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Palavras-chave

Resumo

Galactomananas; (B1—4)-mananase; Imobilizagc&o; Quitina; Genipina; Mano-
oligossacarideos

Mano-oligossacarideos (MOS) séo hidratos de carbono constituidos por 2 a 10
residuos de manose, que podem ser obtidos a partir de galactomananas (GM).
As GM séao polissacarideos compostos por residuos de D-manopiranose em
ligagbes (B1—4), que podem estar substituidos em O-6 por residuos Unicos de
a-D-galactopiranose. As GM com baixo grau de substituicdo tendem a ser
insollveis em agua e com elevado grau de substituicdo, se tiverem um grau de
polimerizagdo elevado, tendem a formar solugbes de alta viscosidade. A
hidrolise das GM pela B-mananase permite a producdo de MOS, sendo a
reutilizacdo da enzima possivel se esta estiver imobilizada.

Neste trabalho foram utilizadas GM obtidas a partir do residuo de café (SCG) e
da goma de alfarroba. Para solubilizar as GM do SCG foram testadas a hidrélise
acida parcial e a torra, tendo sido obtidas, por ambas as metodologias, GM
soliveis. Estas GM sollveis foram caracterizadas por andlise de acUcares
neutros, andlise de ligac6es glicosidicas e cromatografia de exclusédo molecular.
Foi também analisada uma amostra de GM soluvel de SCG, obtida por extracéo
assistida por micro-ondas.

A B-mananase, de origem comercial foi imobilizada usando a quitina, obtida
previamente a partir das cascas de camardo, como suporte. Usou-se como
reagente bi-funcional a genipina. A percentagem de imobilizac&o foi de 36%. A
atividade da enzima foi avaliada, utilizando como substrato as GM do SCG e
monitorizada pela formagé&o de manobiose por cromatografia em fase gasosa
acoplada a detecdo por ionizacdo de chama (GC-FID). A formacdo de
trissacarideos (Mans e Gal-Manz) e outros MOS também foi avaliada por GC-
FID e por cromatografia de exclusdo molecular.

Os parametros cinéticos da 3-mananase livre e imobilizada foram determinados
por hidrélise das GM de SCG e formacéo de manobiose. Estes foram calculados
a partir da equacéo de Lineweaver-Burk. A enzima livre apresentou uma Vmax de
10,5 mmol/min e um Ky de 0,047 mg/mL. No caso da enzima imobilizada a Vmax
(6,4 mmol/min) foi ligeiramente inferior a da enzima livre, enquanto que 0 Km
(1,57 mg/mL) foi 30 vezes superior.

A B-mananase imobilizada foi utilizada para a produgédo de MOS a partir de GM
de goma de alfarroba (LBG), tendo-se verificado a formagéo de trissacarideos e
tetrassacarideos, para além de MOS de maior tamanho, ndo tendo, no entanto,
sido produzidos dissacarideos.

Os MOS produzidos a partir das GM do SCG e da LBG néo apresentaram
citotoxicidade com células do bago de ratinho. No entanto, ndo foi observada
atividade imunoestimuladora. Foi também avaliada a atividade prebiética para a
estirpe Lactobacillus casei ssp. paracasei ndo se tendo verificado atividade
prebidtica.
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Mano-oligosaccharides (MOS) are carbohydrates consisting of 2 to 10 mannose
residues that can be obtained from galactomannans (GM). GM are
polysaccharides composed by (B1—4) linked b-mannopyranose residues that
can be substituted at O-6 with single residues of a-D-galactopyranose. GM with
low degree of substitution tend to be insoluble in water whereas GM with high
degree of substitution, and high degree of polymerization, tend to form high
viscosity solutions. Hydrolysis of GM with B-mannanase allows the production of
MOS, and enzyme immobilization allows its reuse.

In this study, GM obtained from spent coffee grounds (SCG) and also from locust
bean gum (LBG) were used. To render them soluble in water, a pretreatment of
GM of the SCG by partial acid hydrolysis and also by roasting was tested. The
efficiency of pretreatment was evaluated by neutral sugar analysis, analysis of
glycosidic bonds and molecular exclusion chromatography. The sample of SCG
previously obtained by microwave assisted extraction was also analyzed.

The B-mannanase from commercial sources was immobilized on chitin, as
support, previously obtained from shrimp shells. Genipin was used as
bifunctional reagent. The percentage of enzyme immobilization was 36%. The
enzyme activity was measured by gas chromatography with flame ionization
detection (GC-FID) through the formation of mannobiose from galactomannans
of the SCG. The formation of trisaccharides (Mans and Gal-Manz) and other MOS
was also evaluated by GC-FID and size exclusion chromatography.

The kinetic parameters of both free and immobilized B-mannanase were
determined by hydrolysis of GM of the SCG and mannobiose formation,
calculated from Lineweaver-Burk equation. The free enzyme showed a Vmax of
10.5 mmol/min and Km of 0.047 mg/mL. In case of the immobilized enzyme the
Vmax (6.4 mmol/min) was slightly lower than the free enzyme, while the Km (1.57
mg/mL) was 30 times higher.

The activity of immobilized B-mannanase was tested in GM of the LBG, allowing
to obtain tetrasaccharides and trisaccharides, as well as other major MOS.
However, disaccharides have not been produced.

The MOS obtained by hydrolyses of GM of the SCG and LBG trough (-
mannanase immobilization did not show cytotoxicity against mouse spleen cells.
However, no immunostimulatory activity was observed. Prebiotic activity was
also evaluated for the strain Lactobacillus casei ssp. paracasei prebiotic activity
was not verified.
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1. CONSIDERACOES TEORICAS




Capitulo 1. Consideragdes Tedricas




1.1. Oligossacarideos

Os oligossacarideos sdo hidratos de carbono de baixo peso molecular, que contém
um grau de polimerizacdo (DP) entre 2 e 10 unidades de monossacarideos, tendo um
tamanho intermédio entre os monossacarideos e o0s polissacarideos (1,2). Com base nas
suas propriedades nutricionais, os oligossacarideos podem ser divididos em
oligossacarideos digeriveis e ndo digeriveis (2). Os oligossacarideos em ligagdes
(B1—4) ndo sdo digeridos ao longo do trato gastrointestinal mas sao digeridos pelas
bactérias do colon, e por isso sdo conhecidos por promover o crescimento destas
bactérias benéficas, principalmente bifidobactérias, sendo entdo reconhecidos como
prebidticos (1).

As principais categorias de oligossacarideos ndo digeriveis (NDO) incluem
oligossacarideos de frutose (FOS), que sdo obtidos a partir da inulina, oligossacarideos
de galactose (GOS), obtidos da lactose, oligossacarideos de xilose (XOS), obtidos a
partir de xilanas e ainda oligossacarideos de manose (MOS), formados a partir de
mananas (2). Os GOS, FOS e XOS tém muitas aplicacdes descritas na literatura, e
devido aos multiplos efeitos benéficos para a saide os NDOs, tém sido amplamente
utilizados como ingredientes alimentares em diferentes produtos. Os GOS sdo muito
utilizados nas férmulas de leite infantil (2,3). Para além dos GOS, diferentes NDOs, de
diferentes fontes, tém sido incorporados numa grande variedade de outros alimentos,
como, bebidas (refrigerantes, bebidas de fruta, bebidas alcodlicas), produtos lacteos
(leites fermentados, leites aromatizados, iogurtes), produtos de confeitaria (bolachas,
biscoitos, doces) (2,3), cereais matinais e alimentos para idosos e diabéticos (2). No caso
dos MOS, estes sdo uma fonte pouco explorada e por isso € pertinente desenvolver
utilizacOes para este tipo de oligossacarideos.

Os MOS sdo bhons substratos para as bactérias do tipo Bifidobacterium spp. e
Bacteroides spp. (4). Uma alimentag@o que inclua grandes quantidades de MOS pode
ser boa para evitar disturbios intestinais, como doenca inflamatodria, evitando também a
colonizagdo de patogénicos digestivos (4).

Os MOS tém sido utilizados em alimentacdo animal. A utilizacdo de MOS em ragoes
para aves acelera a maturacdo da microflora intestinal promovendo o crescimento de

certas espécies de Lactobacillus (5). Os MOS melhoram também a homogeneidade da
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microflora intestinal e permitem a selecdo diferencial de certas bactérias benéficas
especificas (5).

Os MOS sdo utilizados como aditivos alimentares para humanos e animais. MOS
preparados por hidrolise de mananas dos grdos de café e/ou do residuo de café séo
utilizados como aditivos alimentares e alimentos para animais, para estimular o
crescimento de microrganismos intestinais Uteis (6). Para além disso, os MOS séo
usados em alimentos para animais para melhorar a produtividade e a qualidade dos ovos
produzidos (7). Os MOS séo ainda descritos como prebidticos (8).

Assim, existem muitos recursos naturais ricos em galactomananas que podem ser
aproveitados para a producdo de MOS, podendo estes ser utilizados como ingredientes

e aditivos alimentares para pessoas e animais.
1.2. Galactomananas

As galactomananas sdo compostas por residuos de D-manopiranose em ligacOes
(B1—4) na cadeia principal, substituido em O-6 por residuos Unicos de a-D-

galactopiranose (Figura 1.1) (9,10).
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Figura 1.1 — Estrutura das galactomananas (Adaptado Ref. (11))

Existem muitas fontes ricas em galactomananas que podem ser utilizadas para a
producdo de mano-oligossacarideos, tais como o café e a goma de alfarroba. Estes
mano-oligossacarideos podem ser produzidos por hidrolise enzimatica e podem ter

diferentes propriedades bioldgicas.



1.2.1. Cafe

As galactomananas sdo o polissacarideo maioritario das infusGes de café torrado
(12,13). Para além das caracteristicas habituais das galactomananas, no café estas
possuem ainda, residuos de a-L-arabinose terminais ligados ao O-6 dos residuos de
manose da cadeia principal, em liga¢des (a1—6), tal como os residuos de galactose
(Figura 1.2) (9). Estas galactomananas sdo polissacarideos acetilados, com 0s grupos
acetilo em O-2 e/ou O-3 dos residuos de manose (14). Os residuos podem estar acetilados
individualmente, duplamente acetilados e acetilados consecutivamente (9). As
galactomananas do café contém também residuos tGnicos glucose em ligacdo (f1—4)

intercalados na cadeia principal (14).
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Figura 1.2 — Esquema das galactomananas do café (Adaptado Ref. (11))

O café é uma das bebidas mais apreciadas no mundo (15,16), sendo o seu consumo
de cerca de 6 milhGes de toneladas por ano (17). A bebida de café é obtida por extracédo
com agua quente do grdo de café torrado e moido. O café que é atualmente
comercializado pertence na sua grande maioria a duas espécies: Coffea arabica e a
Coffea canefora, da variedade robusta, que sdo conhecidos como café Arabica e café
Robusta, respetivamente (18). O facto do consumo de café ser tdo elevado também
significa que a quantidade de residuo de café (SCG) produzida também é muito elevada,
e por isso a valorizagdo deste subproduto é um assunto de relevancia (13), uma vez que,
durante a preparacdo de infusdes de café ou de café expresso, os residuos nao tém
qualquer reaproveitamento.

As galactomananas encontram-se nos graos de café, que sdo as sementes da planta
do café, o cafezeiro, e sdo na sua grande maioria constituidos por polissacarideos,

correspondendo estes a metade do peso seco do gréo de café nativo (19). Os principais
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polissacarideos presentes nos grdos de café verde sdo as galactomananas, as
arabinogalactanas e a celulose (19). Relativamente ao café torrado, a quantidade de
polissacarideos depende do grau de torra e da origem do café (19). A quantidade de
polissacarideos do grdo de café torrado que passa para a bebida durante a producéo de
infusdo de café ou café expresso é apenas cerca de 20%, 0 que sugere que 80% dos
polissacarideos permanecem no SCG (13).

Apesar do SCG ser uma potencial fonte de galactomananas, o seu uso é dificultado
pelo facto das galactomananas serem muito insolGveis. A hidrolise acida parcial mostra
ser uma forma de aumentar a solubilidade das galactomananas do SCG (20,21),
mantendo intactas as caracteristicas estruturais das galactomananas, originando
polissacarideos de menor tamanho, logo mais sollveis. Para além da hidrolise acida
parcial, também a torra das galactomananas aumenta a solubilidade destas em agua (22).
A torra do café consiste em submeter os grdos de café verde a uma temperatura elevada,
geralmente entre os 150°C e os 225°C (sem ultrapassar os 250°C), durante 10 a 20
minutos (Figura 1.3) (18).

T2y W S 3 » -

Figura 1.3 - Grdos de café: a) café verde e b) café torrado.

A torra provoca alteracbes nos grdos de café, ou seja, promove um aumento do
volume do gréo e o aparecimento de microporos na parede celular, que leva a uma
alteracdo na quantidade e na estrutura dos polissacarideos (23). Assim, a torra promove
uma maior acessibilidade da agua ao interior do grdo, levando ao aumento da
solubilidade em &agua quente dos polissacarideos extrataveis, nomeadamente das
galactomananas (23). O aumento da solubilidade das galactomananas ocorre devido ao
decréscimo do grau de ramificacdo e do grau de polimerizacdo destes polissacarideos
(12,24). No processo de torra as galactomananas podem sofrer despolimerizacéo,
desramificacdo, caramelizacdo, isomerizacdo, oxidacéo, reacoes de Maillard e formacéo

de melanoidinas (25). As galactomananas sdo termicamente transformadas em



melanoidinas compostas por material heterogéneo de elevado peso molecular, de cor
castanha e que contém azoto (26).

A torra do café provoca alteracbes na estrutura das galactomananas. O grau de
polimerizacéo (DP) das galactomananas do café torrado € de 17-26, enquanto que o DP
das galactomananas do café verde é de 29-31 (9). Para além desta despolimerizagdo
provocada pela torra, a quantidade relativa de ligagdes (1—4,6) dos residuos de manose
sdo também inferiores as encontradas para o café verde, mostrando que galactomananas
menos ramificadas também foram obtidas do processo de torrefacdo (9). Apesar das
alteracGes que ocorrem durante a torra, estas ndo modificam as ligagdes (B1—4),
havendo por isso ligagdes suscetiveis a hidrolise enzimatica pela f-mananase.

Para além da hidrdlise acida parcial e da torra para aumentar a solubilidade das
galactomananas do SCG, também a extracdo assistida por micro-ondas parece aumentar
a solubilidade destas (27,28). Com a extragdo assistida por micro-ondas obtém-se entre
23% e 29% de material solGvel em agua (27,28).

1.2.2. Goma de alfarroba

A goma de alfarroba, para além do café, é outra fonte rica em galactomananas. A
goma de alfarroba (LBG) é usada como aditivo alimentar (E410) e é um pd branco
amarelado obtido por moagem do endosperma da semente da alfarrobeira (Ceratonia
siliqua L.), (Figura 1.4) encontrada em muitas zonas do Mediterraneo (29). A semente
da alfarroba é composta pela casca (30-33%), pelo endosperma (46%) e pelo germe (23-
25%). A primeira etapa para extra¢do do polissacarideo envolve a remoc¢édo da casca da
semente, por tratamento termo-mecanico ou por tratamento quimico. Depois o0 germe é
separado do endosperma, moido, peneirado, classificado e comercializado como LBG
(30).
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(b) (<)

Figura 1.4 — Goma de alfarroba: a) vagens; b) sementes e c) pé (29)

As galactomananas da LBG ja ha muito tempo que sdo usadas na industria de papel,
téxtil, farmacéutica, de cosméticos e alimentar. A caracteristica importante deste
polissacarideo que o torna industrialmente Gtil é a sua capacidade para formar uma
solucdo aquosa viscosa a concentracGes relativamente baixas, sendo usado para
estabilizar emulsdes e para substituir a gordura em muitos produtos alimentares
(31).Para além disso, esta goma é apenas ligeiramente afetada pelo pH, por ides
adicionados e pelo processamento térmico (31).

As galactomananas da LBG sdo idénticas as galactomananas do SCG. Também
contém a-L-arabinose ligada a manose em O-6 assim como, residuos Unicos de glucose
em ligagdo (p1—4) intercalados na cadeia principal (29). Os grupos acetilo presentes
nas cadeias de manose (29) sao semelhantes ao que se verifica nas galactomananas do
café, embora com um grau de acetilacdo inferior. A constituicdo das galactomananas da
LBG ¢é de cerca de 73-77% de manose, 22-23% de galactose, 1-3% de glucose e 2% de
arabinose (29). As galactomananas da LBG diferem na relagdo Man/Gal dependendo
para além da origem, da variedade e idade da planta, das condigdes de crescimento e do
método de extragdo dos polissacarideos (32). De entre as principais galactomananas
comerciais disponiveis, a LBG é das que apresenta maior contetdo em galactose, sendo

em média a sua relagdo Man/Gal de 3,5 (29).



1.3. Hidrodlise enzimatica

As galactomananas podem ser hidrolisadas utilizando uma enzima especifica para
galactomananas, a endo-(Bl1—4)-D-mananase (EC 3.2.1.78), que degrada
especificamente ligagdes (B1—4) da cadeia principal (33).

A (B1—4)-D-mananase uma enzima do tipo endo, é responsavel por clivar ligacGes
(B1—4) da cadeia principal, produzindo aleatoriamente pequenos mano-
oligossacarideos e novos terminais na cadeia (Figura 1.5) (34,35). A degradacdo das
galactomananas pela f-mananase é fortemente influenciada pelo padrao de substitui¢do
da cadeia principal de manose, uma vez que esta tem atividade em regides nao
substituidas por galactose ou arabinose e em residuos ndo acetilados, resultando na
producdo de mano-oligossacarideos (36). A B-mananase atua preferencialmente em
regides com baixa substituicdo e as fragdes de MOS libertadas consistem principalmente

em residuos de manose nao substituidos (36).

B-Mananase B-Mananase B-Mananase

i ! 4

... =B =Manp - (1—=4)- B = Manp - (1—4) - B - Glcp - (1—4) - B - Manp - 1—4 - B - Manp - (1—4) - B - Manp
6 2(3)

a-D-Galp Acetilagao

Figura 1.5 — Hidrdlise enzimatica das galactomananas pela f-mananase (Adaptado
Ref. (35))

As galactomananas para além de serem hidrolisadas pela B-mananase podem ainda
ser hidrolisadas por outras enzimas, que atuam cooperativamente na sua degradacao
(34). As enzimas que podem ainda hidrolisar as galactomananas séo: a -manosidase
(EC 3.2.1.25) e a B-glucosidase (EC 3.2.1.21) que vao degradar ligacdes ao longo da
cadeia principal das galactomananas (33,35). Para além destas, outras enzimas
adicionais, como a acetil-manana-esterase ¢ a-galactosidase (EC 3.2.1.22) sdo
necessarias para remover substituintes da cadeia lateral, que podem estar ligados em
varios pontos da cadeia principal (35).

As enzimas que degradam as galactomananas podem ser produzidas por diferentes

fontes, tais como plantas, animais e microrganismos. As enzimas de origem microbiana



Capitulo 1. Consideragdes Tedricas

10

sdo as mais utilizadas para aplicacao industrial devido a facil e econémica produgdo e
as suas propriedades, como a atividade numa vasta gama de pH e temperatura (37).

As enzimas, em particular a B-mananase, tém sido utilizadas para hidrolisar
galactomananas de diferentes origens, tais como as galactomananas do café (14,25,38)
da goma de alfarroba (29), do Aloe vera (39) e de Gleditsia triacanthos, Caesalpinia
pulcherrima e Adenanthera pavonina (40). A hidrolise das galactomananas do café
torrado com a endo-(1—4)-D-mananase, para além da diminuicdo do peso molecular
destes polissacarideos (25), provoca também um aumento de aclcares redutores (41),
assim como uma diminuicao da viscosidade (41). A hidrélise do SCG com a f-mananase
provoca também um aumento na solubilidade do extrato (42). Numa fase inicial da
hidrolise das mananas do café foi detetado predominantemente manotriose e
manotetraose, enquanto que na fase final da hidroélise os principais produtos foram a
manotriose e a manobiose (41). A enzima -mananase foi utilizada para hidrolisar as
galactomananas de Gleditsia sinensis (43), um polissacarideo semelhante a LBG quer a
nivel estrutural quer a nivel funcional, tendo a hidrolise resultado numa série de
oligossacarideos com diferentes graus de polimerizacdo (DP) (43), provavelmente

devido a ser uma galactomanana com maior grau de substituicao.

1.4. Imobilizacao de enzimas

As enzimas tém sido consideradas como uma boa aplicacdo na indUstria quimica
devido a sua elevada atividade, alta seletividade e especificidade (44). No entanto, a
aplicacdo da enzima livre é muitas vezes prejudicada por fatores varios como a falta de
estabilidade a longo prazo, dificuldades na sua recuperacdo e reutilizagdo (45), assim
como sensibilidade a desnaturacdo e devido aos seus elevados custos (46). Existem
inimeras técnicas que tém sido desenvolvidas por forma a melhorar as caracteristicas
enzimaéticas, sendo uma delas a imobiliza¢do de enzimas que, permite melhorar varias
propriedades, como por exemplo, a estabilidade, a atividade, a especificidade, a
seletividade, a reducdo da inibicdo e a reducdo dos custos, sendo muito importante a
sua reutilizacdo (47). A imobilizacdo consiste na fixacdo a um suporte e pode ser por

diferentes formas: fixagdo fisica, onde existe interagdo fraca entre o suporte e a enzima,



ou fixagcdo quimica onde sdo formadas ligacOes covalentes entre o suporte e a enzima
(46). Neste trabalho, a B-mananase foi imobilizada para poder ser reutilizada e as
galactomananas do café e da goma de alfarroba foram utilizadas como substrato.
Existem diversos materiais de suporte que podem ser usados para fixar a enzima como

por exemplo a quitina.

1.4.1. Imobilizacdo de enzimas: Ligagcédo cruzada quitina-

genipina-enzima

Né&o existe um suporte universal para a imobilizacdo de todas as enzimas e as suas
aplicacdes, mas existem caracteristicas que devem ser comuns a todos os materiais
utilizados para imobilizar enzimas (45). Estas caracteristicas sdo: elevada afinidade para
proteinas, grupos funcionais livres para reacdo direta com as enzimas, estabilidade
mecanica, rigidez e regenerabilidade (45).

Para aplicacbes alimentares é ainda importante que 0s materiais usados sejam
biocompativeis e ndo téxicos. Dos muitos suportes, organicos ou inorganicos, naturais
ou sintéticos, usados e estudados para imobilizar enzimas, a quitina tem grande interesse
pois possui uma grande parte das caracteristicas acima descritas (45). A quitina é um
polissacarideo natural sendo um dos recursos bioldgicos renovaveis mais abundantes no
mundo. E encontrada no exoesqueleto de crustaceos, na cuticula dos insetos e nas
paredes celulares dos fungos, conferindo-lhes resisténcia. A quitina é composta por
unidades de 2-acetamido-2-desoxi-B-D-glucopiranose (N-acetil-glucosamina, GICNAC)
em ligagdes (B1—4) (Figura 1.6) e € insoluvel na maioria dos solventes (46,48). A
quitina, quando tratada por reagentes alcalinos (54), sofre N-desacetilacdo e d& origem

a quitosana (Figura 1.6), que pode estar desacetilada num grau variavel (46).

11
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Figura 1.6 — Estrutura da quitina e da quitosana (Adaptado Ref. (47))

Geralmente, o produto da N-desacetilacdo da quitina sé € considerado como sendo
quitosana quando o grau de desacetilacdo € superior a 60% (49). O grau de desacetilacdo
¢ 0 parametro que expressa o conteudo de GIcN nas cadeias do polimero, e exerce
influéncia sobre algumas propriedades como a solubilidade e a viscosidade,
determinando a sua aplicacdo (50). A quitosana é solGvel na maioria dos solventes
organicos, enquanto a quitina é insollvel na sua grande maioria (51), 0 que é uma
vantagem quando se pretende obter um solido que ndo se difunda numa rede, por
exemplo. Para além disso a quitina tem boa estabilidade promovida pela criacdo de uma
rede de pontes de hidrogénio entre as cadeias (48). A vantagem da quitina e da quitosana
em relacdo a outros polissacarideos, como a celulose e 0o amido, € que a sua estrutura
quimica permite modificacGes especificas, por possuir um grupo amina primaria (49).

O glutaraldeido é o reagente bi-funcional mais utilizado na imobilizacdo de enzimas.
Este é um agente reticulante citotoxico e desta forma requer procedimentos cuidadosos
na sua utilizacdo na imobilizagdo de enzimas, uma vez que é necessario eliminar todo o
glutaraldeido que fica livre (8). O glutaraldeido € muito reativo formando ligacGes
reversiveis, bases de Schiff, e desta forma a imobilizacdo da enzima vai sendo perdida
ao longo do tempo. Existe entdo a necessidade de, por exemplo, reduzi-lo com boro-
hidreto de sodio para se eliminar esta possibilidade de formacdo de bases de Schiff
(espécies reativas indesejaveis, por serem reversiveis) (52).

A genipina pode ser obtida a partir dos frutos de Genipa americana e Gardenia

jasminoides Ellis (53). A Genipa americana é encontrada na Ameérica tropical e tem sido

utilizada como diurético e como medicamento para problemas respiratorios (53). A



Gardenia jasminoides Ellis é cultivada no Extremo Oriente e tem sido usada em
medicamentos anti-inflamatérios, diuréticos e com propriedades hemostaticas (53). O
geniposideo extraido dos frutos da Gardenia jasminoides Ellis é hidrolisado
enzimaticamente num composto heterociclico, a genipina (Figura 1.7), pela enzima f-
glucosidase num processo microbiolégico envolvendo Penicillium nigricans (53). A
genipina pode ser usada como reagente bi-funcional que se vai ligar ao suporte e a

enzima.
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Figura 1.7 — Estrutura da genipina (Adaptado Ref. (58))

A genipina é um reagente bi-funcional alternativo e mais vantajoso em relacéo ao
glutaraldeido (54). A genipina é cerca de 5000-10000 vezes menos toxica que 0
glutaraldeido (52) e usada como reagente bi-funcional possui elevada seletividade,
sendo capaz de reagir apenas com grupos amina primarios (55). Assim, a genipina é
mais estavel, biocompativel e menos téxica que o glutaraldeido, o que a torna mais
vantajosa como suporte para a imobilizacdo de enzimas (52).

Embora o mecanismo de formacédo da ligagdo entre a genipina e quitina ndo seja
ainda totalmente conhecido, estudos demonstram que a genipina reage com materiais
gue contém grupos amina primarios, como por exemplo, a quitosana e alguns péptidos,
de modo a formar redes reticuladas estaveis (56, 57). A quitina ndo é completamente
acetilada e € nos locais ndo acetilados (aminas primarias) que ocorre a ligagdo com a
genipina.

Existem vérias possibilidades e formas de ocorrer a ligagdo entre a quitina, a genipina
e a enzima a imobilizar. A formacéo da ligacdo cruzada quitina-genipina-enzima pode
dar-se por um ataque nucleofilico dos grupos amina da quitina ao C-3 da genipina,
havendo abertura do anel e posterior formacdo de um grupo amina secundario (52).

Posteriormente, o grupo amina da lisina da enzima faz um ataque nucleofilico ao grupo

13
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éster da genipina havendo formacéo de uma amida e libertacdo de metanol, formando-
se assim a ligacdo cruzada quitina-genipina-enzima. Na Figura 1.8 encontra-se
representada uma possivel estrutura para a ligacéo entre a quitina e a genipina que pode

justificar o cross-linking da quitina com a genipina (58).
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Figura 1.8 — Ligacdo cruzada quitina-genipina-enzima (Adaptado Ref. (58))

1.4.2. Imobilizacao de enzimas que hidrolisam

polissacarideos

Existem diversos trabalhos tendo como objetivo a imobilizacdo de enzimas para
atuarem em diferentes polissacarideos, como por exemplo a imobilizacdo de xilanase
para a producdo de XOS a partir de xilanas de bétula e o de trigo (59). A enzima B-
galactosidase foi imobilizada para producdo de GOS a partir da lactose (60). Também a
B-mananase foi objeto de imobilizagdo usando quitina como suporte e o glutaraldeido
como reagente bi-funcional (8). A hidrélise de galactomananas de LBG com este
sistema originou principalmente manotriose e manotetraose, com um rendimento de
imobilizagdo de cerca de 95%, sendo a estabilidade da enzima ao armazenamento
mantido ao longo de 120 dias (8). Como se formam bases de Schiff, a imobilizacdo com
o glutaraldeido é reversivel, sendo a enzima libertada para o meio e consequente perda
da enzima. Esta situacdo poderia ser vantajosa no caso de se pretender um sistema do

tipo “drug delivery”, onde se pretende ir libertando, neste caso enzima, ao longo do



tempo, mas a libertagdo de glutaraldeido n&o seria nunca vantajosa. Estes problemas de
citotoxicidade podem ser ultrapassados pela utilizacdo de genipina como agente

reticulante.

1.4.3. Cinética enzimatica

A cinética enzimatica estuda a velocidade das reacdes catalisadas por enzimas. A
cinética pode ser avaliada através da medicdo da quantidade de produto formado ou de
substrato transformado variando a concentracdo de substrato. Se a enzima obedecer a
cinética de Michaelis-Menten, podem ser calculados os parametros Km e Vmax (43). Km
é a constante de Michaelis-Menten e é igual a concentracdo de substrato quando a
velocidade € metade da velocidade maxima. Vmax € a velocidade méxima da reag&o.
Estes parametros sdo geralmente determinados através de representacfes graficas de
Lineweaver-Burk, obtidas a partir da equacdo de Michaelis-Menten (43). Quanto menor
o valor de Km, maior vai ser a afinidade da enzima para o substrato, ou seja, o0 substrato
é mais suscetivel a acdo da enzima (43). A grande maioria das enzimas imobilizadas
tem um Ky maior em relacdo a enzima livre (59), uma vez que a imobilizagdo diminui
a afinidade que a enzima tem para com o substrato, pois existe um grande impedimento

estéreo entre o substrato e a matriz, onde se encontram imobilizadas as enzimas.

1.5. Atividades biologicas

1.5.1. Atividade imunoestimuladora

Uma grande quantidade de polissacarideos tem demonstrado ter atividade
imunoestimuladora, sendo as mananas acetiladas do Aloe vera um exemplo deste tipo
de polissacarideos. Esta atividade imunoestimuladora pode estar relacionada com a
distribuicdo dos grupos acetilo ao longo da cadeia (61). Para além das mananas de Aloe
vera também as mananas do café mostraram ter efeito imunoestimulador induzindo a

expressao in vitro de linfocitos B e T (13). O efeito imunoestimulador foi também
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estudado para XOS presentes na casca da améndoa, e foi mostrado que estes contém
efeitos de imunoestimulacdo (62). Como este efeito bioativo esta presente nas mananas
do café e em outros oligossacarideos (XOS) é possivel que esteja também presente em
fragmentos menores das galactomananas, como é o caso dos MOS.

Os linfdcitos sdo as principais células do sistema linfatico e, em conjunto com 0s
macrdofagos e os neutrofilos, constituem os globulos brancos. Os linfdcitos sdo
produzidos e sofrem maturacdo em 6rgdos especificos, denominados érgdos linféides
que sdo a medula 6ssea e o timo (63). Existem duas classes de linfécitos especificos
com recetores para antigénios, as células B e as células T, que funcionam como
mediadores da imunidade humoral e imunidade mediada por células, respetivamente
(63). Os linfocitos B segregam anticorpos que tém a capacidade de reconhecer

especificamente qualquer tipo de molécula (63).

1.5.2. Atividade prebiotica

Os prebioticos sdo definidos como um ingrediente alimentar ndo digerivel que afeta
beneficamente o hospedeiro ao estimular seletivamente o crescimento e/ou atividade das
bactérias do cdlon, sendo as bifidobactérias e os lactobacilos os alvos (64).

Existem prebioticos com eficicia comprovada como é o caso dos FOS, inulina,
lactulose e GOS. A capacidade destes oligossacarideos para alterar a flora intestinal para
uma composic¢ao mais vantajosa tem sido demonstrada (64). Para além destes prebidticos
existem outros potenciais prebidticos em estudo, como € o caso dos MOS.

Os MOS obtidos a partir do SCG séo resistentes as enzimas digestivas salivares o-
amilase, ao suco gastrico, enzimas pancreaticas e da mucosa intestinal (65). Para além
disso, os MOS podem ser fermentados por bactérias fecais humanas obtendo-se
essencialmente acidos gordos de cadeia curta, como o0 &cido acetico, propiénico e n-
butirico (65). Os acidos gordos de cadeia curta melhoram o ambiente intestinal e para
além disso sdo absorvidos e utilizados como fonte de energia para o hospedeiro (65).

A adicdo de MOS do SCG a dieta de ratos aumentou a concentragdo de
bifidobactérias e &cidos gordos de cadeia curta (66). Isto mostra que os MOS promovem
0 crescimento das bifidobactérias e 0 aumento da producdo de acidos gordos de cadeia

curta nos ratos (66). No caso dos humanos, a suplementagéo da dieta com MOS provocou



também um aumento do teor de bifidobactérias (Bifidobacterium) (67). Assim os MOS

podem ser uma importante fonte de prebidticos a introduzir na alimentacdo humana.

1.6. Objetivos do trabalho

Neste trabalho pretende-se produzir mano-oligossacarideos (MOS) através da
hidrolise enzimatica de amostras de galactomananas (GM) provenientes do residuo de
café (SCG) e da goma de alfarroba (LBG). Os MOS serdo produzidos através da enzima
endo-(p1—4)-D-mananase imobilizada, usando a quitina como suporte de imobilizacdo
e a genipina como regente bi-funcional, que liga a enzima ao suporte. Os MOS
produzidos serdo caraterizados estruturalmente e as propriedades fisico-quimicas assim
como as propriedades bioldgicas (como a atividade imunoestimuladora e a atividade
prebidtica) serdo testadas, por forma a avaliar as suas aplicabilidades enquanto

ingredientes alimentares.
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2.1. Origem e caraterizagdo das amostras

Neste trabalho foi utilizada uma fracdo de galactomananas (GM), obtidas por
extracdo assistida por micro-ondas (SCGmw) a partir do residuo de café (SCG). Este
residuo foi previamente seco a 105°C durante 8 h e re-suspendido em agua numa
proporcao de 1g em 10 mL de agua num volume total de 70 mL (28). Esta fracdo foi
resultante da quarta extragdo ao residuo de café, a 200°C durante 2 minutos. O material
foi centrifugado a 15 000 rpm durante 20 min a 4°C e a solugé&o foi filtrada usando filtro
de fibra de vidro MN GF-3, congelado e liofilizado.

Foi também usada uma amostra de galactomananas extraidas do SCG (SCGinicial)
com NaOH 4M, neutralizadas, dialisadas e liofilizadas, e por fim torradas a 200°C
durante 1 h (22). Esta amostra era composta por manose (89%), galactose (7%),
arabinose (2%) e glucose (2%), num conteudo total de agucares de 80%.

Para além das amostras de SCG, foi também utilizada uma amostra de goma de
alfarroba (LBG from Ceratonia siliqua, Sigma G0753) que foi previamente purificada
por precipitacdo em etanol 50% (LBGeso) (29). A amostra é composta por manose
(74%), galactose (24%), glucose (1%) e arabinose (1%), num conteldo total de aclcares
de 86%.

2.1.1. Precipitacdo em etanol das galactomananas de residuo

de café obtida por extragao assistida por micro-ondas

A amostra de galactomananas de SCG obtidas por extragdo assistida por micro-
ondas, sendo completamente solivel em &gua, foi submetida a uma precipitagdo em
etanol (21) para separar os compostos de maior peso molecular, tendencialmente mais
insoltveis em solugdes de etanol/agua, dos de menor peso e poder utilizar os de maior
peso molecular nos ensaios enzimaticos.

A amostra (1,0 g) foi dissolvida em 100 mL de &gua, com agitacdo, durante 1 h.
Posteriormente foi adicionado etanol absoluto (75% de etanol). A mistura foi colocada a

4°C, com agitacédo, durante 2 h, para que houvesse formagéo de mais precipitado. Este
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precipitado foi recolhido por centrifugacdo a 24 000 rpm, a 4°C, durante 30 min. O
precipitado recolhido foi suspenso em &gua, concentrado por evaporacdo a pressao

reduzida a 30°C, para evaporar o etanol, e foi por fim liofilizado.

2.1.2. Solubilizacdo das galactomananas do residuo de café

2.1.2.1. Hidrdlise acida parcial das galactomananas do

residuo de café

Como as galactomananas do SCGiniciar Obtidas com NaOH 4M eram insollveis em
agua foi feita uma hidrolise acida parcial de acordo com Nunes et al., com o objetivo de
as tornar soltveis em agua (21). Para tal, hidrolisaram-se 350 mg da galactomananas
com 70 mL de TFA 50 mM, a 70°C, com agitacdo, durante 30 minutos. Posteriormente
fez-se uma centrifugacgdo a 4000 rpm, durante 20 min, de modo a separar o residuo do
sobrenadante. O sobrenadante obtido foi recolhido, e o acido foi evaporado sob pressao
reduzida a 40°C, sendo depois congelado e liofilizado para avaliar a percentagem de
solubilizacdo. Outras condic¢des de hidrolise foram testadas alterando a concentracéo de
TFA, o tempo de hidrdlise ou/e a temperatura: TFA 250 mM, a 70°C durante 30 minutos,
TFA 250 mM, a 100°C durante 60 minutos e ainda TFA 2 M, a 120°C durante 10

minutos.

2.1.2.2. Torradas galactomananas do residuo de café

Para tentar solubilizar as galactomananas do SCGinicia, @ amostra foi submetida a
uma torra a 200°C durante 2h (68). Apos o processo de torra o material foi suspenso em
agua a temperatura ambiente e deixado em agitacdo durante 1h. O sobrenadante foi
separado do residuo insolavel por filtracdo usando filtro de fibra de vidro, MN GF-3, e
foi adicionada agua a 90°C ao residuo insoluvel e deixou-se agitar durante 1h. O residuo
insolGvel e o sobrenadante foram separados por filtracdo e os sobrenadantes obtidos

foram concentrados por evaporacao a presséo reduzida, a 30°C, sendo depois liofilizados.



2.1.3. Analise de acUcares neutros

A quantificacdo de acucares neutros presentes nos polissacarideos foi feita em dois
passos, segundo Coimbra et al. (69). Num primeiro passo, procedeu-se a hidrdlise &cida
dos acucares promovendo a sua despolimerizacdo seguindo-se um segundo passo, a
reducdo e acetilacdo, onde ocorre a conversdao dos monossacarideos em acetatos de
alditol (compostos volateis) para que sejam analisados por GC-FID.

A hidrélise dos polissacarideos realizou-se em tubos de cultura com 1-2 mg de
amostra. A amostra foram adicionados 200 pL de H2SO4 72% (m/m) deixando-se reagir
durante 3 h a temperatura ambiente, com agitacao esporadica para homogeneizagédo da
amostra. De seguida adicionou-se 1 mL de agua destilada, perfazendo a concentracao do
acido a 2 M, e deixou-se incubar a 120°C num bloco de aquecimento durante 1 h.

Apos a hidrolise arrefeceu-se a amostra num banho de gelo e adicionaram-se 200 puL
da solucdo de padrdo interno (2-desoxiglucose, 1 mg/mL). Em seguida transferiu-se 1
mL de hidrolisado para novos tubos de cultura e neutralizou-se o acido com 200 pL de
NH3 a 25 %. Para reducdo dos acucares a acetatos de alditol adicionaram-se 100 pL de
solucdo de NaBH4 15% (m/v) em NHs 3 M (preparada na hora). A solucéo foi agitada e
incubada num bloco de aquecimento a 30°C durante 1 h.

Posteriormente, arrefeceram-se o0s tubos num banho de gelo e o excesso de NaBH4
foi eliminado por 2 adigdes sucessivas de 50 pL de 4cido acético glacial. De seguida
transferiram-se para tubos de Sovirel 300 puL de solugdo contendo os agticares reduzidos,
e colocaram-se os tubos num banho de gelo. A cada tubo adicionaram-se 450 L de 1-
metilimidazol (catalisador) e 3 mL de anidrido acético (reagente acetilante), agitando-se
muito bem e deixando-se reagir num bloco de aquecimento a 30°C durante 30 min.

Num banho de gelo, foram adicionados 3,0 mL de &gua destilada, para decompor o
excesso de anidrido acético, e 2,5 mL de diclorometano para promover a extracdo dos
acetatos de alditol. Ap6s agitacdo manual vigorosa, os tubos foram centrifugados a 3000
rpm durante 30 segundos, para a separacao das duas fases, e a fase aquosa (superior) foi
removida por sucgdo. A fase organica adicionaram-se, novamente, 3,0 mL de 4gua
destilada e 2,5 mL de diclorometano, sendo depois centrifugada e removida a fase aquosa
como descrito anteriormente. A fase organica foi lavada 2 vezes com 3 mL de agua

destilada, intercaladas por agitacdo vigorosa, centrifugacao e aspiracdo de fase aquosa.
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Na ultima aspiracdo a fase aquosa foi completa e cuidadosamente removida, e a fase
organica contendo os acetatos de alditol foi transferida para tubos de speedvac. As
amostras foram concentradas até a secura num concentrador de amostras (speed vacuum)
e lavadas 2 vezes com 1 mL de acetona anidra e concentradas novamente.

Os acetatos de alditol foram dissolvidos no volume adequado de acetona anidra (50
uL) e 2 uL foram injetados num cromatdgrafo (Perkin Elmer — Clarus 400) e analisados
por cromatografia em fase gasosa com detetor de ioniza¢do em chama, GC-FID, usando
uma coluna capilar DB-225 de 30 m comprimento, 0,25 mm de didmetro ¢ 0,15 um de
espessura. A temperatura do injetor foi de 220°C e a do detetor 230°C, e utilizou-se o
hidrogénio como gas de arraste. Utilizou-se o programa de temperaturas com as
seguintes condic@es: inicio a 200°C mantendo-se durante 1 min, rampa de 40°C/min até
220°C, mantendo-se a 220°C durante 7 min, rampa de 20°C/min até 230°C, e mantendo-

se a 230°C durante 1 min.

2.1.4. Analise de ligacdes glicosidicas

As ligacOes glicosidicas estabelecidas entre os monossacarideos constituintes das
amostras foram analisadas pelo método proposto por Ciucanu e Kerek (70). Este método
propde a metilacdo dos grupos hidroxilo livres, seguindo-se a hidrélise dos
polissacarideos, a reducdo dos monossacarideos aos respetivos alditois e a acetilacdo dos
grupos hidroxilo livres (que estabeleciam no polissacarideo ligacdes glicosidicas ou que
estavam envolvidos na formacgdo do anel do aglcar) obtendo-se acetatos de alditol
parcialmente metilados (PMAA). Os PMAA foram analisados por cromatografia em fase
gasosa acoplada a um espetrometro de massa com quadrupolo como analisador (GC-
qMs).

As amostras foram previamente pesadas, 1-2 mg, para tubos de speedvac com septo
na tampa e secas em estufa de vazio na presenca de P>Os. Posteriormente, as amostras
foram deixadas em agitacdo durante a noite em 1 mL de DMSO, a temperatura ambiente.
As amostras completamente dissolvidas foram adicionados 40 mg de NaOH, em po,
triturado sob atmosfera de argon imediatamente antes de utilizar, e deixou-se reagir

durante 30 min com agitacdo a temperatura ambiente. De seguida foram adicionados



com uma seringa 80 pL de iodeto de metilo (agente metilante) que reagiu por 20 min sob
agitacdo vigorosa a temperatura ambiente. Repetiu-se a adi¢do de iodeto de metilo. Aos
éteres metilicos obtidos foram adicionados 2 mL de 4gua, sendo depois neutralizado com
uma solucdo de HCI 1 M. Seguidamente, adicionou-se 3,0 mL de diclorometano e, apos
agitacdo manual vigorosa, os tubos foram centrifugados a 3000 rpm durante 30
segundos, para a separacdo das duas fases, e a fase aquosa superior foi removida por
succdo. A fase organica adicionaram-se 3,0 mL de agua sendo depois centrifugada e
removida a fase aquosa como descrito anteriormente. A lavagem com agua destilada foi
repetida até o diclorometano estar completamente limpido, sendo este depois evaporado
na speedvac. Posteriormente, para completa metilagédo, dissolveram-se novamente as
amostras em 1 mL de DMSO com agitacdo, durante o tempo necessario para a dissolucao
completa da amostra. Todos 0s passos de metilacdo até a evaporacdo do diclorometano
na speedvac foram repetidos.

Apos remetilacdo, os ésteres metilicos foram hidrolisados com 500 uL de TFA 2 M
durante 1 h num bloco de aquecimento a 121°C, com agitacdo ocasional. Depois de
hidrolisadas as amostras, o acido foi evaporado num concentrador de amostras (speed
vacuum). Para reducédo das amostras hidrolisadas foram adicionados 20 mg de NaBD4 e
300 uL de NHs 2 M, agitaram-se os tubos e deixou-se reagir a 30°C durante 1 h. O
excesso de NaBDs foi neutralizado com duas adigdes sucessivas de 50 uL de acido
acetico glacial. A reacdo de reducdo, acetilacéo e a extracdo liquido-liquido foi realizada
de igual forma a andlise de agucares (ponto 2.1.3.).

Os PMAA foram dissolvidos no volume adequado de acetona anidra (cerca de 100
ul) e analisados por GC-qMS. Foi utilizado um cromatégrafo Shimadzu GC-MS-QP
2010 Plus com uma coluna capilar apolar DB-1 (30 m de comprimento, 0,25 mm de
didmetro, e 0,15 um de espessura). O volume de injecao foi de 0,2 pL, a temperatura do
injetor de 220°C em modo “split”, a temperatura do detetor 300°C e utilizou-se hélio
como gas de arraste. Utilizou-se um programa de temperaturas com as seguintes
condigdes: 39,73 min de tempo total, temperatura inicial de 80°C, rampa de 7,5°C/min
até 140°C, manteve-se a 140°C durante 5 min, rampa de 0,2°C/min até 143,20°C, rampa
de 12°C/min até 200°C, rampa de 50°C/min até 250°C e manteve-se a 250°C durante 5

min.
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2.1.5. Cromatografia de exclusdo molecular

A cromatografia de exclusdo molecular em Biogel-P2 foi utilizada para fracionar e
caraterizar as amostras de galactomananas de SCG obtidas por extracdo assistida por
micro-ondas (SCGmw), assim como a amostra de SCG inicial (SCGinicial) € @ amostra de
SCG soluvel apos torra (SCGsolaver).

A cromatografia foi realizada numa coluna XK 16/100 (Pharmacia) com diametro de
1,6 cm e altura de fase estacionaria de 56 cm. A coluna foi empacotada de acordo com
as instrucdes do fabricante. O eluente utilizado foi dgua e o fluxo do eluente através da
coluna foi de 0,30 mL/min recorrendo a uma bomba peristaltica. De seguida foi feita a
calibragéo da coluna com vista a determinar o seu volume de exclus&o e inclusdo e o
volume de saida de diferentes oligossacarideos (DP2, DP3 e DP4). A coluna foi calibrada
para monossacarideos, dissacarideos, trissacarideos e tetrassacarideos e volume de
exclusdo molecular pela utilizacdo de glucose, trealose, rafinose e estaquiose e dextrana
azul, respetivamente. A dextrana azul permite aferir o volume de exclusdo uma vez que
se trata de um polimero de elevado peso molecular, 2000 kDa, sendo possivel
acompanhar o seu deslocamento ao longo da coluna devido a sua coloracdo azul. A
glucose indicou o volume de inclusdo da coluna.

Com o0 objetivo de separar os polissacarideos de diferentes pesos moleculares
presentes na amostra, esta foi dissolvida num volume méaximo de 1,5 mL e aplicada no
topo da coluna através de uma bomba peristaltica. Foram recolhidas fracGes de 1,5 mL
e a detecdo dos oligossacarideos foi realizada usando um detetor ELSD (“evaporative
light scattering detection”). A dete¢do por ELSD nas vérias fracdes de recolha foi
possivel mediante a introducdo de 70 puL de volume de recolha com um fluxo de 4
mL/min para o interior do detetor a uma temperatura de 57°C e pressdo a 1,9 bar, por

meio de uma bomba peristéltica.



2.2. Imobilizacdo da endo-(p1—4)-D-mananase

Para a imobilizacdo da endo-(f1—4)-D-mananase de Aspergillus niger (EC 3.2.1.78,
Megazyme) preparou-se uma solucdo tampdo de acetato de sédio 100 mM e pH 5,5.
Preparou-se também uma solugédo de genipina em 10% de etanol (v/v), usando 750 mg
de genipina num volume de 100 mL de etanol. Para a montagem do sistema de
imobilizacdo comecou por se colocar 93 mL da solucdo de genipina (Gen), preparada
anteriormente, num copo, em agitacdo magnética ao qual se adicionou 0,5 g de quitina
(Qui), previamente obtida a partir de cascas de camardo. Esta mistura foi transferida para
o sistema de imobilizacdo (Figura 2.1) e foi lavada trés vezes com 60 mL de agua

destilada.

» Rede de imobilizacao

» Copo de precipitacao

/P Quitina

Agitador magnético

v

a

» Solugdo tampao+f-mananase

A

Agitador magnético

Figura 2.1 — Esquema de imobilizag&o da -mananase

Num copo colocaram-se 60 mL da solugdo tampdo de acetato de sodio pH 5,5,
preparada anteriormente e adicionou-se a enzima B-mananase (100 U) e a mistura
Gen+Qui e deixou-se em agitacdo overnight. Em cada passo foi recolhida uma aliquota
da solucdo (500 pL).

A solucéo foi depois transferida para o sistema de imobilizacao e foi lavada quatro
vezes com 60 mL de solugdo tampéo, recolhendo-se o tampdo de cada uma das lavagens,
obtendo-se assim as solugdes “lavagem 07, “18lavagem”, “2%lavagem”, “3*lavagem” e

“4*lavagem”. A enzima imobilizada foi armazenada em tampao, na camara fria (4°C).
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2.2.1. Quantificacdo de enzima imobilizada pelo método do

acido bicinconinico

A determinacdo da percentagem da enzima imobilizada foi feita pelo método do
acido bicinconinico (BCA). Este método baseia-se na rea¢do de biureto em que ocorre a
reducio de Cu?" a Cu* pelas proteinas, em meio alcalino, sendo que a reducio é
proporcional a quantidade de proteina presente na amostra. O produto da reacdo € um
complexo de cor purpura e é formado pela ligag&o de duas moléculas de BCA com o ido
Cu". Este complexo é solGvel em agua e absorve a 562 nm.

A proteina total foi determinada recorrendo a este método a partir de uma reta de
calibracdo construida com o padrdo de albumina de soro bovino (BSA) com
concentragdes entre 0,05 e 0,2 mg/mL. Foi utilizado o protocolo para volumes reduzidos
tendo-se realizado a experiéncia e a leitura das absorvancias diretamente numa placa com
96 pocos. Primeiramente preparou-se a solucdo de trabalho em que se mistura 50 partes
do reagente A (constituido por uma solucdo de acido bicinconinico, carbonato de sédio,
tartarato de sodio e bicarbonato de sodio em NaOH 0,1 M com pH final de 11,25) com
1 parte do reagente B (uma solucéo de sulfato de cobre penta-hidratado 4% (m/v)). Em
cada poco da placa foram colocados 25 uL de solug¢do padrdao ou amostra e 200 uL de
solucdo de trabalho. A placa foi colocada a incubar a 37 °C durante 30 minutos e apds
atingir a temperatura ambiente foi lida a absorvancia a 562 nm. Todas as determinac6es
foram feitas em triplicado. A avaliacdo da percentagem de enzima imobilizada foi
calculada da seguinte forma (71):

% mananase  (Proteina inicial — Proteina nas dguas de lavagem) y 100%

imobilizada Proteina inicial

A proteina inicial corresponde a enzima total que foi colocada na imobilizacdo e a
proteina nas aguas de lavagem corresponde a proteina presente em cada agua de lavagem
da enzima imobilizada (“lavagem 07, “1%lavagem”, “2%avagem”, “3%lavagem” e

“43lavagem”).



2.2.2. Hidrdlise das galactomananas solUveis do residuo de

café

Para se verificar a eficiéncia da imobilizacdo, a galactomanana (GM) do SCGsolavel
foi hidrolisada pela enzima imobilizada, pelas solugdes “lavagem zero”, “1%lavagem”,
“2%avagem”, “32lavagem” e “4%lavagem”, durante 12 h, 6 h e 3 h, em tampéo acetato de
sodio 100 mM, pH 5,5, a 37°C. Para este ensaio usou-se sempre a mesma concentracdo
de GM (1 mg/mL), para cada uma das lavagens. Por fim os dissacarideos formados foram
quantificados tal como descrito em 2.2.3.

2.2.3. Quantificacéo de dissacarideos formados

Para a quantificacdo dos dissacarideos, a diferentes tubos de cultura, foram
adicionados 2 mL de cada uma das amostras e logo em seguida adicionaram-se 200 pL
de padréo interno (2-desoxiglucose, 1 mg/mL) e neutralizou-se com 200 uL de NHz a
25%. Para reducdo dos acUcares a acetatos de alditol adicionou-se 100 uL de solugdo de
NaBHs 15% (m/v) em NHz 3 M (preparada na hora). A solucdo foi agitada e incubada
num bloco de aquecimento a 30°C durante 1 h.

Posteriormente, arrefeceram-se 0s tubos num banho de gelo e o excesso de NaBH4
foi eliminado por 2 adi¢des sucessivas de 50 uL de acido acético glacial. A reacdo de
reducdo, acetilacdo e a extracdo liquido-liquido foi realizada de igual forma a analise de
acucares (ponto 2.1.3.).

No final da reducdo e acetilacdo dos acetatos de alditol, estes foram dissolvidos no
volume adequado de acetona anidra (50 uL) e 2 puL foram injetados num cromatédgrafo
(Perkin Elmer — Clarus 400) e analisados por cromatografia em fase gasosa com detetor
de ionizacdo em chama, GC-FID, usando uma coluna capilar DB-1 de 30 m
comprimento, 0,25 mm de didmetro e 0,15 um de espessura. A temperatura do injetor
foi de 300°C e a do detetor 350°C, e utilizou-se o hidrogénio como géas de arraste.
Utilizou-se o programa de temperaturas com as seguintes condicdes: inicio a 100°C e

rampa de 20°C/min até 350°C. O tempo total da analise foram 12,50 min. Para além da
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formacéo de dissacarideos foi também avaliada a formacéo de outros oligossacarideos.
Para isso utilizou-se uma coluna capilar de 5% fenilsilicone com 25 m comprimento,
0,25 mm de didmetro e 0,05 um de espessura. Injetaram-se 2 L de cada amostra num
cromatografo (Perkin Elmer — Clarus 400) e analisou-se por cromatografia em fase
gasosa com detetor de ionizagdo em chama, GC-FID, usando uma coluna capilar A
temperatura do injetor foi de 300°C e a do detetor 400°C, e utilizou-se o hidrogénio como
gas de arraste. Utilizou-se o programa de temperaturas com as seguintes condicoes:
inicio a 100°C, rampa de 10°C/min até 260°C, em seguida rampa de 2°C/min até aos
300°C e por fim rampa de 15°C/min até aos 400°C. O tempo total desta analise foram
43,67 min.

2.2.4. Ensaios de cinética enzimatica

Para caracterizar a cinética da enzima imobilizada e se poder comparar com a enzima
livre, foi avaliada a cinética quer da enzima livre, quer da enzima imobilizada. Para isso
testaram-se diferentes concentracdes de galactomananas (GM) de SCG soluvel apos a
torra para a enzima livre e para a imobilizada, em dois tempos diferentes (6h e 3h). Para
a enzima livre usaram-se as concentracdes de GM de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4e 0,5 mg/mL e a
cada concentracao adicionou-se 1 U de enzima. Para a enzima imobilizada usaram-se as
concentracdes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 mg/mL. As GM foram hidrolisadas numa
solucdo de tampé&o acetato de sodio 100 mM e pH 5,5, pela endo-p-(1—4)-D-mananase
de Aspergillus niger (EC 3.2.1.78, Megazyme). A amostra, em diferentes concentragoes,
foi entdo colocada a 37°C e a formacdo de dissacarideos foi avaliada de acordo com o

descrito no ponto 2.2.3.

2.2.5. Cromatografia de exclusdo molecular

A cromatografia de exclusdo molecular em Biogel P2 foi utilizada para separar 0s
diferentes mano-oligossacarideos obtidos nas hidrolises enzimaticas e para verificar a

sua eficiéncia. Esta separacéo foi realizada de acordo com o descrito no ponto 2.1.5.



2.2.6. Avaliacdo da atividade da p-mananase imobilizada

em galactomananas da goma de alfarroba

A atividade da f-mananase imobilizada foi verificada recorrendo a uma amostra de
GM provenientes da goma de alfarroba e procedeu-se tal como para as amostras de SCG,
como descrito anteriormente (ponto 2.2.2.), mas utilizando apenas a enzima imobilizada
para a hidrolise da LBG. Depois a hidrolise da LBG foi caraterizada passando a amostra

na coluna P2 tal como descrito no ponto 2.1.5.

2.3. Ensaios bioldgicos

2.3.1. Ensaios de imunoestimulacao

De modo a investigar o potencial efeito imunoestimulador da amostra de SCG
solavel, das fracbes de DP6 a DP10 de SCG, separadas na coluna de cromatografia de
exclusdo molecular (produzidas por hidrdlise com a enzima imobilizada, e com a enzima
livre) e das fracdes de DP6 a DP10 da LBG (produzidas por hidrolise com a enzima
imobilizada), foram realizados no ICBAS — Instituto de Ciéncias Biomeédicas Abel
Salazar da Universidade do Porto, ensaios para avaliar a capacidade das amostras em
estimular linfocitos para uma resposta imunitaria. Foram realizadas 2 réplicas por ensaio
realizado.

Inicialmente foi necessario fazer a recolha das células do baco de um ratinho. O
ratinho é sacrificado de uma forma rapida e indolor através de um deslocamento da
cervical. Apos a sua desinfecdo com etanol 70%, em camara de fluxo laminar, é feita
uma incisdo na zona abdominal e a pele é afastada de forma a expor o peritoneu parietal.
Uma nova incisdo é feita do lado esquerdo do abdémen tornando o bago acessivel. Com
0 auxilio de uma pinca e uma tesoura o baco € removido gentilmente com o minimo
possivel de tecido adiposo e colocado numa solucdo de RPMI numa caixa de Petri. Com
0 auxilio de uma pinga e um filtro, os esplendcitos foram libertados para o meio. As

células foram centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos e ressuspendidas em RPMI
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de forma a ter-se cerca de 6x10° células/mL. O RPMI é um meio de suspenséo celular
que contém antibiotico e nutrientes de forma a manter a integridade celular. Para a
preparacdo do RPMI completo foram necessarios 50 mL de RPMI-1640 ao qual foram
adicionados 500 pL de tampdo HEPES pH 7,5, 500 uL de uma solugdo contendo
penicilina 100 1U/mL e estreptomicina 50 mg/mL, 5 mL de soro bovino fetal (FBS), 25
uL de 2-mercaptoetanol e 1 mL de L-Glutamina.

Numa placa de cultura de 96 pogos foram colocados 100 puL de suspensado celular.
As células plaqueadas foram estimuladas com RPMI (controlo negativo), LPS (controlo
positivo), Concanavalina A (controlo positivo) e com as amostras a testar em diferentes
concentragdes (25, 50 e 75 pug/mL), dissolvidas em RPMI. As células foram incubadas
durante 6 h numa estufa a 37°C numa atmosfera himida a 95% e com 5% de COx.

Depois do periodo de incubacdo das células com as amostras, estas foram
centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos tendo sido descartado o sobrenadante. De
seguida foi feita a marca¢do com os anticorpos monoclonais, tendo-se usado o anti-
CD69-PE-Cy7 para marcar células ativadas (um marcador precoce de ativacdo), o anti-
CD3-PE como marcador de linfocitos T, o0 anti-CD19-FITC como marcador de linfdcitos
B e o iodeto de propidio como marcador de viabilidade das células (para retirar as células
mortas). Num eppendorf foi feita uma mistura dos anticorpos usados na marcagéo,
diluidos na proporc¢do de 1:100 com tampdo FACS, uma solucdo salina com 10 mmol/L
de azida de sodio e 1 % de BSA. Apos a adi¢do de 25 pL da mistura de anticorpos, as
células permaneceram em incubacdo durante 30 minutos no escuro a 4°C. Centrifugou-
se a 1500rpm durante 5 minutos e ressuspenderam-se as células em tampédo FACS e por
fim, as células foram analisadas por citometria de fluxo.

O citémetro de fluxo é um aparelho de analise multiparamétrica de particulas (uma
auma) em suspensdo. Neste aparelho faz-se passar, por um feixe de luz (laser), particulas
em suspensédo, de uma forma alinhada. A interacdo destas com o feixe gera sinais, que
podem ser gerados pela dispersédo do feixe de luz ou pela luz emitida por fluorocromos
apos excitacdo pelo feixe de luz, sinais estes que séo captados por detetores apropriados
e a informacgdo produzida. Assim, por este processo, € possivel selecionar populagdes
linfocitarias e verificar se cada linfécito esta ou ndo ativado, através de anticorpos
especificos utilizados, acoplado a um corante fluorescente que sdo depois detetados por

foto-sensores, que recebem o comprimento de onda selecionado.



2.3.2. Ensaios prebioticos

De modo a investigar o potencial efeito prebidtico das fragdes de DP6 a DP10 da
LBG produzidas por hidrolise com a enzima imobilizada, foram realizados na
Universidade Catolica do Porto, ensaios para avaliar a capacidade das amostras em
estimularem bactérias.

No estudo da atividade prebiotica foi utilizada a Lactobacillus casei ssp. paracasei
LAFTI® L26, que foi obtida a partir de DSM Food Specialties (Moorebank, Australia).

A cultura de Lactobacillus foi mantida a -80°C numa soluc¢éo de glicerol 30% (v/v).
Para o ensaio de atividade prebi6tica, a cultura congelada foi re-ativada numa solucéo de
Man-Rogosa-Sharpe (MRS; Biokar Diagnostics, Franca), seguida por incubagéo a 37°C,
durante a noite. A pré-cultura também foi preparada de acordo com as condic¢Ges acima
mencionadas.

Para avaliar o potencial prebidtico, a fim de permitir a substitui¢cdo das fontes de
carbono, a solugdo de MRS sem fonte de carbono foi preparada, por mistura dos
diferentes constituintes do meio: 10 g/L de triptona (Sigma-Aldrich, EUA), 8 g/L de
extrato de carne (Merck, Alemanha), 4 g/L de extrato de levedura (Biokar Diagnostics),
2 g/L de hidrogeno-fosfato de di-potassio (Merck), 1 g/L de tween 80 (Merck), 5 g/L de
acetato de sodio (Merck), 2 g/L de citrato tribasico de amoénia (Sigma-Aldrich), 0,2 g/L
de sulfato de magnésio (Merck), 0,04 g/L de sulfato de manganés (Sigma-Aldrich). Este
meio foi apenas preparado com 73,3% de dgua desionizada, de modo que a solugdo com
a fonte de carbono desejada pudesse ser preparada separadamente e depois adicionada
ao meio, para perfazer o volume final, com a concentragéo da fonte de carbono desejada.

O meio resultante foi entdo submetido ao autoclave a 121°C, durante 15 minutos.
Separadamente, as solucGes de glucose (Sigma-Aldrich, Franga) com 7,5% (m/v),
oligossacarideos de frutose comercial (FOS; P95 RAFTILOSE® de ORAFTI, Bélgica)
e do prebiotico a ser testado, foram preparados e filtro-esterilizados. Estas solucdes
foram, em seguida, adicionadas, separadamente, a0 MRS sem fonte de carbono numa
razéo 2,7:7,3 (v/v) para perfazer o volume final. Para o controlo negativo, em vez das
solucBes anteriormente mencionadas, apenas a &gua desionizada (também filtro-

esterilizada) foi adicionada.
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O ensaio foi realizado por adigdo de 2% (v/v) de uma cultura de uma noite de uma
estirpe probidtica separada, previamente esterilizada, a eppendorfs contendo MRS com
as diferentes fontes de carbono. Estes meios foram, entdo, transferidos, em triplicado
para uma microplaca de 96 poc¢os. A microplaca foi depois incubada a 37°C durante 48
h, e a absorvéncia a 660 nm foi monitorizada num leitor de microplacas Fluostar Optima
(BMG LABTECH, Alemanha).



3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1. Preparacéo das galactomananas

Com o objetivo de preparar amostras de galactomananas do residuo de café que
pudessem ser utilizadas como substrato da B-mananase imobilizada, foram testados o
tratamento por micro-ondas, a hidrélise acida parcial e a torra, como forma de as tornar
soluveis em &gua. As fragdes obtidas foram analisadas por analise de agucares neutros,

analise de ligacdes glicosidicas e cromatografia de exclusdo molecular.

3.1.1.Caracterizacdo da amostra de galactomananas do
residuo de café obtida por extracdo assistida por micro-

ondas

3.1.1.1.  Analise de ligacdes glicosidicas

Para caracterizar a amostra de galactomananas de SCG obtidas por extracdo assistida
por micro-ondas (SCGmw) e verificar o tipo de ligacOes glicosidicas existentes na
amostra foi realizada uma analise de metilacdo permitindo tragar o perfil da amostra. As
ligacOes glicosidicas da amostra SCGmw estdo descritas na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 — Andlise das ligacBes glicosidicas das amostras ricas em galactomananas
provenientes do residuo de café e da goma de alfarroba.

Fracdo (% mol)
Ligagdo glicosidica
SCGinicial SCGsol SCGinsol SCGuw LBGeiso
T-Ara 0,8 1,0 1,6 0,1 0,1
5-Ara - 0,2 0,3 0,6 -
Total 0,8 1,3 1,9 0,6 0,1
T-Man 4,7 12,3 7,4 21,8 0,9
4-Man 78,3 68,9 70,9 50,5 50,0
6-Man 0,2 1,1 0,8 0,7 -
2,3-Man - - - 0,2 -
2,4-Man 1,5 1,3 1,7 0,6 -
3,4-Man 0,5 0,8 0,4 0,3 -
4,6-Man 3,8 5,8 5,5 2,4 25,6
Total 89,0 90,1 86,6 76,5 76,4
T-Gal 2,1 2,9 2,7 8,1 19,9
3-Gal 3,7 2,2 2,9 7,4 -
6-Gal 0,6 0,9 0,6 2,5 -
3,6-Gal 1,4 1,1 1,7 3,1 -
Total 7,8 7,0 7,8 21,1 19,9
T-Glcp 0,1 0,4 0,2 0,2 0,2
4-Glcp 3,4 1,6 4,4 1,5 0,9
4,6-Glcp - - - - 0,3
Total 3,5 2,0 4,6 1,7 1,4
Man Total/(4,6)-Man | 23,4 (4,3) 15,6 (6,4) 15,7 (6,4) 32,4 (3,1) 3,0(33,5)
Man Total/T-Man 18,8 7,3 11,8 3,5 89,9

*Entre parenteses encontra-se a percentagem de ramificagéo

Pela analise de ligacgdes glicosidicas da amostra de SCG obtida por extracao assistida
por micro-ondas verifica-se que a (1—4)-Man (50,5%) e a T-Man (21,8%) sdo 0s
residuos mais abundantes presentes nesta amostra. A quantidade de T-Gal (8,1%)
existente é também elevada. O grau de ramificacdo de amostra, estimado pela razéo
(1—4,6)-Man/Man Totalx100%, é de 3,1% 0 que mostra que a amostra € pouco
ramificada, quando comparada com as restantes amostras de SCG analisadas (4,3% e
6,4%). Esta amostra, SCGmw, provavelmente sofreu desramificagdo devido ao
tratamento térmico assistido por micro-ondas. Para além disso a razdo Man Total/T-Man
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d& uma estimativa do grau de polimerizacéo (3,5), mostrando que em média a amostra é
constituida por fragmentos relativamente pequenos quando comparada com a amostra de
SCGinicial, SCGsolavel € SCGinsolavel (18,8%, 7,3% e 11,8%, respetivamente). Este
resultados mostram que a extracao assistida por micro-ondas induz a quebra das ligactes

do polissacarideo (28).

3.1.1.2.  Analise através de cromatografia de exclusdo molecular
(Biogel-P2)

A amostra de SCGmw foi caracterizada por fracionamento por cromatografia de
exclusdo molecular. A Figura 3.1 representa o cromatograma obtido apds separagdo em
Biogel-P2 da amostra de galactomananas de SCGmw.
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Figura 3.1 — Cromatografia de exclusdo molecular da amostra de SCGmw. Vo- volume
morto; DP2, DP3 e DP4- volume de eluicdo de um dissacarideo, trissacarideo e
tetrassacarideo padréo, respetivamente; Vi- volume de incluséo.

Pela analise do cromatograma verifica-se que para além de fracbes de maior
tamanho, a amostra de micro-ondas continha também fracbes de tetrassacarideos,
trissacarideos, dissacarideos e até monossacarideos. Estes resultados comprovam que

esta amostra sofreu desramificagdo com o tratamento térmico assistido por micro-ondas.
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Como estes compostos (0s mais pequenos) serdo produzidos pela enzima, esta amostra
ndo permitiria avaliar a atividade da enzima imobilizada, ndo podendo ent&o ser utilizada

para testar a eficacia da imobilizacdo da enzima e nos ensaios enzimaticos.

3.1.1.3.  Precipitacdo em etanol da amostra de SCGmw €

analise por cromatografia de exclusao molecular

Para separar a fracdo de baixo peso molecular da de alto peso molecular, a amostra
SCGwmw foi submetida a precipitacdo em etanol para precipitar os fragmentos de maior
tamanho, deixando assim os fragmentos mais pequenos em solucdo, sendo possivel
retirar estes ultimos e utilizar os de maior tamanho. Desta forma poderiamos obter uma
amostra que pudesse ser usada para testar a imobilizagdo da enzima. Realizou-se entéo
uma precipitacdo em etanol de acordo com o descrito no ponto 2.1.1

O rendimento da fracdo que precipitou na solucdo de 75% de etanol (Et75) foi de
14%, enquanto na fracdo sobrenadante (EtSN) permaneceu 69% do material. A
quantidade de amostra na fracdo Et75, que contém o polissacarideo de interesse, é muito
menor do que a quantidade de polissacarideos na fracdo EtSN. Na fracdo Et75, como se
vé pela analise por cromatografia de exclusdo molecular em Biogel-P2 (Figura 3.2),
existem DPs de tamanho superior a DP4. Assim esta separacdo permite que a amostra
Et75 tenha ainda alguns DPs que sdo MOS, e como o0 objetivo com a enzima imobilizada
é produzir MOS, esta amostra ndo foi utilizada para os ensaios enzimaticos nem para

testar a imobilizacdo da enzima.
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Figura 3.2 — Cromatografia de exclusdo molecular do precipitado e do sobrenadante
obtidos depois da precipitagdo em etanol da amostra SCGmw. Vo- volume morto; DP2,
DP3 e DP4- volume de eluicdo de um dissacarideo, trissacarideo e tetrassacarideo
padréo, respetivamente; Vi- volume de incluséo.

3.1.2.Solubilizacao das galactomananas

Para que a atividade da enzima imobilizada seja avaliada é necessario que as
amostras sejam sollveis em &gua para poderem estar em contacto com a enzima
imobilizada. A amostra de GM do SCG inicial (SCGinicia) Sofreu dois processos distintos,
uma hidrélise &cida parcial e outro recorrendo a temperaturas elevadas (torra, 2h a

200°C), com o intuito de a tornar solavel.

3.1.2.1. Hidrodlise acida parcial

Para as galactomananas do SCGinicia Serem soltveis em &gua foi testada uma
hidrolise usando acido trifluoroacético (TFA) e temperatura. Foi feita uma primeira
hidroélise acida parcial (HA_1), com 50 mM de TFA, a 70°C durante 30 minutos onde se

obteve uma percentagem de amostra soltvel de 8,9%. Uma vez que com estas primeiras
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condicOes de hidrolise &cida parcial a quantidade de galactomananas que solubilizou foi
muito baixa, foi necessario testar diferentes condi¢cGes. Com as segundas condic¢Ges
testadas de hidrélise (HA _2), onde se aumentou a concentracao de TFA para 250 mM, a
percentagem de solubilizacdo das galactomananas aumentou ligeiramente para 15,4%.
Ainda assim, a percentagem de solubilizagdo continuava baixa e fizeram-se novas
condicOes de hidrélise aumentando a temperatura para 100°C e o tempo para 60 min
(HA_3) e aumentando a concentracdo do acido (2000 mM), a temperatura (120°C) e
diminuindo o tempo para 10 min (HA_4). Para as amostras HA_ 3 e HA 4, apesar de se
testarem condicdes de hidrolise mais drasticas, a percentagem de solubilizacdo das
galactomananas diminuiu (13% e 9,6%, respetivamente). Estes resultados encontram-se
na Tabela 3.2. De acordo com estes resultados pode supor-se que a hidrolise acida parcial
com maior concentracao de acido, maior temperatura e/ou durante mais tempo (HA_3 e
HA _4) pode estar a hidrolisar as ramificagdes e ndo as ligacOes da cadeia principal, uma
vez que se sabe que a desramificag¢do diminui a solubilidade dos polissacarideos (12,24).

Tabela 3.2 — Condicdes das hidrolises acidas parciais (concentracdo de acido, temperatura
e tempo) e percentagem de amostra soltvel.

Condigoes de hidrdlise
Amostra [TFA] Temperatura Tempo % amostra soluvel
(mM) (°C) (min)
HA_1 50 70 30 8,9
HA_2 250 70 30 15,4
HA_3 250 100 60 13,0
HA_4 2000 120 10 9,6
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Embora se tenham testado diferentes condic¢Ges para a hidrolise acida parcial, com
todas as condi¢des obteve-se uma percentagem de solubilizacdo das galactomananas
baixa. Para verificar a constituicdo em acUcares na amostra fez-se uma anélise de

acucares neutros e os valores obtidos encontram-se na Tabela 3.3.



Tabela 3.3 — Composicdo em acucares das amostras de galactomananas de SCGinicial, SCG
soltivel (SOL_HAL) e insoltvel (INSOL_HAZ) ap6s hidroélise &cida parcial HA 1 e amostra
de galactomananas de LBG

Composigao em aguicares (% mol)

Amostra % Acgucares totais
Ara Man Gal Glc
SCGinicial 2 85 8 4 96
SOL_HA1 6 68 25 2 100
INSOL_HA1 1 90 1 7 100
LBG 4 66 26 3 100

Pela andlise de acUcares verificou-se que todas as amostras analisadas eram
constituidas por manose, galactose, arabinose e glucose, sendo a manose o agUcar
existente em maior quantidade. A analise de aclcares da amostra de SCGinicial (85% de
manose, 8% de galactose, 2% de arabinose e 4% de glucose), quando comparada com a
andlise feita a mesma amostra por Simdes et al. (89% de manose, 7% de galactose, 2%
de arabinose e 2% de glucose), apresenta valores semelhantes de composi¢édo de agucar
(22).

Comparando a amostra de SCGinicia (85% de manose e 8% de galactose) com a
amostra SCG sollvel apés a hidrolise (SOL_HA1L), observou-se uma diminuicdo da
manose e um aumento de galactose na (68% de manose e 25% de galactose). Isto
significa que as GM que ficam solUveis sdo as mais ramificadas e na fracdo insoluvel
ficam as menos ramificadas (90% Man e 1% Gal). Para além disso a amostra insoltvel
apos a hidrolise acida (INSOL_HAL) tinha um contetdo em galactose inferior a amostra
SCGinicial (1% e 8%, respetivamente). Estes resultados sugerem que durante a hidrolise
acida parcial ocorreu desramificacdo das galactomananas da amostra SCGinicial, tendo
assim aumentado o contetdo de galactose na amostra SOL_HAI.

Como a quantidade de galactomananas que foi possivel solubilizar foi muito baixa

para o objetivo pretendido, esta metodologia ndo foi seguida.

3.1.2.2. Torra das galactomananas do residuo de cafe

Como a hidrolise acida parcial ndo permitiu obter galactomananas sollveis em

quantidade suficiente para os ensaios enzimaticos pretendidos, testou-se entdo um

43



Capitulo 3. Resultados e Discussdo

44

procedimento de torra (68), tendo-se seguido as condig¢des descritas no ponto 2.1.2.2.
Depois da amostra torrada ser solubilizada e liofilizada, foi calculada a percentagem de
amostra que ficou sollvel, tendo-se obtido 13% de galactomananas soltveis em agua.
Fez-se uma analise as ligacOes glicosidicas (Tabela 3.1) das amostras de SCGinicial,
SCGsolavel € SCGinsolavel Obtidas apds a torra.

A predominancia de ligagdes (1—4)-Man (78,3%), (1—4,6)-Man (3,8%) e manose
terminal (4,7%), assim como galactose terminal (2,1), confirma que a amostra sdo
galactomananas (22). A relacdo (1—4,6)Man/Man Totalx100% indica o grau de
ramificagdo da amostra e no caso da amostra de SCGinicial tem uma ramificacéo de 4%.
No caso da proporcdo Man Total/T-Man indica o grau de polimerizagdo das
galactomananas e apresenta um valor de 18,8%, sendo semelhante ao ja descrito na
literatura (23%) (38). A amostra apresenta arabinogalactanas, que se observam pela
presenca dos seus residuos caracteristicos, (1—3)-Gal (3,7%) e (1—3,6)-Gal (1,4%)
(38). A presenca das arabinogalactanas pode ser justificada pelas reacdes de
transglicosilacdo que ocorrem nestes compostos e que impedem que as galactomananas
sejam completamente separadas das arabinogalactanas presentes no café (72,73), ou o
préprio processo de fracionamento e purificacdo das GM néo ser cem por cento eficaz.
A amostra apresenta ainda residuos de galactose e arabinose terminais, assim como
(1—4)-Glc, carateristicas estruturais das galactomananas do café (14).

No que diz respeito a mostra de SCG soluvel e insolGvel, apos a torra a 200°C,
verifica-se que as ligagdes (1—4)-Man (68,9% e 70,9%, respetivamente), sdo as que
existem em maior quantidade, tal como na amostra SCGinicial, @ presenca de ligacoes
(1—-4,6)-Man (5,8% e 5,5%, respetivamente) e manose terminal (12,3% e 7,4%,
respetivamente), assim como galactose terminal (2,9% e 2,7%, respetivamente) também
se observam. Depois da torra, 0 SCGsoivel € 0 SCGinsolaver apresentam tambem
arabinogalactanas, observadas pela presenca de ligacdes (1—3)-Gal (2,2% e 2,9%,
respetivamente) e (1—3,6)-Gal (1,1% e 1,7%, respetivamente), assim como pelos
residuos de (1—5)-Ara (0,2% e 0,3%, respetivamente). O grau de polimerizacdo das
amostras de SCGsoiavel € de SCGinsolavel foram de 7,3% e 11,8% respetivamente, sendo
inferior ao grau de polimerizagdo da amostra de SCGinicial. EStes valores mostram que a
torra promove quebras na cadeia das galactomananas (despolimerizacao), ficando estas

mais curtas e quanto mais curtas forem as cadeias mais sollveis vao ser as GM (22).



Observou-se também que com a torra houve um aumento da T-Man, enquanto que a
(1—4)-Man diminuiu. Como a manose terminal d& uma indicacdo do tamanho do
polimero, pode inferir-se que o grau de polimerizacdo do polissacarideo diminui com a
torra (68). A abundancia relativa dos residuos de (1—4,6) -Man é geralmente utilizada
para inferir o grau de ramificagdo das galactomananas (razio (1—4,6)-Man/Man
Totalx100%). A ligacao (1—4,6)-Man aumentou na amostra SCGsoiavel € Na SCGinsolavel
relativamente ao SCGinicial (5,8%, 5,5% e 3,8%, respetivamente). Como a torra promove
a desramificacdo das galactomananas (12,24) e possivel que a despolimerizagédo permita
a formacdo de terminais redutores nas unidades de agUcares, e que as condi¢des de torra
promovam a formacdo de 1,6-anidromanose (reacdes de transglicosilacdo) (68),
aparecendo na analise por metilacdo como ramificacdes. Isto acontece porque com a
formacédo de 1,6-anidromanose o C-6 vai estar bloqueado com o anidro e o C-4 encontra-
se a estabelecer ligacdo nas cadeias de GM e ao metilar-se a amostra, nem o C-4 nem o
C-6 vao ser metilados e assim aparecem mais ligagoes (1—4,6)-Man do que as que
existem porque o C-6 estd bloqueado com o anidro.

A T-Gal é menor na amostra de SCGinicial comparando com a amostra de SCGsolavel €
de SCGinsolvel. A (1—4)-Glc aumenta com a torra pois podem ocorrem reacOes de
epimerizagdo térmica durante o processamento, promovendo a conversdo de manose em
glucose, por ser uma estrutura mais estavel, uma vez que apresenta todos 0s grupos
hidroxilo (OH) em posi¢des equatoriais na sua forma de cadeira (68,72,73).

Embora a percentagem de solubilizacdo das galactomananas por torra (13%) ndo
tivesse sido total, a quantidade de amostra obtida permitiu que fosse utilizada nos ensaios

com a B-mananase livre e imobilizada.

3.2. p-mananase

3.2.1.Imobilizacéo da p-mananase

A enzima -mananase foi imobilizada usando como tipo de imobilizacdo a ligacao

cruzada. Este tipo de imobilizacdo foi feita para se poderem produzir mano-
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oligossacarideos (MOS) e para testar a hipotese de ter a enzima imobilizada em quitina,

reticulada com a genipina.

3.2.1.1. Quantificacdo da enzima imobilizada pelo método do

acido bicinconinico

De acordo com a formula descrita na secgao de Materiais e Métodos, no ponto 2.2.1.,
e recorrendo aos valores presentes na Tabela 3.4 a percentagem de enzima imobilizada

foi determinada com recurso ao método colorimétrico do BCA.

Tabela 3.4 — Concentracdo de proteina nas aguas de lavagem e inicial, calculada a partir
da curva de calibracéo dos padrdes de BSA e percentagem de manobiose formada por
hidrélise com cada amostra

Amostras Massa de proteina (mg) | % Man;

Enzima imobilizada - 3,7

Lavagem zero 0,78 9,3

12 Lavagem 0,15 53

22 Lavagem 0,15 4,5
32 Lavagem 0,29 3

42 Lavagem 0,47 3,7
Proteina total nas lavagens 1,85 -
Proteina inicial usada 2,89 -
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A massa de proteina (enzima) foi calculada a partir da curva de calibracdo dos
padrdes de albumina de soro de bovino (BSA) usando o método colorimétrico do BCA.
Através da soma das massas de proteina nas aguas de lavagens (1,85 mg) e de proteina
inicial (2,89 mg), calculou-se a percentagem de imobilizacdo e obteve-se assim uma

percentagem de imobilizagéo de 36%.

3.2.1.2. Quantificacdo de dissacarideos formados

Para além de se quantificar a imobilizacdo da enzima pelo metodo do BCA, em

paralelo fez-se a quantificacdo de dissacarideos formados ap6s a hidrolise das



galactomananas do SCG soluvel para confirmar a imobilizagdo da enzima. Escolheu-se
o método dos dissacarideos para verificar a imobiliza¢do da f-mananase pois apesar de
se formarem outros mano-oligossacarideos para além dos dissacarideos, que apenas se
comecam a formar depois, este método € mais sensivel do que outros métodos como por
exemplo, o método do 3,5-Dinitrossalicilato (DNS). No método de DNS véem-se todos
0s terminais redutores, ndo s6 os dissacarideos, mas este requer uma maior concentracao
quer de substrato quer de enzima para que se consigam quantificar os aclcares. Os
resultados obtidos com o método de dissacarideos encontram-se na Tabela 3.4. Os
valores presentes na tabela estdo concordantes com os obtidos pelo método do BCA,
sendo a quantidade de Man, maior na “Lavagem zero” (9,3%) e diminuindo ao longo
das lavagens até a 3% Lavagem” (5,3%, 4,5% e 3,0%, respetivamente). Na “42 Lavagem”
a quantidade de Man, aumenta ligeiramente comparando com a “3? Lavagem” (3,7% e

3,0%, respetivamente).

3.2.2.Analise dos MOS formados

Foi avaliada a producdo de MOS pela enzima endo-(31—4)-D-mananase, na forma
livre e imobilizada, através da hidrdlise das galactomananas do SCG soluvel. A amostra,
depois de hidrolisada, foi fracionada por cromatografia de exclusdo molecular. Esta
analise foi complementada pela analise das amostras obtidas depois da hidrolise, por GC-
FID, numa coluna que permitiu verificar a formacdo de MOS por comparagdo com
acucares padroes.

Por forma a verificar que tipo de mano-oligossacarideos se formavam na hidrélise
com a enzima -mananase livre, a amostra de SCGsolavel fOi colocada em solugéo com a
B-mananase livre durante 6 h. Depois da hidrélise a amostra foi fracionada por
cromatografia de exclusdo molecular em Biogel-P2, com um limite de separacdo da

resina de 100-1800 Da, obtendo-se o cromatograma da Figura 3.3.
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Figura 3.3 — Cromatografia de exclusdo molecular da amostra de galactomananas de
SCG soluavel hidrolisadas durante 6 h pela p-mananase livre. Vo- volume morto; DP2,
DP3 e DP4- volume de elui¢do de um dissacarideo, trissacarideo e tetrassacarideo
padréo, respetivamente; Vi- volume de incluséo.

Pela analise do cromatograma da Figura 3.3 verifica-se que em 6 h a enzima [-
mananase livre produziu essencialmente tetrassacarideos e outros MOS de maior peso
molecular. Mas além de DP4 e DPs maiores produziu também uma pequena quantidade
de dissacarideos (DP2). Nao se verificou pela andlise que a enzima produzisse
monossacarideos.

Para verificar também que tipo de mano-oligossacarideos se formavam na hidrélise
com a f-mananase imobilizada, a amostra de SCGsoiavel fOi colocada em solugdo com a
B-mananase imobilizada, durante 24 h. Depois da hidrdlise a amostra, tal como a
produzida pela B-mananase livre, foi também fracionada por cromatografia de exclusdo

molecular em Biogel-P2, obtendo-se o cromatograma da Figura 3.4.
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Figura 3.4 - Cromatografia de exclusdo molecular da amostra de galactomananas de
SCG soluvel hidrolisadas durante 24 h pela f-mananase imobilizada. Vo- volume morto;
DP2, DP3 e DP4- volume de elui¢do de um dissacarideo, trissacarideo e tetrassacarideo
padréo, respetivamente; Vi- volume de incluséo.

De acordo com o cromatograma da Figura 3.4 verifica-se que ao fim de 24 h a -
mananase imobilizada produziu essencialmente MOS de peso molecular maior que o
DP4 e produziu também uma pequena quantidade de tetrassacarideos e dissacarideos,
nao se verificando, tal como para a f-mananase livre, a producdo de monossacarideos.

A informacdo obtida nos cromatogramas acima foi confirmada através da analise por
GC-FID, da amostra por comparacdo com padrées de mano-oligossacarideos. Os
cromatogramas dos padrdes de MOS encontram-se representados na Figura 3.5, onde se
pode ver o cromatograma dos dissacarideos Man; e Gal-Man, dos trissacarideos Mans e
Gal-Man; e do tetrassacarideo Gal-Mans.
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Figura 3.5 — Cromatogramas de GC-FID de padr6es de mano-oligossacarideos: a)
manobiose, b) galactosil-manose, ¢) manotriose, d) galactosil-manobiose e e) galactosil-

manotriose

O cromatograma da hidrolise das galactomananas pela -mananase livre encontra-se
representado na Figura 3.6, onde se verifica que a enzima na forma livre produziu o
dissacarideo manobiose (Manz) e produziu ainda o trissacarideo manotriose (Mans). Para

além do trissacarideo Mans, a enzima livre produziu ainda o trissacarideo Gal-Man;
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(galactosil-manobiose), embora esteja numa quantidade muito pequena. No entanto, na
andlise por GC-FID néo se identifica 0 DP4 que se observa na analise por exclusdo
molecular, ou seja, a fracao que se vé por exclusdo molecular e que poderia corresponder
ao DP4, podera nao ser DP4, mas sim uma gama de DPs ligeiramente superior, que nao

se observam na analise por GC-FID.
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Man, Man;

. 1 l i //

10 12 14 16 18 20 =2 24 26 8 20 2 &1 % k. 40 42
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Figura 3.6 — Cromatograma de GC-FID da formacéo de mano-oligossacarideos pela -
mananase livre

No caso da B-mananase imobilizada foi também avaliada a producdo de MOS, tal
como para a enzima livre, por GC-FID. Um dos cromatogramas obtidos encontra-se na
Figura 3.7.
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Figura 3.7 — Cromatograma de GC-FID da formacédo de mano-oligossacarideos pela -
mananase imobilizada

Pela anélise dos cromatogramas verifica-se que tal como a enzima livre, a enzima
imobilizada, forma outros MOS para além de dissacarideos. Observa-se que pela B-
mananase imobilizada formam-se também diferentes tipos de MOS: o dissacarideo
manobiose (Many) e os trissacarideos manotriose (Mans) e galactosil-manobiose (Gal-

Many), tal como na enzima livre.
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Através da hidrélise da amostra de galactomananas, quer pela enzima livre quer pela
enzima imobilizada, verifica-se que se formam poucos dissacarideos. Isto pode dever-se
as galactomananas apresentarem residuos modificados pela torra e por isso ndo serem
clivados pela B-mananase. A manose pode nao ser contigua, podendo ter havido reac6es
de transglicosilacdo (72,73). Em todo o caso, a baixa quantidade de Man, formada

permite seguir a atividade da enzima.

3.2.3.Cinética enzimatica

A determinacdo dos parametros cinéticos foi feita de acordo com o descrito na sec¢éo
de Materiais e Métodos, no ponto 2.2.4. Através da quantificacdo do dissacarideo Man;
foi possivel determinar a velocidade méxima (Vmax) € a constante de Michaelis-Menten
(Km). Estes parametros foram calculados de acordo com a equacao de Lineweaver-Burk.
Para a enzima livre foram avaliadas cinco concentracfes de substrato diferentes, mas ao
fazer os gréficos de Michaelis-Menten e de Lineweaver-Burk os dois pontos com
concentracdes mais elevadas foram retirados pois, no grafico de Lineweaver-Burk estes
pontos tinham velocidades muito proximas e a reta fugia da linearidade verificada para
as outras concentragdes. No caso da P-mananase imobilizada o ponto de menor
concentracdo também foi retirado uma vez que afastava também a reta da linearidade
observada para as restantes concentracfes. Os graficos de Michaelis-Menten e de

Lineweaver-Burk obtidos encontram-se representados na Figura 3.8.
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Figura 3.8 — Cinética da B-mananase livre: a) grafico de Michaelis-Menten e b) gréafico
de Lineawer-Burk e cinética da p-mananase imobilizada: c) grafico de Michaelis-Menten
e d) gréafico de Lineawer-Burk.
De acordo com cada equacdo da reta foi calculada a Vmax € a K para a enzima livre
e para a enzima imobilizada. Os valores obtidos para a 3-mananase livre foi de 1,893
mg/min (10,5 mmol/min) para a Vmax € 0,047 mg/mL para o Km. Para a f3-mananase
imobilizada obteve-se uma Vmax de 1,153 mg/min (6,4 mmol/min) e uma K de 1,57
mg/mL (Tabela 3.5).

Tabela 3.5 — Valores da cinética da f-mananase livre e imobilizada.

Amostra | Km (mg/mL) | Vmax (mmol/min) | Vmax (mg/min)
Enzima livre 0,047 10,5 1,89E+03
Enzima imobilizada 1,57 6,4 1,15E+03

Os valores obtidos para a enzima imobilizada, quando comparados com a enzima na
forma livre mostram que a enzima imobilizada tem um Ky, 30 vezes maior que a enzima

livre, uma vez que a imobilizagdo diminui a afinidade que esta tem para com o substrato.
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Isto deve-se ao facto de existir um grande impedimento estéreo entre o substrato e a
matriz, onde se encontra imobilizada a enzima. Quanto a Vmax esta foi apenas
ligeiramente superior a verificada para a enzima livre (1,893 mg/min) do que na enzima
imobilizada (1,15e3 mg/min). Esta reducdo da Vmax, Ou seja, da afinidade da enzima
imobilizda para o substrato pode ser causada por interagdes repulsivas causadas pelo
suporte, mudancas na estrutura da enzima durante o processo de ligacdo ao suporte ou
baixa acessibilidade do substrato ao local ativo da enzima (59). Os valores de Vmax € Km
para a enzima livre e para a enzima imobilizada foram obtidos utilizando diferentes
concentracdes de substrato e diferentes tempos de hidrolise. Para a enzima livre foram
usadas menores concentracdes de substrato e foi usado um tempo de hidrélise menor,
uma vez que seria de esperar que saturasse mais facilmente. Enquanto que para a enzima

imobilizada se usou maior concentracdo de substrato e maior tempo de hidrélise.

3.2.4.Avaliacédo da atividade da p-mananase imobilizada

atraves das galactomananas da goma de alfarroba

Por forma a avaliar e validar a imobilizagdo da enzima [3-mananase utilizou-se uma
amostra de GM provenientes de uma fonte diferente das anteriormente usadas (GM do

SCG), tendo-se utilizado para uma amostra de LBG.

3.2.4.1. Caracterizacdo da amostra de galactomananas de

goma de alfarroba

A amostra de galactomananas de goma de alfarroba (LBG) comercial foi
caracterizada por anélise de agUcares encontrando-se estes resultados na Tabela 3.3. A
manose € o residuo principal (66%), seqguido da galactose (26%), glucose (3%) e
arabinose (4%). Estes resultados sdo semelhantes aos anteriormente determinados para
a LBG por Simdes et al. (29).

Foram analisadas as ligacOes glicosidicas da galactomanana da LBG que tinha sido
anteriormente purificada com etanol 50% (LBGetso). Estes resultados encontram-se na

Tabela 3.1. Pela analise da amostra de LBG purificada verificou-se que esta tinha 50%



de residuos de manose em ligagdo (1—4), 25,6% em ligag¢ao (1—4,6) ¢ 0,9% de residuos
de manose em ligacdo terminal. A galactose em ligacdo terminal era 19,9%. A glucose
(1,4%) presente na amostra podera ser de alguma glucana que nela possa existir. A razao
Man total/(1—4,6)-Man é de 3, 0 que mostra que em média a cada 3 residuos de manose,
um € ramificada. A razdo Man Total/T-Man permite estimar o grau de polimerizacdo das
galactomananas, sendo 89,9. Tal como na analise de agUcares, também na analise de

metilacdo se obtém valores semelhantes para a LBG anteriormente testada (29).
3.2.4.2. Hidrolise das galactomananas da goma de alfarroba

Por forma a avaliar a formacdo de MOS pela f-mananase imobilizada, em GM
diferentes das GM do SCG, a amostra de GM da LBG foi hidrolisada e depois disso foi
fracionada por cromatografia de exclusdo molecular. A amostra de LBG foi hidrolisada
durante 90 min com a enzima (-mananase imobilizada e foi depois fracionada por
cromatografia de exclusdo molecular em Biogel-P2, com um limite de separacdo da

resina de 100-1800 Da, podendo ver se o cromatograma na Figura 3.9.
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Figura 3.9 — Cromatografia de exclusdo molecular da amostra de galactomananas de
LBG hidrolisadas durante 90 min pela B-mananase livre. Vo- volume morto; DP2, DP3
e DP4- volume de eluigdo de um dissacarideo, tri-sacarideo e tetrassacarideo padréo,
respetivamente; Vi- volume de incluséo.
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Pela analise do cromatograma da Figura 3.9 verificou-se que enzima imobilizada em
90 min produziu MOS de DP superior a DP4, produzindo também DP4 e DP3. Ao
contrario do que acontece para a amostra de SCG a enzima nao produz DP2 a partir das
GM da LBG. Isto pode dever-se ao facto das galactomananas da LBG serem muito mais
ramificadas do que as do SCG, e a enzima ndao consegue atuar uma vez que 0s residuos

de manose néo estéo disponiveis.

3.3. Atividade biolégica

3.3.1. Ensaios de imunoestimulacéo

De modo a avaliar o efeito imunoestimulador presente nos MOS as amostras de
galactomananas do SCG inicial (GM_1), as fracdes de DP6 a DP10 de SCG produzidos
pela enzima imobilizada (MOS_1) e pela enzima livre (MOS_2) e as fragbes de DP6 a
DP10 da LBG produzidos pela enzima imobilizada (MOS_3) foram testados.

E importante garantir que as amostras ndo tém lipopolissacarideos (LPS) para
garantir que a atividade imunoestimuladora é apenas devida as amostras e ndo é
influenciada pela presenga de LPS. Para isso foi adicionada polimixina ao meio de
cultura para que se ligasse ao LPS. Foi também realizada uma réplica sem polimixina
para cada amostra, para garantir que no caso de nao haver atividade isto ndo € devido a
presenca da polimixina. A avaliacdo da atividade imunomoduladora foi realizada
utilizando como técnica a citometria de fluxo.

Na Figura 3.10 estéo representados citogramas de fluxo que mostram a ativacao das
células B (CD19) no controlo negativo (RPMI), no controlo positivo (LPS), e numa das
amostras, com polimixina e sem polimixina. Na Figura 3.10, o quadrante 2 (Q2) indica
a percentagem de ativacao das células B. Como seria de esperar, no caso do controlo
negativo praticamente ndo houve ativacdo das células B (5,03%), ao contrario do que
acontece com o controlo positivo onde a ativacdo de células B foi de 49,9%. No caso da
amostra com polimixina verifica-se que em relagdo aos controlos praticamente ndo
houve ativacdo de células B (8,78%), e 0 mesmo se observa para a amostra sem
polimixina (8,87%)
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Figura 3.10 — Exemplo de citogramas de fluxo de ativacdo de Células B (CD19): a) controlo
negativo, b) controlo positivo, ¢) amostra com polimixina e d) amostra sem polimixina

Os resultados do efeito imunoestimulador avaliado nas amostras encontram-se na
Figura 3.11. Para cada amostra foi avaliada a ativacdo celular em trés concentracdes
diferentes (25, 50 e 75 pg/mL). Como se pode ver na Figura 3.11 as amostras testadas
ndo apresentam ativacdo de células B. Quando comparadas com o controlo negativo
(RPMI), a ativacdo das células B é praticamente a mesma. Para as réplicas testadas com
polimixina e sem polimixina o valor de ativacdo € o mesmo, logo a falta de atividade ndo
é provocada pela presenca de polimixina.

Ensaios realizados com galactomananas do café mostraram ter efeito
imunoestimulador (13). Neste trabalho, as mananas usadas eram muito acetiladas e isso
pode ser um motivo para as GM analisadas e os MOS ndo terem atividade

imunoestimuladora.
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Figura 3.11 — Efeito estimulatorio, expresso em % de células B ativadas, nas amostras de
GM_1, MOS_1, MOS_2 e MOS_3, em diferentes concentracgdes (25, 50 e 75 pg/mL), com
e sem polimixina

Foi também avaliada a citotoxicidade das amostras. A percentagem de viabilidade
celular nos controlos positivos e negativos foi em média 78% e no caso das amostras foi
em média 77%, o que indica que as amostras ndo sdo citotdxicas.

A avaliacdo de ativacdo de linfdcitos foi feita também para as células T e também
neste caso ndo se verificou ativacao de células T por parte das amostras em comparacao
com os controlos positivos e negativo.

As amostras analisadas ndo demonstraram ter atividade imunoestimuladora. Isto
pode ser justificado por serem oligossacarideos, de tamanho relativamente pequeno, e
podem ndo ter o peso molecular adequado (entre 1 e 5 kDa) necessario para terem esta
atividade bioldgica (74). Por outro lado, o facto de as amostras serem pouco acetiladas

pode também resultar na ndo ativacao dos linfocitos (13,38).

3.3.2.Ensaios prebidticos

De modo a avaliar o efeito prebidtico presente nos MOS produzidos pela enzima

imobilizada a partir das galactomananas da goma de alfarroba (DP6 a DP10), estas
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fracbes foram testadas com a estirpe de Lactobacillus casei ssp. paracasei de acordo
com o descrito no ponto 2.3.2

Na Figura 3.12 esta representado o grafico que mostra o efeito dos MOS da LBG na
bactéria testada. Nesta figura encontra-se ainda os controlos positivos (glucose e FOS) e

0 controlo negativo (meio).
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Figura 3.12 — Efeito prebiotico ao longo do tempo, da amostra de MOS da LBG, controlos
positivos e controlo negativo
Pela analise da Figura 3.12 verifica-se que a glucose e os FOS tém uma elevada
absorvancia a 650 nm ao longo do tempo, o que mostra que os controlos positivos, tal
como seria de esperar, ttm uma atividade promotora do crescimento da estirpe probidtica
de Lactobacillus casei ssp. paracasei testada. No controlo negativo ndo se verifica
praticamente crescimento da estirpe probiética testada. No caso da amostra de MOS de
LBG testada, quando comparada com os controlos, verifica-se que esta ndo apresenta
atividade promotora do crescimento probiotico da estirpe analisada. Assim, verifica-se
que esta amostra ndo apresenta atividade prebidtica para a estirpe de Lactobacillus casei

Ssp. paracasei.
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Na primeira parte deste trabalho tentou-se solubilizar a amostra de galactomananas
do residuo de café (SCG). Uma das tentativas foi por hidrolise acida parcial, no entanto,
desta forma ndo se conseguiram solubilizar as galactomananas, mas foi possivel
encontrar uma forma de as despolimerizar. A outra tentativa de solubilizacdo das GM foi
através da torra (200°C, 2h), onde foi possivel obter uma amostra sollvel a partir da
amostra inicial insoltvel.

O SCG torrado parece formar fragmentos de polissacarideos que podem ser
diretamente utilizados pela B-mananase imobilizada, uma vez que séo soluveis e
conseguem penetrar na rede de imobilizagdo podendo assim, formar MOS.

A enzima endo-(B1—4)-D-mananase foi imobilizada utilizando a quitina como
suporte e a genipina como reagente funcional, que serviu de ligacdo entre o suporte e a
enzima. Desta forma obteve-se uma percentagem de imobilizagdo da B-mananase de
36%. Para além disso foi possivel avaliar 0 mecanismo de acdo da enzima atraves da
amostra de SCG, verificando-se que se formam dissacarideos, a Many, e trissacarideos,
a Gal-Man. e a Mans. Avaliaram-se ainda o0s parametros cinéticos onde se verificou que
aenzima livre possuia um Km 0,047 mg/mL de e uma Vmax de 10,5 mmol/min. A enzima
imobilizada mostrou ter um Km 1,57 mg/mL de e uma Vmax de 6,4 mmol/min.

A enzima B-mananase imobilizada mostrou que nao forma dissacarideos a partir da
amostra de GM da LBG devido a esta ser muito ramificada.

Quanto as atividades biolégicas, todas as amostras testadas mostraram nao causar
ativacdo de células B e de células T, logo ndo apresentaram atividade
imunoestimuladora. Quanto a atividade prebiotica, para a amostra analisada, ndo foi
verificada atividade promotora de crescimento da estirpe probidtica Lactobacillus casei

Ssp. paracasei.
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Num trabalho futuro seria interessante desenvolver uma metodologia onde se
tentasse aumentar a solubilidade das galactomananas, assim como melhorar a
percentagem de imobilizagdo da B-mananase. Seria também interessante avaliar a
estabilidade da enzima imobilizada com um maior nimero de utilizacdes. Apds se
verificar a atividade da enzima imobilizada através da formacdo do DP2 (manobiose)
seria desafiante encontrar uma metodologia que permita ver a atividade ndo s pela
formacéo de dissacarideos, mas também pela formacéao de outros MOS.

Para além disso, este sistema de imobilizacdo e producdo de MOS poderia ser
aplicado a um sistema real, como por exemplo, incorporar este tipo de oligossacarideos
como ingredientes alimentares, como aditivos e enriquecedores de alguns alimentos.

Na avaliacdo da capacidade prebidtica dos MOS produzidos, seria de interesse testar
outras estirpes de Lactobacillus e outras bactérias, tal como a Bifidobacterium. Para além
disso, seria também importante testar os MOS provenientes das galactomananas do
residuo de cafe.
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