma, através de um processo que engloba um tratamento drastico

com acidos minerais (Wielinga, 1982).
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Para finalizar esse aspecto, a Unica parte que ndo se pode
afirmar com certeza sobre a adocao de diretivas ambientais no
processo de extracao, seria o beneficiamento dos frutos para extragao
da rutina, cujas sobras, conforme discutido, seriam as sementes.
Mesmo assim, sabe-se que, além da extracdo de tal farmaco ser
hidroalcdolica (como a maioria dos glicoflavondides), ele vem sendo
muito explorado por grandes empresas nacionais e estrangeiras. E
estas Ultimas, ao que tudo indica, parecem considerar as variaveis
sOcio-ambientais em seus processos de gestdao. A Merck, por
exemplo, multinacional farmacéutica que, aqui no Brasil, comercializa
os frutos e, consecutivamente as sementes de fava, tendo em vista as
corporacoes que estabelece relacao comercial (Natura S/A, por
exemplo), trata-se de um fornecedor ambientalmente certificado
(inclusive sob o ponto de vista normativo). Do ponto de vista social,
sabe-se que ela comercializa essa espécie em parceria com o Banco
Noroeste (BNB). Tais instituicdes, inclusive, criaram o projeto Pré-
Fava, que incentiva o plantio da espécie em areas de pequenos
proprietarios desenvolvendo programas de orientacdao as familias que
se dedicam ao extrativismo certificado e sustentavel nas areas
destinadas a essa atividade.

Finalmente, como se ndo bastasse, as caracteristicas de tolerar
solos de elevada acidez e altos teores de aluminio (Costa et al.,
2007), revela um potencial de utilizagao da fava na recuperacao de
areas degradadas.

Isto porque, caracteristicamente, os solos dessas areas, dentre

outras caracteristicas, sao empobrecidos em nutrientes (Marschner,
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1995) e, experimentos que envolveram estressamento de solo
através da restricdao nutritiva, omissdo de calcio e aumento de acidez,
revelaram que, dentre as plantas pioneiras brasileiras, a D. Mollis
apresenta um dos mais eficientes mecanismos de absorcao de
nutrientes; o que faz com que seus aparatos fisioldgicos consigam
aproveitar o minimo disponivel no meio (Costa et al., 2007) sem que
sua fisiologia seja afetada (Epstein & Bloom, 2006).

Assim, plantar para reflorestar, com a possibilidade de lucro
futuro com a exploracdo das sementes, além de todas as outras
vantagens descritas, também pode vir a constituir (como sugerido
para jatobd), uma nova forma motivadora para o inicio da utilizacao

industrial da Dimorphandra mollis.

CONSIDERAGOES FINAIS

Para finalizar o presente trabalho, assume-se que, num
contexto atual, o conceito de desenvolvimento sustentavel esta bem
mais amadurecido. Tal conceito ndo esta mais exclusivamente restrito
as discussoes académicas e politicas, mas parece ter se popularizado,
passando também a fazer parte da vida cotidiana das pessoas. Trata-
se de um conceito que esta presente desde as pequenas atitudes
diferenciadas de comportamento, como a separacgao e a reciclagem do
lixo doméstico, até as grandes estratégias e empreitadas comerciais
de algumas empresas de grande porte.

Nesse Ultimo ponto, inclusive, é possivel sugerir que o setor

corporativo, definitivamente assumiu essa postura socio-ambiental

203



nesse milénio. No entanto, ainda ndo se saiba ao certo se tal
comprometimento surgiu como conseqliéncia de uma preocupacao
com a escassez de recursos o que, inevitavelmente seria um fator
limitante nos ganhos produtivos; ou se, tal mudanca de gestdo surgiu
em virtude de uma mudanca no perfil do consumidor. Este ultimo,
guando consome, certamente nao mais atenta exclusivamente para o
menor preco, mas também parece estar se preocupando com as
diretivas ambientais da marca que estao consumindo. Selos
ambientais, aproveitamento do ciclo do produto, utilizagao de insumos
reciclados, tabela ambiental, origem geografico-produtiva do mesmo,
sdao apenas algumas das comunicacdbes que o consumidor atual
procura nos produtos que compra.

Hoje, as estratégias mercadologicas envolvem a comunicacao
de caracteristicas particulares da flora nativa, principalmente para a
exportacao; envolvem o uso de Green Technology e compromisso
com emissdes de carbono. Acgles predatérias por parte de
microempresas em ascensao nao mais resultam em lucro, pois, em
suas relagbes comerciais, grandes corporacdes, para a compra de
insumos (matérias primas) necessarios a sua manufatura, exigem
certificagdes ambientais e normativas. Relagdes internacionais sao
ainda mais exigentes, no inicio, certificacdes de qualidade (ISO 9000)
eram suficientes, mas agora, dificilmente é possivel conseguir
mercado sem as certificacdes da série 14000 (meio ambiente). Assim,
curiosamente e de forma muito otimista, a preservacao ambiental e o
compromisso social, nos dias de hoje, parecem ter virado atividades

lucrativas.
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E nesse ponto, as matérias primas, cujas aplicagdes industriais
e possibilidades de producao em demanda foram no presente
trabalho, claramente apontadas, parecem estar inseridas nessa nova
postura socio-ambiental das grandes corporacdes. E, como se nao
bastasse, o processo sustentavel da producdo de polissacarideos em
cultura, o aproveitamento de cadeia para a extracdao de hemiceluloses
de eucalipto de suas sementes e/ou plantulas, a estratégia de
utilizacdo de sementes para a obtencao de polissacarideos, que
permite mais que a permanéncia das arvores “em pé”, mas também o
aproveitamento de sobras de processo (D. mollis); tais materiais,
possivelmente também podem ser utilizados na producao de
biodiesel.

Nesse Ultimo aspecto, a biomassa desses materiais,
principalmente das sementes, representaria uma possibilidade de
servir como fonte para a producdao de biocombustivel; especialmente
em virtude do acumulo de lipidios nesses érgaos.

Além disso, o Brasil € um pais que tem um expressivo potencial
para desenvolver biotecnologia sustentavel, inclusive, com elevado
nivel tecnoldgico-agricola, sem, contudo, evidentemente, esquecer da
importancia dos biomas naturais. Assim, explorar tais biomas com
alta tecnologica ambiental, que vai da capacidade de extrair
substancias com alto valor agregado (como flavonoides e
polissacarideos, por exemplo) a partir de espécies importantes em
seus respectivos nichos, pode constituir, inclusive, uma estratégia
para regenera-los. Isto, evidentemente se se manter o foco

sustentdvel e ambientalmente comprometido usando a propria
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tecnologia brasileira (desenvolvida no ambito de programas como
Biota-FAPESP, por exemplo) para recuperacao de areas degradadas.
Portanto, com esse tipo de estratégia (é o caso da exploracao das
sementes que, uma vez que fosse adotada, obrigatoriamente seria
necessario conservar as arvores), finalmente estariamos explorando o
potencial de nossos biomas sem, contudo, degrada-los

irreversivelmente.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "PROCESSO
PARA OBTENCI\O DE POLISSACARIDEOS A PARTIR DE
SEMENTES DE JATOBA (HYMENEA COURBARIL L.),
COMPOSICAO COSMETICA COMPREENDENDO OS DITOS
POLISSACARIDEOS E USO DOS MESMOS".

Campo da Invencao

A presente invencao refere-se a um processo de obtencao
de polissacarideos, preferencialmente xiloglucanos, a partir de
sementes de jatoba (Hymenaea courbaril L., Hymenaea
stilbocarpa entre outras espécies) para aplicacdo em composicoes

cosméticas, preferencialmente em composicdes antiidade.

Descricdo do Estado da Técnica

A Hymenaea courbaril L., conhecida como jatoba, ¢ uma
arvore originalmente encontrada desde o México até grande
parte da América do Sul, incluindo o Brasil (norte até o sudeste),
Venezuela, Colémbia, Peru e Bolivia. E normalmente encontrada
em altitudes de até 900 metros acima do nivel do mar.

A sua madeira empregada na construgao civil, marcenaria,
pecas torneadas, instrumentos musicais e laminados, dentre
outros. A polpa é comestivel e é usada na preparacdo de
alimentos tais como farinhas, doces e bebidas, ou na alimentagao

de animais. A casca e a seiva do tronco sao utilizadas para
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preparacoes de chas.

Os xiloglucanos sdo polissacarideos presentes na parede
celular dos vegetais superiores. O xiloglucano estrutural
apresenta o polissacarideo de parede celular primaria, e o
xiloglucano obtido de sementes €& predominantemente um
polissacarideo de reserva. As unidades constituintes principais do
xiloglucano sao galactose, glucose e xilose. No Brasil, uma fonte
abundante de xiloglucanos sdao as sementes de jatoba
(Hymenaea courbaril). Os xiloglucanos atuam como ingredientes
ativos quando aplicados a pele humana, promovendo beneficios
guanto a aparéncia e “saude” da pele, estimulando a sintese de
colageno e elastina por células conjuntivas.

A patente US 5.488.105 descreve polissacarideos extraidos
de sementes de Hymenaea que sao utilizados como espessantes,
geleificantes e estabilizadores nas formulagdes alimenticias,
guimicas e medicamentos. Descreve ainda um processo de
extracdo de sementes de Hymenaea incluindo as etapas de
colocar as sementes de molho e remover as cascas; amassar e
secar as sementes para formar po de polissacarideo bruto;
suspender o polissacarideo bruto em uma solucdo alcalina-
alcodlica e formar um polissacarideo purificado; o polissacarideo
purificado € em seguida seco e esmagado para formar um poé de
polissacarideo purificado.

O documento JP 10236943 revela um ingrediente ativo de
um cosmético que esta dissolvido em um extrato de jatoba. O

processo de extracdao é feito com solvente nao-aquoso e

234



fracionamento.

A partir da descricao da presente invencao a seguir, pode-se
concluir os documentos do estado da técnica ndao propdoem
vantagens referentes a um processo mais simples e limpo, isto &,
um processo ecologicamente correto e que possui um custo

menor em relacao aos processos do estado da técnica.

Sumario da Invencao

A presente invencao refere-se a um processo para obtencdo de
polissacarideos a partir de sementes de jatoba que compreende
as etapas de:

a) beneficiamento das sementes (processo a seco);

b) extracdo aquosa de 1% a 5% de massa de pd por volume,
preferencialmente a 2% de massa de p6 por volume;

C) precipitacao com etanol 96°GL de 1 a 3 vezes o volume do
extrato aquoso;

d) filtracdo por prensa do precipitado obtido em (c);

e) solubilizacao dos polissacarideos obtidos na etapa (d) com
agua; e

f) secagem dos polissacarideos obtidos na etapa (e).

Descricdo das Figuras

Figura 1 ilustra sementes de Hymenaea courbaril com casca.

Figura 2 ilustra um xiloglucano purificado.
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Figura 3 ilustra um grafico com resultados da atividade
espessante dos polissacarideos obtidos de acordo com a presente

invencgao.

Descricdao Detalhada da Invencao

A presente invencao tem como objetivo um processo para
obtencao de polissacarideos a partir de sementes de jatoba
(Hymenaea courbaril).

Uma das vantagens da presente invengao é que o processo

utiliza uma rota simples e limpa, nao envolvendo a purificacdao do
polissacarideo bruto com solugao alcodlica-alcalina (NaOH).
Outro aspecto importante do processo da presente invengao é a
etapa inicial de beneficiamento das sementes. Percebeu-se que o
uso de agua para lavagem das sementes prejudica o resultado
final do processo, pois causa a migracao de determinados
componentes da casca para o interior da semente, resultando,
assim, em uma alteracdo da coloracao do produto final além de
contaminacgdo e presenca de impurezas.

Mais particularmente, a presente invencao refere-se a um
processo para obtencao de polissacarideos, preferencialmente
xiloglucanos, a partir de sementes de jatoba (Hymenaea
courbaril) que compreende as etapas de: beneficiamento das
sementes; extracdo aquosa de 1% a 5%, preferivelmente 2%;

precipitacdo com etanol 96° GL de 1 a 3 vezes o volume do
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extrato aquoso; solubilizacdo dos polissacarideos obtidos com
agua e subseqliente e secagem dos mesmos.

O processo inicia com o beneficiamento das sementes. Nesta
etapa had a retirada da casca das sementes que pode ser

executada de duas formas:

1) as sementes intactas sdo moidas e peneiradas para a
separacao da casca. Em uma modalidade preferencial da
presente invengcdao, a moagem ¢é feita em moinho martelo por
tempo exaustivo e as sementes moidas sdao passadas em
peneiras de 9 mm para a separacao da casca. As sementes sem
cascas sao entao separadas granulometricamente através da
passagem em peneiras de diferentes meshs, preferencialmente,
peneiras de 3,35 mm, 2,36 mm, 1,18mm e 600 um,
respectivamente.

As frag0es oriundas da peneira de 9 mm sao retidas na
peneira de 3,35 mm e 2,36 mm, totalizando 54% da massa da

semente completamente livre da casca.

2) de acordo com uma modalidade preferencial, retirada da casca
das sementes através do uso de microondas.

Apdés o Dbeneficiamento das sementes, adiciona-se
lentamente o pd resultante a agua, com auxilio de uma peneira.
Entdo, é realizada uma extracdo aquosa a 1% a 5%,
preferivelmente 2%, de massa de pdé por volume. A extracdo é

preferencialmente realizada com o pré-aguecimento da agua a
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uma temperatura que varia de 60° a 80° C, mais
preferencialmente 70°C. Apds o pré-aquecimento é realizada
agitacao por um tempo em torno de 1 hora. Em seguida realiza-
se o resfriamento até 40° C.

Opcionalmente, o processo pode compreender ainda uma
etapa de separacao realizada, preferencialmente, através de
centrifugacdo. A centrifugacao é preferencialmente realizada a
4100 RPM por 15 minutos.

Apdés a extracao e, se for o caso, da centrifugacdo, o
material € submetido a precipitacdo com etanol 96° GL, de 1 a 3
vezes 0 volume, preferencialmente 3 vezes o volume. Foi
verificado que a dita precipitacao com etanol 96° GL permite a
obtencao de dois polissacarideos distintos: GEL (precipitado mais
denso e mais geleificado) e SOB (polissacarideo menos denso e
mais fibroso). Tais polissacarideos possuem a mesma
constituicdo sacaridica (mondmeros — galactose, xilose e glicose),
mas possuem pesos moleculares distintos.

Opcionalmente o processo pode compreender ainda, apos a
precipitacdo alcdolica, uma etapa de separacdo, que sera
realizada, preferencialmente, através de filtragdo com prensa
para compressao da massa resultante.

Em seguida os polissacarideos resultantes sdao suspensos
em 4&gua até a solubilizacdo na concentracdao de 2%
Massa/volume. Normalmente, para alcancar essa solubilizacao,

sdo necessarios 10 minutos em um liquidificador industrial. Pode
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também ser realizada em um triturador de alto cisalhamento até
a dispersao total do material sélido.

Apdés a solubilizacdo, ¢é realizada uma separacao,
preferencialmente através de centrifugacdo, sendo a mesma
realizada preferencialmente a 4100 RPM por 15 minutos.

Apds a separacdo, ocorre a secagem do sobrenadante por
spray dryer ou congelamento e posterior liofilizacao. No caso de
liofilizacdo, ha a necessidade de uma etapa de moagem.

Em uma modalidade preferida, a presente invencgao refere-
se a um processo de obtencao de xiloglucanos a partir de
sementes de jatoba (Hymenaea courbaril) que compreende as
etapas de:

a) beneficiamento das sementes por secagem das sementes em
microondas;

b) extracdo aquosa a 2% a uma temperatura de 60° a 80° C por
um tempo de 1 hora;

c) centrifugagcao 4100 RPM por 15 minutos;

d) filtracao por micropeneiramento em tacho com lencol;

e) precipitacdo com etanol 96 °GL 1 a 3 vezes o volume;

f) solubilizacao dos polissacarideos obtidos em agua;

g) secagem por spray dryer ou congelamento e liofilizagao.

Em outra modalidade da presente invengao sao providas
composicoes compreendendo o0s polissacarideos obtidos de
acordo com o processo da invengao em combinagdao com
excipiente cosmeticamente aceitaveis. Estes polissacarideos

podem ser utilizados de forma vantajosa, por exemplo, para
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preparacdao de composicdes anti-rugas ou antiidade e também
como agente espessante em formulagdes cosméticas.

A tabela abaixo ilustra algumas composicoes cosméticas
compreendedo xiloglucanos obtidos de acordo com o processo da

presente invencao.

Fases Exemplo 1 Exemplo 2 Exemplo
Componentes

Processo (%) (%) 3 (%)
1 Agua desmineralizada 76,580 83,070 83,500
2 EDTA Dissddico 0,100 0,100 0,100

Glicerina Bidestilada BXR
3 5,000 5,000 5,000
Vegetal

4 Goma Xantana - 0,100 0,100
5 Carbopol ETD 2020 0,250 0,180 -
6 Alcool cetilico 1,000 3,000 2,000
6 Alcool estearilico 1,000 1,000 2,000

Hidroximetil acrilato,
copolimero de acriloildimetil
7 i 2,000 2,000 2,000
taurato de sddio e

esqualano e polisorbato 60

Hidréxido de Sodio 0,070 0,050 0,050
Agua desmineralizada 10,000 5,000 5,000
Xiloglucano de Jatoba 4,000 0,500 0,250

23,420 16,930 16,500
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Fases Exemplo Exemplo Exemplo Exemplo
componentes
Processo 4 (%) 5 (%) 6 (%) 7 (%)
Agua
1 80,481 83,671 82,455 80,852
desmineralizada
2 EDTA Dissddico 0,100 0,100 0,100 0,100
Glicerina Bidestilada
3 5,000 5,000 5,000 5,000
BXR Vegetal
4 Goma Xantana 0,150 0,120 0,100 0,100
5 Carbopol ETD 2020 0,210 0,250 0,300 0,100
6 Alcool cetilico 0,500 2,300 1,500 4,000
6 Alcool estearilico 2,500 1,200 1,500 2,000
Hidroximetil
acrilato, copolimero
de acriloildimetil
7 i 2,000 2,000 2,000 2,000
taurato de sddio e
esqualano e
polisorbato 60
8 Hidréxido de Sodio 0,059 0,059 0,045 0,048
Agua
9 8,000 5,000 5,000 5,000
desmineralizada
Xiloglucano de
9 ) 1,000 0,300 2,000 0,800
Jatoba
19,519 16,329 17,545 19,148

Processo para preparacao das composicoes descritas na

tabela acima:

- Verter a agua em um recipiente e pesar (fase 1);

- Adicionar os componentes indicados na fase 2 e agitar até

completa solubilizagao;

- Adicionar os componentes indicados na fase 3 e agitar;

- Adicionar gradualmente os componentes indicados na fase 4 até

completa solubilizacao; agitacao forte (aprox. 1000 a 2000 rpm);
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- Adicionar gradualmente os componentes indicados na fase 5

com agitacao forte ate completa dispersao . Nao pode formar

grumos.

- Aquecer esta fase até 70-80 °C.

- Em paralelo, aquecer os componentes indicados na fase 6 na

mesma temperatura.

- Com os componentes indicados na fase 6 fundidos e na mesma

temperatura da fase aquosa, adicionar a fase 6 na fase aquosa e

agitar entre aprox. 1000-2000 rpm.

- Adicionar os componentes indicados na fase 7 e agitar

fortemente até formacdo de emulsao lisa e brilhante em aprox.

10-15 minutos.

- Em paralelo no inicio do processo, dispersar os polissacarideos

em agua, adicionando lentamente até completa solubilizacao.
Esta fase entrardé como fase de resfriamento e os

polissacarideos em contato com outras gomas promovera uma

sinergia, havendo formacao de pontes de hidrogenio e alterando

as propriedades viscoelasticas/reoldgicas da emulsdo.

Testes

1) Atividade de Proliferacao celular

Foram realizados ensaios para a avaliagao do potencial dos
polissacarideos obtidos de acordo com a presente invengao na

promocao de proliferacdo celular (aumento do niumero de células
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frente a um grupo controle nao tratado com o componente ativo)
através da analise da viabilidade celular pelo corante vermelho
neutro. Outro objetivo do ensaio é a avaliacao do potencial pré-
colagénico dos componentes ativos (quantidade excedente de
coldageno produzido pelas células tratadas com o componente
ativo em relacdao a células controles ndo tratadas), através da
deteccao de colageno no sobrenadante de cultura, pelo corante
sirius red.

O ensaio permite avaliar:

a) se a presenca de determinado componente ativo na cultura
celular, por um ou mais periodos, resulta em aumento do numero
de células em relacao ao grupo controle (células nao tratadas
com o mesmo componente ativo). O numero de células é
estimado em funcdao da taxa de viabilidade celular, a qual é
monitorada por incubacao dos fibroblastos com o corante vital
Neutral Red (vermelho neutro), ao final do periodo do ensaio
(72h). Este corante é incorporado pelas células que estdo vivas,
de modo que a taxa de viabilidade celular é dada pela
intensidade de corante absorvida pelas células, em uma relacao
diretamente proporcional. A leitura colorimétrica é realizada em

espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 540 nm.

b) se a presenca do componente ativo induz as células a
produzirem mais coldgeno per se. Para tanto, fibroblastos
humanos derivados da derme sao incubados com o fator de

crescimento de tumor-TGF-beta conhecido indutor da sintese e
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secrecao de colageno (controle positivo). Simultaneamente,
outros fibroblastos nas mesmas condigdes sao incubados com o
componente ativo em teste. O coldgeno é identificado pelo
corante sirius red (solugdo de picrossirus), o qual tem afinidade
para moléculas de pro-colageno e coldageno. O potencial pro-
colagénico de cada componente é identificado pelo aumento da
densidade 6tica (absorbancia . filtro de 540 nm) mensurada apos
dissolugao dos pigmentos previamente absorvidos pelo colageno

presente nos sobrenadantes de cultura.
Resultados:

Os resultados obtidos com os polissacarideos produzidos de
acordo com o processo da presente invengao mostraram:

- Potencial de proliferacao/viabilidade das células incubadas com
as diferentes concentracdes da amostra de xiloglucano;

- Potencial pré-colagénico do componente ativo, normalizado em
funcao da viabilidade celular;

- Producdo total de coldageno, descrito na Tabela 1.

Tabela I. Proliferacao celular (%), densidade otica (Abs) +/-
desvio padrdo obtido da leitura de coldgeno total e sintese de
colageno apdés normalizacao pelo indice de viabilidade (COg/ml e
%), para fibroblastos humanos de pele em cultura primaria, apds

96 horas de incubacao.
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Colageno

Prol. Celular DO Colageno Total +/- normalizado Colageno
Tratamento (%) desvio padréo (ug/ml) normalizado (%)

Controle 100 0,152 +/- 0,008 100,00 0,00

TGF 136,00 0,224 +- 0,009 185,10 935,10

Lote 16 Xilo 0,01% 108 57 0,236 +/- 0,031 274,15 174,15
Lote 16 Xilo 0,025% 113,14 0,207 +/- 0,001 202,76 102,76
Lote 16 Xilo 0,05% 113,14 0,21 +i- 0,036 200,00 109,00
Lote 16 Xilo 0,075% 114,86 0,186 =/ 0,025 177,20 77,20
Lote 16 Xilo 0.1% 11543 0,173 +- 0,031 120 44 29 44

Em relacao a proliferacdo celular:

A incubacao dos fibroblastos com a amostras de xiloglucano
nas concentragdes indicadas acima e nas condicdes testadas (96
horas) resultou em aumento da quantidade de células do ensaio
em todas as concentracdes de xiloglucano. O menor indice de
proliferacao celular foi de 8,6% na menor concentracdao testada
(0,01%), engquanto que o maior indice de proliferacao foi de
15,4%, com a amostra de xiloglucano a 0,1%. Nas demais
concentracOes testadas, o aumento da quantidade de células
permaneceu entre 13 e 14% - valor que nao difere do valor
maximo obtido (15,4%).

Em relagdo a sintese de colageno:

Quando aplicada a 0,01% pelo periodo de 96 horas, a
amostra proporcionou aumento de 174,15% na sintese de
colageno. Nas concentracdbes de 0,025 e 0,05% de
polissacarideos, o aumento da sintese de colageno foi de 102 e

109%, respectivamente. Esses resultados sao semelhantes ao
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encontrado para o controle positivo do ensaio (TGF-b, 98,1%) e
significativamente maiores que o controle basal do ensaio
(células incubadas apenas com meio de cultura).

Nas duas maiores concentracdes do ensaio (0,075 e 0,1%),
os indices de aumento de colageno foram menores que os
observados para as outras concentracdes da amostra (77,2 e
29,4 %, respectivamente), porém ainda significativamente

superiores ao controle negativo do ensaio.

2) Senescéncia celular in vitro

O objetivo deste estudo é a avaliacdo do potencial dos
componentes ativos em proteger a célula contra o
envelhecimento celular causado por exposicao seqiencial a
irradiacdo UVB, pelo parametro de diminuicdo da quantidade do
marcador de senescéncia b-galactosidase (enzima lisossomal).
Este teste pode ser utilizado para avaliar se a presenca de
componentes ativos em culturas de fiborblastos humanos de
derme pode retardar o aumento da expressdao da enzima b-
galactosidase, a qual estd associada a células em estado de
senescéncia (envelhecimento) celular. Apds o descongelamento
do lote celular, as células sao cultivadas em meio DMEM
contendo 10% de SFB, em atmosfera com 5% de CO2 e a
temperatura de 37°C. Apos o plaqueamento, as células sdo
cultivadas nas mesmas condicdes por no minimo 48 horas.

Decorrido esse periodo, uma placa de células serd submetida

a exposicao de UVB por 6 minutos, durante 5 dias (1 exposicao
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por dia), e a outra sera apenas incubada com solucdo tampao
(PBS) pelos mesmos periodos. O grupo de células controle é
tratado somente com PBS e meio de cultura; o grupo de
tratamento é incubado com o componente ativo em teste, diluido
em PBS (momento da exposicdo a irradiacao) ou meio de cultura
(intervalos entre as exposicoes as irradiacdes). Apds a finalizagao
da exposicdo, as células permanecem em repouso por 48 a 72
horas (para consolidacdo do efeito cronico decorrente da
exposicao a irradiacao), incubadas em meio (controle) ou com
componente ativo diluido em meio (grupo teste). Apds esse
periodo, as células sdao expostas ao substrato da enzima b-
galactosidase, que é convertido em cromdgeno azul apds 12
horas de incubacdo. Células controle negativo apresentam até
10% de células b-galactosidade positivas; células do grupo
controle positivo (expostas a UVB sem protecao de componentes
ativos) apresentam de 45 a 65% de células b-galactosidade
positivas;

O método de obtencdo do envelhecimento de fibroblastos
humanos de derme in vitro foi desenvolvido e validado pelo
projeto Galdapagos (Funil de Tecnologia / Natura). Contudo, a
utilizacao destas células em aplicacdes potenciais experimentais
(ex, avaliacdo da atividade metabdlica das células senescentes,
reducao da senescéncia) ndo foi ainda completamente validada

na presenca de substancias controles.
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Resultados

Tabela II indica a porcentagem de célula b-galactosidase
positivas +/- o desvio padrao da porcentagem apds cada
tratamento com as amostras contendo xiloglucanos obtidos de

acordo com a presente invencao.

Controle 1096 +/-1.77
£ 49,72 +/- 1,80

Xilo 12B 11,25 +/- 0,2
39,55 +/- 2,06

Os resultados do ensaio demonstraram que a presenca de
0,01% de xiloglucano resultou em reducao de 10% na populagao
de células envelhecidas, reconhecidas pela % de células b-gal
positivas, apdos o periodo de exposicdao fracionada a UVB. A
presenca do componente ativo protegeu as células dos danos

causados pelo foto-envelhecimento.

Conclusao:

Em suma, foi observado que o xiloglucano apresenta
capacidade de aumentar a sintese de coldageno, aumentar a
expressdao génica de colageno tipo I, aumentar a sintese de
tropo-elastina e aumentar proliferacdao celular. Além disso,
protegeu as células do envelhecimento celular induzido pela

exposicao prolongada aos raios UVB no modelo de senescéncia
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celular. Todos estes ensaios foram conduzidos em cultura celular,

utilizando fibroblastos humanos da derme.

Beneficio Concentracao % Relatério in
testada aumento vitro

Proliferagao celular 0,05% 15 24/08

Colageno 0,01% - 0,1% 40-80 24/08

Expressdo génica de 0,05% 75% -

colageno tipo I

Produgcdo de tropo- 0,01% 68% -

elastina

Senescéncia celular 0,01% 10% 55/08

Adicionalmente as vantagens descritas acima, foi verificado
gue os polissacarideos da presente invencao podem ser utilizados
como agentes espessantes em composicdes cosméticas. A Figura
3 contém um grafico que mostra a atividade espessante
melhorada do polissacarideo da presente invencao quando

comparada &4 goma xantana.

REIVINDICACOES

1. Processo para obtencdo de polissacarideos a partir de
sementes de jatoba, caracterizado pelo fato de que compreende
as etapas de:

a) beneficiamento das sementes;

b) extracdo aquosa de 1% a 5% de massa de po por volume,
preferencialmente a 2% de massa de pd por volume;

c) precipitacdo com etanol 96°GL de 1 a 3 vezes o volume do

extrato aquoso;

249




d) filtracao por prensa do precipitado obtido em (c);
e) solubilizacdo dos polissacarideos obtidos na etapa (d) com
agua; e

f) secagem dos polissacarideos obtidos na etapa (e).

2. Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que compreende ainda uma etapa de separacao dos

polissacarideos apds a etapa de extracdao aquosa.

3. Processo de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado pelo

fato de que a etapa de separacdo é a centrifugacao.

4. Processo de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado pelo
fato de que a centrifugacdo é realizada a 4100 RPM por 15

minutos.

5. Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a etapa de extracdo aquosa é realizada a uma

temperatura de 70° C por 4 horas.

6. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdoes 1 a
5, caracterizado pelo fato de que a desidratacao do sobrenadante

é feita por spray dryer.

7. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

6, caracterizado pelo fato de que a desidratacao do sobrenadante
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é feita por liofilizagao.

8. Composicao cosmética, caracterizada pelo fato de que
compreende um polissacarideo obtenivel através do processo,

como definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 7.

9. Uso dos polissacarideos de semente de jatoba, caracterizado
pelo fato de ser para preparacao de uma composicao cosmética

anti-rugas ou antiidade.

10. Uso dos polissacarideos de semente de jatobad, caracterizado
pelo fato de ser como um agente espessante em composicdes

cosmeéticas.
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RESUMO

Patente de Invencdo: "PROCESSO PARA OBTENCAO DE
POLISSACARIDEOS A PARTIR DE SEMENTES DE JATOBA
(HYMENEA COURBARIL L.), COMPOSICAO COSMETICA
COMPREENDENDO OS DITOS POLISSACARIDEOS E USO DOS
MESMOS".

A presente invencao refere-se a um processo para obtencao para
polissacarideos a partir de sementes de jatoba que compreende
as etapas de:
a) beneficiamento das sementes (processo a seco);
b) extracdo aquosa de 1% a 5% de massa de p6 por volume,
preferencialmente a 2% de massa de pd por volume;
c) precipitacao com etanol 96°GL de 1 a 3 vezes o volume do
extrato aquoso;
d) filtracao por prensa do precipitado obtido em (c);
e) solubilizacdo dos polissacarideos obtidos na etapa (d) com
agua; e
f) secagem dos polissacarideos obtidos na etapa (e).

Em outra modalidade, a presente invencao refere-se a uma
composicao cosmética contando polissacarideos obtidos de
acordo com o processo definido acima e o uso dos ditos

polissacarideos.
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FIGURA 1

FIGURA 2
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FIGURA 3
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