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PROPRIEDADES BIOATIVAS DE EXSUDADOS POLISSACARÍDICOS 
DE TAMBORIL (ENTEROLOBIUM CONTORSILIQUUM) E SEUS 

EFEITOS IMUNOMODULATÓRIOS 

 
 

 
RESUMO 

 
A espécie arbórea Enterolobium contortisiliquum, abundante no Brasil e popularmente 
conhecida pelo nome tamboril, exsuda através de seu tronco um polissacarídeo gomoso. O 
objetivo deste estudo foi modificar o exsudado gomoso de E. contortisiliquum, caracterizar 
físico-quimicamente, avaliar a funcionalidade, atividade imunomodulatória, toxicidade, além 
de elaborar nanoestruturas a partir deste heteropolissacarídeo acetilado. O exsudado gomoso 
foi obtido e purificado. Em seguida, este foi acetilado e carboximetilado. A caracterização 
molecular e composicional foi feita com o auxílio de espectroscopia na região do infravermelho 
com transformada de Fourier, ressonância magnética nuclear e análise de minerais. A 
caracterização da bioatividade foi feita a partir da análise da atividade antioxidante e compostos 
fenólicos. Para análise toxicológica foram realizados testes com Artemia salina e zebrafish. A 
análise do efeito imunomodulador destes polissacarídeos foi feita com ensaios in vitro da 
interação dos polissacarídeos com células da imunidade inata e quantificação de citocinas. Os 
resultados de infravermelho com transformada de Fourier e ressonância magnética nuclear 
mostram modificação química efetiva. A atividade antioxidante no material nativo está 
presente. E, combinado ao teor de fibras, indicam que a goma é atraente quando analisamos sua 
composição. Os testes toxicológicos realizados com Artemia salina e zebrafish indicam que o 
polissacarídeo nativo e modificado não é tóxico nas concentrações testadas. Ao avaliar a 
produção de citocinas pró-inflamatórias TNF-𝜶 no sobrenadante da cocultura de macrófagos e 
células dendríticas, observa-se que o polissacarídeo nativo e modificado, além de não ser tóxico, 
não induziu resposta inflamatória, e não bloqueou a ativação por lipopolissacarídeos. Quando 
a citocina anti-inflamatória IL-10 é avaliada, nota-se que não houve produção significativa. 
Todas as análises realizadas possibilitaram um melhor entendimento das características 
moleculares e propriedades bioativas do heteropolissacarídeo gomoso nativo e modificado, 
fundamentais para sua possível utilização como matriz para aditivos utilizados na indústria 
alimentícia. As nanopartículas de tamboril acetilado foram construídas com e sem resveratrol 
em seu núcleo, sugerindo uso promissor na indústria. Sendo assim, os resultados indicam que 
o polissacarídeo de tamboril é interessante e seu uso é promissor, principalmente para a 
indústria de alimentos.  
   
Palavras-chave: gomas vegetais, polissacarídeos, testes de toxicidade, imunomodulação, 
síntese de produtos. 
 
 
 
 
  



 8 

BIOACTIVE PROPERTIES OF TAMBORIL (ENTEROLOBIUM 
CONTORSILIQUUM) POLYSACCHARIDED EXSUDES AND THEIR 

IMMUNOMODULATORY EFFECTS 
 
 
 

ABSTRACT 
 
Enterolobium contortisiliquum is a tree species, abundant in Brazil and popularly known by 
the name tamboril. The trunk tree exudes a gummy polysaccharide. The aim of this study was 
to modify this gum, characterize it physicochemically, evaluate functionality, 
immunomodulatory activity, toxicity, and elaborate nanostructures from this acetylated 
heteropolysaccharide. The exudate was obtained and purified. Then, it was acetylated and 
carboxymethylated. Molecular and compositional characterization was performed with 
Fourier-transform infrared spectroscopy, nuclear magnetic resonance, and mineral analysis. 
Bioactivity characterization was made from the analysis of antioxidant activity and phenolic 
compounds. For toxicological analysis, tests were carried out with brine shrimp and zebrafish. 
The analysis of the immunomodulatory effect of these polysaccharides was performed with in 
vitro assays of the interaction of polysaccharides with innate immunity cells and cytokine 
quantification. Fourier transform infrared and nuclear magnetic resonance results show 
effective chemical modification. Antioxidant activity in native material is present. And, 
combined with the fiber content, they indicate that the gum is attractive when we analyze its 
composition. Toxicological tests performed with brine shrimp and zebrafish indicate that the 
native and modified polysaccharide is not toxic at the concentrations tested. When we evaluated 
the production of pro-inflammatory cytokines TNF-𝜶 in the supernatant of macrophage and 
dendritic cell coculture, we found that the native and modified polysaccharide are non-toxic, 
do not induce an inflammatory response, and do not block activation by LPS. When the anti-
inflammatory cytokine IL-10 was evaluated, it was noted that there was no significant 
production. All analyzes performed allowed a better understanding of the molecular 
characteristics and bioactive properties of the native and modified heteropolysaccharide, 
which are fundamental for its possible use as a matrix for additives used in the food industry. 
Acetylated tamboril nanoparticles were constructed with and without resveratrol in their core, 
suggesting promising use in industry. Furthermore, the results indicate that tamboril 
polysaccharide is interesting, and its use is promising, mainly for the food industry. 
 
Key words: immunomodulation, toxicity tests, polysaccharides, plant gums, product synthesis. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

Plantas sintetizam polímeros durante todo o seu ciclo de vida. Polímeros de ocorrência 

natural, ou biopolímeros, exibem uma grande diversidade de monômeros e estruturas 

secundárias. Os principais grupos de biopolímeros incluem proteínas, ácidos nucléicos, 

polifenóis e polissacarídeos (TORRES et al., 2019).  

Gomas são polissacarídeos hidrocolóides que não fazem parte da formação de paredes 

celulares, comumente obtidas de fontes como algas, bactérias, tubérculos e exsudados de tronco 

de árvores. As gomas de maneira geral, principalmente as exsudadas, diferem entre si na 

composição monossacarídica e na forma como as unidades monoméricas se distribuem, ou seja, 

apresentam diferenças na configuração química (PRAJAPATI et al., 2013). Gomas possuem 

ampla variedade de composição e propriedades reológicas, sendo assim, possuem 

diversificadas opções de uso (RIBEIRO et al., 2016). Alguns exemplos de gomas amplamente 

utilizadas são as gomas Guar, Carragena, Tara, Gelana, Xantana e Arábica, além de outras 

fontes menos difundidas, como as gomas de cajueiro, tamboril e angico, que apresentam 

disponibilidade em território brasileiro.  

As gomas, macromoléculas biológicas naturais, atraem muita atenção por  apresentarem 

diversas atividades biológicas (AKKERMAN et al., 2020; OGNYANOV et al., 2020), como o 

aumento da capacidade antitumoral (LIU et al., 2019; XIE et al., 2020), antibacteriana (LI; 

SHAH, 2014; XIE et al., 2012), anti-inflamatória (OVODOVA et al., 2009), antioxidante 

(YANG et al., 2021; JI et al., 2019), além de melhorar o sistema imunológico de indivíduos e 

a formação de citocinas (KIM et al., 2011; ZHANG; KIM; HUANG, 2018). Devido à baixa 

frequência de efeitos colaterais dos polissacarídeos, eles são hoje muito requisitados e 

explorados nas áreas médicas e de alimentos (YANG et al., 2021). 

Além das bioatividades intrínsecas, os polissacarídeos gomosos podem também ser 

modificados química e fisicamente para serem posteriormente utilizados como materiais 

nanoestruturados, filmes poliméricos, entre outras arquiteturas, úteis como por exemplo, para 

aplicações de entrega de medicamentos (PITOMBEIRA et al., 2015). Dentre os polímeros 

naturais, os polissacarídeos têm sido utilizados como sistemas de entrega de compostos 

bioativos para atuar no tratamento/prevenção de diferentes patologias (RIBEIRO et al., 2016). 

Os sistemas de administração de drogas nanoparticulares parecem representar uma estratégia 

viável e promissora para a indústria. Eles podem aumentar a biodisponibilidade, solubilidade e 
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permeabilidade de muitos compostos que, de outra forma, são difíceis de administrar por via 

oral (KUMARI; YADAV; YADAV, 2010).  

Diante da grande biodiversidade brasileira e do potencial de exploração sustentável dos 

polissacarídeos com possível efeito benéfico para a saúde, faz-se necessária a investigação de 

novos polissacarídeos abundantes em nosso país que, nativos ou modificados, podem ser 

utilizados na indústria de alimentos, trazendo potenciais efeitos biológicos e 

imunomoduladores.  Sendo assim, o objetivo deste trabalho é modificar o exsudado gomoso de 

E. contortisiliquum, caracterizar, avaliar a funcionalidade, atividade imunomodulatória, 

toxicidade, além de elaborar nanoestruturas a partir deste heteropolissacarídeo. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

2.1 Polissacarídeos na indústria de alimentos 

 

O Brasil possui a maior biodiversidade do planeta, além de abrigar diversas espécies de 

plantas de importância econômica mundial. Produtos da biodiversidade respondem por 31% 

das exportações brasileiras (BRASIL, 2018) e o setor de agronegócios, sozinho, responde por 

cerca de 48% do produto interno bruto brasileiro. As exportações desse setor somaram US$ 

100,81 bilhões em 2020 (BRASIL, 2021).  

A exploração sustentável de plantas é de grande interesse em virtude da colaboração 

mútua, em que ela oferta materiais para o desenvolvimento tecnológico-científico e 

concomitantemente contribui para o meio ambiente. O aproveitamento desta valiosa 

biodiversidade pode auxiliar também na contenção do desmatamento e, consequentemente nas 

mudanças climáticas. Além disso, o desenvolvimento de atividades econômicas sustentáveis 

em florestas pode fortalecer as comunidades locais e aproveitar os recursos disponíveis nas 

regiões.  

Apesar do elevado valor econômico, o acervo natural brasileiro ainda é pouco explorado, 

sendo um grande desafio para a ciência transformar essa biodiversidade em desenvolvimento 

de forma sustentável. Diversos setores da indústria exploram o potencial das substâncias que 

podem ser extraídas da natureza, sendo possíveis diversas aplicabilidades. Os polissacarídeos 

são exemplos de moléculas que podem ser extraídas da flora, e são extremamente interessantes 

e amplamente utilizados (CUNHA; PAULA; FEITOSA, 2009).  

Os polissacarídeos naturais são sintetizados para cumprir diferentes funções, como 

armazenamento de energia nas plantas e suporte estrutural de células vegetais. Além disso, 

podem ser explorados como espessantes, estabilizantes, agentes gelificantes formando a matriz 

intracelular e contendo vários íons. Alguns destes usos mencionados, têm importância 

comercial, como na indústria alimentícia (TORRES et al., 2019). Esses polissacarídeos 

possuem uma grande variedade de composições e propriedades reológicas que não podem ser 

facilmente imitadas por polímeros sintéticos. Essas propriedades podem ser uma vantagem para 

várias aplicações, por exemplo, para preparação de soluções com alto conteúdo em sólidos e 

baixa viscosidade, bem como baixo custo, baixo risco de efeitos colaterais, biocompatibilidade, 

processamento ecológico e disponibilidade local (RIBEIRO et al., 2016). Polímeros de 
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carboidratos, exsudados de plantas ou polissacarídeos de forma geral podem ser utilizados 

como carreadores na distribuição de compostos bioativos (JOSEPH et al., 2014), entre outras 

utilidades.    

O Código de Regulamentos Federais (CFR) é uma codificação das regras gerais e 

permanentes publicadas no Registro Federal dos Estados Unidos.  O título 21 do CFR é 

reservado para regras da Food and Drug Administration (FDA), e traz os aditivos alimentares 

permitidos para adição direta em alimentos para consumo humano, como gomas, bases para 

goma de mascar e substâncias relacionadas. Algumas das gomas listadas são a 

arabinogalactana, arábica e gomas naturais de origem vegetal (FDA, 2019).  

Alguns polissacarídeos, modificados ou não, podem ser utilizados como emulsionantes, 

moléculas semelhantes a detergentes, que são incorporadas na maioria dos alimentos 

processados para melhorar a textura e estabilidade. Um exemplo é a carboximetilcelulose 

(CMC), amplamente utilizada na indústria de alimentos. Esta, no entanto, pode trazer sérios 

prejuízos à saúde. Há relatos de que 100 µL de CMC 2% podem promover crescimento 

excessivo de bactérias patogênicas e inflamação do intestino delgado, observados em modelo 

de camundongos geneticamente susceptíveis (SWIDSINSKI et al., 2009). Outro estudo 

evidencia que a ingestão de CMC via água potável (1,0% p/v) aumenta os níveis de flagelina e 

lipopolissacarídeo (LPS) pró-inflamatório, que se correlacionam com uma mudança na 

composição de microbiota e inflamação intestinal. Tais alterações podem levar ao 

desenvolvimento de colite, induzir inflamação de baixo grau e síndrome metabólica em 

camundongos geneticamente susceptíveis (CHASSAING et al., 2015).  

Em estudo de Viennois et al. (2016) foi evidenciado que a CMC e o polisorbato-80, 

outro agente emulsionante dietético muito utilizado, induzem inflamação intestinal de baixo 

grau associada à síndrome metabólica, ambos presentes em muitos casos de câncer colorretal. 

Ocorreram também prejuízos no controle e metabolismo da glicose, associado ao aumento do 

consumo de alimentos, alteração da composição da microbiota intestinal, levando a um 

ambiente intestinal pró-inflamatório.  

Existem, no entanto, outros polissacarídeos ainda pouco estudados que podem ser 

aplicados na indústria de alimentos, substituindo os que são comumente utilizados, com 

propriedades tecnológicas semelhantes, mas que não implicam em prejuízos à saúde, podendo 

ainda trazer benefícios à mesma. Essas fontes polissacarídicas naturais, ainda negligenciadas, 

têm utilização limitada no processamento de alimentos, muito em detrimento de apresentarem 

coloração indesejada, intervalo de viscosidade de pico estreito e características físico-químicas 

que conferem baixa tolerância às operações unitárias características do setor. Além disso, 
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alguns formam uma pasta fraca e coesiva quando aquecidos e géis indesejáveis quando 

arrefecidos ou durante o armazenamento devido à retrogradação e precipitação (SHARMA et 

al., 2015). No entanto, modificações físicas, químicas ou métodos enzimáticos podem melhorar 

propriedades funcionais desses polissacarídeos nativos (DEKA; SIT, 2016) e viabilizarem o 

seu uso.  

 

 

2.2 Modificações químicas em polissacarídeos  

 

A modificação química de polissacarídeos refere-se à modificação de sua estrutura por 

meios químicos para obter derivados de polissacarídeos com maior ou inovadora atividade 

biológica (XIAO et al., 2017). A alteração estrutural das gomas não só minimiza algumas 

desvantagens, mas também permite a sua utilização para fins específicos (RANA et al., 2011). 

A modificação de polissacarídeos pode ser realizada para obtenção de novos materiais, 

ou mesmo para funcionalização de gomas. Estas podem ser modificadas tanto por reações 

químicas, quanto por interações físicas (SILVA et al., 2004; MOURA et al., 2011). A 

modificação química pode alterar as características dos polissacarídeos, tornando-os, por 

exemplo, hidrofóbicos (CUNHA; GANDINI, 2010). Os polissacarídeos naturais podem ser 

modificados usando substâncias químicas, o que lhes confere uma aplicação mais ampla 

(BEJENARIU et al., 2009).  

Métodos comuns para a entrega direcionada de drogas ao cólon estão associados à 

modificação química dos polímeros (VANDAMME et al., 2002). A maioria dos polissacarídeos 

é de natureza hidrofílica, levando à liberação precoce do medicamento antes de chegar aos 

locais-alvo (ZHANG; WARDWELL; BADER, 2013). Tanto a indústria farmacêutica, quanto 

a indústria de alimentos trabalham no desenvolvimento de materiais, como os sistemas 

poliméricos, que podem ser utilizados em sistemas de entrega (PAULA et al., 2012; YANG et 

al., 2015). Em estudo realizado por Silva et al. (2021), nanopartículas de polissacarídeo de goma 

de caju com polipropilenoglicol foram desenvolvidas e otimizadas para serem utilizadas como 

carreadores de diclofenaco de sódio. Foi evidenciado que as nanopartículas do polissacarídeo 

agregado a outro composto formaram um material eficaz para o carregamento/ liberação 

controlada de fármacos com estruturas semelhantes ao diclofenaco de sódio.  

As características físico-químicas e sensoriais de gomas, como teor de fibras, viscosidade, 

consistência e resistência, conferem atributos que as tornam atrativas para a indústria. Estes 

atributos, no entanto, podem se tornar fatores limitantes para diferentes aplicações que 
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requerem menor solubilidade em água e hidrofobicidade (RIBEIRO et al., 2015). A 

succinilação do amido de fonio, uma variante do painço, por exemplo, gerou propriedades 

funcionais melhoradas, incluindo aumento do poder de intumescimento e maior capacidade de 

absorção de óleo (ARUEYA; OYEWALE, 2015).  

As diversas estratégias de modificações químicas são reguladas por instituições federais 

internacionais que estabelecem limites de modificação química em amido, substância que mais 

se assemelha aos compostos estudados neste estudo. Grupamentos acetilo em alimentos com 

amido modificado não podem ser superiores a 2,5% (CFR, 2019).  

A carboximetilação (Figura 1) refere-se à substituição do grupo hidroxil pelo grupo 

carboximetil nos resíduos dos polissacarídeos. Quando comparada aos demais métodos de 

modificação estrutural de polissacarídeos, é amplamente utilizada devido às vantagens do 

processo de preparo relativamente simples, e de baixo custo dos reagentes e não toxicidade dos 

produtos (LIU; HU et al., 2017; LIU et al., 2017a; LIU et al., 2017b; LIU et al., 2017c, XIE et 

al., 2019). Polissacarídeos carboximetilados são seguros em sistemas biológicos. Eles têm sido 

utilizados em aplicações alimentícias, farmacêuticas, cosméticas e em muitas outras indústrias. 

Atualmente, a hemicelulose e a carboximetil hemicelulose têm recebido considerável atenção 

de pesquisadores em termos de aplicações de materiais, como filmes, revestimentos, hidrogéis, 

ligantes e biopolímeros funcionais. Isso, em função das propriedades reológicas que o polímero 

assume após a carboximetilação (GENG et al., 2020).  

 

 
Figura 1. Esquema representando a carboximetilação de goma de cajueiro (Fonte: Silva et al., 
2004). 

 

Os métodos de preparação do polissacarídeo modificado com carboximetil incluem 

principalmente método aquoso e o método com solvente. A técnica com utilização de solventes 
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possui algumas vantagens, como ocorrência de reação mais uniforme, aquecimento rápido e 

transferência de massa, além de poucas reações secundárias (XIE et al., 2019). Como o método 

proposto no presente trabalho, utilizando reagentes comuns e em etapas relativamente simples 

e aplicáveis. 

A acetilação é outro método de modificação química (Figura 2). É comumente usado e 

modifica principalmente a estrutura de cadeia ramificada do polissacarídeo. Reações de 

substituição nucleofílica podem ocorrer nos grupos hidroxila ativos e polissacarídeos 

correspondentes podem ser gerados sob condições apropriadas. Diversos estudos evidenciam 

que a acetilação pode aumentar a atividade biológica, incluindo a atividade imunomodulatória 

de polissacarídeos. Pode também desempenhar papel importante na atividade antitumoral de 

polissacarídeos (XIE et al., 2020). As propriedades do polissacarídeo podem ser alteradas já 

que os grupos acetil podem modificar a orientação e a ordem lateral das moléculas de 

polissacarídeos, mudando o arranjo espacial das cadeias de açúcar e alterando sua atividade 

(LILLO; MATSUHIRO, 1997).  

 

 
Figura 2. Reação de esterificação da modificação de polissacarídeo por acetilação (Fonte: Xie 

et al., 2020).  

 

O método anidrido-piridina é um método de modificação de acetilação comumente 

realizado em polissacarídeos. A primeira etapa consiste em dissolver o polissacarídeo em um 

solvente orgânico, como formamida, metanol ou DMSO. A etapa seguinte visa completar a 

reação adicionando um reagente de acetilação (ácido acético ou anidrido acético). A adição de 

catalisadores como a piridina pode acelerar a reação e melhorar o grau de substituição de 

acetilação, o que geralmente ocorre em hidroxila de oxigênio e amino nitrogênio (YUAN et al., 

2005). 
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2.3 Polissacarídeos de tamboril 

 

O tamboril (Enterolobium contortisiliquum) é uma árvore abundante no território 

brasileiro, principalmente nas regiões Centro-Oeste (no Mato Grosso do Sul) e Sul (Rio Grande 

do Sul), mas também ocorre em Estados como Maranhão, Piauí e Pará. É uma espécie arbórea 

com até 20 metros de altura. A planta é muito indicada para reflorestamento de áreas degradadas 

de preservação permanente em plantios mistos, principalmente por seu rápido crescimento 

inicial (ARAÚJO; PAIVA-SOBRINHO, 2011). A planta, apesar de ainda pouco explorada, já 

apresenta algumas propriedades interessantes. Já se sabe que o óleo essencial de sua semente 

apresenta atividade antibacteriana contra algumas bactérias gram-positivas e negativas. Tal 

efeito acontece graças à presença de duas substâncias chamadas carvona e estragol (SHAHAT 

et al., 2008).  

 

contortisilliquum  

 

 

 

 

 

Figura 3. Imagem do exsudado gomoso produzido no tronco de E. contortisilliquum (Fonte: 
própria). 

 

A goma de tamboril (Figura 3) por sua vez é fruto da exsudação das células contidas no 

tronco da árvore podendo ocorrer espontaneamente ou através de incisões. No estágio inicial 

da exsudação, o material tem aparência de um líquido viscoso que posteriormente sofre 

desidratação tornando-se nódulos rígidos (BELESKI–CARNEIRO; GANTER; 

REICHER,1999). 

Estudo realizado por Oliveira et al. (2001) evidencia que a goma de E. contortisilliquum 

é majoritariamente composta por galactose, arabinose, ácido glucurônico e ramnose. Este é um 

polissacarídeo que, em solução aquosa a 1% e 25 °C, tem uma viscosidade absoluta de 21,5 

mPa.s, considerada média quando comparado com outros polissacarídeos ramificados de 

exsudados e baixa quando comparado com outras gomas industriais.  Além disso, a goma forma 

géis termorreversíveis estáveis.  
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2.4 Propriedades biológicas dos polissacarídeos e seus efeitos imunomodulatórios 
 

Monossacarídeos podem se interligar em vários pontos e formar cadeias com variadas 

características estruturais, configuração, tipos de ligações glicosídicas, composição, sequência 

de monossacarídeos e peso molecular. Estas características podem determinar atividades 

biológicas complexas, com diversas funções, sendo muito pesquisado e utilizado no 

desenvolvimento de medicamentos naturais e produtos para a saúde (MZOUGHI; MAJDOUB, 

2021). 

Há um interesse crescente na atividade biológica de polissacarídeos naturais. Os estudos 

envolvendo esses materiais tornaram-se possíveis a partir do desenvolvimento científico de 

métodos de isolamento, purificação e caracterização concomitantes com a criação de testes in 

vitro, bastante simples, para efeitos especialmente no sistema imunológico (MZOUGHI; 

MAJDOUB, 2021).  Um exemplo de polissacarídeo amplamente explorado é o da maca 

(Lepidium meyenii). A maca é uma planta utilizada como alimento tradicional e comercializada 

como produto funcional. A planta apresenta efeitos benéficos à saúde relacionados às diferentes 

características da estrutura. A atividade antifadiga, aumento da atividade sexual, fertilidade e 

prevenção da hiperplasia da próstata já são conhecidos. Estas atividades bioativas têm sido 

atribuídas à presença de alguns componentes, como alcalóides, flavonóides e polissacarídeos 

(LI et al., 2018). Ademais, os polissacarídeos da maca mostraram também efeito 

imunomodulatório (ZHANG et al., 2017). Além da maca, outros polissacarídeos isolados, como 

o de cogumelos (macrofungos), leveduras, algas, líquens e plantas são utilizados atualmente 

como imunomoduladores (DEVI; MAITI, 2016). 

Polissacarídeos, como alfa e beta-glucanas, estão presentes em elevadas quantidades na 

parede celular de fungos. A α-glucana da parede celular de Paracoccidioides brasiliensis, por 

exemplo, atua na diferenciação e maturação in vitro de células dendríticas geradas a partir de 

monócitos humanos, o que pode afetar sua capacidade de produção de citocinas inflamatórias, 

levando a uma resposta mediada por células T que poderia influenciar a suscetibilidade aos 

fungos (FERNANDES et al., 2015). Supõe-se que, quando os monócitos migram para o local 

da infecção, eles interagem com componentes da parede celular do fungo, especialmente α-

glucanas, e sofrem uma diferenciação inadequada (SOUZA, 2019). 

As fibras, polissacarídeos não digeríveis, também podem apresentar importante efeito 

biológico. Estudo recente mostrou que a ingestão insuficiente de fibra dietética pode resultar 

em várias doenças. Para se beneficiar dos efeitos positivos da fibra para a saúde, adultos devem 
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consumir 25–29 g dessa por dia (REYNOLDS et al., 2019). De forma simplificada, as fibras 

podem ser solúveis ou insolúveis. Estas captam pouca água, são pouco fermentáveis e formam 

misturas de baixa viscosidade. Já as fibras solúveis são viscosas ou facilmente fermentáveis no 

cólon (CUKIER; MAGNONI; ALVAREZ, 2005). 

Em estudo realizado com frutos de pomelo foram encontradas fibras com efeitos 

biológicos. As principais composições monossacarídicas encontradas nesses polissacarídeos do 

fruto foram ramnose, arabinose, galactose e glicose. As fibras apresentaram capacidade de 

eliminar radicais 2,2'-difenil-1-picrilhidrazil livres e reduzir cátions férricos. Além disso, 

apresentam capacidade de retenção de água, retenção de óleo e dilatação das fibras, que 

retardam a difusão da glicose, inibem a α-amilase e influenciam a formação de micelas de 

colesterol. Vale salientar que todos os tipos de fibra diminuíram o conteúdo de colesterol total 

de camundongos hiperglicêmicos e promoveram alterações na microbiota intestinal (LIU et al., 

2021). 

 

 

2.5 Nanoestruturas 
 

Nanopartículas (NPs) são partículas com dimensão na escala nanométrica que 

apresentam propriedades diferentes das encontradas no seu material fora da nanoescala 

(BONADIO et al., 2020). As NPs podem ser carreadoras de biomoléculas e, neste contexto, 

podem melhorar a biodisponibilidade, aumentar a solubilidade do núcleo, permitindo que 

matrizes hidrofílicas sejam mais solúveis em matrizes hidrofóbicas, por exemplo, e facilitar a 

liberação controlada (CHANG; CHEN, 2005), permitindo que a liberação do material do núcleo 

ocorra lentamente com o tempo, ou a partir da ocorrência de um evento específico (RISCH, 

1995). A liberação controlada ajuda a promover uma assimilação mais efetiva, com absorção 

no local do trato gastrointestinal desejado, diminuindo perda de compostos durante o trajeto. 

Outros objetivos da encapsulação de componentes de alimentos são reduzir as interações do 

núcleo com fatores ambientais, retardando alterações que podem resultar em perda de aroma, 

alteração de cor ou perda de nutrientes; separar componentes reativos ou incompatíveis; reduzir 

a taxa de migração do material do núcleo para o ambiente externo (por exemplo, por 

evaporação, que é muito rápida no caso de compostos de sabor não encapsulados); evitar 

reações prematuras de um substrato; mascarar compostos de sabor indesejável e melhor 

incorporação em sistemas secos (DEPYPERE et al., 2003). 
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NPs poliméricas, lipossomas, nanoemulsões e microemulsões são partículas sintéticas 

nanoestruturadas que podem ser utilizadas em alimentos. A encapsulação, na indústria de 

alimentos, é um processo no qual uma ou mais substâncias (que constituem o núcleo) são 

revestidas por uma cápsula comestível. As NPs poliméricas podem ser classificadas como 

nanocápsulas ou nanoesferas (Figura 4) dependendo do método de preparação. A nanocápsula 

possui uma cavidade onde determinada molécula desejada está inserida. Ela é estruturada no 

modelo casca-núcleo (core-shell) (TANG et al., 2016). Pode-se encapsular compostos de sabor, 

pigmentos, acidulantes, nutrientes, enzimas, conservantes, entre outras substâncias (KAREL; 

LANGER, 1988). As cápsulas podem ser classificadas por tamanho em três categorias: macro 

(>5000 µm), micro (0,2-5000 µm) e nanocápsulas (< 0,2 µm) (AZEREDO, 2005). Já as 

nanoesferas possuem estrutura um pouco diferente, não apresentando cavidade. Nessas, a 

matriz polimérica encontra-se uniformemente dispersa e a molécula de interesse distribuída ao 

longo de toda a matriz, podendo ser gradativamente liberada à medida em que a partícula é 

degradada (CRUCHO; BARROS, 2017).  

 

Figura 4. Esquematização dos tipos de NPs poliméricas (Fonte: Lammari et al., 2020).  

 

 

2.6 Resveratrol 
 

Diversas substâncias podem ser encapsuladas com variadas finalidades. Algumas 

biomoléculas, como o resveratrol, podem manter melhor ação antioxidante com uma membrana 

protetora contra fatores externos oxidantes.  

Resveratrol é um polifenol encontrado em muitas frutas e plantas, incluindo vinho tinto, 

uvas, bagas e amendoim (KEYLOR; MATSUURA; STEPHENSON, 2015). Membros da 

família do estilbeno, fitoquímicos com peso molecular de 200 a 300 g/ mol (ROUPE et al., 
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2006), têm um esqueleto básico C6-C2-C6 e consistem em dois grupos fenilo ligados por uma 

ligação dupla de eteno. O estilbeno mais bem conhecido e estudado é o trans-resveratrol (Figura 

5) (TSAI; HO; CHEN, 2017). 

 

 
Figura 5. Fórmula estrutural do trans-resveratrol (Fonte: Tsai; Ho; Chen, 2017). 

 

O resveratrol exerce efeitos positivos no corpo humano (CATALGOL et al., 2012), 

como a proteção do coração em relação a fatores endógenos, como inflamação, dislipidemia e 

disfunção endotelial. Estudos recentes têm evidenciado também efeito protetor no miocardio 

contra fatores exógenos, como medicamentos ou lipopolisacarídeos de endotoxina (HAO; 

LANG; CHEN, 2013). Além disso, o polifenol em questão demonstra efeito na redução do risco 

de outras doenças metabólicas, como diabetes e obesidade (PRICE et al., 2012; TIMMERS et 

al., 2011). Outros estudos evidenciam que o consumo de resveratrol em altas doses foi 

correlacionado com aumento da longevidade e prevenção do câncer em animais (LIU et al., 

2007). 

O resveratrol pode melhorar a composição da microbiota intestinal induzida por dieta 

rica em lipídeos. Estudos indicam que ocorre uma diminuição na abundância de Enterococcus 

faecalis e aumento de Lactobacillus e Bifidobacterium (SUNG et al., 2017; ETXEBERRIA et 

al., 2015). Em estudo que alimentou camundongos com resveratrol foi encontrado que o 

transplante da microbiota dos camundongos tratados com o polifenol em questão para 

camundongos alimentados com dieta hiperlipídica diminuiu o ganho de peso e aumentou a 

sensibilidade à insulina. Além disso, a microbiota do grupo tratado foi capaz de modular o 

metabolismo lipídico, estimular o desenvolvimento de adipócitos beges no tecido adiposo 

branco, reduzir a inflamação e melhorar a função da barreira intestinal (PAN et al., 2019). 

Resveratrol possui propriedades na regulação de respostas inflamatórias e imunes, além 

de atividade antioxidante. O composto é absorvido rapidamente e metabolizado em vários 

derivados. No entanto, a baixa solubilidade em água, baixa estabilidade frente à oxidação e a 

baixa biodisponibilidade do resveratrol limitam suas aplicações clínicas (YANING et al., 

2017). Estudos indicam que quase 80% do composto é metabolizado no trato gastrointestinal e 
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na microbiota depois de ingerido (WALLE et al., 2004; FRANCIOSO et al., 2014). Sendo 

assim, há uma necessidade de novas alternativas que melhorem a estabilidade e 

biodisponibilidade oral do resveratrol no trato gastrointestinal. 

 
 

3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo geral 
 

Modificar o exsudado gomoso de E. contortisiliquum, caracterizar, avaliar a 

funcionalidade, atividade imunomodulatória, toxicidade, além de elaborar nanoestruturas a 

partir deste heteropolissacarídeo acetilado.  

 

3.2 Objetivos específicos 

 

- Modificar e caracterizar o heteropolissacarídeo de E. contortisiliquum; 

- avaliar a composição centesimal e mineral do polissacarídeo nativo; 

- determinar a funcionalidade, levando-se em consideração a atividade antioxidante e teor de 

fibras do polissacarídeo nativo, carboximetilado e acetilado;  

- verificar toxicidade do polissacarídeo nativo e modificado; 

- avaliar a atividade imunomodulatória em células dendríticas derivadas da medula óssea e 

macrófagos;  

- produzir e caracterizar matrizes nanoestruturadas a partir do polissacarídeo acetilado de 

tamboril; 

- imobilizar resveratrol em nanoestruturas;  

- analisar estabilidade e morfologia de nanoestruturas.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Material 
 

Todos os reagentes utilizados no presente estudo apresentaram grau analítico.  

 

 

4.2  Obtenção e purificação dos polissacarídeos de exsudados gomosos de E. 

contortisiliquum 
 

Amostras de goma bruta foram coletadas do tronco de árvores identificadas (no 67879), 

com exsicatas depositadas no herbário da Universidade Federal de Goiás. A goma foi retirada 

a uma altura de 0,5 a 2,5 metros entre os meses de agosto a novembro de 2018, meses de 

estiagem que levam à produção de exsudado mais expressiva devido ao estresse hídrico que as 

plantas são submetidas e que favorece a exsudação. Grumos secos, foram pesados e transferidos 

para um béquer. Neste foram adicionados solução de hidróxido de potássio KOH 1% (m/v), 

mantendo-se uma proporção de 3:1 (v/m) de H2O/goma e 1% de KOH. O sistema foi mantido 

sob agitação por 8 horas. Após efetiva solubilização, a mistura foi filtrada em tecido fino de 

algodão para retirar impurezas e grumos pequenos que não se solubilizaram, tratando-se 

provavelmente de compostos fenólicos complexados aos polissacarídeos. O resultante da 

filtração foi neutralizado (pH 7,0) com ácido acético P.A., e este material neutralizado foi 

submetido à diálise em membrana com cut off de 14 kDa por 36 horas em água. O polissacarídeo 

de tamboril nativo (TN) dialisado foi então submetido ao processo de liofilização, conforme 

Simas-Tosin et al. (2010) com adaptações e armazenados secos em tubos tipo Falcon.  

 

 

4.3 Análises físico-químicas da goma de tamboril  

 

4.3.1 Análise de umidade 
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O teor de umidade foi determinado utilizando estufa a 105 ºC segundo método 44-16 da 

AACC (AACC, 2000). Os teores percentuais de umidade foram obtidos através da equação a 

seguir: 

 

%	𝑈𝑚𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 = 100 −	 ("#$"%)	(	#))
"*

                                                                             (1) 

 

Onde:   

P1: peso do cadinho de porcelana contendo a amostra após secagem na estufa; 

P2: peso do cadinho de porcelana; 

Pa: peso da amostra. 

 

4.3.2 Análise de cinzas 

O resíduo mineral foi determinado utilizando mufla a 550 ºC segundo método 01-08 

da AACC (AACC, 2000). Os teores percentuais de cinzas foram obtidos através da equação: 

 

%	𝐶𝑖𝑛𝑧𝑎𝑠 = 	 ("#$"%)(	#))		
"*

                                                                                                    

(2) 

 

Onde:  

P1: peso do cadinho contendo a amostra após incineração; 

P2: peso do cadinho de porcelana; 

Pa: peso da amostra. 

 

4.3.3 Análise de proteínas  

O teor de nitrogênio foi estimado pelo método micro Kjeldhal e convertido em proteína 

utilizando fator 6,25, segundo método 46-10 da AACC (AACC, 2000). Os teores percentuais 

de proteína foram obtidos através das equações: 

 

%	𝑁𝑖𝑡𝑟𝑜𝑔ê𝑛𝑖𝑜 = (+#$+%)	(	,-	(	.	(	/
"

	𝑥	100	                                                                (3)  

 

%	𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 = %	𝑛𝑖𝑡𝑟𝑜𝑔ê𝑛𝑖𝑜	𝑥	𝐹𝑐𝑝                     (4)

  

Onde: 
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V1: volume da solução de ácido sulfúrico utilizada na titulação da amostra (mL); 

V2: volume da solução de ácido sulfúrico utilizada na titulação do branco (mL); 

Fc: fator de correção do ácido sulfúrico 0,02 mol/L; 

Fcp: fator de conversão do nitrogênio em proteína; 

N: concentração da solução de ácido sulfúrico; 

M: massa molar do nitrogênio (14,007); 

P: peso da amostra (mg). 

 

4.3.4 Análise de lipídios  

O teor de lipídios foi determinado pelo método 30-25 da AACC com extração em 

aparelho de Soxhlet (AACC, 2000). Os teores percentuais de lipídio foram obtidos através da 

equação a seguir: 

 

%	𝐿𝑖𝑝í𝑑𝑖𝑜 = (.$0)
"

	𝑥	100                        (5) 

 

Onde:  

N: peso do (reboiler + resíduo) – peso (reboiler);           (6) 

B: peso do reboiler do branco após extração – peso reboiler;         (7) 

P: massa da amostra inicial. 

 

4.3.5 Determinação de fibra alimentar total 

Os teores de fibra alimentar total foram determinados pelo método enzimático-

gravimétrico de acordo com o método 960-52 da AOAC (AOAC, 1997). O teor de fibra foi 

determinado a partir da equação a seguir: 

 

%	𝐹𝑖𝑏𝑟𝑎 = 12$"2$32$02
/

	𝑥	100            (8) 

 

Onde:  

Rm: média do resíduo da fibra alimentar total da amostra; 

Pm: média de proteína do resíduo total; 

Cm: média de cinzas do resíduo total; 

Bm: branco da fibra; 

M: média do peso das amostras. 
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4.3.6 Determinação de carboidratos 

O teor de carboidrato foi determinado por diferença dos demais constituintes em base 

seca, segundo Instituto Adolfo Lutz (2008): 

 

 

Carboidratos = 100 – (% proteína - % lipídios - % cinzas)            (9) 

 

4.3.7 Determinação do pH  

O pH foi medido usando um potenciômetro equipado com uma combinação de 

eletrodo de vidro e uma sonda de temperatura (ANESE, SOVRANO, 2006). A amostra foi 

dispersa com água destilada e agitada com agitador magnético. O pH da amostra foi medido 

com as partículas uniformemente suspensas. 

 

 

4.4 Modificação química dos polissacarídeos 
 

4.4.1 Carboximetilação dos polissacarídeos 

A carboximetilação dos polissacarídeos foi realizada através da mistura de 1 g da 

amostra purificada em água destilada até completa dispersão (0,5 em 0,5 mL a cada 30 

minutos). Após 12 h foi adicionado à solução 1,87 mL de NaOH 10 M por 10 minutos. Em 

seguida, 1,05 g de ácido monocloroacético P.A. foi adicionado. A mistura foi aquecida a 65 ºC, 

durante 3 horas. O sistema foi neutralizado com HCl 1 M e dialisado contra água destilada para 

eliminação dos reagentes restantes e sais formados (72 horas). Na sequência foi realizada 

liofilização da goma do tamboril carboximetilada (TC) (SILVA et al., 2004). 

 

4.4.2 Determinação do grau de substituição da carboximetilação 

O grau de substituição foi determinado pelo método de García-Tejeda, Salinas-Moreno, 

Martínez-Bustos (2015) com modificações. As amostras de 0,01 g do polissacarídeo 

carboximetilado foram dissolvidas em 5 mL de DMSO. Em seguida, foram adicionadas três 

gotas de fenolftaleína e realizada a titulação com NaOH 0,001 M. O experimento foi realizado 

em duplicata. 

O grau de substituição foi calculado conforme a equação: 
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DS = ),#5)	6	(7	6	8)/:
#$[),#)#	6!	#	$% ]

                                           (10) 

 

onde, A é o volume de NaOH (mL) utilizado na titulação, N representa a normalidade 

da solução de NaOH e W é o peso da amostra (g) utilizada. O peso molecular da arabinose (150 

g/mol), monossacarídeo majoritário no polissacarídeo (DI-MEDEIROS, 2018) e o peso do 

anidrido acético (101 g/mol) são representados na Eq. (10). Foram feitas três repetições para 

cada análise e o valor médio foi informado.  

 

 

4.4.3 Acetilação dos polissacarídeos 

Dois gramas do polissacarídeo nativo foram solubilizados em 25 mL de água destilada 

e 0,4 mL de NaOH 0,5 M e agitados por duas horas. Em seguida, foram adicionados 60 mL de 

N,N-dimetilformamida P.A., permanecendo a solução sob agitação “overnight” à 60 °C. Após 

o período de agitação, 40 mL de piridina P.A. foram adicionados e agitados por 30 minutos sem 

aquecimento. Na sequência, 100 mL de anidrido acético P.A. foram adicionados à solução e 

novamente a mistura foi submetida à agitação por 24 horas. A solução foi precipitada em meio 

aquoso (500 mL de água destilada gelada e em banho de gelo) e, na sequência, centrifugada a 

10 oC; 11.000 rpm por 10 min. O material foi submetido à sucessivas lavagens, até completa 

eliminação da piridina.  Na sequência foi realizada liofilização do tamboril acetilado (TA) 

(PITOMBEIRA et al., 2015).  

 

4.4.4 Determinação do grau de substituição da acetilação 

O grau de substituição foi determinado pelo método de García-Tejeda, Salinas-Moreno 

e Martínez-Bustos (2015) com modificações. As amostras de 0,01 g do polissacarídeo acetilado 

foram dissolvidas em 5 mL de DMSO. Em seguida, foram adicionadas três gotas de 

fenolftaleína e realizada a titulação com NaOH 0,1 M. O experimento foi realizado em 

duplicata. 

O grau de substituição foi calculado conforme a equação 10. 

 

 

4.5 Caracterização molecular e composicional do polissacarídeo nativo e 

modificado 
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4.5.1 Espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) 

As frações do polissacarídeo nativo e posteriormente modificados, foram caracterizadas 

através de análises na região do infravermelho em espectrômetro (resolução 4 cm-1; no intervalo 

do número de onda de 400 a 4000 cm-1; 16 varreduras). As pastilhas de análise foram feitas 

utilizando KBr de grau espectroscópico a seco (SECHI; MARQUES, 2017). 

 

4.5.2 Ressonância magnética nuclear (HR-MAS) 

Os experimentos de Ressonância Magnética Nuclear (RMN)  de 13C de cada 

polissacarídeo nativo, acetilado e carboximetilado, foram realizados em um espectrômetro de 

500 MHz para a frequência do hidrogênio, equipado com sonda HR-MAS de 4 mm, com 

gradiente de campo na direção z. O material pulverizado (35 mg) foi acondicionado em um 

rotor de zircônio de 50 μL e 25 µL de DMSOd6  com 0,5% de TMS como padrão interno, o 

material polissacarídico foi mantido em contato com o solvente para um intumescimento 

efetivo, por 24 horas antes da análise. Os espectros foram adquiridos com giro de 5 kHz no 

ângulo mágico usando sequência de pulso zgpg (linguagem Bruker) com número de varreduras 

(5.600), pulso (P1 = 12.6 s) e janela espectral de 31.250 Hz. 

 

4.5.3 Análise de minerais   

 A digestão das amostras nativas foi realizada utilizando ácido nítrico P.A. e ácido 

perclórico P.A. na proporção de 2:1, sob aquecimento e marcha analítica, até completa digestão 

da amostra, conforme Malavolta, Vitti e Oliveira (1997). A detecção e quantificação dos 

minerais cálcio, magnésio, cobre, ferro, zinco, manganês e cromo foram determinadas por 

espectrometria de absorção atômica de chama, método direto de chama ar-acetileno. Já a análise 

de potássio e sódio foi determinada por espectrometria de emissão atômica de chama 

(MALAVOLTA et al., 1997). As análises foram realizadas em triplicata. 

 

 

4.6 Caracterização funcional dos polissacarídeos modificados e nativo 

 

4.6.1 Atividade antioxidante dos polissacarídeos nativo e modificados 

Os extratos foram preparados com amostras de polissacarídeos liofilizados. Para a 

obtenção do extrato, foi utilizada a razão de 1:10 e 1:5 (mg/ mL) de polissacarídeo nativo e 

água destilada. Para obtenção dos extratos das amostras modificadas, foi utilizada a razão de 
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1:10 e 1:5 (mg/ mL) de polissacarídeo acetilado/carboximetilado e DMSO. As análises foram 

realizadas em triplicata. 

 

4.6.2 Compostos fenólicos  

Os compostos fenólicos foram determinados seguindo metodologia de Zielinski e 

Kozlowska (2000) por espectrofotometria em que a leitura foi realizada no comprimento de 

onda de 700 nm, utilizando como reagente colorimétrico a solução de Folin-Ciocalteau. Foram 

realizadas quantificações nos extratos obtidos através do estabelecimento da curva padrão de 

ácido gálico. Os resultados foram expressos em miligramas de equivalente de ácido gálico 

(EAG) por 100 gramas de amostra.  

 

4.6.3 Atividade antioxidante por FRAP 

A atividade antioxidante, pelo método de redução do ferro (FRAP - Ferric Reducing 

Antioxidant Power), foi realizada seguindo metodologia proposta por Rufino et al. (2006). 

Foram realizadas leituras do produto colorido (complexo tri-piridil-triazine ferroso) à 595 nm, 

em espectrofotômetro. Os resultados foram expressos em μmol de FeSO4/ g de massa fresca. 

   

4.6.4 Atividade antioxidante por ABTS+ 

No método de ABTS+, foi seguida a metodologia de Rufino et al. (2007), onde a 

absorbância foi medida em espectrofotômetro no comprimento de onda de 734 nm, após 6 

minutos da adição da amostra. Os resultados foram expressos em μmol de Trolox/ g de massa 

fresca.  

 

 

4.7 Preparo das soluções estoque para testes de toxicidade  

 

 A solução estoque foi elaborada a partir de 1 mg do polissacarídeo dissolvido em 60 

µL de DMSO e 940 µL de água destilada (Figura 6). Deste foram retiradas alíquotas para 

composição das diferentes concentrações, conforme Tabela 1. 
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Figura 6. Esquema da solução estoque preparada. 
 

 
Tabela 1. Volumes utilizados para elaboração das diluições. 

Concentrações Volume da solução estoque Volume de água destilada 

Solução a 0,3 µL/ mL (S3) 90 µL 210 µL 

solução a 0,5 µL/ mL (S5) 150 µL 150 µL 

Solução a 0,8 µL/ mL (S8) 240 µL 60 µL 

 

 

 

4.8 Teste toxicológico com Artemia salina 

 

O ensaio de toxicidade aguda foi realizado segundo o procedimento descrito por Meyer 

et al. (1982) e OECD 202 (2004) com adaptações. Os cistos de Artemia salina foram obtidos 

comercialmente e eclodidos em solução salina com 3,5% de sal marinho em água destilada à 

temperatura de 27 oC, sob aeração constante, na presença de luz. Para cada 100 mL de solução 

salina foram usados 0,15 g de cistos para eclosão.  

100 µL de cada grupo de amostras (TN, TA e TC) com concentrações de 0,8, 0,5 e 0,3 

µL/ mL foram transferidas para tubos. A cada um destes tubos foi adicionada solução salina até 

completar 1 mL, conforme Figura 7. Larvas de Artemia salina (10 unidades por tubo) foram 

adicionadas e após 12, 24, 36 e 48 h de contato, as sobreviventes foram contadas.  

Foram usados dois controles, sendo um apenas com solução salina e outro com DMSO 

na concentração máxima utilizada no experimento (0,14µL/ mL). Tal concentração máxima de 

DMSO foi definida a partir de experimento prévio realizado para determinar a concentração de 

DMSO tolerada pelas Artemias salinas. Os testes foram realizados em triplicata. 
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Figura 7. Esquema de elaboração da solução para teste com Artemia salina. 
 

 

4.9 Teste de citotoxicidade por zebrafish (Danio rerio) 
 

4.9.1 Origem e manutenção do zebrafish 

Os zebrafish adultos da linhagem AB selvagem foram obtidos e reproduzidos no 

Biotério do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública (IPTSP) da Universidade Federal 

de Goiás (UFG), Goiânia - Goiás. Sendo o estudo realizado em parceria com o mesmo. Os 

animais foram mantidos em tanques de policarbonato (11,5 cm x 34,5 cm x 15,5 cm) com 

recirculação de água (3 L), sob condições controladas de temperatura (27 ± 1 oC), pH (7,0 ± 

0,5), oxigênio dissolvido (> 80%) e fotoperíodo (ciclo de luz/escuridão de 14/10h), como 

recomendado pela Organização para Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD, 

2013) e Dammski et al. (2011).  Os animais foram alimentados diariamente (4 vezes ao dia) 

com ração comercial e náuplios de Artemia salina ad libitum. 

 

4.9.2 Teste de toxicidade embrio-larval com zebrafish  

O teste de toxicidade embrio-larval com zebrafish (ZET) foi realizado de acordo com o 

Guia OCDE 236 (OECD, 2013), Lammer et al. (2009) e Pereira et al. (2019). Após a indução 

da reprodução em tanques de reprodução usando machos e fêmeas na proporção de 2:1, os 

embriões foram transferidos para uma placa de Petri e lavados com água reconstituída (ISO, 

1996). Os embriões viáveis (até 4 h pós-fertilização - hpf; estágio de 4 a 128 células) foram 
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selecionados usando o estereomicroscópio de acordo com Kimmel et al. (1995) e Lammer et 

al. (2009) (Taxa de viabilidade > 90%). 

Para os bioensaios, os embriões viáveis foram expostos às concentrações de 0,8, 0,5 e 

0,3 µL/ mL goma de tamboril (TN, TA e TC), conforme ilustração apresentada na Figura 8, em 

microplacas de 24 poços (1 embrião/ poço; 1 mL/ poço). O grupo controle negativo foi exposto 

à água reconstituída (ISO, 1996), o grupo controle positivo foi exposto à 3,4-dicloroanilina 3,0 

mg/ L conforme recomendado por Lammer et al. (2009) e o grupo controle do solvente exposto 

a DMSO 0,72%. A exposição foi realizada em triplicata (10 embriões por grupo; totalizando 

30 embriões por condição experimental) em condição estática (sem renovação da solução de 

exposição) durante 96 h, com controle de fotoperíodo (ciclo de luz/escuridão de 14/10 h) e 

temperatura (28 ± 1 oC). Para a validação do teste, foi considerada uma taxa de sobrevivência 

do controle negativo > 90% (ISO, 1996; 2007; OECD, 2013; LAMMER et al., 2009).  

 

 
Figura 8. Esquema de elaboração da solução para teste de toxicidade embrio-larval com 
zebrafish. 
 

 

4.9.3 Respostas de biomarcadores 

Durante o período de exposição, os embriões foram analisados diariamente (24, 48, 72 

e 96 h) usando um estereomicroscópio associado com a câmera e software. Uma bateria de 

biomarcadores foi analisada, como mortalidade e taxa de eclosão (24 - 96 h), frequência de 

contração espontânea (SCF) (24 h), batimento cardíaco (48 h) e frequência de alterações 

morfológicas (24 - 96 h). 

Os endpoints de mortalidade foram: ausência de batimentos cardíacos, coagulação e não 

destacamento da cauda (LAMMER et al., 2009). A taxa de mortalidade (%) foi determinada 

usando a seguinte equação: taxa de mortalidade (%) = (número de embriões mortos / número 
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total de embriões) x 100. A taxa de eclosão (%) foi calculada através da seguinte equação: taxa 

de eclosão (%) = (número de embriões eclodidos / número total de embriões) x 100. 

 

4.9.4 Neurotoxicidade e cardiotoxicidade 

A neurotoxicidade foi determinada através da frequência de contração espontânea (SCF) 

(n/ min) após 24 h de exposição de acordo com Babic et al. (2017). O SCF foi indicado como 

ponto final subletal adequado para a potencial neurotoxicidade de substâncias (WEICHERT et 

al., 2017; KRZYKWA et al., 2019). A cardiotoxicidade foi determinada por meio da taxa de 

batimentos cardíacos por minuto (bpm) após 48 h de exposição (BABIC et al., 2017), 

principalmente devido ao movimento reduzido e à transparência dos embriões. 

Resumidamente, para análise de ambos os parâmetros, o embrião foi colocado em uma lâmina 

de vidro em uma gota do meio onde estava exposto e imediatamente posicionado 

horizontalmente por meio de uma pipeta de transferência descartável. Cada embrião foi 

analisado durante 60 s (n = 30 embriões por grupo experimental) usando um estereomicroscópio 

acoplado com a câmera e software.   

 

 
4.10 Análise do efeito imunomodulador dos polissacarídeos  

 

Estas análises foram realizadas no Laboratório de Imunologia Aplicada do Instituto de 

Ciências Biológicas da Universidade de Brasília (UnB), Brasília - DF. Sendo o estudo realizado 

em parceria com a mesma. 

 

4.10.1 Diferenciação de células precursoras da medula óssea em células dendríticas e 

macrófagos (BMDC e BMDM) 

A diferenciação das células tronco hematopoiéticas murinas para geração das BMDM e 

BMDC foi realizada segundo protocolo de Lutz et al. (1999). Camundongos C57BL/6 entre 8 

e 10 semanas de idade sofreram eutanásia em câmara fechada de CO2. A tíbia e fíbula foram 

retiradas e transferidas para eppendorf com meio de crescimento RPMI-1640. Em seguida, 

adicionadas a um recipiente contendo etanol 70%. Depois, foram transferidas novamente para 

um recipiente contendo RPMI-1640 a fim de se retirar o excesso de álcool. A lavagem da tíbia 

e fíbula foi realizada com Cell strainer BD® e RPMI-1640. Após a lavagem, o material foi 

centrifugado a 300 xg durante 5 minutos a 4 °C, o sobrenadante descartado e 1 mL de solução 
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de lise de hemácias adicionado.  O meio RPMI-1640 foi adicionado até completar 10 mL, e 

centrifugado novamente a 300 x g durante 5 minutos a 4 °C. Após a lise, o material foi 

ressuspenso em RPMI-1640 e realizada a contagem de células utilizando o contador automático 

de células. Após a contagem, foi realizada a diferenciação. Para isso foram adicionadas 2 x 106 

células em 10 mL de meio composto por RPMI-1640 com gentamicina suplementado com 10% 

de soro fetal bovino, além de 20 ng/ mL do fator estimulador de colônias de macrófagos e 

granulócitos e 50 μM de β-mercaptoetanol. 48 horas depois foram adicionados 10 mL de meio 

para diferenciação composto por RPMI-1640 com gentamicina suplementado com 10% de soro 

fetal bovino, além de 20 ng/ mL do fator estimulador de colônias de macrófagos e granulócitos, 

50 μM de β-mercaptoetanol. No sexto dia de procedimento, uma alíquota de 10 mL por placa 

de petri foi retirada e centrifugada a 300 x g, por 5 min a 4 °C, sendo o sobrenadante descartado 

e o pellet formado resuspenso em 10 mL de meio para diferenciação composto por RPMI-1640 

com gentamicina suplementado com 10% de soro fetal bovino, além de 20 ng/ mL do fator 

estimulador de colônias de macrófagos e granulócitos GM-CSF, 50 μM de β-mercaptoetanol. 

No dia seguinte o sobrenadante foi coletado e 5 mL de meio RPMI foram adicionados na placa 

para recolher resquícios de células dendríticas. Para desaderir os macrófagos, 3 mL da solução 

TrypLE foram adicionadas. As placas foram deixadas em estufa a 37 °C, 5% de CO2 por 25 

minutos e depois centrifugadas a 300 x g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado 

e o pellet de células dendríticas ressuspenso em 10 mL de meio RPMI. Foi realizada então a 

contagem das células em contador automático. Para a separação dos macrófagos, 5 mL de meio 

RPMI-1640 foram adicionados à solução de TrypLE, que foi transferida para um falcon com 5 

mL de RPMI-1640 e depois centrifugada a 300 x g por 5 minutos a 4 °C para concentrar os 

macrófagos. O sobrenadante foi descartado e o pellet de macrófagos ressuspenso em 10 mL de 

meio RPMI-1640. As células foram então contadas em contador automático. 

Todos os procedimentos utilizando os animais foram aprovados pelo comitê de ética da 

Universidade de Brasília (UnBDoc no 66729/2016).  

 

4.10.2 Ensaios in vitro da interação dos polissacarídeos com células da imunidade inata  

Foi realizado cultivo de células da imunidade inata, macrófagos (M1) e células 

dendríticas (DC), diferenciadas a partir da medula óssea de camundongos adultos da linhagem 

C57/BL6. Ao final do processo de diferenciação, as células foram separadas e ajustadas para a 

concentração de uso. As DC foram estimuladas com os polissacarídeos após a separação dos 

macrófagos, e os M1 permaneceram por 24 horas em estufa a 37 ºC, com injeção de 5% de 

CO2, para que pudessem aderir à placa antes de receberem o estímulo. 
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1	animal	~	10	placas	de	diferenciação 

1	placa	 → 5x10=	células 

 

Os grupos experimentais foram estabelecidos da seguinte forma: 

- M1/DC 

- M1/DC + polissacarídeos (TN, TA, TC) (100 µg/ mL) 

- M1/DC + polissacarídeos (TN, TA, TC) (50 µg/ mL) 

- M1/DC + polissacarídeos (TN, TA, TC) (25 µg/ mL) 

- M1/DC + LPS 

- M1/DC + polissacarídeos (TN, TA, TC) (100 µg/ mL) + LPS 

- M1/DC + polissacarídeos (TN, TA, TC) (50 µg/ mL) + LPS 

- M1/DC + polissacarídeos (TN, TA, TC) (25 µg/ mL) + LPS 

 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. O cultivo foi realizado em placa 

de 96 poços contendo 1x105 células, com volume final de 100 µL/ poço. O LPS (0,5 µL/ mL) 

foi utilizado na solução estoque a 1 mg/ mL.  

As amostras TN foram diluídas em água destilada estéril. Já as amostras TA e TC foram 

diluídas em mistura de água destilada estéril e DMSO na concentração de 1 H20:10 DMSO. As 

amostras foram aquecidas em banho maria (37 ºC). Como as amostras não são estéreis, foram 

filtradas em filtro de seringa de 0,22 µm e ressuspendidas em solução tampão fosfato.  

As concentrações foram ajustadas para uma concentração de 2,5 mg/ mL, obtendo-se as 

diluições a partir desse estoque. 

 

C1. v1 = C2. v2             (11) 

 

2,5	>?
>@
. v1 = #))	A?

>@
. 100	µL           (12) 

 

v1 = 4	µL/	poço           (13) 

 

Depois dos polissacarídeos interagirem com as células por 24 horas em estufa à 37 ºC, 

com injeção de 5% CO2, as placas foram centrifugadas em rotação de 300 x g à 4 ºC por 5 



 41 

minutos. Em seguida, o sobrenadante foi coletado para dosagem de citocinas e armazenado em 

freezer a -20 ºC.  

Todo o processo de diferenciação das BMDC e BMDM e interação dos polissacarídeos 

com células da imunidade inata pode ser observado na Figura 9.  

 

 
Figura 9. Esquema do ensaio de interação in vitro. 
 

 

4.10.3 Dosagem de citocinas por ELISA 

Os sobrenadantes obtidos a partir do ensaio de interação entre os M1 ou DC in vitro 

foram utilizados para a dosagem de TNF-α e IL-10, a partir da técnica de ELISA do tipo 

sanduíche. Foi utilizado o kit comercial Invitrogem® para dosagem de TNF-α e o kit comercial 

BD Biosciences para dosagem de IL-10. Todos os reagentes necessários para o procedimento 

estavam contidos nos kits. Após a reação, as placas foram analisadas no espectrofotômetro de 

placa, no comprimento de onda de 450 nm. O princípio do teste se baseia na geração de cor a 

partir da quebra de substrato por uma enzima acoplada indiretamente à citocina presente, como 

demonstrado na Figura 10. Logo, quanto maior a concentração desta citocina na amostra, mais 

intensa a coloração gerada na etapa de revelação.  
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Figura 10. Representação gráfica do Elisa sanduíche. 
 

 

 

4.11 Produção de nanomateriais 
 

4.11.1 Síntese dos sistemas nanoestruturados 

As NPs foram produzidas utilizando evaporação solvente-emulsificação conforme De 

Andrades et al. (2021), com modificações. Uma solução de TA (2 mg) solubilizado em acetona 

(2 mL) foi gotejada em 10 mL de fase aquosa (água destilada contendo 11,7 mg de Tween 80) 

em um dispersor do tipo ultraturrax. Após completa adição da fase orgânica, a mistura foi 

agitada a 18.000 rpm por 15 minutos para formação da emulsão estável. A mistura contendo as 

NPs foi submetida ao speedvacuum por 30 minutos para que ocorresse a evaporação do solvente 

orgânico e a nanoemulsão resultasse em suspensão de NPs.  

 

4.11.2 Imobilização de bioativos nas matrizes nanoestruturadas  

As NPs contendo resveratrol foram produzidas utilizando evaporação solvente-

emulsificação conforme De Andrades et al. (2021), com modificações, segundo o mesmo 

protocolo descrito em 4.11.1, adicionando-se resveratrol (1 mg) no momento em que a acetona 

(2 mL) foi solubilizada. 

 

4.11.3 Caracterização das NPs por potencial zeta e raio hidrodinâmico 

O tamanho de partícula e o potencial zeta foram determinados em equipamento de 

espalhamento de luz. O raio hidrodinâmico foi medido por espalhamento dinâmico de luz 

(DLS), utilizando laser de 633 nm com um ângulo de dispersão fixo de 173o. As análises foram 
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realizadas considerando o índice de refração das amostras como sendo 1,33. O tamanho de 

partição foi obtido considerando-se a partícula como esférica (DIAS et al., 2016).  

 

4.11.4 Avaliação morfológica das NPs por microscopia eletrônica de varredura 

 A morfologia das NPs com e sem núcleo foi realizada em microscópio eletrônico de 

varredura (MEV). A análise morfológica foi realizada no Laboratório Multiusuário de 

Microscopia de Alta Resolução (LabMic). Para a análise de MEV as NPs foram diluídas na 

proporção de 1:10, voltagem de aceleração de 15 kV, ampliação de 10.000x e 20.000x. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 

 

5.1 Síntese e caracterização dos polissacarídeos de E. contortisiliquum 

 
 

O polissacarídeo de tamboril foi obtido e purificado (Figuras 12 e 13), a partir do 

exsudado coletado (Figura 11). Este polissacarídeo foi modificado quimicamente através de 

acetilação e carboximetilação, e em seguida caracterizado quimicamente, através de 

espectroscopia na região do infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e Ressonância 

Magnética Nuclear (RMN) de 13C em dimetilsulfóxido deuterado (DMSOd6). Além da 

determinação de compostos fenólicos e antioxidantes in vitro.  

 

 
Figura 11. Exsudado de tamboril in natura coletado. 
 

 
Figura 12. Processo de purificação das gomas de tamboril (membrana de diálise 14 KDa). 
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Figura 13. Polissacarídeos de tamboril purificado e seco. 
 

 

5.1.1 Polissacarídeo purificado nativo 

O espectro de FTIR dos polissacarídeos nativos (Figura 14) apresenta bandas 

características deste tipo de material em 3410 cm-1, referente à deformação axial dos grupos 

OH presentes nos polissacarídeos; banda em 2941 cm-1 associada à deformação axial da ligação 

C-H de grupos CH3 dos resíduos de ramnose (SILVA et al., 2021; SILVA et al., 2020); banda 

em 1630 cm-1 relativa ao estiramento da ligação C=O em COO- dos ácidos urônicos (SILVA et 

al., 2019), as bandas na região de 1400 – 1300 cm-1 são relativas à deformação angular de 

grupamentos CH2. Além disso, observa-se bandas em torno de 1049 cm-1, relativas ao 

estiramento da ligação C-O-C característico da ligação glicosídica em polissacáridos. A região 

de 950-700 cm-1 conhecida como “fingerprint” ou região anomérica é relativa às deformações 

axiais dos grupos COH, CCH e OCH. As bandas anoméricas são perceptíveis e absorvidas na 

região do infravermelho em função das transformações configuracionais e conformacionais, 

características de moléculas de carboidratos (SILVA et al., 2021, LIMA et al., 2018).  
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Figura 14. Espectro de FTIR dos polissacarídeos de tamboril nativo. 
 

 Os dados espectroscópicos de 13C da goma de TN (Figura 15) permitem observar a 

região anomérica cujos deslocamentos químicos são característicos de arabinose (picos em 

108,62 cm-1 e 107,62 cm-1), terminal não redutor de ramnose (pico em 102,71 cm-1) e os sinais 

anoméricos da galactose (picos em 101,11 cm-1 e 100,11 cm-1), além do sinal característico de 

carbonila em 171,62 cm-1 (DI-MEDEIROS, 2018), referente aos ácidos urônicos (OLIVEIRA 

et al., 2001).  

Com a técnica de FT-IR foi possível elucidar características gerais de polissacarídeo, 

como a presença de hidroxilas, funções orgânicas, além de grupos específicos presentes nos 

polissacarídeos de tamboril, como os resíduos de ramnose e ácidos urônicos, que têm a presença 

confirmada no espectro de ressonância.  
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Figura 15. Espectro de RMN HR-MAS de 13C dos polissacarídeos de tamboril nativo.  
  

 

5.1.2 Polissacarídeos carboximetilados 

As reações de carboximetilação podem ser observadas através dos espectros de FTIR 

para o biopolímero modificado, que revelam surgimento de pico em torno de 1730 cm-1 no 

espectro da goma carboximetilada (Figura 16), características da vibração de estiramento C=O 

do ácido carboxílico, como do ácido carboximetílico, por exemplo. Diferentemente, os ácidos 

carboxílicos ligados diretamente ao anel piranosídico têm frequência ν (1600 – 1650 cm-1), 

característica de estiramento simétrico de COO- de ácidos urônicos. Estas foram as únicas 

observadas no espectro dos polissacarídeos nativos (RIBEIRO et al., 2020). Além disso, houve 

o surgimento de pico em 2852 cm-1, característico de ligações carbono-hidrogênio pertencente 

ao CH2 alfa carbonílico da unidade de carboximetil. Comparativamente com o espectro de FTIR 

dos polissacarídeos nativos, também pode-se observar uma banda menos alargada na região de 

3432 cm-1, que indica uma diminuição de estiramentos OH.  

Trabalhos de investigação a respeito de modificações químicas em polissacarídeos, 

revelam através de deconvoluções matemáticas em componentes Lorentzianas, das bandas 

largas na região de (3000 - 3500 cm-1), vibrações de grupamentos hidroxila livres e envolvidos 

em ligações de hidrogênio intra e intermoleculares. O estreitamento dessa banda após a 

modificação química reflete tanto a diminuição de hidroxilas livres em detrimento do aumento 

da hidrofobicidade do sistema, quanto a diminuição da população de espécies OH que sofreram 
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a carboximetilação e também a diminuição de ligações de hidrogênio (ZAJĄC et al., 2015) 

(Figura 17).  

 

 
Figura 16. Espectro de FTIR dos polissacarídeos de tamboril carboximetilado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Representação das ligações de hidrogênio intra e intermolecular. 
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No espectro de 13C dos polissacarídeos carboximetilados (Figura 18) pode ser notada 

intensificação dos picos na região de 60-63 ppm (CH2) em função da inserção de grupos 

químicos dessa natureza, e sinal mais intenso na região de 172 ppm. A modificação inseriu 

grupamentos carbonila, mas não introduziu funções orgânicas diferentes das pré-existentes 

mantendo o padrão espectroscópico da molécula. A partir da carboximetilação a espécie 

ilustrada na Figura 13 tornou-se bastante abundante. Sendo que o sódio presente na estrutura 

representa um contra-íon que neutraliza a molécula.  

 

 

 

 
Figura 18. Espectro de RMN HR-MAS de 13C dos polissacarídeos de tamboril 
carboximetilado.  
 

Os resultados do FTIR e do 13C RMN confirmam que a reação de carboximetilação foi 

bem-sucedida. A determinação do grau de carboximetilação foi realizada através de titulometria 

em que para a titulação da amostra 1 foram utilizados 0,0101 g dos polissacarídeos 

carboximetilados. Foi necessário 3,0 mL de NaOH para titular a solução. Já para a amostra 2, 

foram utilizados 0,0101 g dos polissacarídeos e foram necessários 2,6 mL de NaOH. O grau de 

substituição foi determinado pela equação 10 e evidenciou que a média do DS dos 
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polissacarídeos carboximetilados foi de 0,04 nas amostras 1 e 2. Em estudo realizado por 

Konduri e Fatehi (2016) onde foi produzido xilano carboximetilado, o DS mais alto foi 0,21.  

Caso maior substituição seja desejada, pode-se aumentar a concentração de hidróxido 

de sódio. No entanto, nestes casos, a eficiência da reação pode ser diminuída (GENG et al., 

2020). Outro estudo avaliou o grau de substituição de polissacarídeo extraído do licor residual 

da polpa de eucalipto carboximetilado, sendo que foram encontrados valores que variaram de 

0,98 a 1,47, dependendo das condições que cada amostra foi exposta. O autor destaca a 

importância de diferentes fatores no grau de substituição de polissacarídeos, como a proporção 

entre polissacarídeo, NaOH e agente eterificante (CHEN et al., 2021b). Além disso, o alto grau 

de ramificação dos polissacarídeos gomosos, como o de tamboril, e sua baixa solubilidade em 

meios aquosos e capacidade gelificante são responsáveis pelo baixo grau de carboximetilação, 

quando comparado à homopolissacarídeos mais lineares.  

 

5.1.3 Polissacarídeos acetilado 

O espectro de FTIR dos polissacarídeos do E. contortisiliquum acetilado (Figura 19) foi 

caracterizado pelo aumento da banda na região de 1255 cm-1, referente à ligação C-O, e em 

1703 cm-1, referente à ligação C=O. Além disso, o tratamento de acetilação mudou 

notavelmente o perfil das bandas em torno de 1033 cm-1, relativas ao estiramento vibracional 

de C-O-C inerentes à ligação glicosídica característica dos polissacáridos. Pode-se observar 

também uma banda menos alargada na região de 3424 cm-1, que indica uma menor população 

de espécies OH, em função destas terem sofrido acetilação, diminuição de ligações de 

hidrogênio e aumento de hidrofobicidade, como discutido no item 5.1.2. 
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Figura 19. Espectro de FTIR dos polissacarídeos de tamboril acetilado. 
 

A elucidação da estrutura da goma acetilada (Figura 20) pela RMN evidencia aumento 

na intensidade na região de 169 ppm devido a grupos carbonila e na região de 20 ppm devido 

a grupos metil de acetato, confirmando a formação de acetato hidrofóbico na goma. Os 

resultados do FTIR e do 13C RMN confirmam que a reação de acetilação foi bem-sucedida. 
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Figura 20. Espectro de RMN HR-MAS de 13C dos polissacarídeos de tamboril acetilado.  
 

Para realização da determinação do grau de acetilação, por técnica titulométrica, foram 

utilizados 0,0101 g dos polissacarídeos acetilados. Foi necessário 0,1 mL de NaOH para titular 

a solução. Já para a amostra 2, foram utilizados 0,0099 g do polissacarídeo e foram necessários 

0,08 mL de NaOH. O DS afeta diretamente as propriedades físico-químicas e a bioatividade 

dos polissacarídeos. A determinação do grau de substituição evidenciou que o dos 

polissacarídeos acetilados foi de 0,15 ± 0,03. Em estudo realizado com polissacarídeo de 

Millettia speciosa Champ foi encontrado que o valor do DS é proporcional aos grupos acetil 

(HUANG; ZONG; LOU, 2022). O baixo DS dos polissacarídeos é positivo, uma vez que os 

órgãos internacionais, como o CFR,  estabelecem que grupamentos acetilo em alimentos com 

polissacarídeo modificado não podem ser superiores a 2,5% (CFR, 2019). Além de apresentar 

um baixo grau de substituição, obtivemos um polissacarídeo mais hidrofóbico, tornando-se 

pouco hidrossolúvel e mais solúvel em DMSO, o que amplia o leque de utilidades na indústria 

de alimentos, como nos sistemas de entrega de fármacos ao cólon com baixa solubilidade em 

água.  
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5.2 Caracterização funcional dos polissacarídeos nativos e modificados 
 

5.2.1 Análises físico-químicas da goma de tamboril 

As propriedades físico-químicas de goma de tamboril (Tabela 2), calculadas em base 

seca, evidenciam um produto com discreta quantidade de proteína e lipídeos, mas rico em 

carboidratos, apresentando elevado teor de polissacarídeos com característica de carboidrato 

complexo. Esses dados mostram que o processo de obtenção e purificação dos polissacarídeos 

a partir da matriz gomosa, comumente composta por proteínas, ácidos graxos e compostos 

fenólicos, foi bem-sucedida. A pureza dos polissacarídeos representa uma vantagem muito 

grande para a aplicação desse tipo de material com fins alimentícios e ou farmacêuticos e até 

mesmo cosméticos, uma vez que essa classe de moléculas não apresenta elevada 

imunogenecidade quando comparada a conteúdos proteicos. Além disso, o elevado teor de 

polissacarídeos pode ser responsável por uma série de propriedades benéficas, como aqueles já 

explorados na Plantago, planta muito conhecida na medicina tradicional chinesa. Diversos 

potenciais biológicos de extratos de espécies de Plantago foram relatados por estudos 

farmacológicos recentes, compreendendo efeitos imunomoduladores, antioxidantes, 

hipolipidêmicos e hipoglicêmicos, função intestinal, atividades anticâncer, antiinflamatórias e 

anti-complementares (MZOUGHI; MAJDOUB, 2021).  

Outro estudo evidencia que os polissacarídeos purificados de P. depressa apresentam 

atividade antioxidante e efeitos imunomoduladores avaliados por meio do índice de 

proliferação de esplenócitos e produção de NO e TNF-α a partir de macrófago (ZHAO et al., 

2014). Estudiosos confirmaram também que os carboidratos de Psyllium apresentam atividade 

antidiabética, sendo uma possível ferramenta no tratamento de níveis elevados de diabetes, 

diminuição das concentrações de colesterol sérico para homens com diabetes tipo 2 e 

concentrações de glicose pós-prandial (MADGULKAR; RAO; WARRIER, 2015). As fibras 

dietéticas, um tipo de carboidrato muito presente na goma purificada de tamboril, são 

indigeríveis no trato gastrointestinal humano (KHOR et al., 2017). Estas influenciam a 

atividade de enzimas intestinais, o crescimento das bactérias intestinais e a capacidade de 

produzir ácidos graxos de cadeia curta após a fermentação no intestino grosso, melhorando o 

ambiente de replicação de bactérias probióticas (WANG; SUN; CAO; WANG, 2010).  

A Organização Mundial da Saúde (OMS) e a Organização das Nações Unidas para a 

Alimentação e Agricultura (FAO) recomendam um consumo diário de fibra maior que 25 g 



 54 

como estratégia para prevenir doenças não transmissíveis (WHO, 2003). No entanto, na Europa 

e nos Estados Unidos, a ingestão está cerca de um terço abaixo do nível recomendado. Isso 

acontece devido ao empobrecimento relativo de fibra em nossas dietas ocidentalizadas e 

altamente processadas dos dias modernos (BARBER et al., 2020). Sendo assim, a adição de um 

produto rico em fibras em uma matriz alimentar, seja para aumentar a quantidade de fibras, ou 

para carrear um nutracêutico, pode melhorar a qualidade nutricional de produtos da indústria 

de alimentos.  

 

Tabela 2. Propriedades físico-químicas de goma de tamboril nativa, calculados em base seca. 
Parâmetros Polissacarídeos de tamboril 

Umidade (%) 12,34 

Cinzas (%) 6,24 

Proteínas (%) 0,44 

Lipídios (%) 0,02 

Carboidratos (%) 93,30 

Fibra alimentar total (%) 78,67 

pH 6,25 

 

A dieta pobre em fibras pode resultar em várias doenças em adultos. Quando ingeridas 

em quantidades adequadas, as fibras podem gerar efeitos positivos para a saúde (REYNOLDS 

et al., 2019). Estudos sugerem que as fibras de alguns polissacarídeos são capazes de sorver 

metais pesados, como chumbo e cádmio (BORYCKA, 2012). As fibras, de forma generalizada, 

auxiliam na saciedade, diminuem o risco de obesidade, melhoram o controle glicêmico e níveis 

de colesterol (TRUMBO et al., 2002). Em estudo realizado com polpa de beterraba, uma fonte 

de fibra fermentável, foi evidenciado que esta estabilizou os níveis de glicose e insulina no 

sangue (ZONDERLAND et al., 2004).  

Além disso, determinadas fibras de polissacarídeos podem inibir a atividade da α-

amilase e maltidase no trato digestivo e atrasar a digestão e absorção de carboidratos. Podem 

também inibir competitivamente o transporte ativo de glicose para reduzir a glicose sanguínea 

pós-prandial (ZHENG; CHEN; CHEONG, 2020). A fibra aumenta a viscosidade do conteúdo 

intestinal, retarda a difusão da glicose e retarda a liberação de glicose do amido para reduzir os 

níveis de glicose no sangue (OU et al., 2001). Além disso, a intervenção com alto teor de fibras 

modula substancialmente a microbiota intestinal (ZHAO et al., 2018), o que melhora a 

homeostase da glicose em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (LIU et al., 2021). 
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A goma purificada do tamboril é composta por galactose, arabinose, ácido glucurônico 

e ramnose (OLIVEIRA et al., 2001). Em estudo realizado por Liu et al. (2021) com pomelo foi 

encontrado que a arabinose era o segundo açúcar primário mais abundante nas fibras totais do 

fruto. Foi proposto que a arabinose afeta a microbiota intestinal e o metabolismo, podendo 

apresentar efeitos positivos no diabetes mellitus (MOTOI; YUKIE; SACHIKO, 2012). 

Pesquisa anterior evidenciou que um polissacarídeo composto por glicose, galactose, arabinose 

e ramnose pode reduzir os níveis de glicose no sangue em camundongos diabéticos (JIN et al., 

2013). Outro estudo indicou que a suplementação de L-arabinose pode reduzir os picos de 

glicose e atrasar os picos de insulina (KROG et al., 2011).  

Além dos benefícios referentes à saúde devido ao elevado teor de fibras, estes 

carboidratos também podem apresentar características interessantes para a tecnologia de 

alimentos. Em estudo realizado com pomelo, fruto cuja goma apresenta 75,64 g de fibras/ 100 

g de matéria seca, foi encontrado que a elevada quantidade de fibras possibilita seu uso como 

agente espessante e para outros fins (LIU et al., 2021). Levando-se em conta que a goma de 

tamboril apresenta quantidades semelhantes de fibras, esta também é uma característica que 

pode ser explorada pela indústria de alimentos.   

Uma série de análises permite a identificação de uma goma, a construção de um 

fingerprinting deste produto. Dentre os parâmetros mais importantes para esta caracterização 

estão o conteúdo de cinzas e umidade (KARAMALLA, 1999). Em estudo realizado com 

espécies de gomas acácia, foram investigadas características físico-químicas da Acacia senegal 

var. senegal (ASG), Acacia mellifera, Acacia seyal var. seyal e Acacia tortilis var. raddiana. 

Estas apresentaram teores de umidade variando de 8,35% a 9,76%. Baixos teores de umidade 

como este encontrado nas gomas acácia e na goma de TN são interessantes, uma vez que a 

baixa umidade é relacionada à boa conservação de produtos. Além disso, a determinação da 

umidade está ligada à estabilidade, qualidade e composição, com influência na estocagem, 

embalagem e processamento de alimentos.  O teor de cinzas das diferentes espécies variou de 

2,05% a 3,40% (DAOUB et al., 2018), valores menores do que os encontrados no presente 

estudo. Estes valores podem ser decorrentes do processo de purificação em que excesso de 

potássio vindo do KOH contribua para maior porcentagem de conteúdo inorgânico, uma vez 

que os valores de concentração desse metal foram observados em elevado nível nos 

experimentos de emissão atômica.  Já os valores de pH encontrados na goma acácia variam de 

4,45 a 4,94 (DAOUB et al., 2018), menores do que os valores encontrados no presente estudo. 

Esta leve acidez pode ser explicada pela presença de grupos carboxila livres de ácido D-

glucurônico, D-galacturônico e resíduos de ácido 4-O-metil D-glucurônico, possivelmente 
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presentes em maior quantidade nessas fontes em detrimento do observado para os 

polissacarídeos de tamboril nativo (KARAMALLA, 1999). Vale ressaltar a importância da 

determinação do pH para elaborar NPs, sendo muito importante para a determinação da 

estrutura formada devido às interações intermoleculares, também para determinar a liberação 

de fármacos dependentes do pH do meio.  

A varredura composicional dos polissacarídeos de tamboril nativo, quanto ao teor de 

fibras e composição inorgânica, pode ser extrapolada para os biopolímeros modificados, uma 

vez que as modificações químicas não implicam em alterações nesse tipo de constituição. Dessa 

maneira, é possível indicar que os polissacarídeos modificados sejam uma boa fonte de fibras, 

cuja exploração desse quesito para aplicabilidades na indústria de alimentos ou farmacêutica se 

mantêm.  

 

5.2.2 Atividade antioxidante dos polissacarídeos nativos e modificados 

Na Tabela 3 é possível observarmos uma maior concentração de compostos fenólicos 

presentes nos extratos aquosos de polissacarídeos nativos (0,81± 0,02 mg de EAG/ 100 g de 

amostra), seguido pelos polissacarídeos acetilados (0,28 ± 0,02 mg de EAG/ 100 g de amostra) 

e carboximetilado (0,08 ± 0,01 mg de EAG/ 100 g de amostra). A atividade antioxidante in 

vitro dos polissacarídeos nativos foi obtida por dois métodos, onde o resultado do extrato nativo 

aquoso por ABTS (Tabela 4) foi de 1,13 µM de Trolox/ g, no método de FRAP (Tabela 5) foi 

de 24,24 μM de Trolox/ g. Tal atividade, no entanto, é atenuada com as modificações. A 

introdução de certos grupos funcionais nos polissacarídeos alteram o peso molecular, estrutura, 

além dos tipos, posição e número de grupos substituintes dos polissacarídeos (LI et al., 2016). 

Ao alterar esses parâmetros, as propriedades funcionais, como a atividade antioxidante, também 

podem ser modificadas (AHMAD, 2021) além da remoção de constituintes fenólicos pelos 

processos reacionais e de lavagem nos processos de modificação. Sendo assim, os resultados 

evidenciam efetiva modificação química. Além disso, a atividade antioxidante no material 

nativo está presente.  

 Variados métodos podem avaliar atividade antioxidante. Alguns destes, no entanto, são 

mais apropriados que outros, dependendo da natureza dos compostos presentes na constituição 

de cada polissacarídeo, se ricos em compostos hidrofílicos ou lipofílicos, por exemplo. Além 

disso, as metodologias estão sujeitas a interferências, além de se basearem em diferentes 

fundamentos. Levando-se em conta os pontos fortes, pontos fracos e aplicabilidade de cada tipo 

de ensaio (SANCHEZ-MORENO; LARRAURI; SAURA-CALIXTO, 1998), é aconselhável a 

utilização de duas ou mais técnicas, já que nenhum ensaio usado isoladamente para determinar 
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a capacidade antioxidante irá refletir exatamente a capacidade antioxidante total de uma 

amostra (PRIOR; CAO, 1999).  

O mecanismo de eliminação de radicais livres de polissacarídeos ainda não foi bem 

elucidado (URIAS-ORONA et al., 2010). No entanto, explica-se essa atividade através da 

possibilidade de doação de átomos de hidrogênio e/ou elétrons dos polissacarídeos para os 

radicais livres, que aceitam o elétron doado para formar produtos estáveis. Além disso, já foi 

demonstrado que polissacarídeos possuem átomos de hidrogênio doadores com fraca energia 

de dissociação da ligação O e H (YIN et al., 2010). 

A atividade antioxidante é correlacionada com o conteúdo de compostos fenólicos, 

flavonoides e proantocianidinas (NARWOJSZ et al., 2019). Os polifenóis, um tipo de composto 

fenólico, podem apresentar efeito anti-inflamatório, antimicrobiano, anticâncer (BECKER; 

SKAZIEL, 2019), hepatoprotetor, antialérgico, antitumoral, imunomodulador, atividade 

cardioprotetora, além de minimizar os efeitos negativos da radiação UV, diabetes mellitus e 

doenças neurodegenerativas (GOŁBA; SOKÓŁ-ŁĘTOWSKA; KUCHARSKA, 2020). Além 

disso, podem atenuar os danos ao DNA induzidos por carcinógenos em células epiteliais 

pulmonares normais (AMARARATHNA; HOSKIN; RUPASINGHE, 2020). Quando 

comparada às gomas modificadas, a goma nativa apresenta uma maior quantidade de compostos 

fenólicos, podendo apresentar benefícios para a saúde, se ingerida.  

Tais análises funcionais viabilizam a compreensão de características moleculares e 

propriedades bioativas da goma de E. contortisiliquum, fundamental para sua possível 

utilização como matriz para aditivo utilizado na indústria de alimentos.  

 

Tabela 3. Determinação de compostos fenólicos por Folin-Ciocalteau dos polissacarídeos de 
TN e modificado.  

Amostras do 

polissacarídeo 

Absorbância 

Média 

Desvio 

Padrão 

Concentração 

extrato (mg) 

Concentração 

(mg) de ácido 

gálico 

Composto fenólicos 

(mg de EAG/ 100 g 

amostra) 

TN 0,754 0,0205 10 0,08 0,81 

TN diluído 0,485 0,0191 5 0,05 0,99 

TA 0,321 0,0205 10 0,03 0,28 

TC 0,144 0,0072 10 0,01 0,08 
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Tabela 4. Atividade antioxidante por ABTS da goma de TN e modificado. 

Amostras dos 

polissacarídeos 

Absorbância 

Média 

Desvio 

Padrão 

Concentração 

extrato (mg) 

Atividade antioxidante 

(μM trolox/ mg amostra) 

Atividade 

antioxidante (μM 

trolox/ g amostra) 

TN 0,268 0,001 10 1127,33 1,13 

TN diluído 0,268 0,005 5 1134,00 1,13 

TA 0,362 0,004 10 -752,67 -0,75 

TC 0,277 0,005 10 947,33 0,95 

 

Tabela 5. Atividade antioxidante por FRAP da goma de TN e modificado. 
Amostras dos 

polissacarídeos 

Absorbância 

Média 

Desvio 

Padrão 

Concentração 

extrato (mg) 

Concentração (μM 

trolox/ mg amostra) 

Atividade antioxidante 

(μM trolox/ g amostra) 

TN 0,431 0,0245 10 242,46 24,25 

TN diluído 0,294 0,0205 5 137,33 27,47 

TA 0,205 0,0185 10 68,87 6,89 

TC 0,087 0,0141 10 22,15 2,21 

 

As propriedades antioxidantes de polissacarídeos podem estar relacionadas a um 

mecanismo de transferência de elétrons e seu conteúdo de monossacarídeos. Tal atividade 

antioxidante pode ser maior quando há elevada taxa de grupos ácidos não metilados 

(MZOUGHI et al., 2018). Em estudo realizado com Arthrocnemum indicum foi evidenciado 

que polissacarídeos pécticos com arabinoses, galactoses e ácidos galacturônicos apresentaram 

importante efeito antioxidante e anti-glicação. Em estudo realizado com polissacarídeo de 

espinafre, composto por arabinose, galactose, manose, glicose, ramnose e xilose, foi encontrado 

efeito antioxidante a partir de ensaios por FRAP (1590 ± 53.98 μmol/L a 10 mg/mL). O 

polissacarídeo de espinafre, que apresenta composição monossacarídica semelhante à goma de 

tamboril, gerou uma redução dos níveis de radicais livres e peroxidação lipídica (MZOUGHI 

et al., 2019). Diferentemente do que foi encontrado em estudo realizado em polissacarídeos 

purificados de quinoa (HU et al., 2017), a atividade antioxidante não é dependente da 

concentração do extrato nativo.  

 

 

5.2 Análise de minerais  
 

A reologia pode estar associada aos minerais que compõem determinada matriz. A 

viscosidade de soluções pode aumentar com o incremento da concentração de determinados 

íons, como por exemplo a adição de cálcio. Estas alterações, quando em soluções de hidróxido 
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de cálcio, estão associadas à capacidade de reticulação destas matrizes. O módulo de 

elasticidade (G′) também pode aumentar com o aumento da concentração de íons cálcio, 

sugerindo fortalecimento da estrutura dos géis (MIERCZYNSKA et al., 2015).  

Já o magnésio pode atuar diminuindo a viscosidade quando sua concentração é 

aumentada (CYBULSKA et al., 2012; KASTNER et al., 2012; VENTURA et al., 2013; 

VIDECOQ et al., 2011; YANG et al., 2013; YAPO; KOFFI, 2013). Íons de magnésio podem 

agir como um agente bloqueador da gelificação de substâncias pécticas (MIERCZYNSKA et 

al., 2015).  

Além dos aspectos reológicos, os minerais presentes nas fibras podem auxiliar 

nutricionalmente. De forma geral, os principais minerais como Na, K, Ca, Mg, são necessários 

em quantidades maiores que 50 mg/ dia. Já os minerais Fe, Zn, Se, Cu, Mn, são necessários em 

quantidades menores que 50 mg/ dia (ISMAIL et al. 2011). Levando-se em consideração o teor 

de minerais da goma analisada, o consumo desta auxiliará no aporte de minerais importantes, 

como Ca, Mg, K, Na, Cu e Mn, por apresentar quantidades relevantes de maior parte destes 

nutrientes (Tabela 6).  

É sabido que o magnésio possui fundamental importância no funcionamento do sistema 

nervoso, cardiovascular, imunológico, função muscular (PORRI et al., 2021), além de regular 

o metabolismo da glicose e insulina (VOLPE, 2013). O potássio, mineral abundante na goma 

do presente estudo, é fundamental na saúde cardiovascular (PALANIVELOO et al., 2021). É 

importante para a manutenção do fluido corporal total, transmissão dos impulsos nervosos, 

manutenção dos batimentos cardíacos e contrações musculares (MARTIN; FISCHER, 2012; 

HE; MACGREGOR, 2008). É sabido que vários fatores, como práticas alimentares pouco 

saudáveis, tabagismo, obesidade e sedentarismo, afetam a pressão arterial (AHA, 2020). Neste 

contexto o potássio apresenta uma importante função, já que ele atenua os efeitos negativos do 

alto consumo de sódio sobre a pressão arterial (ABURTO et al., 2013; PARK et al., 2017). 

 
Tabela 6. Teores de minerais da goma purificada de tamboril em mg / 100 g. 

 Ca Mg K 

 

Na 

 

Cu 

 

Mn 

 

Análise 1 163,20 38,40 344,00 --- 0,14 0,44 

Análise 2 162,80 40,40 300,00 56,00 0,14 0,41 

Análise 3 167,60 40,80 334,00 56,00 0,13 0,40 

MD ± DP 164,00 ± 2,17 39,86 ± 1,04 326,00 ± 18,83 56,00 0,13 ± 0,004 0,41 ± 0,01 

Média (MD). Desvio Padrão (DP). 
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Em estudo realizado com fruto de Morus alba, planta amplamente utilizada em 

medicamentos tradicionais e ayurvédicos, uma porcentagem considerável de minerais foi 

observada em quantidades semelhantes aos polissacarídeos de tamboril. Foram encontradas 

quantidades semelhantes de cálcio (152 mg/ 100 g) e sódio (60 mg/ 100 g) (CHEN et al., 2021a). 

O cálcio desempenha um papel importante no corpo humano, sendo um dos responsáveis pela 

excitabilidade nervosa, contratilidade muscular, secreção de hormônios e a coagulação 

sanguínea (LIMA et al., 2016). Além disso, o armazenamento de cálcio na forma de cristais de 

hidroxiapatita confere rigidez aos ossos e minimiza o risco de fraturas (ALOIA et al., 2010), 

tornando-o imprescindível na prevenção e no tratamento da osteoporose (CHUNG et al., 2011).  

Desta forma, os polissacarídeos de TN apresentam características nutricionais 

relevantes em relação ao seu teor de micronutrientes. Além disso, estes mesmos micronutrientes 

que trazem benefícios à saúde, permitem que o polissacarídeo apresente características 

reológicas interessantes, como as descritas anteriormente, tornando seu uso na indústria de 

alimentos, como um aditivo alimentar, interessante.  

 

 

5.4 Determinação de toxicidade dos polissacarídeos nativos e modificados  

 

5.4.1 Teste toxicológico com Artemia salina 

Em toxicologia a dose letal mediana (DL50 ou LD50, do inglês Lethal Dose) é a dose 

necessária de uma dada substância ou tipo de radiação para matar 50% de uma população em 

teste. Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), são consideradas tóxicas as 

substâncias que apresentam DL50 abaixo de 1000 ppm em Artemia salina (MEYER et al., 

1982). Sendo assim, as substâncias estudadas não apresentaram toxicidade (Tabela 7), uma vez 

que as concentrações das soluções polissacarídicas a 30, 50 e 80 ppm apresentaram letalidade 

média menor que 50%. Desta forma, o bioensaio com os polissacarídeos nativos e modificados 

não apresentou efeito tóxico em diferentes concentrações. 

Em estudo realizado com hidrogéis superabsorventes à base de poliacrilamida, goma 

natural de cajueiro e uma amostra com hidrogenofosfato de potássio (HCGP) e outra sem este 

fertilizante (HCG) nas concentrações de 0,1, 0,5, 1,0 e 5,0 ppm, foi investigado quanto a 

toxicidade destes compostos. Apesar do aumento das concentrações de hidrogéis utilizadas no 

experimento, eles também não apresentaram toxicidade (SOUSA et al., 2021).  
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Tabela 7. Média e desvio padrão da taxa de sobrevivência de Artemias salinas em 
polissacarídeos de tamboril nativo (TN), acetilado (TA), carboximetilado (TC) após 0h, 12h, 
24h, 36h e 48h. 

 Média de sobrevivência:  

Artemias salinas (MD±DP) 
Contagem Contagem Contagem Contagem Contagem 

 0 h* 12 h 24 h 36 h 48 h  

Sem solvente 10±0 10±0 10±0 10±0 10±0 

DMSO 10±0 10±0 10±0 10±0 10±0 

Polissacarídeos de TN (0,3 µL/mL) 10±0 10±0 10±0 10±0 9,66±0,47 

Polissacarídeos de TN (0,5 µL/mL) 10±0 10±0 10±0 10±0 9,66±0,47 

Polissacarídeos de TN (0,8 µL/mL) 10±0 10±0 10±0 10±0 10±0 

Polissacarídeos de TA (0,3 µL/mL) 10±0 9,66±0,47 9,66±0,47 9,66±0,47 9,66±0,47 

Polissacarídeos de TA (0,5 µL/mL) 10±0 10±0 10±0 10±0 9,33±0,47 

Polissacarídeos de TA (0,8 µL/mL) 10±0 10±0 10±0 10±0 10±0 

Polissacarídeos de TC (0,3 µL/mL) 10±0 10±0 10±0 10±0 10±0 

Polissacarídeos de TC (0,5 µL/mL) 10±0 10±0 10±0 10±0 9,66±0,47 

Polissacarídeos de TC (0,8 µL/mL) 10±0 10±0 10±0 10±0 9,33±0,47 

 

 

5.4.2 Teste toxicológico com zebrafish  

O teste realizado com zebrafish é considerado um modelo eficaz para avaliar a 

toxicidade de produtos, como medicamentos (BRANNEN et al., 2013; RALDUA; PINA, 2014; 

PETERSON; MACRAE, 2015). Além disso, apresenta diversas vantagens, como elevada 

fecundidade de embriões, fertilização externa, baixo custo, tempo de exposição reduzido, 

embriões opticamente transparentes que facilitam a visualização de seu desenvolvimento, ciclo 

de vida curto e rápido desenvolvimento embrionário (CHAKRABORTY et al., 2009; 

PEREIRA et al., 2020). O zebrafish apresenta semelhanças genéticas e fisiológicas com 

humanos e outros mamíferos (TSHERINGA et al., 2020). 
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Gráfico 1. Taxa de sobrevivência (%) de embriões de zebrafish dos grupos controle negativo 
(CN) e controle positivo (CP) e após a exposição aos polissacarídeos de tamboril nativo (TN), 
acetilado (TA) e carboximetilado (TC) nas concentrações 3, 5 e 8% por 96 horas. Os resultados 
foram expressos em médias e triplicatas.  
 

A OECD (2013) reconhece o uso do teste de toxicidade com embrião de zebrafish como 

uma diretriz oficial para avaliar os efeitos dos produtos químicos desde 2013. Para validação 

do teste, a organização determina que a sobrevivência geral dos embriões no controle negativo 

(água de diluição) deve ser ≥ 90% até o final da exposição de 96 horas. O valor encontrado no 

presente estudo foi bastante favorável (97%). É exigido também que a exposição ao controle 

positivo resulte em uma mortalidade mínima de 30% no final da exposição de 96 horas. A 

média da taxa de mortalidade encontrada foi de 56,7%. Após 96 horas de exposição, a taxa de 

sobrevivência de embriões expostos às diferentes concentrações dos polissacarídeos nativos, 

acetilado e carboximetilado foi significativamente (p < 0,01) maior que o controle positivo 

(Gráfico 1). É sabido, no entanto, que modificações podem aumentar ou diminuir toxicidades. 

A quitosana nativa, por exemplo, é um material não tóxico e biocompatível. Mas modificações 

podem alterar sua toxicidade (CARREÑO-GÓMEZ; DUNCAN, 1997; KEAN; THANOU, 

2010; KEAN; ROTH; THANOU, 2005; MAO et al., 2005; OPANASOPIT et al., 2007), 

diferentemente do que ocorreu no presente estudo. Apesar da efetiva modificação, os 

polissacarídeos não tiveram sua toxicidade aumentada nas concentrações analisadas. Conforme 

a OECD (2013), se a porcentagem de letalidade na concentração testada exceder a mortalidade 

no controle negativo (ou controle com solvente) em 10%, um estudo completo deve ser 
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conduzido. No presente estudo, apesar da taxa de mortalidade não exceder em 10% o valor 

encontrado no controle negativo, outros experimentos com o zebrafish foram realizados.  

 

 
Gráfico 2. Taxa de eclosão média (%) de embriões de zebrafish dos grupos controle negativo 
(CN) e controle positivo (CP) e após a exposição aos polissacarídeos de tamboril nativo (TN), 
acetilado (TA) e carboximetilado (TC) nas concentrações 3, 5 e 8% por 96 horas. Os resultados 
foram expressos em médias e triplicatas. 
 

A taxa de eclosão do grupo nativo, acetilado e carboximetilado após 24, 48, 72 e 96 h 

foi maior que o controle positivo. Os polissacarídeos de TN e TA a 3, 5 e 8%, além do 

carboximetilado a 3 e 5% após 24, 48, 72 e 96 h apresentaram diferença significativa (p < 0,01) 

quando comparado ao grupo controle positivo. O carboximetilado a 8% após 96h, apesar de ter 

significância estatística, esta foi menor (p < 0,05) (Gráfico 2). A frequência de contração 

espontânea (SCF) (n/ min) após 24 h de exposição (Gráfico 3) apresentou diferença estatística 

significativa apenas no controle positivo (< 0,01). Alterações na contração espontânea do 

embrião são indicativas de neurotoxicidade (WANG et al., 2013; WEICHERT et al., 2017; 

KRZYKWA et al., 2019). Estudos associam tais alterações à expressão de genes envolvidos na 

síntese de proteínas neurais (FAN et al., 2010; RICHENDRFER; CRETON, 2015) ou indução 

de alterações musculares (CAMPOS et al., 2015). 

 

 
 



 64 

 
Gráfico 3. Médias de contrações espontâneas por minuto de embriões de zebrafish dos grupos 
controle negativo (CN) e controle positivo (CP) e após a exposição aos polissacarídeos de 
tamboril nativo (TN), acetilado (TA) e carboximetilado (TC) nas concentrações 3, 5 e 8% por 
96 horas. Os resultados foram expressos em médias e triplicatas. 
 

A taxa de batimentos cardíacos por minuto (BPM) dos embriões expostos aos 

polissacarídeos nativos, acetilados, carboximetilados em diferentes concentrações e do controle 

negativo após 48 h de exposição foi significativamente maior (p < 0,01) que a taxa de batimento 

cardíaco do controle positivo. Ou seja, não houve redução significativa da taxa de batimento 

cardíaco em embriões de zebrafish quando comparado o controle negativo com os expostos aos 

polissacarídeos de tamboril (Gráfico 4), indicando que os polissacarídeos nativos e modificados 

não apresentaram cardiotoxicidade.  
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Gráfico 4. Médias de batimentos cardíacos por minuto (BPM) de embriões de zebrafish dos 
grupos controle negativo (CN) e controle positivo (CP) e após a exposição aos polissacarídeos 
de tamboril nativo (TN), acetilado (TA) e carboximetilado (TC) nas concentrações 3, 5 e 8% 
por 96 horas. Os resultados foram expressos em médias e triplicatas. 
 

No presente estudo não foram observadas alterações na curvatura espinhal ou edema de 

saco vitelínico e de pericárdio (Tabela 8). Todas as alterações apresentadas são iguais ou 

menores do que as apresentadas pelo controle negativo. Houve diferença significativa quando 

as comparações foram realizadas com os controles positivos, sendo de edema de saco vitelínico 

(p < 0,01), edema de pericárdio (p < 0,01) e curvatura espinhal (p < 0,05).   É importante saber, 

no entanto, que quando ocorre embriotoxicidade, o material pode induzir diversos efeitos 

teratogênicos, como edema pericárdico, curvatura da medula espinhal e edema do saco 

vitelínico. Em estudo realizado por Pereira et al. (2020) foi observado efeito teratogênico diante 

da exposição a íons de ferro. Com auxílio da fotomicrografia pode-se observar edema transiente 

de pericárdio em 48 h. Este, no entanto, se curou e não apareceu em 72 h (Figura 21).  

Os testes realizados com zebrafish estão de acordo com os critérios de validação e os 

compostos analisados apresentaram baixa toxicidade ou são não tóxicos nas concentrações e 

tempo de exposição analisados. Este resultado está de acordo com Mzoughi e Majdoub (2021) 

que afirmam que de forma geral, os polissacarídeos apresentam baixa toxicidade. Tais 

condições indicam que os materiais purificados e modificados têm grande potencial de 

aplicação biológica, uso na indústria de saúde, alimentos e cosméticos, além de serem 

comercialmente atraentes.  
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Tabela 8. Médias de ocorrência de curvatura espinhal (A), edema de saco vitelínico (B) e 
edema de pericárdio em embriões de zebrafish dos grupos controle negativo (CN), controle 
positivo (CP), solvente DMSO 0,72% e após a exposição aos polissacarídeos de tamboril nativo 
(TN), acetilado (TA), carboximetilado (TC) nas concentrações 3, 5 e 8% por 96 horas. Os 
resultados foram expressos em médias e triplicatas. 

Alterações morfológicas 

Amostra 
TC  

3% 

TC  

5% 

TC  

8% 

TN  

3% 

TN  

5% 

TN  

8% 

TA  

3% 

TA  

5% 

TA  

8% CN 

DMSO  

0,72% 

 

CP 

Edema de saco vitelínico   

Média  0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 3% 3% 3% 47% 

Desvio Padrão 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 6% 6% 6% 21% 

Edema de pericárdio 

Média  7% 7% 7% 0% 0% 3% 0% 3% 7% 7% 17% 80% 

Desvio Padrão 12% 12% 6% 0% 0% 6% 0% 6% 6% 6% 12% 26% 

Curvatura espinhal 

Média  0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 10% 

Desvio Padrão 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 10% 

 
 

 
Figura 21. Fotomicrografias de embriões e larvas de zebrafish do grupo controle e após 
exposição a polissacarídeos de tamboril nativo (TN), acetilado (TA) e carboximetilado (TC) a 
3, 5 e 8% durante 96 h. Edema pericárdico (EP). 
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5.5 Análise do efeito imunomodulador dos polissacarídeos nativos e modificados  

 

O sistema imunológico possui mecanismos de defesa do organismo que englobam a 

imunidade inata e a adquirida. Juntas criam uma resposta adequada e equilibrada contra os 

perigos externos e internos (CHAPLIN, 2010). A imunidade inata constitui a primeira linha de 

defesa do organismo e é uma resposta rápida que envolve barreiras físicas como a pele e o 

muco, que atuam dificultando a invasão do organismo por agentes patogênicos. Ela resulta em 

uma defesa imediata e inespecífica mediada por células fagocíticas e moléculas que regulam 

eventos sistêmicos ou locais, incluindo inflamação, coagulação e ativação da cascata do 

complemento (NESARGIKAR; SPILLER; CHAVEZ, 2012). Já a imunidade adquirida demora 

alguns dias para se estabelecer. Nela há detecção e destruição de microrganismos por meio da 

ação seletiva dos linfócitos e da produção de anticorpos específicos.  

Macrófagos e células dendríticas são células residentes da primeira linha de defesa do 

sistema imune inato que internalizam e eliminam patógenos antes que sejam detectados 

sintomas específicos. Caso não sejam eliminados, os microrganismos podem ficar em estado 

latente até que haja uma eventual fragilidade do sistema imune do hospedeiro, quando eles 

conseguem voltar a se replicar e infectar outras células e órgãos (GARCIA- HERMOSO et al, 

1999). As células dendríticas são produzidas na medula óssea que podem ser encontradas no 

sangue, pele e tratos digestivo e respiratório, por exemplo, e que fazem parte do sistema 

imunológico. Os macrófagos também são provenientes da medula óssea, tendo como 

percursores os monócitos que circulam temporariamente na corrente sanguínea e que migram 

depois para os tecidos, onde se diferenciam (APPELBERG, 2005). Eles participam na 

imunidade inata e condicionam a adaptativa, através da fagocitose de partículas estranhas ao 

hospedeiro, da sua função de apresentação de antígenos, da sua ação microbicida e da sua 

capacidade de produzir mediadores que interferem na função imunológica (DE LA TORRE et 

al., 2008).  

Os fagócitos, como os macrófagos, atuam encapsulando e destruindo corpos estranhos 

por meio de enzimas específicas e produção controlada de espécies reativas de oxigênio (ERO). 

Como sentinelas de nossos corpos, os monócitos detectam sinais ambientais, impulsionados por 

moléculas quimioatrativas específicas (quimiocinas) liberadas pelas células do tecido. Os sinais 

pró-inflamatórios induzem os monócitos a penetrar nos tecidos e se diferenciar em macrófagos, 

fagocitadores de patógenos e células danificadas (SU et al., 2020).  

A ingestão de determinados alimentos pode levar a uma maior produção de citocinas 

pró-inflamatórias. Quando a geração de radicais livres na célula durante os processos 
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metabólicos normais supera os mecanismos de defesa normais, ocorre o estresse oxidativo. Ele 

tem sido associado a doenças e pode estar ligado a uma resposta imune anormal. Quando isso 

acontece, os radicais livres, como ERO e espécies reativas de nitrogênio acumulam e exercem 

efeitos prejudiciais, tais como peroxidação lipídica, oxidação de proteínas, danos ao DNA, 

levando a mudanças na estrutura, função ou mesmo morte de células em tecidos essenciais para 

a função normal (SORDILLO; AITKEN, 2009).  

Quando avaliamos a produção de citocinas pró-inflamatórias TNF-𝜶 em sobrenadante 

da cocultura de células dendríticas (Gráfico 5), observamos que os testes sinérgicos entre 

zymosan e LPS nos experimentos de estímulo celular revelam uma relação linear crescente 

entre o aumento da concentração de zymosan na presença de LPS (0,5 µL/ mL) e a expressão 

de TNF-𝜶. Quando avaliamos a concentração das citocinas pró-inflamatórias TNF-𝜶 após 

estímulos com os polissacarídeos nativos e modificados, encontramos diferença significativa 

quando comparamos cada grupo de igual concentração. Quando confrontamos os grupos 

zymosan (100 µg/ mL + LPS) com TN (100 µg/ mL + LPS), TA (100 µg/ mL + LPS) e TC 

(100 µg/ mL + LPS), encontramos diferença significativa (p < 000,1) nos grupos TN e TC. Nos 

grupos com concentrações de 50 µg/ mL + LPS houve diferença significativa (p < 000,1) nos 

grupos TA e TC. Quando a comparação é feita entre os grupos com concentrações de 25 µg/ 

mL + LPS, observamos diferença significativa no grupo TN, TA e TC (p<0,05). Em diversos 

momentos em que a produção de citocinas pró-inflamatórias TNF-𝜶 foi estimulada com o LPS, 

houve diferença significativa na produção de citocina pró-inflamatórias TNF-𝜶.  Vale ressaltar, 

no entanto, que não houve diferença significativa quando os polissacarídeos de tamboril nativo 

e modificado foi avaliado sem o LPS. A produção de citocinas pro-inflamatórias TNF- 𝜶 pelos 

polissacarídeos foi visivelmente baixa, evidenciando que estes não são tóxicos, não induzem 

resposta inflamatória, além de não bloquearem a ativação por LPS. 

 



 69 

 
Gráfico 5. Concentração das citocinas pró-inflamatórias TNF-𝜶 no sobrenadante da cocultura 
de células dendríticas, zymosam, tamboril nativo (TN), acetilado (TA) e carboximetilado (TC), 
todos na presença e na ausência de LPS. 
 

Quando avaliamos a produção de citocinas pró-inflamatórias TNF-𝜶 no sobrenadante 

da cocultura de macrófagos com perfil M1, ou seja, com perfil pró-inflamatório (Gráfico 6), 

observamos que não houve diferença significativa quando os macrófagos foram estimulados 

simultaneamente com zymosan e 0,5 µL/ mL de LPS. Apesar de acontecer uma maior produção 

de TNF-𝜶 quando há um estímulo com LPS, as diferenças não são significativas nos grupos 

com iguais concentrações de polissacarídeos/ zymosan.  Sendo assim, os polissacarídeos de 

TN, TA e TC, além de não serem tóxicos, não induziram resposta inflamatória, e não bloqueiam 

a ativação por LPS. A diferença entre os resultados obtidos nas análises com células dendríticas 

(Gráfico 5) e macrófagos com perfil M1 (Gráfico 6) pode ser justificada pela reação mais 

exacerbada das células dendríticas diante de um estímulo.  

 



 70 

 
Gráfico 6. Concentração das citocinas pró-inflamatórias TNF-𝜶 no sobrenadante da cocultura 
de macrófagos com perfil M1, zymosam, tamboril nativo (TN), acetilado (TA) e 
carboximetilado (TC), todos na presença e na ausência de LPS.  
 

Estudos relatam que a modificação química tem grande influência na atividade biológica 

dos polissacarídeos (FENG et al., 2017; LIU, XIE et al., 2017; LIU, HU et al., 2017).  Podem 

ocorrer mudanças na atividade biológica de diferentes polissacarídeos quimicamente 

modificados (MA et al., 2012). Estas mudanças, no entanto, não foram significativas quando 

avaliamos o efeito imunomodulador dos polissacarídeos de tamboril nativo ou modificado. 

Podemos inferir, no entanto, que as modificações químicas tornaram os polissacarídeos menos 

estimuladores de produção de TNF. 

Um estudo com goma carragena (BHATTACHARYYA; DUDEJA; TOBACMAN, 

2010), revelou elevada capacidade de estimulação de produção de TNF-α por parte da goma. 

Essa bioatividade do biopolímero pode ser atribuída, pelo menos em parte, às características 

estruturais em que existe abundância de ligação 1,3-galactosídica na estrutura dissacarídica da 

carragena. Sabe-se que esse tipo de ligação é um epítopo imunitário conhecido nos humanos, 

aos quais há falta da 1,3-galactosiltransferase necessária para formar esta ligação. 

A relação entre bioatividade e estrutura química de alguns polissacarídeos ainda não 

está bem estabelecida (ZHAO; HUANG; SHANG, 2014). É necessária uma maior elucidação 

estrutural e avaliação da relação estrutura-bioatividade, o que permitiria uma melhor 

compreensão dos efeitos funcionais dessas macromoléculas frente às células do sistema 

imunológico (MZOUGHI; MAJDOUB, 2021). A modificação pode gerar alterações das 
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atividades biológicas. Supõe-se que as bioatividades de polissacarídeos estão relacionadas à 

composição de monossacarídeos, ligações glicosídicas, presença de grupos funcionais e peso 

molecular (SUN et al., 2014).  

Em estudo realizado com polissacarídeos de maca peruana, foi evidenciado que a 

atividade imunomoduladora destes estava relacionada a características estruturais, como 

monossacarídeos e ligações glicosídicas (ZHANG et al., 2016). Quantidades mais elevadas de 

xilose podem ter impacto importante na bioatividade (MZOUGHI; MAJDOUB, 2021). Sabe-

se que os polissacarídeos compostos por manose e glicose são receptores prováveis de receptor 

do tipo Toll 2, receptor de complemento CR3 ou receptor de manose (GORDON, 2012). 

Determinadas ligações glicosídicas com mananas e glucanas dos polissacarídeos da maca foram 

relacionadas à atividade imunomoduladora (FERREIRA et al., 2015). Pouco se sabe a respeito 

da estrutura da goma de E. contortisilliquum. Mais estudos devem ser realizados para que uma 

completa caracterização permita a elucidação da atividade biológica dos polissacarídeos.  

O lipopolisacarídeo (LPS) funciona como mediador inflamatório que ativa células 

imunes através dos receptores tipo Toll (TLR) e estimula a secreção de citocinas pró-

inflamatórias, como TNF-α e IL-1β. Ele é abundantemente encontrado na membrana externa 

de bactérias gram-negativas. Nesta análise o LPS foi utilizado como controle para a produção 

de TNF. Já o zymosan é obtido a partir de β-glucana. Este é capaz de estimular diretamente a 

produção de óxido nítrico e a capacidade fagocitária de macrófagos e células dendríticas. É 

usado como controle positivo. O controle negativo foi feito a partir das células sem o estímulo 

(DAUPHINEE; KARSAN, 2006).  

Apesar das citocinas, como TNF-α, IL-1β e IL-6, quimiocinas e demais receptores 

celulares contribuírem para uma resposta efetiva contra a infecção (ERWIG; GOW, 2016), a 

inflamação exacerbada não é desejada, já que pode trazer prejuízos ao organismo. A produção 

de citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α ajudam na permanência e possível piora de 

quadros de saúde, enquanto citocinas anti-inflamatórias como IL-10, IL-37 e TGF-β diminuem 

os efeitos danosos da inflamação (TATIYA-APHIRADEE; CHATUPHONPRASERT; 

JARUKAMJORN, 2018). 

A IL-10 é uma citocina produzida principalmente por macrófagos e linfócitos com efeito 

anti-inflamatório (ARSLAN; ERDUR; AYDIN, 2010). A citocina atua na regulação do sistema 

imune, inibindo a expressão e/ ou síntese de citocinas ou adipocinas pró-inflamatórias por meio 

de contrarregulação negativa (VOLP et al., 2008; CHOI et al., 2007). Estudos têm demonstrado 

que a IL-10 pode exercer importante ação anti-inflamatória no sistema nervoso central 
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(ROPELLE et al., 2010). Ela inibe também a atividade de macrófagos e células T, além de 

apresentar um efeito protetor contra aterogênese (NISHIDA et al., 2007).  

 

 
Gráfico 7. Concentração das citocinas anti-inflamatórias IL-10 no sobrenadante da cocultura 
de macrófagos com perfil M1, zymosam, tamboril nativo (TN), na presença e na ausência de 
lipopolissacarídeo (LPS).  
 
 

 
Gráfico 8. Concentração das citocinas anti-inflamatórias IL-10 no sobrenadante da cocultura 
de macrófagos com perfil M1, zymosam, tamboril acetilado (TA), na presença e na ausência de 
lipopolissacarídeo (LPS). 
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Gráfico 9. Concentração das citocinas anti-inflamatórias IL-10 no sobrenadante da cocultura 
de macrófagos com perfil M1, zymosam, tamboril carboximetilado (TC), na presença e na 
ausência de lipopolissacarídeo (LPS).  
 

 

Quando avaliamos a produção de IL-10 no sobrenadante da cocultura de macrófagos 

com perfil M1, observamos que houve produção insignificante da citocina anti-inflamatória na 

presença de TN, TA e TC.  A diferença não foi significativa tanto em macrófagos (Gráficos 7, 

8 e 9) quanto em células dendríticas (Gráficos 10, 11 e 12). De forma semelhante, Lee et al. 

(2002) estudaram o efeito de quitosana diluída em concentrações de 0,001% e 0,005% na 

expressão de citocinas em células do baço de suínos. Neste estudo a quitosana não teve efeito 

na expressão de citocinas relacionadas a Th2, incluindo IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. No entanto, 

NPs de quitosana podem suprarregular consideravelmente a expressão de mRNA de citocinas 

Th1 (IL-2 e IFN-γ) e Th2 (IL-10) em esplenócitos de camundongos (WEN et al., 2011).  

 

 
Gráfico 10. Concentração das citocinas anti-inflamatórias IL-10 no sobrenadante da cocultura 
de células dendríticas, zymosam, tamboril nativo (TN), na presença e na ausência de 
lipopolissacarídeo (LPS).  
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Gráfico 11. Concentração das citocinas anti-inflamatórias IL-10 no sobrenadante da cocultura 
de células dendríticas, zymosam, tamboril acetilado (TA), na presença e na ausência de 
lipopolissacarídeo (LPS). 
 

 
Gráfico 12. Concentração das citocinas anti-inflamatórias IL-10 no sobrenadante da cocultura 
de células dendríticas, zymosam, tamboril carboximetilado (TC), na presença e na ausência de 
lipopolissacarídeo (LPS). 
 

 

Em estudo realizado com carragenina foi encontrado que o polissacarídeo apresenta 

ação pró-inflamatória, inclusive com aumento da expressão e secreção de TNF- α (BENARD 

et al., 2010). Esse efeito pode ser influenciado pelo peso molecular e pela estrutura secundária 

do tipo de carragenina (STEPHANIE et al., 2010). A concentração de carragenina também tem 

influência direta na resposta imune. Diferentes tipos de carrageninas regularam positivamente 

a expressão de IL-6 e TNF-α em alta concentração (1μg /mL), mas em baixas concentrações 

(1–10 ng /mL) sua atividade mostrou-se insignificante (YERMAK et al., 2012).  Apesar do 

efeito pró-inflamatório, todos os tipos de carrageninas também induziram a expressão da 

citocina anti-inflamatória IL-10 de maneira dependente da dose (TORRES et al., 2019). O TN, 

TA e TC apesar de não exercerem efeito anti-inflamatório significativo, não apresentaram efeito 
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pró-inflamatório. Estes efeitos não foram dependentes das concentrações avaliadas, mas podem 

ter relação com a estrutura dos polissacarídeos. 

Os experimentos realizados comprovam a capacidade imunomodulatória dos 

polissacarídeos nativos e modificados com o sistema imune do indivíduo, modulando a ativação 

da sua resposta imune, não induzindo uma resposta inflamatória, fato que depõe a favor dos 

polissacarídeos mesmo depois de modificados e evidencia a necessidade de estudos futuros para 

viabilizar o uso dos polissacarídeos gomosos em nutracêuticos.   

 

 

5.6 Síntese e caracterização das nanoestruturas 

 
Em função das características físico-químicas alcançadas para os polissacarídeos de 

tamboril acetilados, principalmente a baixa solubilidade em água, e características biológicas, 

como ausência de toxicidade e atividade imunomodulatória do tipo pró-inflamatória, este 

material foi escolhido para síntese de material nanoparticulado. As partículas menores foram 

preparadas usando acetona como solvente inicial. Os tamanhos dos diâmetros hidrodinâmicos 

das partículas foram obtidos por DLS, sendo estes de 273,00 ± 32.07 nm e 602,40 ± 11,27 nm, 

respectivamente, para partículas de tamboril acetilado vazias (TAP) e para partículas de 

tamboril acetilado carregadas de resveratrol (TAPR) (Tabela 9).  

 

Tabela 9. Espalhamento dinâmico de luz das partículas de tamboril acetilado vazias e tamboril 
acetilado carregadas de resveratrol. 

Amostas 
(Média ± DP) 

Diâmetro médio (nm) PDI Potencial Zeta 

TAP 273,00 ± 32.07 0,611 ± 0.16 - 8,38 ± 7.80 
TAPR 602,40 ± 11.27 0,381 ± 0.12 - 12,93 ± 2.63 

 

Os tamanhos encontrados no DLS confirmam que a partícula de TAPR apresenta 

valores maiores, indicando a ocorrência de aprisionamento de moléculas de resveratrol em seu 

núcleo, outra evidência do sucesso do encapsulamento pode ser observada nas imagens 

microscópicas (Figuras 21 e 22), uma vez que a morfologia da superfície das partículas não 

sofreu alteração, como formação de clusters ou surgimento de rugosidades nas partículas 

formuladas com resveratrol.  

Em estudo com goma de caju acetilada realizado por Mora-Huertas, Fessi e Elaissari 

(2010), resultados semelhantes foram observados. A partícula produzida carregada com 

licopeno também apresentou diâmetro maior, quando comparada à partícula vazia. Tal 
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diferença foi justificada pela incorporação do antioxidante. Além disso, o tamanho, PDI, 

potencial zeta e eficiência de encapsulamento das partículas pode ser influenciada pela natureza 

dos compostos, e concentração dos polímeros, concentração de ativo e tensoativo utilizado na 

reação. 

O PDI é uma representação da variabilidade do tamanho das partículas (JOHNSTON; 

FARIA; CRAMPIN, 2018). Os valores, que variam de 0,0 a 1,0, indicam que um sistema com 

valores mais próximos de 0,0 apresentam tamanho de partícula uniforme. Já os valores mais 

próximos de 1,0 indicam um sistema com partículas de tamanhos variados (ZARDINI et al., 

2018). Categoricamente, as suspensões de partículas podem ser classificadas de acordo com o 

seu padrão de polidispersão em três grandes grupos: (a) sistemas altamente monodispersos, 

onde as suspensões NPs possuem valores de PDI ≤ 0,1; (b) sistemas moderadamente 

polidispersos, com valores de PDI entre 0,1 e 0,4; e (c) sistemas altamente polidispersos, 

apresentando PDI > 0,4 (DANAEI et al., 2018).  

O PDI médio para TAP (0,611 ± 0,16) e TAPR (0,381 ± 0,12) indicou que o mecanismo 

simples de síntese das partículas foi de alta e moderada polidispersão, respectivamente. Tal 

avaliação da homogeneidade de distribuição de tamanho de partículas é muito importante para 

o desenvolvimento e aprimoramento do processo (ISO, 2017). Essa razoável homogeneidade 

de distribuição de tamanho das partículas, depende de uma série de variáveis físico-químicas, 

principalmente a homogeneidade de tamanho molecular dos biopolímeros precursores. Embora 

polissacarídeos oriundos de matrizes gomosas como o tamboril apresentem diversidade de 

tamanhos de cadeias e graus de ramificação, além de sinergismo com outras classes 

moleculares, os métodos de obtenção e purificação executados no presente trabalho 

minimizaram satisfatoriamente essa variável e propiciaram resultados satisfatórios quanto ao 

quesito homogeneidade de tamanho de partículas. Além disso, mesmo que o diâmetro médio 

das partículas tenha sofrido um aumento em função da imobilização de resveratrol, a presença 

do fitonutriente parece orientar a distribuição de tamanho dessas partículas homogeneizando-

as, o que é um ponto muito positivo, uma vez que a distribuição de tamanho é uma questão 

relevante de biossegurança.  

Fica evidente que a otimização do processo com pequenos ajustes pode resultar na 

síntese de partículas ainda menores e com PDIs satisfatórios. Valores menores que 0,7 são 

adequados para análise utilizando DLS (DANAEI et al., 2018). O PDI das partículas de TAPR 

é semelhante ao valor encontrado em estudo com NPs de polissacarídeo de goma de caju 

enxertadas com polipropilenoglicol como carreadores de diclofenaco sódico. Neste, os autores 
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obtiveram PDI em torno de 0,342 (SILVA et al, 2021), sugerindo que o sistema é 

moderadamente polidisperso (DANAEI et al., 2018; BHATTACHARJEE, 2016).  

A fim de se obter informações morfológicas das partículas de TAP e TAPR, realizou-se 

a MEV. Observa-se nas imagens, partículas com geometria aproximadamente esférica e com 

diâmetro em torno de 131,5 ± 25,37 nm no TAP (Figura 22 e Gráfico 13) e 209,2 ± 39,14 nm 

no TAPR (Figura 23 e Gráfico 14). Quando avaliamos os valores de TAP, observamos que 131 

nm permitem que a partícula seja classificada como NPs, já que é menor que 200 nm. Já a 

TAPR está nos limites de classificação, ao redor de 200 nm (209,2 ± 39,14 nm). Nanovesículas 

com diâmetro igual ou inferior a 300 nm podem distribuir seu conteúdo até certo ponto nas 

camadas mais profundas da pele (DANAEI et al., 2018). Estudo que avaliou o diâmetro de NPs 

de goma de caju com e sem núcleo encontrou diâmetros que variaram de 189,3 a 251,1 nm, 

sendo que o tamanho destas foi considerado satisfatório para uso como nanocarreador para as 

indústrias farmacêutica, alimentícia e cosmética (DE ANDRADES et al., 2021). 

 

  
Figura 22. Microscopia eletrônica de varredura de nanoestruturas da goma de tamboril 
acetilado. 
 

 
Gráfico 13. Gaussiana de distribuição do tamanho das partículas analisadas por microscopia 
eletrônica de varredura de nanoestruturas da goma de tamboril acetilado. 
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Figura 23. Microscopia eletrônica de varredura de nanoestruturas da goma de tamboril 
acetilado carregadas de resveratrol. 
 

 
Gráfico 14. Gaussiana de distribuição do tamanho das partículas analisadas por microscopia 
eletrônica de varredura de nanoestruturas da goma de tamboril acetilado carregadas de 
resveratrol. 

 



 79 

O potencial zeta médio encontrado em TAP (- 8.38 ± 7.80) e TAPR (- 12.93 ± 2.63) foi 

menor que 30 mV em módulo, indicando relativa instabilidade coloidal (MOHANRAJ; CHEN, 

2006). Apesar da carga de Tween 80 contribuir para a carga negativa, mesmo sendo um 

tensoativo não iônico, a carga do potencial zeta é atribuído principalmente aos grupos acetil 

inseridos na modificação dos polissacarídeos (RODRIGUES et al., 2019; ZARDINI et al., 

2018; WITAYAUDOM; KLINKESORN, 2017).  

As NPs têm uso promissor na indústria farmacêutica.  Elas permitem o controle da taxa 

e do período de liberação do fármaco (WANG et al., 2019; CHYZY; TOMCZYKOWA; 

PLONSKA-BRZEZINSKA, 2020), aumentam a biodisponibilidade, solubilidade e 

permeabilidade de diferentes moléculas (RAFIEI; HADDADI, 2019; NELEMANS; 

GUREVICH, 2020). Além disso, com as NPs, efeitos colaterais indesejados como, reações 

alérgicas, úlceras estomacais, problemas renais e hepáticos poderiam ser evitados (ANSARI et 

al., 2020; CIOLACU; NICU; CIOLACU, 2020). Nesse contexto, os polissacarídeos de TA 

destaca-se como um polímero promissor para ser utilizado como nanocarreador de fármacos 

devido à sua não toxicidade, não indução de resposta inflamatória, não bloqueio da ativação 

por LPS, biodegradabilidade, representando uma fonte auto-renovável de base biológica, 

podendo ser utilizado também como aditivo em alimentos funcionais.  
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6. CONCLUSÕES 

 

• O uso de gomas, como a de tamboril, é vantajoso em diversos aspectos. Um deles é o de que 

as gomas são de ocorrência natural, o que diminui os custos na sua utilização. Essas podem 

ser utilizadas para diversas finalidades, como a indústria farmacêutica, alimentícia, de 

embalagens, entre outras. As modificações químicas destes polissacarídeos são interessantes 

para viabilizar variadas formas de uso.  

• A acetilação e a carboximetilação dos polissacarídeos nativos de tamboril foram realizadas 

com sucesso no presente estudo.  

• Análises de atividade antioxidante e teor de fibras indicam que a goma é interessante do 

ponto de vista funcional.  

• Testes toxicológicos com Artemia salina e zebrafish indicam que os polissacarídeos nativos 

e modificados não são tóxicos nas concentrações testadas.  

• A atividade imunomodulatória em células dendríticas derivadas da medula óssea e 

macrófagos evidencia que os polissacarídeos nativos e os modificados não induzem resposta 

inflamatória, não bloqueiam a ativação por LPS e não produzem IL-10.   

• Nanopartículas de tamboril acetilado foram elaboradas com sucesso. Todas estas evidências 

sugerem que os polissacarídeos de tamboril são interessantes e seu uso promissor. 
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