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RESUMO

O processamento de suco concentrado de maca pode acarretar a disponibilidade de 20 a
40% da matéria-prima sob a forma de residuo agroindustrid, o bagaco, que pode ser
usado como matéria-primaparaaobtencdo de compostos de dto vaor. O objetivo deste
trabaho foi estabelecer um procedimento de extracéo acida de pectina a partir do
bagaco de macd O bagaco foi obtido em nivel de laboratério e desidratado em estufa
Foram feitos ensaios com 7 acidos em dif erentes concentragbes de 1 a 750 mM,
temperatura97° C por 10 min, paraverificar o efeito sobre areacéo de extracdo. Com o
acido mais adequado, foi utilizado um plangamento fatorid 2% axia com repeticbes no
ponto centra paraestabeecer o efeito da suaconcentracdo e do tempo, a97° C, sobreo
rendimento e a esterificacdo da pectina. Os modelos foram analisados estatisticamente
comrelacdo aregresséo e afadtade guste. A fracdo de pectina obtidano ensaio centra
do experimento foi comparada com amostras comer ciais de pectinade alto e baixo grau
de esterificacdo em termos titulométricos, espectroscopicos (FT-IR), cromatografia de
excluséo em gd e em relagcdo a0 seu contelido de aglicares neutros por cromatogr afia
gesosa. As reacles de extracéo evidenciaram a diferenca entre os &cidos nitrico,
cloridrico, succinico e laico, com rendimento crescente até 100 mM, e os é&cidos
tricloroacético, mélico e citrico, com rendimento crescente até 750 mM chegando a
valores superiores aos teores existentes depectina. O &cido nitrico foi o que apresentou
resultados mais coerentes e a reagdo de extragcd com 10 g de bagaco de maga
gpresentou maior pratludade em comparacd com 5g ou 25g embora os rendimentos
tenham sido todos iguais (R = 0,9978). O modelo de extracéo acida de pectina foi
estatigicamente significativo (R = 0,9834) e demonstra quea 126 mM durante 14 min
deve haver um rendimento maX|mo de 20,07 g. O mesmo experimento definiu 0 modelo
estatigicamente significativo (R = 0.9796) que demondrou o grau de esterificacéo
minimo de 43,73% de pectinas extraidas a 200 mM durante 10 min. A amostra de
pectina experimentd (10 min, 100mM, 97°C) foi similar & comercial de baixo grau de
esterificacéo tanto por titulometria quanto por egpectroscopia FTIR, apresentou
semdhante perfil de excluséo estérica e gau de insercdo de ramnose na cadeia
principd. Os resultados sugerem o uso do modelo em condi gbes aindamais brandas que
as do ensaio centra para a obtencéo de pectinas de baixo grau de esterificagdo com
menores possibilidades de danos estruturais.

Paavras-chav e pectinas, bagago de macd, rendimento, grau de esterificagdo



ABSTRACT

Applejuice processing may produce around 20-40% of theraw materia as a by-produd
known as pomace, which could be useful as natura source of many high vaue
compounds. The objective of this work was to establish a procedure of acid extraction
of pectin from such industria by-produd. Apple pomace, obtained in |aboratory scae,
was dried to decresse its chemical and microbiologcd instability. With essays at 97°
C/10min seven acids were tested (1-750 mM ) in what concerns their effects on pectin
yied and best acid was identified. Pectin was extracted according to a experimenta
design factoriad 22 axial with repetitions & the central essay considering the effects of
HNO3 concentration and time. The resulting model was analyzed in what concerns
regression and lack of fit. The pectin fraction obtained a the centrd essay was
compared to commercia samples of low and high methoxy| pectin with titrimetry and
spectroscopic FTIR techniques as well as by size exclusion chromatography and neutral
sugar composition.The extraction reactions showed the difference of the nitric,
hydrochloric, succinic and lactic acids, which an increasing yield up to 100 mM from
the trichloroacetic, maic and citric acids, with an increasing yield up to 750 mM,
reaching higher levels than possible. Nitric acid was the sdected and the reaction
containing 10 g of apple pomace gave better results than that with 5 or 25 dthough he
yields were dl the same (R2=). The mode was statigicaly significant concerning
gavimetricyied (R2 =0.9834) and predicts that at 126 mM and during 14 min it will be
reached a maximum yield of 20.07 g/100g. The same experiment established the mode
statigticaly significant (R°=0.9888) which predicts the minimum degee of
esterification of 43,73% in extracted pectin a 200 mM during 10 min. The experimenta
sample of pectin (10 min, 100mM, 97°C) was similar to the commercia low methoxy!|
pectin bath by titrimetric techniques as wel as ectroscopic FTIR, and showed a
similar HPSEC profile and ramnose insertion frequency in main acid chain. The results
suggest the utilization of the mode in conditions even milder than that of the centra
essay for obtaining low methoxy| pectin with lesspossibility of sructura damage.

Paavras-chave pectin, applepomace, yield, degree of esterification.



LISTA DEABREVIATURAS, SIGLAS ESIMBOLOS

AUA Acido anidrogalacturénico

Ara Arabinose

Ca” Cdcio

cv Cultiver

CSDN Carboidratos solUveis em deter gente neutro
CIT Acido citrico

DE Grau de esterificacéo

DA Grau de acetil acdo

FDA Fibrapor detergente &cido

FDN Fibrapor detergente neutro

FSDN FibrasolGvel em deter gente neutro
FID Detector deionizacdo de chama
FT-IR Espectroscopia de infravermelho com transformador de Fourier
Fuc Fucose

GaA Acido gdacturénico

Gd Galactose

Glc Glucose

GLC Cromatograf ia L iquido- gasosa

GTM Grupo detrabaho sobre maga

HCI Acido cloridrico

HG Homogalacturonana

HM P Pectinade dto grau de esterificacdo
HNO; Acido nitrico

HPSEC-MALLS  Cromatografiade excluséo estéricade atapresséo
IR Indice derefracéo

LAC Acido lactico

LMP Pectinade baixo grau de esterificacéo
LS Espahamento de luz

MAL Acido mdico

MALLS Espahamento de luz em multigngulos
mM M ilimolar

mEq Miliequivaente

M eO Teor de M eoxilacdo

R? Coefici ente de regresséo

RG-I Ramnogacturonanado tipo |

RG-11 Ramnogd acturonanado tipo |1

uC Acido succinico

Rha Ramnose

TCA Acido tricloroacético

TFA Acido trifluoracéico



Figural

Figura2

Figura3

Figura4

Figurab

Figura6

Figura7

Figura8

Figura9

Figura10

Figurall

Figura12

LISTA DE ILUSTRACOES

Macds cv Joaguina, ilustrando a diferenca entre a fruta indudrid, a
menor, das comercias.

Farinha de bagaco de maca apds secagem em estufa..

[lustracdo sobre a composicéo das célul as vegetais.

llustracdo de uma cdulavegetal.

Estrutura quimica da cade a de pectinaem formade cadeira

Estrutura dos dois dimeros formados por &cido gd acturénico e ramnose,
mostrando as ligaghes a-(1a2), a-(1a4) e a-(1la2) respectivamente.

Estrutura convenciond de pectina(A), nova propogados autores (B).

Fluxograma do beneficiamento do bagago de maca

Fluxogramade extrac@o de pectinas de bagaco de macéa desidratado.

Bagaco de maca desidratado em po.

Rendimento gravimétrico de obtencao das substancias pécticas com os
acidos nitrico, cloridrico, succinico e laico no gréfico A e com os acidos
tricloroacético, citricoe mdico no gafico B, del a750 mM .

Rendimento gravimétrico de obtenco das substancias pécticas com os
&cidos diluidos nitrico, cloridrico, succinico elético no gréfico A e com 0s
acidos tricloroacético, citrico e mdico no g&fico B, de1a100 mM.

18

19

20

25

a7

48



Figural3

Figural4

Figural5

Figura1l6

Figural7

Figural8

Figural9

Figura20

Figura2l

Figura 22

Linhas de tendéncia do rendimento gavimétrico de obtencdo das 49
substancias pécticas com os &cidos diluidos nitrico, cloridrico, succinico e
lético no g&fico A e com os &cidos tricloroacético, citrico e médico no
gé&icoB,del al00 mM.

Quantidade de substancias pécticas extraidas com dif erentes &cidos a 50
100 mM.
Relacionamento entre a maté&ria prima e as substancias pécticas extraids 52

HNO3 100 mM /10min, 97°C.

A influéncia da concentracdo de &cido e do tempo sobre o rendimento 54
gavimérico do processo de extracdo de substancias pécticas ilustradas
(A) por superficiederespogae (B) por curvas de nive.

A influéncia da concentracéo de &cido e do tempo sobre aqudidade do 57
produto ilustrada (A) por superficie derespostae (B) por curvas de nivel.

Caacteristicas de qualidade fisico-quimi cade pectinas. 61

Caracterizagao espectroscopicas FT-IR das substancias pécticas extraidas cc 63
Acido nitrico (100 mM ; 10 min; 97°C) apartir de’5 g/200 g(A); 10 g/400g
(B) €25 g/1000g (C).

Espectroscopia de infravermelho das amostras experimenta (A) e 64
comerciais (B) e(C).

Cromaogramas em HPSEC-M AL LS das amostras de pectinacomercid 66
(A)HMPe(B) LM P e (C) amostraexperimental = HNO3, 100 mM ,
10 min, 97°C.

Proporcéo dos &cidos urdnicos e da somatoriados agiicares galactose e 72
arabinose por unidade de ramnose.



TABELA 1

TABELA 2

TABELA 3

TABELA 4

TABELA S5

TABELA 6

TABELA 7

TABELA 8

TABELA 9

TABELA 10

TABELA 11

TABELA 12

TABELA 13

TABELA 14

LISTADETABELAS

Teor de pectinas em frutas

Dominio do plangiamento experimental

Ensaos do plangamento experimenta

Quadidade f isico-quimica de amostra de bagago de macacv
Joaguina

Influénci a de acidos no rendi mento gravimétrico.

Listagem das equaches das curvas de tendéncias e seu
coeficiente de correlacdo

Influéncia da quantidade de matéia-prima no rendimento
gavimérico

Resultados do modelo do rendi mento gravimétrico

Os coeficientes do modelo de extragcéo &cidade pectina

Andisedavariancia

Resultados do modelo em grau de esterificacdo

Os coeficientes do modelo em grau de esterificacéo

Andise davarianciado modelo em grau de esterificacéo

Vadores preditos em coordenadas especificas

23

43

43

46

49

53

53

55

56

56

58



TABELA 15

TABELA 16

TABELA 17

TABELA 18

TABELA 19

TABELA 20

TABELA 21

Caracteristica titulométrica das pectinas experimentd e
comercias

Tempo deretencdo de pectinas em minutos

Identificacdo dos aclcares neutros pea mobilidade
cromatog &ica(GLC).

Identificagcdo dos aclicares neutros pela composicéo dos
fragmentos obtidos em espectrografo de massa

Proporcéo relativa de aglicares neutros identificados nas
amostras

Proporcéo relativa dos aglcar es neutros e &cidos

Relagbes entre os aglcares das cadeia principd e das
cadeias laterais

60

65

68

69

69

70

70



SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A PRODUCAODEMACAS

2.2 PAREDE CELULAR EM TECIDOSVEGETAIS
2.3 SUBSTANCIASPECTICAS

2.3.1 Estruturadapectina

2.3.2 Extracéo

2.3.3 Aplicacdo

3 0OBJETIVO
3.1 OBJETIVOSESPECIFICOS

4 MATERIAL EMETODOS
4.1 MATERIAL

4.2 METODOS

4.2.1 Osprocessos

4.2.1.1 Obtencdo do bagaco
4.2.1.2 Extracédo &cida

4.2.1.3 Isolamento da pectina
4.2.2 Andises

4.2.2.1 Andises Fisico-quimicas
4.2.2.2 Andlises estatisticas
4.2.2.3 Andlises Espectroscipicas
4.2.2.4 Andises Cromatog &ficas
4.2.2.5 Andises Titulométricas
4.2.3 Experimentos

4.2.3.1 Efeitos dos diferentes &cidos
4.2.3.2 Plangamento experimenta

5RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERISTICASDO BAGAGCO DESDRATADODEMACA

5.2 EFEITO DE DIFERENTESACIDOSNA EXTRACAO DE PECTINA
5.2.1 Estabeeci mento da quantidade de matériaprimano sistema
experimental B

5.3 MODELO DO PROCESSO DE EXTRACAO E DA QUALIDADE

DO PRODUTO

5.3.1 Rendimento gravimétrico do processo de extracéo

5.3.2 Grau de esterificacéo

5.4 CARACTERISTICASDA QUALIDADE DA PECTINA EXPERIM ENTAL
E COMERCIAIS

5.4.1 Caracteristicade qualidade titulométrica

5.4.2 Caracteristicadaquaidade de espectroscdpicade infravermelho (FT-IR)
5.4.3 Caracteristicade quaidade cromatogr &ica

5.4.3.1 Cromatog&f iade excluséo estérica(HPSEC MALLYS)

5.4.3.2 Composicéo em monossacar ideos (GLC)

12
14
14
19
21
24
29
30

35
35

36
36
36
36
36
37
38
39
39
39
40
40
41
42
42
43

SRE

51

52

53
55
59

59
61
65
65
67



6 CONCLUSOES
REFERENCIAS
APENDICE

73
74
79



ESTABEL ECI MENTO DE UM MODELO DE EXTRACAO ACIDA

DE PECTINA DE BAGACO DE MACA.

1INTRODUCAO

O cultivo de magés naRegdo Sul do Pais foi implantado no inicio da décadade
1970, apos tentdivas de plantio em outras regdes, como no Sudeste e Centro-Oeste
brasileiro. Foi notdvel o desenvolvimento da cultura nos Estados do Parang Santa
Catarinae Rio Grande do Sul, em algumas regfes com climas mais adeguados, com
caracteristicas mais proximas das de zonas temperadas. Em cerca de 30 anos o Brasil
tornou-se auto-suficiente na producéo e abastecimento de macd, dando inicio aos
processos de exportacdo de fruta in natura. A evolucdo da cultura paosicionou o pais

como 13° maior produtor mundia, com nivel de 1000 tondladas métricas anuais.

Como a magé produzidano Brasil foi programadaparaaender consumidores de
frutas in natura ido acarretou o desenvolvimento de um processo de beneficiamento
dtamente rigoroso, com demanda de equipamentos automatizados, aumento de area de
armazenagem com amosfera controlada e profissionais especidizados, criando

empregos e i mpulsionando o desenvolvi mento sécio-econdmico.

As macas desqudificadas para 0 comércio passaram a ser industridizadas, com
a producdo de sucos concentrados e de fermentados, matériaprima paa o
beneficiamento da sidra, bem como a obtencéo de vinagres e aguardentes, em menor
escda Com a industridizacdo, gpesar das vantagens relativas aos novos produtos,
inclusive com atividades de exportacdo, surgram os residuos e sub-produtos, dentre os
guais o economicamente mais importante € o bagagco de macd, que pode representar de

30 a40% da matéria-prima, dependendo do nivel de tecnologiaempregado.



De acordo com as informagdes divul gadas pelo Grupo de Trabaho sobre M aca -
GTM  (www.pitangui.tepg.br/gim) da Universidade Estadud de Ponta Grossa, o bagaco
contém todas as partes da fruta, como por exemplo, cascas, sementes, centro do fruto,
polpa, incluindo cdlul as com parede cdular intacta. Dentre os constituintes da maca, séo
encontrados no bagago aclcares sollvels, &cidos organicos, compostos fendlicos,

constituintes do aroma e fibras incluindo celuloses, hemiceluloses e pectinas.

A condicdo atud da producdo de macds no Brasil faz com que sg a necessaio
um avango no processo de industridizacdo e é conhecido o fato de que as variedades
Fuji e Gda ndo séo especidmente adequadas para esta findidade. Algumas das
variedades que estd sendo desenvolvidas gpresentam caracteristicas que favorecem o
Seu processamento, como o cultivar (cv) Joaguina, da qua pode ser extraido o suco e

feito o vinho, de boaqualidade, gerando o bagago a ser valorizado.

O bagaco de maca pode ser visto nd como um residuo ou um subproduto, mas
sim como uma matériaprima para a extracdo de pectina As subgéncias pecticas,
presentes namaioriadas frutas e vegetas, mas em maior proporcéo no abedo das frutas
citricas e no bagaco de macd, podem ser extraidas por diferentes méodos com &cidos,
dcalis ou enzimas, constituindo-se em um conhecimento de dominio industria de
dificil acesso. Portanto, a fim de colher subsidios para gproveitamento do bagaeco de
maga no Brasil hanecessidade de que sejam estabel ecidas as condigdes de extracdo com
tipos e concentragdes de acidos, de tempo e detemperatura levando em consideracéo a
guantidade do rendimento e a quaidade da pectina comparativamente com amostras

comerciais.


http://www.pitangui.uepg.br/gtm

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A PRODUCAODEMACAS

Com o desenvolvi mento da culturano Sul do Estado do Parana, naregido centra
de Santa Catarina e na serra galcha (WOSACKI; NOGUEIRA; SILVA, 2000), a
producdo passou de 543 mil tondladas métricas em 1990 para 978 toneladas métricas
em 2004 (WORLD..., 2005). Em 1990, a &rea ocupada por pomares comerciais era de
22 938 mil hectares enquanto que em 2004, 32 931 mil hectares, representando um
aumento de 43%. Estes resultados colocam o Brasil como um dos 15 maiores

produtores de macds (WOSACKI; NOGUEIRA; SLVA, 2000; WORLD..., 2005).

Os pomares comercias brasileiros, mesmo os mas recentemente instaados,
continuam com aspectos peculiares de produzir magas para consumo in natura, sendo
gue as principas cultivares séo a Fuji (43%), Gda (46%) e a Golden ddicious (6%);
todas as demas variedades representam ndo mas do que 3% da producéo tota
(WOSIACKI; NOGUEIRA; SLVA, 2000). Estes numeros refleeem a exigéncia do
consumidor dtamente criterioso na aceitacdo de macd de mesa evidenciando que a
Golden ddlicious néo gpresenta quaidade que o satisfaca, principamente em termos de
gparéncia. A Gdae a Fuji, que no Brasil representam 89% da producéo de magas, séo
classificadas em 3° e 4° lugar em termos quantitativos mundiais, perdendo apenas para

Golden ddlicious e a Delicious (WORLD..., 2005).

Estas frutas produzidas para consumo in natura ndo necessari amente gpresentam
as qualidades requeridas para processamento industria, em especial os altos teores de
acido mélico. Outras variedades cultivadas podem, entretanto, em funcdo de seus

elevados teores de &ido mdico e compostos fendlicos, ser usadas para corrigr 0s



produtos do processamento da Gda e da Fuji. (WOSACKI; NOGUEIRA; SLVA,

2000).

A culturade macano Brasil, praticamente bivari eta e fundamentadanos cv Fuji
e Gda, auamente supridas por muitos outros paises produtores, ndo apresernta mas
vantagens do ponto de vistaecondmico e novas variedades devem ser desenvolvidas no

sentido de suprir o mercado com ofertas competitivas (WORLD..., 2006).

Os pomares mais recentes ja contém nov as variedades de macas escolhidas entre
aquelas resistentes as doencas de verdo causadas por sarna (Venturia inaequalis), oidio
(Podosphaera leucotricha) e bitter pit (Glomerdla cingulata) que, se ndo forem
tratadas adequadamente, podem acarretar aperda tata daproducéo (WOSACKI e d.;
2002). Assim surgram as variedades comer ciais Baronesa, Catarina, Condessa, Daiane,
Duquesa, Fred hough, Fuji suprema, Imperatriz, Lisgda Primicia e Princesa, mais

resistentes requerendo menos cuidados técni cos e gastos com defensivos agricolas.

O cultivar Joaquina (Figura 1), lancado durante a Festa Nacional da M acd em
S8 Joaquim, em 2002, € umanovaespécie desenvolvida paraatuar nos pomares como
polinizadora de outra variedade, a Catarina. Essa variedade passou a edar digoonivel
a0s produtores a partir de 2003 integrando os pomares da regido, sendo resistente
geneticamente a sarna permitindo reduzir em 70% o uso dos fungcidas e diminuindo o

custo de producdo (PEREIRA, et d., 2002).

Sua avdiacdo tecnoldgica identificou que tem todas as caracteristicas de uma
frutacomercid doce-amargacomo aFuji eaGala, sem diferencas em suas composigoes
fisico-quimicas, podendo ser usada com parcimbnia no processamento do suco e com

seguranca na producdo devinho (FERTONANI, & d., 2006).



Figura 1 - Magads cv Joaquing, ilustrando a diferenca entre a fruta industrid, a menor, das

comedias.

A previsdo daproducdo parao ano de 2006 erade 1.050 mil toneladas de macas,
735 mil ton (70%) desinadas ao abastecimento do mercado doméstico, 105 mil ton
(10%), o processo de exportacéo com frutas de dtaqua idade e 210 mil ton (20%), para

frutas destinadas ao processamento indugrid (WOSACKI e d.; 2002).

Por outro lado, considerase, que as frutas destinadas a0 processamento
industria correspondem a 30% da producdo, sendo que 10% constituem as frutas com
problemas fitossanitarios e 20% as frutas indugtriais propriamente ditas. As frutas com
problemas fitossanitarios esté sendo destinadas indevidamente para a fabricagcdo de

sidra, ou vinagre e destilados (PAGANINI et d., 2004), embora a toxina formada por



bolores sga eliminada pelas leveduras do género Saccharomyces durante o processo

fermentativo.

As frutas denominadas industriais (20%) apresentam formato inadequado,
tamanho pegueno, cicatrizes provenientes do aague de insetos e de passaros, ou de
ganizos, ferimentos resultantes de tratos culturais e transporte inadequado, com ma
distribuicdo de coloracéo, caracteristicas que as tornam sem vaor comercid. Mas,
gpresentam a mesma composicao fisico-quimica das frutas comerciais e, portanto,
podem ser destinadas aproducdo de suco, agregando valor e possibilitando a oferta de

um produto nobre ao longo do ano (PAGANINI et d., 2004; WOSACKI, et d., 1992).

O processamento dedas frutas leva também a producéo do bagaco, que pode
representar de 20 a 40% da quantidade totadl de magA processada. E congituido de
cascas e polpas (94,5%), sementes (4,4%) e centro do fruto (1%), contendo 80% de
umidade, 5% de fibras (31% de celulose, 15% de lignina, 12% de hemicelulose e 9%
de pectina insolivel em agua) e 14% de sblidos sollveis correspondendo a gucose,
frutose e sacarose. Pode ser aproveitado paraa extracdo de enzimas, de constituintes de
aromas, de pectinas, dém de ser Gtil naformacdo de meios de cultura paraproducdo de
cogumelos comestiveis, e de &cido citrico em fermentacdo semi-sélida (ENDRE, 2000;

HANG, 1987; KENNEDY, 1999; NOGUEIRA &t d., 2005).

O bagaco de macd, incluindo sementes, consiste em umaricafonte de polifendis,
sendo que aguns destes constituintes, as précianidinas e dicosidios da querciting,
gpresentam forte aividade antioxidante, e de pectinas (ENDRE, 2000), entretanto no

Brasil € praticamentejogado fora, sendo usado como ragéo anima ou adubo or géni co.



A suacomposicao justificao fato de ser dtamente instavel tanto quimica quanto
microbiologcamente e por causa disto éimportante que sga processado imediatamente,
mas se isso ndo for possivel, deve ser desidratado e armazenado em embadagens
herméticas minimizando as aividades enziméticas e aumentando sua estabilidade
(ENDRER, 2000; KENNEDY, 1999; NOGUEIRA et d., 2005). O conteido de &cido
galacturénico e gau de esterificacdo s@ influenciados peas condigbes de
processamento e, segundo Constenla; Ponce e Lozano (2002), a secagem do bagago visa
diminuir as atividades enziméticas presentes e sdo raros os trabalhos que demonstram a

perda da quaidade das pectinas de bagaco de maga influenciadas pelas condigbes
empregadas.

NaFigura?2 estdsendo ilustrado o bagaco de macalogo gpOs seu processamento,

desidratando em estufa, e armazenado em recipientes de vidro.
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Foto:Alessandro Nogueira
Figura 2 — Farinha de bagaco de maca gpds secagem em estufa



2.2 PAREDE CELULAR EM TECIDOSVEGETAIS

Os carboidratos das plantas distribuem-se no interior das cdlulas e na formacéo
daestruturadaparede cdular (CARVALHO; FERNANDES PIRES, 2006). No interior
das cdulas os autores incluem &cidos or gani cos, emborando sejaum carboidrato, mono
e oligossacarideos, amidos e frutanas, enquanto na parede cdular podem ser
encontradas celulose, hemicdluloses e substéncias pécticas como gaactanos e 3

ducanos, conforme esquematizados na Figura 3.

Carboidratos das plantas

Conteudo celular Parede celular
| | | | | | |
Acidos Mon o-oligos Amidos Frutanas Substancias Hemicelulose Celulose
organicos sacaride os péctic as
Galactanos
| | ron 1
| | Z-glucanos | |
I '4‘ -------------- Pt ---=-=-=-=-- Hmmmm=- >|
FSDN | FDN
I oo . >l
I | Substancias I
nao amilaceas
D -bl
CSDN

Figura 3 - Composico das cdulas vegetas ( FDA: fibraem detergente &ido; FDN: fibraem detergente
neutro; FSDN: fibrasollved em detergente neutro; CSDN: carboidrato sollve em detergente neutro).
FONTE — CARVALHO; FERNANDES; PIRES, 2006 (adaptado)

Os compastos, gresentados de forma esquemética na Figura 3, representam, do
ponto de vistoprético, as fragdes FDA, FDN, FSDN. A primeira, Fibra em Detergente
Acido corresponde a cdulose enquanto a segunda, Fibra em Detergente Neutro, a

ceulose e hemicelulose, e a Ultima, Fibra Solive em Detergente Neutro, inclui as




substéncias pécticas e as frutanas. As trés fracbes das fibras correspondem aos
polissacarideos e substéncias nd amildceas (CARVALHO; FERNANDES, PIRES

2006).

Com excegéo das frutanas, os constituintes das fibras, a celulose, ahemiceulose
e as substancias pécticas, com seus componentes acidos e neutros, compdem a parte

estrutura daparede cdlular dos vegetas.

A Figura 4 ilustra de uma forma simples uma célula vegetd e suainterligacéo

com outras paraformar um tecido vegetd.

Figura4 - Cdulaveged.
FONTE: BIRUS, 2003 (traduzido).



2.3 UBSTANCIASPECTICAS

A's subgtancias pécticas encontram-se associadas com celulose e hemicelulose. A
associacdo, entre pectina e hemicelulose, tem sido relatada como sendo covd ente,
embora nem todas as fraghes pécticas sgam mantidas desta maneira, pois certas
guantidades podem ser removidas da parede cdlular com &gua fria, indicando que ndo

estdo ligadas covalentemente (THAKUR; SNGH; HANDA, 1997).

As pectinas solUveis desempenham um importante papel na manutencdo do
equilibrio hidrico e no movimento dos fluidos vegetais (THAKUR; SNGH; HANDA,
1997). Em tecidos jovens, especidmente em frutas, as pectinas et&o presentes em
gandes quantidades, nos espacos interceulares, com excelente capacidade de absorcéo

de agua, sendo importante para os estagos iniciais de desenvolvimento dos tecidos

vegetas.

De acordo com Thakur; Sngh e Handa (1997), as pectinas contribuem para
firmeza e estrutura do tecido vegetd, tanto fazendo parte da estrutura daparede celular
priméria quanto sendo o principa componente da lamela média envolvido na coeséo
intercdular. A resisténcia da parede cdular vegetd depende da orientacdo, das
propriedades mecanicas e dos tipos de ligaghes existentes entre as substancias pécticas e
as fibras de cdlulose. Algumas moléculas de pectinas estéo ligadas dicosidicamente as

cadei as de xiloglucanas que podem se ligar cova entemente com acelulose.

Quando firmemente ligadas a estrutura destes polissacarideos, sdo insolliveis em
agua e denominadas protgpectinas que, por mecanismos enziméaticos ou hidrdlise acida
tornam-se solUveis passando a ser chamadas de pectinas (BERK, 1976). A hidrolise

enziméica, segqundo Wang, Pagan e Shi (2002), responsavel pelo aumento da



solubilidade das pectinas, inclui as aividades das endo e exo-poligalacturonases e
dicosidases e, na maoria das frutas, a enzima endo - poligalacturonase catdisa a

conversdo da protopectinaem pectina.

As maiores concentragbes de pectinas na parede celular s encontradas na
lamela média com um decréscimo gradativo na parede celular priméria até a membrana

plasmética(THAKUR; SSNGH; HANDA, 1997).

Do porto de vista industrid, (LEVIGNE; RALET; THIBAULT, 2002) as

matérias-primas mais importantes séo o abedo das frutas citricas e o bagaco de maca

Além destas duas fortes, que sdo as principas (YAPO € d., 2006), ouras tém
sido estudadas como, por exemplo, a polpa de beterraba sacarina que anualmente gera
mais do que 2 milhdes de tondladas de bagaco paraindistriade aglicar. Levigne, Ra €;
Thibault, 2002 eYapo et d., 2006, relatam que esta matéria-prima pode conter teores
elevados de pectina chegando a 25 e 30% respectivamente, baixo custo e um excel ente
paencid de extracdo de pectina. Entretanto, n&o € interessante do ponto de vista
industrid por suas pobres propriedades gd eificantes, atribuidas a sua pequena massa
molar, dtos contelidos de grupos acetil e grandes quantidades de cadeias laterais. Estas
caracteristicas conferem a pectina boas propriedades emulsificantes (YAPO & 4.,

2006).

De acordo com Schieber et d. (2003), em muitas aplicacles as pectinas de maca
sé0 caracterizadas por propriedades geleficantes superiores se comparadas as das
pectinas citricas. Todavia sua cor marrom leva a limitacdo com respeito ao seu uso em
produtos dimenticios de coloracdo clara. A cor do bagaco de macéd e das pectinas

extraidas é causada pda oxidacdo dos compostos fendlicos, que s@ extraidos



simultaneamente do bagaco e gpenas removida parcidmente na etgpa de precipitacéo.
Renard et d. (1996 apud SCHIEBER et d., 2003), demondraran que tentativa de
diminuir a coloracdo de bagaco de maca com peréxidos dcalinos resulta na perda de
compostos fendlicos e na degradacdo da maior parte das pectinas, e que um eficiente

brangueamento apenas poderia ser obtido a custa de baixo rendimento.

A Tabda 1 apresenta o teor das substéncias pécticas em diversas frutas
(THAKUR; SSINGH; HANDA, 1997), e estas pectinas de varias matérias-primas podem
ser diferentes na estrutura molecular como, por exemplo, massa molecular, gau de
esterificacéo, conteldo de acetil, teor de aclcares neutros, distribuicdo dos grupos
carboxi-metoxilados e, portanto agpresentarem diferentes propriedades funcionais

(SCHEMIN, 2003; ENDRER, et d., 1999; THIBAULT, 1980).

Tabelal - Teor de pectinaem frutas.

Frutas Substancias  pécticas % Basesecat*
(base umida)*

M aca 05-1,6 4-7
Bagaco de maca 15-25 15-20
Polpade beterraba 1,0 15-20
Polpade citricos 25-40 30-35
Cascas delaranjas 35-55
Tamarindo 1,71
Cenouras 0,2-05 10
M améo pgpaa 0,66-1,0
Tomate 3
Girassol 25

FONTE: THAKUR; SINGH e HANDA, 1997 *; THIBAULT, 1980** (adaptado).

A aplicagdo das pectinas gpresenta importancia na industria dimenticia sendo
empregada como um aditivo de acordo com suas propriedades geeificante,

estabilizante, espessante e, recentemente, vem sendo utilizada como substituintes de



acucar e gordura em dimentos dietéticos (IGLESAS; LOZANO, 2004;

MOORHOUSE, 2004; THAKUR; SNGH; HANDA, 1997).

As pectinas formam géis e estas propriedades podem s uilizadas para
producdo de gomas, geéias e mameladas, produtos lacteos e confeitados

(INGLESIAS, LOZANO, 2004; MOORHOUSE, 2004).

2.3.1 Estruturadapectina

Como a maioria de outros polissacarideos, as pectinas s polimoleculares e
polidispersas, 0 que significa que séo heterogéneas com relacdo a estrutura quimica e a
massa molecular. Sua composicéo varia com a fonte, condigbes de extracéo e fatores
ambientais IGLESAS; LOZANO, 2004; THAKUR; SNGH; HANDA, 1997; WANG;

PAGAN; SHI, 2002).

As pectinas sdo polissacarideos complexos de vegetais, consistindo
principamente de acido D-gaacturénico e aglicares neutros, tails como L-ramnose, L-
arabinose, e D-gd actose (YAPO et d.; 2006). Sfo organizadas sob forma de cadeia
constituida principamente por residuos de &ido D-gdacturénico unidos por ligagdo
dicosidica a-(1&a4) formando uma estrutura linear. Esta estrutura principa pode ser
esporadicamente interrompida em locais com residuos simples de a-L-ramnose, que
pode caregar cadeias laterais de residuos de aglicares neutros, primariamente
arabinanas e ou arabinogalactanas (THAKUR; SNGH; HANDA, 1997). Os residuos de
&cido gd acturdénico podem ser parciamente esterificados na posicéo C-6 com metanol,
assim como 0s grupos hidroxilas nas posigoes C-2 ou C-3 podem estar parcidmente

esterificados com &cido acético (RENARD; THIBAULT, 1993; YAPO, &t d., 2006).



A Figura 5 gpresenta a estrutura esquematizada da molécula de pectina com a

conformagéo cadeira

Figura5 - Estrutura quimica da cadeia de pectina em conformacéo cadeira
FONTE: (BRANDAO; ANDRADE, 1999).

A estrutura deste polissacarideo contém 65% de &cido gaacturdnico e € bem
diversificada, pois consiste de trés tipos de fragbes conhecidas como a linear

homogaacturonana (HG) e as ramificadas, ramnogd acturonanas (WILLATS, KNOX;

M IKKELSEN, 2006).

As homogalacturonanas formam géis rigidos e insolUvels na presenca de
cdcio, uma propriedade que ira determinar suas diversas funcbes na parede celular
(MARCON, 2004; WILLATS, KNOX; MIKKELSEN, 2006; NOVOSEL"SKAYA,
a., 2000). Sho constituidas de longas cadeias de residuos de acido galacturdnico, que
podem estar parcidmente esterificados (até 70%), consistindo de residuos de &cido
galacturdnico com ligaghes a-(1ad), que s@o mais resistentes a hidrdlise (RIDLEY;
O'NEILL; MOHNBEM, 2001; WILLATS KNOX; MIKKELSEN, 2006). A resisténcia

das ligacbes dicosidicas a hidrdlise acida ndo sdo iguais, sendo que GaA a-(1a4)

GdA > GdA «-(1a2) Rha = Rha o-(1la4)GdA > aglcar neutro o-(1ad) aglicar



neutro. 1o permite que a regdo homogd acturénica sga purificada por hidrolise sob
condigBes controladas e seu comprimento minimo sega estimado (NOVOSEL” SKAYA

e d., 2000).

Como residuos de ramnose estéo presentes na regéo linear da homogalacturonana,
va&ios autores rdaaram proporgdes que variam de 25 a 200 residuos de &cido
galacturénico por residuo de ramnose. No caso de pectinade citrus foi demonstrado que
a razéo era de 40 residuos de &ido gdacturdnico por ramnose, mas apenas 15% de
ramnose encontravam-se na cadeia principa enquanto 85% locaizavam-se nas regdes

ramificadas (ZHAN; HANSSEN; M ORT, 1998 apud NOVOSEL" SKAYA et d.; 2000).

A hidrdlise &cidadas regdes ramificadas produz duas fragbes, umargpidamente
hidrolisavel contendo acUcares neutros e outra, mas resistente, rica em é&cido
galacturénico e ramnose, cuja estrutura foi identificada como uma série de homdlogos
lineares [& 4) GAA a-(1a2) Rha a-(1a], podendo chegar a 10 dimeros (RENARD;
CREPEAU; THIBAULT, 1995).

A Figura 6 gpresenta a estrutura de dois dimeros GaA o-(1a2) Rha o-(1a4)
GaA o-(1a2) Rha inseridos na cadeia linear do acido poligalacturénico, caracteristicos

daregédo ramificada

Figura 6 - Estrutura de dois dimeros formados por &ido gdacturdni co e ramnose, mostrando as ligagBes
a-(1a2), o-(1&4) e a-(1&2) respectivamente.

FONTE: http://www.lIsbu.ac.uk Avater/hy pec.html, jul. de 2006.



http://www.lsbu.ac.uk/water/hypec.html

A regd ramificada apresenta-se sob duas formas, uma contendo a série de
homdlogos lineares (10 dimeros) inseridos na cadeia do &cido poligd acturdnico (RG-I)
e outra contendo uma sequiéncia minima de sete residuos de &cido galacturénico aos
guas se ligan quaro oligossacarideos em cadeias lateras (RG-II)

(NOVOSEL"KAYA e d., 2000).

A ramnogalacturonana — | representa a maior parte das subgéncias pécticas e
constitui da repeticdo de unidades de dissacarideos de &cido gd acturbnico e ramnose
com cadeias laerais formadas por diferentes aglcares, principamente arabinanas e
galactanas, ligados diretamente aos residuos de ramnose, em C-4. Segundo Renard,
Crepeau e Thibault (1995), 78% de ramnose existente na pectina de maca esté ligada
diretamente na cadeia principa sob a forma de oligdmeros (NOVOSEL” SKAYA et d.

2000; PRADE et d., 1999; THAKUR; SNG; HANDA, 1997).

As RG-II séo regdes de acidos gadacturbnicos aos quais se ligam diretamente,
em C-2 ou C-3, adguns aclcares raros como fucose, xilose, apiose e acido aceérico, além
dos agticares comuns como ar abinose, gucose, &cido gal acturdnico e gucurdnico. Neste
cas0 a ramnose, quando aparece, estd nas caddas laterais (M ARCON, 2004;
NOVOSEL"SKAYA e d. 2000; WILLATS KNOX; MIKKELSEN, 2006),
correspondendo em pectina de maga a 22% (RENARD; CREPEAU; THIBAULT,

1995).

Sob o ponto de viga dos autores Willats, Knox e M ikkesen (2006) é possivel
observar que a estruturaprincipal dapectinafoi considerada como homogaacturonanas,

com ligagdes simples chamadas de regles lisas (smooth region) e as



ramnogd acturonanas com ramificagdes contendo véarios aglcares, chamadas de regdes
em cabelera (hairy region), como demonstrada pela Figura 7 identificada pela letra A.
A letra B refere-se a recentes pesquisas onde os autores propdem um novo pornto de
vista, demonstrando que a homogalacturonana pode ser considerada uma cadeia laterd
das ramnogaacturonanas, 0 que causou grande impacto nos estudos da edrutura fina
das pectinas (PRADE e d., 1999; WILLATS KNOX; MIKKELSEN, 2006;

VINCKEN et d., 2003).

Rhamnogalacturonan ||

Rhamnogalacturonan |

Acetyl ester % Methyl ester

-

Galacturonic acid (GalA)
Rhamnose (Rha)
Apiose (Api)

Fucose (Fuc)

Aceric acid (AceA)

Galactose (Gal)

Arabinose (Ara)

Xylose (Xyl)
Glucuronic acid (GlcA)

® O O O @ ¢ 0 @ © O

O Deoxylyxo-
heptulopyranosylaric acid (Dha)  octulopyranosylonic acid (KDO)

Ketodeoxymanno-

Figura 7 - Estrutura convenciond (A), Nova proposta dos autores (B).
FONTE: WILLATS; KNOX ; MIKKELSEN, 2006.



2.3.2 Extracéo

A presenca de um &cido ou uma base em devadas temperaturas gudam no
rompimento da parede cdular, hidrolisando a protopectina e solubilizando as
substancias pécticas (WANG; PAGAN; SHI, 2002). Os autores Joye e Luzio (2000)
rdlataram em seus estudos que o0 processo de extracéo adcdino rende uma pectina de
baixo gau de esterificacdo (DE) como resultado da saponificacéo dos grupos ésteres,
enquanto que o processo de extracdo &cida, em gerd, rende uma pectina com ato grau

de esterificacéo, aproximadamenteigua a0 grau de esterificagcdo de ocorréncianatural.

A extrac@o de pectina é portanto, um processo fisico-quimico complexo no
gua a solubilizacdo, extracéo e despolimerizacd das macromol éculas ocorrem ao
mesmo tempo, sendo extraidas com mais facilidade as pectinas de dto gau de
esterificacdo (KERTESZ, 1951). Sequndo os autores Wang, Pagan e Shi (2002), o
processo indugtriad de extrac@ emprega &cido sulfurico, cloridrico ou nitrico, pH 2,
com temperaturas de 60 a 100°C, durante 5 a 10 horas. O traamento &cido gplicado no
bagaco de magéd como rdatado por Cho e Hwang (2000), usando HCI epH 1,2 durante
15 a 240 min em temperaturas de 70 a 100°C, extrai polissacarideos sollveis em agua,
mes causa degradacdo parcial em polimeros. O rendimento e a qudidade dos
polissacarideos séo fortemente afetados pelas condigdes de extracdo, portanto para se

obter um produto melhor, as condigdes de extracdo ndo podem ser muito drasticas.

Assim, Schemin et d. (2005), pesquisando areacdo de extracéo acidade pectina
a partir de bagaco de maca, confirmam gque o &cido nitrico € um bom agente extrator,
porém o é&cido citrico apresentou mehores resultados. Com um moddo matemético
definiu que com 6,2 g/100 mL a 100° C durante 152 min obtinha um rendimento de

17,82 g/100g de uma pectina de 68,8% de grau de esterificacdo. M arcon (2004) obteve



resultado semelhante, com um rendimento de 16,8 ¢g/100g quando extraiu pectinacom 5
/100 mL de &cido citrico a 100°C durante 80 minutos, demonstrando que o tempo de

reacéo poderia ser menor.

Scabio et d. (2006), estabdeceu um modedo de extracdo com &cido nitrico
estatigicamente significativo (R2 = 0,9271) e no ponto central com temperatura de
80°C, obteve um rendimento de 9,05 g/100g de uma pectina com grau de esterificacéo
de 74,39% quando usou &cido a 50 mM, durante 20 minutos. A andise do ef eito dos
fatores sobre o processo de extracdo evidenciou que a temperatura € mais importante

gue a concentracdo de &cido e o tempo.

Uma das principas variagdes funcionais entre as pectinas de dto e baixo DE
esta na sensibilidade em presenca de ions polivdentes, como o calcio. A pectina
sensivel ao cdcio pode ser geleificada na sua presenca e sdo, portanto, utilizadas para
formulagdes de ingredientes aimenticios para produtos com baixo teor de gordura ou
sem aclcar, para 0s quas existe uma grande aplicacdo no mercado (JOYE; LUZIO,

2000).

2.3.3 Aplicacio

A solubilidade das pectinas é diretamente proporciond a0 numero de
grupamentos carboxil icos esterificados e inversamente, ao tamanho da massa molecular,
embora 0 pH da solugéo, a temperatura, a concentragdo e a natureza dos solutos
presentestenham efeitos marcantes. Por ser muito sollvel, sob aforma de pé em que se

comercidiza, a se ligar com a agua forma uma camada que funciona como uma



barreira que impede o resto da pectina interagir com a agua (THAKUR; SNGH;

HANDA, 1997; WANG; PAGAN; SHI, 2002).

A préicaem laboratério consiste em dissolver a pectina com um solvente peo
gua tenha menos & inidade, como alcool, afim de dispersar as moléculas e gp0s isto
pode ser adicionada aguanaproporcdo desgada. A préicanaindustriade fabricagdo de
celéas consiste em diluir a pectina sélida com 10% do aclcar a ser usado e apGs
adequada mistura, adi cionar aos poucos ao suco de frutas, deixando dissolver e somente

gp0s igo séo adicionados 0s 90% restante do aglicar programado.

A principd propriedade das pectinas é a de formar gel na presenca de aclcar e
de ions clcio em meio &cido, e isto depende da massa molecular e do gau de
metoxilag&o, o que justifica que pectinas de diferentes fontes ndo gpresentam a mesma
capacidade de gdeificacdo. As caracteristicas fisicas do gd s@o consequéncias da
formacdo de continuas redes tri-dimensionais com ligacfes cruzadas entre as mol écul as

(MOORHOUSE, 2004; THAKUR; SING; HANDA, 1997).

A formacéo do gel também é influenciada por varios fatores como tenperatura,
tipo depectina, grau de esterificacdo, grau de acetilacdo, pH, aglcar e outros solutos e
cdcio. (SCHEMIN, 2003; MARCON, 2004; MOORHOUSE, 2004; WILLATS

KNOX; MIKKELSEN, 2006).

O gau de esterificacdo € um dos aspectos mais importantes da estrutura da
pectina devido a excelente corrd acdo com a propriedade de formar gel, que define a
adequacdo de seu uso industria. De acordo com Novose“skaya et a. (2000) e M onsoor,
Kadapathy, e Proctor (2001), o mé&odo mais comum paa determinar o grau de

esterificac@o de pectinas é atitulagdo classica (FOOD..., 1981). Nesta metodologa, séo



tituladas as carboxilas livres e as desederificadas, com NaOH 0,1N e o caculo do gau
de esterificacdo corresponde a razéo entre as carboxilas esterificadas e as carboxilas
totais, em percentua. Os mesmos autores citam 0 méodo de determinacéo do teor de
metanol por cromatografia gasosa gpos hidrélise quimica ou enzimética das carboxil as
esterificadas. O grau de esterificacéo por espectrascopia de infravermelho, tanto por
reflectancia difusa (DRIFTS) quanto por transmisséo (FT-IR) € recomendado por
M onsoor, Kalapathy e Proctor (2001) pois apresenta corrdacéo bastante dta com a
metodologia da cromatografia gasosa utilizada para quantificar metanol. Na técnica
FTIR, usando amostras no esado sélido como pagilhas de KBr, as &eas do picos
referentes & faixas de 1760-1745 e 1640-1620 cm™* correspondem & carboxilas
esterificadas e livres, respectivamente. Por defini cdo o grau de esterificacdo é arazéo da
area do pico da carboxila esterificada pea éaea da carboxila totd (M ONSOOR;

KALAPATHY; PROCTOR, 2001).

As pectinas podem ser classificadas como de dta (HM) ou baxa (LM)
metoxilagdo, quando apresentarem de 50 a 80% ou de 25 a 50%, respectivamente
podendo assim formar dois tipos de géis. O mecanismo de formacdo do gd é diferente,
sendo que as pectinas de dta ederificacdo formardo gel em pH préximo de 3,6 e na
presenca de co-solutos, agicares com concentragdo maior do que 65%. A funcéo do
aclcar na formacdo dos géis das pectinas HM é edabilizar as zonas de juncéo
promovendo interacdes hidrof dbicas entre os grupos metil ésteres. Nas pectinas de baixa
metoxilacd (LM) os géis séo formados na presenca do cécio, o qua age como uma
ponte entre pares de gupos carboxilicos de moléculas de pectinas. Estas séo
guimicamente mais estaveis com relacdo a umidade e aguecimento do que as pectinas
HM, que apresentam tendéncia a desesterificacdo em umidade amosférica

(GILSENAM ; RICHARDSON; M ORRI S, 2000; THAKUR; SSINGH; HANDA 1997).



As pectinas de dtametoxilacéo gpresentam consideravel poder de g eificacéo e
s&0 amplamente usadas na estruturacdo de sucos de frutas com aintencéo de aumentar a
consisténcia dando a aparéncia de polpa de fruta A presenca de cadeas laterais,
principamente com unidades de arabinose e gaactose, afeta significativamente as
propriedades funcionais das pectinas, tais como solubilidade, gdeificacéo, formacéo de
filme e propriedades reologicas, aléem de favorecer a agegacd em solugdbes

concentradas (BRANDAO; ANDRADE, 1999).

O tamanho molecular, a ramificagdo natura de aglcares, 0s graus de acetil agéo e
de amidacéo, e o teor de cinzas influenciam as propriedades geleificantes das pectinas
sendo que as de baixo grau de esterificacdo s&o usadas para produtos com bai xos teores
de aclcar, mas na presenca de cdcio. Sfo, portanto, ingredientes para formulacdo de

adimentos de bai xos valores caodricos ( SAHARI; AKBARIAN; HAM EDI, 2003).

As solucbes de pectinas gpresentam baixas viscosidades, mas sua importéncia
comerciad esta mais relacionada com a sua cepacidade de gdeificacdo. De uma forma
gerd, s@o utilizadas no processamento de gel é@as, de produtos de confetaria incluindo
cremes, de molhos para churrasco e produtos de tomate, bebidas carbonatadas e
sobremesas de frutas. Sua grande aplicacéo, em iogurtes com frutas, demonstra
vantagem em rel agdo as outras gomas ou hidrocoloides, pois estabiliza atexturadabase
de iogurtes permanecendo constante durante armazenagem, eliminando a flotagéo e a

separacdo dafrutamesmo no manuseio da carga (M OORHOUSE, 2004).

A sdecdo de uma pectina gpropriada € dependente da temperatura de
celeficacdo, datextura e do processamento. Por exemplo, para um gd tradiciona com
particulas de frutas sugpensastorna-se necessariaumar dpidagdeificacdo e assim usa-se

pectina de dto gau de metoxilagdo (HM). Para gomas ou geléas com caorias



reduzidas ou sem aclcar, entretanto, s indicadas as pectinas de baxo gau de
metoxilagéo (LM ), pelo baixo nivel de sdlidos solivels requeridos para a geleificagéo
(menor que 25%). Estas pectinas, HM P e LM P, s&o utilizadas em conjunto com outros
hidrocdloides sendo capazes de promover o gal desgado para cada tipo de produto

(MOORHOUSE, 2004).

As pectinas comerciais sdo regulamentadas em aguns paises como aditivo
dimenticio, e ndo gpresentam problemas do porto de vista toxicoldgcos. No Brasil, o
Minigério da Salde aprova a incluséo da pectina como aditivo com fungdes de
estabilizante, espessante, geleficante e também paa gelados comestivels, em
guantidade suficiente para obter o efeito desgado. Portanto, a pectina ocorrendo
naturdmente em frutas, especidmente em frutas citricas e macas, tem seu uso permitido
pela legislagéo naciona com a funcdo de coadjuvante de tecnologa para diversos tipos

de produtos (AGENCIA...., 2006).



3 OBJETIVO

Estabelecer um procedimento de extragéo acida de pectina a partir do bagaco

desidratado de maca.

3.1 OBJETIVOSESPECIFICOS
Estabelecer as caracteristicas de qudidade fisico-quimica de bagaco de macéd

obtido em nivel de laboratério, apds desidratacdo, moagem e tamisacéo;

Identificar a influéncia de &cidos nitrico, cloridrico, succinico, lactico,
tricloroacético, mdico e citrico, em diferentes concentragbes e com o binbmio tempo:

temperatura sobre o rendimento gravimétrico;

Determinar as tendéncias do processo de extracdo de pectinas do bagaco

desidratado de magé com &cidos diluidos, de1 a100 mM ,;

Estabelecer e vadidar 0 modelo de extragd de pectina com &cido nitrico,

mediante um planejamento composto 2%, axid e com repetigdes no ponto central.

Caacterizar a pectina experimentad por metodologia titulométrica (DE),
espectroscipico (FT-IR) e cromatogéafico (GLC — HPSEC-MALLS) comparando-a
com amostras de pectinas comercid de maca de dto (HMP) e baixo (LM P) gau de

esterificacéo (DE).



4MATERIAL EMETODOS
41 MATERIAL

Amostras de macads comerciais da variedade da Joaquina cedida pela Estacéo
Experimenta de S&o Joaquim (EPAGRI). Amostras de pectinas comerciais de maca do
tipo HMP e LM P cedidas pdo fabricante (Herbstreith & Fox). Produtos quimicos e

solventes organi cos de qua idade pré andise.

4.2 METODOS
Os procedimentos metodol6gicos compreendem 0s processos, as andises e 0s

experimentos, que estéo gpresentados a sequir.

4.2.1 Os Processos

A seguir sd0 apresentadas as formas de obtencdo do bagaco, de extracéo acida e
deisolamento de pectina
4.2.1.1 Obtencdo do bagaco

O bageco, obtido do processamento do suco de macd, foi lavado com agua
corrente por trés vezes para retirada dos aglicares e &cidos organicos, centrifugado e
desidratado em estufa de circulacdo a 60°C de 5 a 8 horas. Foi ent&o triturado em
moinho de facas, tamisado a 60 MESH e armazenado a temperatura ambiente em

frascos fechados (Figura 8).
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Figura 8: Fluxograma do benefi ciamento do bagaco de maca

4.2.1.2 Extracao &ida

O sistema de reacdo foi composto por 59 de bagago desidratado e em po,
acrescido a 400 mL de &cido com uma concentracdo e um tempo escolhidos de acordo
com o0 modelo experimenta. O procedimento para extracéo foi 0 seguinte: em um
béquer de 500 mL foram pesados 59 de bagaco de maca em po e adicionado 5 mL de
dcool e deixado em repouso por gproximadamente 5 minutos. A seguir, com agtacao,
foram adicionados 200 mL de agua deionizada, misturando bem e levando para
aqueci mento até a fervura Smultaneamente foram preparados 200 mL de uma solucéo
de &cido, levado para aguecimento aé a fervura. Atingido o ponto de ebulicdo, a

solucdo &cida foi adicionada a suspenséo, levando a um volume tota de 400mL. A



concentracéo final do &cido e o tempo foram estabelecidos pelo plang amento. A reacéo
fol minimizada com o abaixamento da temperatura em banho-maria gdlado. Apéds o
resfriamento, o extrato da reacéo foi filtrado em morim, e lavado com 200 mL de agua

deionizada sendo o residuo desprezado e o filtrado reservado para isolamento das

substancias pécticas (Figura9).

4.2.1.3 Isolamento de pectina

As subgtancias pécticas que ficaram solUves no filtrado da extracdo acidaforam
precipitadas, sob agtacdo constante, com etanol 2:1 (viv) e, a0s repouso minimo de
duas horas, foram desidratadas por tratamento com etanol a 70%, acetona e findmente
ée eilico, a0 a e a tempeatura ambiente O materid seco foi pulverizado
manua mente em grd de vidro e aamazenado em frascos de pléstico em dessecador.
Para serem andisadas, as fragdes obtidas foram previamente mantidas em dessecador de

vidro contendo pentdxido de fésforo durante, no minimo, 24 horas (Figura9).

Bagaco Desidratado em po

Aquecimento a 97°C

Farinha + Agua + [ Acido + Agua | = (Ebuligio / 10 min)

4

Resfriamento com banho de gelo

il

Filtracdo e lavagem com agua

4

Precipitagdo com etanol j Secagem da Pectina

ﬁ (Estufa 50°C / 8h)

Figura 9: Fluxograma de extrac& de pectinas de bagago de maca desidrat ado



4.2.2 Andises
A seguir as andlises s@ gpresentadas como Andises Fisico-quimicas,

Estatigicas, Espectrofaométricas, Cromatogréficas, e Titulométricas.

4.2.2.1 Andises Fisico-quimicas.

O teor deumidade foi determinado em estufa a 105°C e o de cinzas em mufla a
505°C até peso constante.

Os aclcares redutores foram quantificados pedo méodo colorimétrico de
Somogyi-Nelson assim como os aglicares redutores totais apds a hidrolise da sacarose
com HCl 225 N (67°C/5 min.). As absorbancias foram medidas em 520 nm
(SOM OGYI, 1945; NELSON, 1944). A ducose foi quantificada peo méodo
enzimaico da glucose oxidase, sendo que a sacarose e a frutose foram caculadas por
diferenca e todos os carboidratos foram expressos como monossacarideos em ¢/100 mL.

A atidez tituldve tatd foi determinada por neutradizacdo com NaOH 0,1 N
fatorado aé pH 8,33 indicado por fenolftaeina e calculada como &cido mdico, sendo
expresso em g/100 mL. O extrato etéreo foi efetuado em Soxleht durante 5 horas com
éter etilico e os lipideos determinados por diferenca gravimétrica. Os teores de proteinas
foram determinados pelo método de Kjeldahl, utilizando fator de converséo de 6,25. As
fibras foram analisadas pelo método de fibra aimentar e os resultados foram calcul ados

por diferenca. (1AL, 1975; RK, 1987; TANNER;BRUNNER, 1985).

4.2.2.2 Andlises estatisticas.
Os resultados do delineamento experimenta foram anadisados pela regresséo

multipladametodologade superficie deresposapelo software STATISTICA®.



4.2.2.3 Andlises espectroscdpicas.

Para andises de espectroscopia de infravermelho foram f eitas pastilhas contendo
100 mg de KBr com 1 a2 mgde amostras desidratadas de pectinas que foram prensadas
(50N/sqin) e andisadas em espectrofotdmetro Shimadzu 8400 FTIR com 4 cm’® de
resolucéo e os espectrogramas foram regstrados nafaixade 4000 a500 cm™. O célculo
dos graus de esterificagd foram feitos considerando a razdo entre a a&ea reativa a
banda 1740 cm* (grupos carboxilicos esterificados) e as &ess relativas s bandas 1740

cm e 1620 cm™ (esterifi cados e livres, respectivamente).

4.2.2.4 Andises cromatogéficas
A) CromatografiaLiquido-Gasosa (GLC)

A identificacdo e determinacdo dos teores relaivos de aglcares neutros das
amostras de pectinaforam feitas apds derivatizacéo a dditdis, por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa.

As pectinas foram hidrolisadas com acido trifluoroacé&ico 1M (100°C/ 5 h)
(ADAM S 1965; ASPINALL, 1982) e o hidrolisado foi evgporado em capea Os
acucares livres foram reduzidos com NaBH, (WOLFRON ; THOMPSON, 1963), apds
0 que os cations Nat+ foram retirados com resina Lewatit naforma acida. A sequir o
filtrado reduzido foi seco em rota-evgporador e lavado com metanol, paraeiminacéo do
boro na forma de borato de trimetila O materia foi acetilado com anidrido acé&ico e
piridina 1:1 (v:v) levando a obtencéo de acetatos de aditdis que foram extraidos com
cloroférmio e lavados com solucéo de sulfato de cobre (5%) para remocdo da piridina
A amostra contendo os acetatos de dditdis resultantes foi analisada por cromatog afia
ges-liquido (GLC) em equipamento modelo HP 5890 SI, com detector de ionizagdo de

chama (FID) e nitrogénio como gés de araste, com fluxo 2 mL/min, a 220°C,



temperaturado detector edo injetor de 250°C. Foi utilizadaumacoluna capilar (0,25 m

d.i. x 30 m), modelo DB-210, com espessurade filme de 0,25 mm.

B) Cromatogafiade excluséo estérica(HPSEC-M ALLYS)

O perfil de massas moleculares das fragdes foi determinado por cromatog efiade
exclusdo estérica. As amostras na concentracio de 2 mg mL™ foram solubilizadas em
agua e filtradas sob presséo através de membranas de acetato de cdulose (Milipore),
com tamanho do poro de 0,2 um. A sequir foram injetadas em cromatdgrafo de excluséo
estéricamodelo 150 C ALC/GPC Waters, com detector de indi ce de refracdo dif erencia

modelo Waters 2410, e detector de espahamento laser em multidngulos.

4.2.2.5 Andisetitulométrica

As amostras de pectinas foram quantificadas por titulometria (BOCHEK;
ZABIVALOVA; PETROPAVLOVII, 2001; WOSACKI, 1977). Quantidade de
amostra conhecida, de gproximadamente 250 mg, foi umedecida com 2 mL de alcool e
solubilizada em 25 mL de agua deionizada sob agitacdo constante por 30 minutos com
agitador magnético, sendo entdo determinado o pH dasolucéo. As carboxilas livres dos
&cidos anidrogalacturénicos foram neutralizadas com NaOH 0,AN e as carboxilas
esterificadas igudmente, apos sgoonificacdo (10 mL NaOH 0,25 N, 30 min a
temperatura ambiente e neutralizacdo com 10 mL HCl 0,25 N), obtendo-se assim 0s
vaores de mEq de NaOH referentes aos dois tipos, livres e esterificados,
respectivamente representados por meq’ e meq’. Com estes dados foram feitos os

cdculos segundo as formulas:



Z = massa/ mEq totais 1

AUA = 17600/Z 2

M eO = (mEQ"x 31 x 100)/massa 3

DE = (176/31) x (M eO/AUA) = mEq" /(mEq + mEq”) 4
Pectina= AUA% + M eO% 5

Fracdo neutra= 100 — pectina 6

4.2.3 Experimentos

Foram feitos experimentos com a findidade de estabelecer os efetos de
diferentes &cidos sobre 0 processo de extracéo, e com o acido mais adequado foi feto
um delineamento experimenta para escolha das melhores condigdes de sua aplicacéo,
sendo determinado o rendimento do processo e a qudidade do produto, comparando

com padrdes comercials.

4.2.3.1 Efeitos do diferentes acidos

Para este processo 5g de bagaco em p6 de maca dispersos em 200 mL de agua
deionizada, foram tratados com é&cidos nitrico, cloridrico, succinico, l&tico,
tricloroacético, citrico ou malico, em concentragbes que varialam de 1 a 750 mM

durante o tempo de 10 min atemperatura 97°C.



4.2.3.2 Plangamento experimenta

Com a findidade de estabelecer a influéncia do tempo e da concentragéo do
HNO; varidveis de entrada, sobre a quantidade (rendimento) e quaidade da pectina
solubilizada (grau de esterificacdo), varidveis de saida, foi sequido um deineamento
composto centrad (BARROS NETO & d., 2002). Foram respeitados os dominios de

abrangéncia do experimento definidos na Tabela 2 e a seqiiéncia dos ensaios descritos

naTabda3.

Tabela2 - Dominio do planejamento experimenta

Variavd -2 -1 0 +1 +2
Acido, mM 8 35 100 165 192
Tempo, min 2,93 5 10 15 17,07

Tabela- 3 Ensaios do plang amento experimenta

Ensaios Fatores codificados Fatores decodificados
X1 X5 Acido, mM Tempo, min

1 -1 -1 35 5

2 -1 +1 35 15

3 +1 -1 165 5

4 +1 +1 165 15

5 0 0 100 10

6 0 0 100 10

7 0 0 100 10

8 -2 0 8 10

9 +12 0 192 10

10 0 -2 100 2,93

11 0 +\2 100 17,07

A regresséo polynomia de sequndaordem érepresentadaa seguir

| Yo=lo + b X5 + X5+ b11X12+ bzzxz2 + b Xy Xo |

Onde Y,, representa a variavel de resposta, by, 0 intercepto, b, 0 coeficiente de
rexresséo e X, a vaiave independente. Td modelo pode ser gustado cancelando o

componente o qua o erro padréo édto e aprobabilidade (p) € maior do que 5%.



5 RESULT ADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERISTICASDO BAGAQO DESSDRATADODEMACA

O bagaco obtido no processamento de macd por ser dtamente instavel tanto
guimica quanto microbiologcamente, foi desidratado (Endref3, 2000), levando em
considerag@ as caracteristicas do produto find influenciadas pelo processo de
obtencdo, mas também pelo cultivar e pela rapidez do processo de desidratacéo, entre
outros faores. O seu beneficiamento, reduzido as fases principas, desidratacdo e

moagem, levou a obtencdo do bagaco em po (Figura 10).

Figura 10 - Bagago de maga desidratado em po.

Na Tabela 4 estéo gpresentados s resultados das andises fisico-quimicas deste
bagaco em pd, que se constituiu namatéria-prima para obtencdo de pectinas.

Tabela 4 - Qualidade fisico-quimica de amostra de bagago desidratado de maga cv.

Joaguina.
g/100 g
Amostra Umidade Cinzas Proteina  Lipideos  Aclcares Acidez Fibras
Joaquina 11,94 1,51 3,88 2,82 29,43 1,00 36,00

Baseseca O 1,72 4,41 3,20 33,44 0,235 40,91




Para facilitar tanto o processo de secagem do bagaco quanto o processo de
extracd de pectina ha necessidade de que sejam diminuidos os teores de solidos
sollveis totais (SCHIEBER et d., 2003; SCHEM IN, 2003). Isto pode ser feito com
agua corrente respeitando-se aproporcdo de massa de bagaco: agua de extragéo igua a
1:1 (viv), uma vez que, com trés extrages, os teores de solidos solUveis totas
diminuem de 6° Brix para 2° Brix (PAGANINI & a., 2004). Como o objetivo é de
gproveitamento das estruturas presentes no bagaco, e ndo nos solidos sollveis, esta
praporcéo pode ser aumentada sendo feita gpenas umaextrac@o, e sendo desprezados os

aclicar es e outros componentes.

Sequndo Krokida et d. (2000), o bagago deve ser desidratado por ventilagéo
com a a temperatura ambiente e em seguida a temperatura de 60°, 70° até aingr
umidade de 10 — 12%. Porém a préatica em laboraério demonstrou que gpds uma
desidratacdo parcia a temperatura ambiente o bagaco pode ser colocado diretamente
parasecar em estufacom ar forcado a70°C, e gp0s 10 horas estard com peso constante.
O processo indugria, bem mais efetivo, parte de uma matéria-prima com 30% de
umidade, sendo desidratado em forno de trés estégos durante 5 - 8 minutos com ar
superaguecido (300 - 700° C), embora a temperatura no bagaco ndo seja superior a 50-

60°C (SCHIEBER &t d., 2003).

Com a umidade de 12 ¢g/100g é possivel considerar que este produto tem boa
estabilidade fisico-quimica, desde que sga estocado adequadamente em embaagens
herméticas. Este teor de umidade pode ser comparado aos obtidos por Cho e Hwang

(2000), 11,4 g100g, por M arcon et d. (2005) com 10,02 g/100g para o cultivar gaa, e



por Joshi e Kausha (1995) com 8,2 ¢g100g. O teor de cinzas de 1,51 ¢g/100g esta
compativel aos valores encontrados por Cho e Hwang, (2000), de 1,89/100g, por
Marcon et d. (2005), de 1,62 g/100g e por Kennedy, (1999), de 2,6 ¢/100g. O teor de
prateinas de 3,889/100g apresenta-se compativel com os resultados encontrados por
Cho e Hwang (2000), de 3,7 g/100g, por Marcon et d., em 2005, de 3,03 g/100g, mas
ndo aos vaores encontrados por Kennedy, (1999), de 4,5 g100g.

O teor de agUcares totas é devado, mas compativeis com o relato de M arcon et
a. (2005) com o vaor de 35,9 ¢g/100g, de Schemin (2003), com o de 31,78 ¢/100g, ede

Cho e Hwang (2000), de 27,4 g/100g.

5.2 EFEITO DE DIFERENTESACIDOSNA EXTRA(;AO DE PECTINA
Na Tabela 5 séo gpresentadas as quantidades de substancias pécticas que foram
precipitadas com etanol a70% apartir do bagago tratado com diferentes &cidos a97°C,

de1a750 mM, durante 10 minutos.

Tabea5 — Influénciados acidos no rendi mento gravimétrico.

Concentragcdes Rendimento, ¢/100 g

dos &cidos ImM 5mM 25mM  50mM  100mM 250mM 500mM  750mM
HNO3 1,00 2,10 16,09 18,63 19,26 16,39 15,95 14,26
HCI 1,53 1,65 11,45 13,74 16,00 20,23 17,19 13,67
Succinico 0,80 1,60 2,29 3,56 6,44 7,00 3,47 2,70
Lactico 0,69 0,90 0,99 1,49 4,03 4,15 4,33 4,32
TCA 1,33 1,73 9,66 10,44 15,36 17,31 28,64 30,16
Malico 1,25 2,27 3,30 4,91 5,62 10,47 16,52 19,41

Citrico 1,00 4,00 9,55 12,78 16,73 20,86 28,33 36,67




As andlises destes resultados levam a constatacdo de que existem pelo menos
dois comportamentos digintos, manifestados pela atuacéo de dois grupos de &cidos.

O primero conjunto, que compreende os &cidos nitrico, cloridrico, succinico e
lético, gpresentou como resultados um rendimento crescente até a concentracéo de 100
mM, mantendo o padréo ou diminuindo a quantidade extraida a partir desta
concentracéo até ade 750 mM . Ese comportamento € compaivel com uma reacdo de
hidrélise da protopectinaliberando pectinas em bai xas concentragdes de &cidos e a sua
degradacd quando em concentracBes mais € evadas. Esta caracteristica € observada
gpenas com os &cidos minerais diluidos (HNOs; e HCI). Os &cidos organi cos (succinico
e l&ico) apesar de gpresentarem um perfil semdhante de diminuicdo do rendi mento
acimadaconcentracéo de 100 mM , s&o bem menos efi cientes.

O segundo conjunto, representado pelos &cidos tricloroacético, citrico e malico,
gpresentou um rendimento crescente mas com vaores que ultrgpassaram, em muito, o
teor dapectina existente no bagaco de maga, estimado ser da ordem de 10 a 15 g/100g
(ENDREI3, 2000). Este comportamento, que ocorre com estes acidos organicos, pode
corresponder a uma extracdo de pectina semelhante a aguela que ocorre com
concentragbes de acidos minerais, mas com a incorporacdo de grupamentos é&cidos
esterificando as hidroxilas C-2 ou C-3 do &cido poliga acturénico ou nas hidroxil as
livres dos aclicares neutros acompanhantes.

A Figurall ilustraestes dois tipos de comportamento, sendo que naFigurall-A
o géico indica uma extracdo sequida de umadegradacéo e na Figurall- B, indica uma

extracdo seguida de uma incorporacdo de grupamentos &cidos na estruturapéctica



Figura 11 - Rendimento gravimérico de obtencdo das substancias pécticas com os &idos nitrico, doridrico,

succinico
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e l&ico nogrdico A e com os &idos trid oroacético, citrico e mdico no gréfico B, de 1 a 750 mM.
(HNOj;: &cido ritrico; HCI: &ido doridrico; SUC; &ido succinico; LAC: &cidoléico; TCA: &ido

Tricloroacético; CIT: adido citrico; MAL: &ido médico)

M arcon (2004), uilizando um plangamento experimental com os fatores tempo
(20— 80 min.) e temperatura (50-100°C), extraiu pectinade farinhade maga do cv Gda
com &cido citrico a 5¢g/100g, obtendo rendimentos de 5,7 a 16,8%. Estes resultados
foram compativels com os de SCHEM IN (2003), que extraiu 20% de pectina de uma
mistura de variedades de maca com &cido citrico (5g/100g) a 100° C durante 110
minutos. Com os resultados encontrados neste trabalho, de 36% de rendimento, €
possivel observar que apectinaque se extra com dtas concentragcdes de &cido citrico a
temperatura de ebuli¢do do sistema, contenhatambém outros compostos ou mesmo que
0 &cido citrico tenha sido incorporado, de al gumaforma, a estruturapéctica

Conforme os resultados dos processos de extracdo com 0s mesmos  sete &cidos,
mas com a concentragcdo maxima de 100 mM, foi possivel observar que no primero

conjunto, atendéncia dareacéo € logaritmica para os acidos minerais e linear para os




acidos organicos, enquanto que no segundo conjunto, a tendéncia é logaritmica para os

trés &cidos orgnicos testados (Figura 12).

25

N
o

—4— HNO3]

—— HCL
suc
LAC

=
ol

=
o

Rendimento, g/100g

o

o

0

20 40 60 80 100 120
Concentragdo do &cido, mM

Rendimento, g/100g

N
(5]

n
o

[
o

TCA
—m— CIT
—h— MAL|

=
o

o

o

0

20 40 60 80 100 120
Concentragdo do acido, mM

(A)

(B)

Figura 12 - Rendimento gravimétrico de obtencéo das substéncias pécticas com os &idos diluidos nitrico,
coridrico, succinico el aico no grafico A e com os &idos tricloroacéico, citrico e médico no

gréfico B, del1al100mM.

As linhas de tendéncia est&o sendo ilustradas naFigura 13 parademonstrar com

mais cl areza os dois tipos de comportamento, sem 0s pontos experimentais.
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Figura 13 - Linhas detendéncia dos rendimento gravimétrico de obtenco das substéncias pécticas com os

&idos
citrico emdico no gréfi co B, de 1a100 mM.

diluidos nitrico, doridrico, succinico e |&ico no grafico A e com os &idos tridoroacético,

Estas tendéncias estdo expressas em equaches logaritmicas e lineares e seus

coeficientes encontram-se gpresentados na Tabela 6 com os respectivos coeficientes de




corrdacén. De uma forma simples estas equagbes expressam 0s mesmos resultados ja
apresentados anteriormente, demonstrando um destaque a &cido nitrico, com
semdhanca aparente entre os acidos cloridrico, citrico, tricloroacético, e uma baixa
eficiéncia do &cido mdico, desconsiderando-se os coeficientes lineares das equaches

dos &cidos succini co el &ico porgque séo muito bai xos.

Tabela 6 - Listagem das equacbes das curvas de tendéncias e seu coeficiente de

corrdacéo.

Acido Equacdo preditiva R’
HNO3 Y = 4,652 Ln (X)-1,008 90,59
HCI Y =3,5108 Ln (x) — 0,5026 90,92
Succinico Y = 0,054x + 0,9835 98,99
Latico Y =0,0324x + 0,4485 91,35
Citrico Y =3,3677 Ln(X) —0,1768 96,22
TCA Y = 3,0805 Ln (X) — 0,5182 89,82
Mdico Y =0,9436 Ln (X) + 0,9535 94,15

Os rendimentos obtidos a 100 mM com um tempo de reacdo de 10 min a
temperatura de ebulicdo(97°C) do sistema encontram-se ilustrados na Figura 14, com

perfeitasemeahancas em relac@o aos coeficientes de X gpresentados anteriormente.
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Figura 14 - Quantidade de substancias pécticas extraidas com di ferentes acidos a 100 mM

O rendimento e aqualidade destes polissacarideos solUveis em agua séo afetados
por condigdes de extracdo como pH, temperatura, e o tempo de extracdo. Portanto
condigBes severas de extracdo aumentaram o rendimento, mas também a degradacéo
dos polimeros. Um modédo de estudo pode ser um méodo muito ef etivo para pesquisar
as condicdes 6timas de extracdo (CHO; HWANG, 2000).

Ao selevar em contao comportamento de reacdo do &cido nitrico em condi ¢des
diluidas e observando-se que a concentracdo de 100 mM representa um equilibrio em
termos do binbmio extracdo : degradacdo, e também considerando-se o poder de
corroséo do acido cloridrico e a duvidosa extracd das pectinas com os acidos
tricloroacético e citrico, foi selecionado o sistema de &cido nitrico, 100 mM por 10 min
mantendo-se a temperatura de ebulicdo do solvente como constante para direcionar 0s

experimentos seguintes.



5.2.1 Estabeleci mento da quantidade de matéri aprimano sistema experimentd.

Foram testadas 5 gramas de farinha de bagaco com 200 mL de solugéo &cida,
10g com 400 mL e 25g com 100 mL, a fim de verificar as influéncias sobre o
rendimento gravimétrico das substéncias pécticas, com concentracdo de 100 mM, 10
min, 97°C, enaTabd a7 sdo gpresentados os resultados deses ensaos.

Tabda7 — Influénciada quantidade de mat éri a-primano rendi mento gravimétrico.

M aéria-prima(g) Substancias pécticas (Q) Rendimento (%)
5,206 0,838 16,09
10,006 1,418 14,17
25,017 3,559 14,22

Embora o sistema com 5200 mL tenha levado a um rendimento de 16,09
¢g/100g de substancias pécticas, rendeu apenas 0,838g quantidade considerada peguena
para a continuidade dos experimentos. Por outro lado com 25g levou ao rendimento
pouco menor 14,22 ¢/100g, mas por causa do volume houve a necessidade de dividir
em duas porcdes 0 que correspondianaprética auma fragcéo de 12,59 de matéria-prima,
vaor ndo muito diferente do ensaio com 10 g No ensaio de 10g que se mostrou mais
satisfatorio, o rendimento foi de 14,17 g/100g e a quantidade de substancias pécticas
obtidas de 1,418g foram sufici entes para continuidade dos experimentos.

A relacdo entre as substancias pécticas extraidas e a matéria-primaconfirmaque
aumentando a quantidade de matéria-prima sera obtida uma quantidade maior de
pectina, embora possa ndo ser interessante quanto ao rendimento gravimétrico e aos
procedimentos praicos em laboratorio.

Na Figura 15 esta demonstrado a influéncia da quantidade de substéncias
pécticas extraidas com o0 aumento da quantidade de matéria-prima, mostrando que na

realidade os valores s muito proximos.
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Figura 15 - Rdacionamento entre a matéria prima e as substancias pécticas extraidas
com
HNO; 100 mM /10min, 97°C

Com estes resultados chegou-se a concluséo que 10g de matéiaprima era a

guantidade necessaria suficiente para o sistema experimentd.

5.3MODELO DO PROCESO DE EXTRA(;AO E DA QUALIDADE DO PRODUTO

Quando uma solucéo de acido nitrico é adicionada a uma mistura aguosa
contendo bagaco de maca em po, muitas reaghes hidroliticas ocorrem, rompendo a
parece celular vegetd com liberagcdo de pectinas sollveis com cadeias laterais contendo
acUicar es neutros.

A concentragcdo do é&cido, a temperatura e 0 tempo séo fatores que podem
promover também a destruicdo dos préprios polissacarideos (CHO; HWANG, 2000).
Sequndo estes autores, é preciso lembrar que as condigdes dos ensaios devem direcionar
o equilibrio das reacbes positivas, que liberam os polimeros soltveis em &cido, com as
reagbes negativas, que hidrolisam as |igagdes glicosidicas e ésteres.

Um modelo matemético para a extracdo acida de pectina a partir de bagaco de

maca e a determinacdo de seus graus de esterificagc@, numa abordagem quantitativa e



guditativa, respectivamente, séo gpresentados e discutidos no que diz respeito a sua
vaidade estatisticaerelevanciaprética
5.3.1 Rendimento gravimétrico do processo de extracéo

Na Tabela 8 sdo mostrados os resultados dos experimentos do delineamento
assim como os previstospeo modelo e os residuos, que representam as diferencas entre
os dois conjuntos.

Tabela8 - Resultados do modelo do rendimento gravimétrico.

NUmero Rendimento, ¢/100g

do ensaio Visto Previsto Residuo
1 11,8700 11,4935 0,37653
2 14,8800 15,2885 -0,40850
3 17,1800 16,9655 0,21453
4 18,5400 19,1105 -0,57050
5 19,2600 19,0100 0,24996
6 18,6000 19,0100 -0,41004
7 19,1700 19,0100 0,15996
8 10,7500 10,7676 -0,01755
9 17,5500 17,3384 0,21159
10 14,8200 15,2782 -0,45817
11 20,1300 19,4778 0,65220

Os ensaios em triplicata foram redizados para determinar 0 desvio padréo, de
0,357911 e o géfico de dispersdo entre os vaores vistos e 0s previstos fornecem uma
linhareta com um coeficiente de correlacéo R?=0,9898.

NaTabea9 é gpresentado o modelo de extracdo acidade pectina

Tabela9 - Os coeficientes do modelo de extragdo &cidade pectina

Fatores  Coefeciente Erro t(5) P Limite de Limite de
deregesséo padréo confianga  confianca
95% 9%

M édia 19,01 0,33 57,90 0,00 18,17 19,85
X4(L) 2,32 0,20 11,56 0,00 1,81 2,84

X1(Q) -2,48 0,24 -10,36 0,00 -3,09 -1,86

Xo(L) 1,48 0,20 7,39 0,00 0,97 2,00

Xo(Q) -0,82 0,24 -3,41 0,02 -1,43 -0,20

1L by 2L -041 0,28 -1,45 0,21 -1,14 0,31

R“=0,98348; Ajuste = 0,96696; M S Residuo = 0,3233428




Os resultados modrados na tabea incduem os efeitos significativos da
concentragdo do HNO;3; e do tempo, e ndo significativo da interacéo entre os dois. Os
coeficientes negativos paraos termos quadraticos indicam que asuperficie gpresentaum
ponto estacionario maxi mo.

Na Tabela 10 sdo gpresentados os resultados da andlise de variancia do modelo
derendimento gravimétrico.

Tabdal0 - Andisedavariancia

Fatores Soma Grau de Média Fea FealFiab
Quadré&ica liberdade Quadrética
Regresséo 96,25 5 19,25 59,55 11,79 Sgnificativo
Residuos 1,61 5 0,32
Fatade guste 1,26 3 0,45 3,53 0,18 Néo Son.
Erro puro 0,26 2 0,12
Totd 97,86 10
% varidnciaexplicada= 0,983485 % maximade varidnciaexplicavel = 0,997382

Estes resultados confirmaram a significancia estatistica da regresséo tendo em
vista que o F critico é F(5/5) = 5, 05 e a fdta de guste néo é significativa F(3/2) =
19,16. O modelo é eficaz com um coeficiente de determinacéo de 98,35% e um guste
de 96,70%, tendo uma varidncia explicdvel de 98,35% e um maximo explicavel de
99,74%.

A Figura 16 (A) ilustra a superficie de resposta do modelo em trés dimensdes

(3D) eaFigural6 (B), asuaprojecdo em curvas de niveis em duas di mensbes (2D).
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Figura16 - A influéndada concentracio de acido e do tempo sobre o rendimento gravimétrico do processo de
extrac@o de substéncias pécticas ilustradas (A) por superfici e de resposta e (B) por curvas de nivd.

O eevado ef eito da concentracd do écido e o menor efeito do tempo pode ser
observado nesta figura, embora ambos fatores tenham influencia positivas e negativas
(CHO; HWANG, 2000). Pode ser enfatizado que aumentando aconcentracdo e o tempo
ocorre mais extracéo do que destruicéo da pectina e que no pornto maximo ambas as
reag0es estdo em equilibrio. Com a continuidade do aumento da concentragdo e do
tempo ocorre um predominio das reagbes de degradacdo, com decréscimo do
rendimento. A Figura 16 (B) € Util para identificar as coordenadas do ponto
estacion&rio, que na redidade encontra-se na regido gque gpresentam atos vaores de
rendimento gravimétrico.

As coordenadas do ponto esacion&rio foram caculadas derivando-se a equacéo
preditiva em rdlacdo a X1 e a X2, e resolvendo as duas equagbes com as duas
incognitas, levando aos vaores das coordenadas (0,400; 0,814) que decodificadas
representaas condigdes 126 mM e 14,07 min com um vaor maximo de 20,07 g.

Y = 19,01004 + 2,32350* X1 - 2,47928* X1"2 + 1,48502* X2 - 0,81627* X2"2 -
0,41250X1X2
5.3.2 Grau de esterificacéo

Na Tabela 11 estdo gpresentados os resultados do plangamento experimenta
assim como 0s previstos peo modelo e os residuos, que séo as dif erenca dos dois
conjuntos.

Tabela1l - Resultados damodelo em grau de esterificagéo

Ensao Grau de esterificacéo, %

Visto Previsto Residuo
1 67,5700 67,0904 0,47956
2 64,3600 63,7978 0,56222
3 49,5500 48,3342 1,21581
4 47,7300 46,4315 1,29847
5 48,6100 50,7863 -2,17630
6 52,4800 50,7863 1,69370




7 51.2700 50,7863 0,48370

8 69,0100 69,3786 -0,36859
9 42,4300 43,8400 -1,40998
10 57,2200 58,0508 -0,83083
11 53,4300 54,3777 -0,94774

O ensao feito em triplicata foi usado para determinar 0 desvio padréo de
1,979508. O géfico de dispersdo entre os vaores visto e 0 previsto mostrou uma
tendéncialinear com o R* de 97,96%

Na Tabela 12 esta gpresentado 0 moddo para 0 grau de esterificacéo das
pectinas extraidas.

Tabela12 — Os coeficientes do modelo em grau de esterificagéo

Fatores Coeficiente  Erro t(5) P Limite de Limite de
deregesséo  Padréo confianga  confianga

95% 95%

M édia 50,78 1,00 50,33 0,00 48,19 53,37

X1(L) -9,03 0,61 -14,61 0,00 -10,61 -7,44

X1(Q) 2,91 0,73 3,96 0,01 1,02 4,80

X2 (L) -1,30 0,61 -2,10 0,09 -2,88 0,30

X2(Q) 2,71 0,73 3,70 0,01 0,82 4,60

1L by2L 0,34 0,87 0,40 0,71 -1,90 2,60

R“=0,97966; Ajuste= 0,95932; M SResiduo = 3,054288

Na Tabela 12 s apresentados os coeficientes do modelo para o gau de
esterificac@o das pectinas extraidas e os principas efeitos s negativos e quanto a
concentracdo de &cido em primeiro lugar e o tempo em seguida, com menor influéncia,
maes sem explicacdo estatistica Os coeficientes positivos para ambos 0s termos
guadréticos indicam que a superficie de resposta gpresenta um ponto estacionario
minimo.

Na Tabda 13 sdo gpresentados os resultados da andlise de variancia do modelo
de grau de esterifi cacéo.

Tabda 13 — Andise davari anciado modelo em grau de esterficagéo

Fatores Soma Grau de Média Fea FealFiab
Quadré@tica liberdade Quadrética

Regresséo 735,51 5 147,10 48,16 9,53 Sonificativo




Residuos 15,27 5 3,05

Fatade quste 7,43 3 2,47 0,63 0,03 Néo Son.
Erro puro 7,83 2 3,92

Totd 750,78 10

% varidnciaexplicada= 0,979658 % varianciaméxima explicavel = 0,989559

Estes resultados confirmam a significancia estatistica da regressd@o tendo em
vista que o F(5/5) critico € 5,05 e afdta de guste ndo é significativa F(3/2) = 19,16. O
modelo é eficaz com um coeficiente de determinacéo de 97,96% e um gjuste de 95,93%,
tendo uma vaiéncia explicive de 97,96% e uma maxima variancia explicavel de
98,95%.

A Figura 17 (A) ilugra a superficie de respogta do modelo em 3D e a Figura 17

(B), asuaprojecdo em curvas de niveis em 2D.

Tempo, min

IENOTI0EEN
B URBI NIRRERBS

S Nwo Uy wounk
EREBBEBBANR

(A)

Figura 17 - A influénc a da concentrag@o de &cido e do tempo sobre a qudidade do produto ilustrada (A) por
superficie de resposta e (B) por curvas de nivd.

Os devados €f eitos negeativos da concentracdo de acido e do tempo sobreo grau
de esterificagdo sdo visiveis, como esperado, pois as condigies favoreceram areagdo de
desmetoxilacéo, que transformou HMP em LM P (CONSTENLA; LOZANO, 2003). A
Figura 17 (B) é util parater umaidéia das coordenadas para os valores mais bai xos do
gau de esterificacdo dapectinaextraida, que aparentemente esta nos limites do dominio

do delineamento experimenta. A quaidade das pectinas esta diretamente relacionada a



concentracéo e ao tipo do &cido, atemperatura e ao tempo dereagcdo (SCHEM IN, 2003)
e 0 modelo agui apresentado d& suporte a predicdo da quantidade e da qudidade dos
produtos.

As coordenadas do pornto esacion&rio foram caculadas derivando-se a equacao
preditiva em rdacd a X1 e a X2, e resolvendo as duas equagbes com as duas
incdgnitas, levando aos vaores das coordenadas (1,546; 0,140) que decodificadas

representam as condigdes 200 MM e 10,07 min com um vaor méximo de 43,73 g

Y = 50,78548 - 9,03123*X1 + 2,91368*X1"2 - 1,29713*X2 + 2,71461*X2"2 +

0,34565X1X2

Na Tabda 14 sdo mostrados os vaores das coordenadas do ponto estacion&rio
de cada moddo.

Tabdald — Vdores preditos em coordenadas especificas

Variave codificada Variave decodificada Rendimento DE %
X1 X2 HNO3mM  Tempo, min ¢100g

0 0 100 10 19,01 50,78
0,400 0,814 126 14,07 20,07 48,49
1,546 0,140 200 10,07 16,77 43,73

O modedo relacionado ao rendimento gravimeétrico da extragdo de pectina foi
utilizado para encontrar as coordenadas do ponto esacionario que representa um valor
maximo uma vez que os dois co€ficientes dos termos quadraticos sdo negativos. A
aplicacdo da formula mostra o vaor maximo de pectina, de 20,07 ¢g/100 g quando a
concentracdo de HNO3 € 126 mM com um tempo de reacdo de 14, 07 min. Nestas

condigbes, o grau de esterificacdo, caculado pelo modelo adequado, deve ser 48,49%.



Estas coordenadas ndo est& muito distantes das coordenadas do ponto centra do
plangamento experimentd.

O modelo gpresentado com relacdo a0 grau de esterificacdo foi utilizado para
encontrar as coordenadas do ponto estacionario que representa o vaor minimo uma vez
gue ambos os coeficientes quadréticos séo positivos. O mais baixo grau de esterificacéo
foi 44,3 % quando a concentracdo de HNO; foi 200 mM e o tempo de reacdo é de
10,07 min. Nestas coordenadas 0 modelo para o rendimento gravimétrico prevé o vaor
de 16,77 g/100g.

Nas coordenadas do ponto central do plangamento de experimentos (100 mM ;
10 min) o vdor experado € de 19,01 g'100 g se gproxima do previsto méximo de 20,07
/100 g uma vez que representa um diferencia menor que 5% sendo ainda que ambos
os valores estdo categorizadas em dois niveis contiguos naprojecéo 2D dasuperficiede
respoga Deve ser lembrado que a sensibil idade dos procedimentos praicos de obtencéo
de pectina esta muito aguém dos cd culos tedricos o que pode ser observado pelo desvio
padréo dos ensaios do ponto centra feito emtriplicata

Existe uma grande diferenca entre ambos os conjuntos de coordenadas que
representam os pontos esacion&ios dos dois modeos. Os mehores resultados séo
encontrados nas coordenadas escolhidas como o ponto centra do desenho experimental
por que hAum eevado rendimento gravimétrico 19,01 g/100 g de uma LM P (50,78%).
Deve ser mencionado ainda que tais condigoes devem proporcionar uma pectina menos

despolimerizada com um grau de esterificacdo mais proximo de 50%.



5.4 CARACTERISTICAS DE QUALIDADE DAS PECTINAS EXPERIMENTAL E
COMERCIAIS

A amostrade pectinaexperimenta, extraida com HNO3; 100 mM a97°C por 10
minutos, foi comparada com as amostras de pectinas comerciais de alto e baixo grau de
esterificac@o de acordo com suas caracteristicas titulométricas, espectroscipicas FT-IR,

cromatog &icas incluindo excluséo estérica e composicdo em aglicares neutros.

5.4.1 Caracteristicas de qualidade titulométricas

Pelo méodo titulométrico foram determinadas as caracteristicas de qualidade
gue compreendem os teores de é&cidos anidrogdacturdonico (AUA) e de metoxilas
(M eO), cuja soma representa o percentud de &cido poligdacturénico (fracéo acida),
sendo o regante o percentud acompanhante de aglicares neutros (fragdo neutra) da
pectina (100%). O gau de esterificacdo (DE) independe da quantidade de massa uma
vez que pela formula utilizada tratase de uma razd entre a fragd acido
anidrogd acturdnico metoxilado e afragdo écido anidrogaacturénico totd.

Os resultados da comparacéo estdo apresentados na T abela 15.

Tabda 15 — Caracteristicatitulométricadas pectinas experimenta e comercias.

Amostra AUA M EO DE Fracdo &cida  Fracéo neutra

HNO; 53,75+ 2,90  4,81+0,81 50,78+6,74 58,57+3,62 41,43+3,62
HM P 61,41+ 0,42 8,45+0,07/5  75,7+0,17 69,83+0,49 30,17+0,49
LMP 55,99+ 0,24 5,02+0,035  49,34+0,42 60,98+0,25 39,02+0,25

(* amostra expeimentd = a&ido HNO;, 100 mM, 10 min, 97°C)
HMP: pectina de dta esterificagéo;
LMP: pectina de baxa esterifi cagéo

Existe uma semelhanca entre a amostra experimenta e a amostra LMP
comercid em termos de contelido de &cido poligalacturdnico, com valor médio de

55,99%, o que difere dos 61,41% daamostraHM P comercid. Estefato se repete quanto



a0 teor de metoxila, com vaor médio de 4,81% e que dif ere em muito do vaor 8,45%
da amostras HMP comercid. Portanto a amodra experimenta se assemelha mais a
amostra comercial LM P do que aHM P, em termos de teores de acido poli galacturdnico
e metoxilas. Os vdores encontrados para &cido poligdacturénico totais sdo inferiores
a0s 65% preconizados pedaFAO (WILLATS KNOX; MIKKELSEN, 2006), portanto a
fracdo neutra sera superior aos 35% uma vez que a soma das fragoes representa o tota
das substancias pécticas.

A determinacéo do grau de esterificac@o leva a mesma concluséo, pois aamostra
experimentd (50,78%) tem um vaor mais proximo da LM P (49,34%) do que da HM P

(75,7%).

A Figura 18 foi daborada com os resultados das andises titulométricas para
ilustrar

as semelhancas e dif erengas entre as trés amostras de pectina.
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Figura 18 - Caracteristicas de quaidade fisico-quimica de pectinas (AUA: &ido
Anidrogd acturénico, MEQ: teor de metoxilas, DE: grau de esterificac?n).

5.4.2 Caracteristicas de qualidade espectroscopicadeinfravermeho (FT-IR)

As pectinas extraidas sob aumento da quantidade de matéria-prima foram
andisadas quanto a0 gau de esterificacéo, utilizando espectroscopia de infravermelho
(FT-IR), quepermiteidentificar grupos funcionais em difer entes regides do espectro.

Os autores M onsoor, Kadapathy e Proctor (2001) demonstraram que afaixaentre
1000 e 2000 cm™* é aregido i mportanteparaidentificacéo de grupos funcionais do 4cido
galacturénico, uma vez que as carboxilas livres absorvem em gproximadamente 1620
cmt e as esterificadas em 1750 cm™t. A ampla e forte faixa de absorcéo entre 2400 e
3600 cm™ corresponde aos estiramentos dos grupos hidroxil as relaivos a umidade das
amostras de pectina. Os picos nafaixa entre 3000 e 2800 estéo relacionados &s |igacdes
C-H e CH; dos grupamentos metil éder. A regdo mais importante para a deerminacéo
do gau de esterificacdo das pectinas € aguela relacionada diretamente aos grupos

carboxilicos apesar dainfluéncia das demais.



Na Figura 19(A, B e C) estdo apresentados os espectros de infravermelho, em
transmitancia, das pectinas isoladas sob idénticas condigbes, porém com maior
guantidade de matéria-prima. A média dos vaores do grau de esterificacdo encontrado,
de 42,7% + 0,814%, esé coerente com vaor convencional de pectinas de baixos teores
de esterificacd (LM P) e demonstram egpectros com perfis caracteristicos. O vaor
médio encontrado € todavia relativamente mais baixo do que os 51% caculados por
titulometria e apresentado na Tabela 15, sugerindo a importancia da contribuicéo de
outras bandas na determinacdo do vaor correto (MONSOOR, KALAPATHY;
PROCTOR, 2001). Marcon (2004), entretanto, goresentou os espectros FT-IR de duas
amostras padroes de pectinas de dto (89 % e 67%) e uma de baixo (22 %) gau de
esterificacéo, evidenciando as diferencas precisamente nas freqliéncias anteriormente

citadas, especificamente dos picos referentes as carboxil as livres e esterificadas.
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Figura 19 - Caraderizacdo egpecroscopicas FT -IR das subst&nciaspédicas extraidas com &cido
nitrico (100 mM; 10 min; 97°C) apartir de5 ¢/200 g (A); 10 ¢/400g (B) e 25 g/1000g (C).

Os espectros de transmisséo por FT-IR daamostraexperimenta e comerciais de
pectinas s&o gpresentados na Figura 20 paracomparacdo do perfil espectroscopico. Com
esta andlise é possivd avadiar a quadidade da pectina extraida experimentamente e
comparélas com a literatura disponivel, pois a amostra experimenta agpresentou o
mesmo perfil comprovando a sua semelhangacom as pectinas extraidas industridmente.
A amostra experimenta demonstrou maior semelhanca a amostra comercia de baixa

esterificacdo (LM P) tanto ao perfil espectroscdpico quanto a0 gau de esterificacdo



cdculado pela razé das &eas dos picos reativos aos grupamentos carboxilicos

esterificados e pelaéreatota dos picos rdativos aos grupamentos carboxili cos totais.
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Figura 20 - Espectroscopiade infravermdho das amostras experimenta (A) e comecias (B) e

©).



5.4.3 Caracteristicas de qualidade cromatogréfica

Com o emprego de técnicas cromatogréficas foram qudificadas as amostras de
pectina quanto a sua dipersd em tamanho molecular com permeacéo em gel, tendo
sido detectados por egpadhamento de luz em multidngulos (LS - cor vermelha, e pelo
indice de refracéo (IR) - cor azul. Também foram caracterizadas as pectinas por
cromatografia gasosa com rel agdo aos seus contelidos em aglicares neutros, reduzindo-
os aaditdis e confirmando sua estruturapor egpectroscopia de massa.
5.4.3.1 Cromatogaf iade exclusdo estérica(HPSEC-M ALLS)

NaTabela 16 séo mostrados os resultados da cromatogafiaem HPSEC-M ALLS
das trés amostras de pectinaem termos e tempos de retencéo consider ando o detector de
espahamento deluz (LS 909 eindice de refracéo.

Tabela 16 - Tempo de retencéo de pectinas em minutos.

Amostra Tempoinicid Tempodopico Tempo fina Amplitude
HNO; * 33,56 37,29 44,07 10,51
HM P 34,00 38,00 46,67 12,67
LMP 34,24 38,64 47,80 13,56

(* amostra experimentd = &ido HNO3, 100 mM, 10 min, 97<C)

A andlise dos tempos inicias de retengd ao vaor médio de 33,56 min indica
gue se traa de polimeros de eevada massa molecular, enquanto a amplitude da uma

idéadadistribuicdo das moléculas.

A amostra de pectina experimenta apresentou menor tempo de retencdo mesmo
assim semelhante as amostras comerciais eluindo moléculas maores primeiro como
sugere a técnica cromatografica, entretanto o indice de refracéo representa uma

distribuicéo heterogénea com moléculas de tamanhos variados.



A Figura 21 ilustracom os cromatogramas das amostras de pectina
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Figura 21 - Cromatogramas em HPSEC-MALLS das amostras de pectina comercid (A) HMP e (B) LMP
e (C) amostraexperimentd = HNO3, 100 mM, 10 min, 97<C, (Gréi co vermeho: espdhamento

deluz (LS); em azul: indce derefracéo (IR)).



Os perfis das trés amodras se gpresentam semehantes com o tempo de uicéo
das moléculas de alta massa molar em aproximadamente 34 min, representado pelo
gdaico em vermelho referindo-se a0 espahamento de luz. O indice de refracéo,
representado pelo g&ico em azul, confirma a distribuicdo da maior quantidade de

moléculas de pectina com tempo de euicéo por voltade 45 min.

As fragdes extraidas de bagaco desidratado de macd por Marcon (2004)
segundo um plangamento fatoria 2 e triplicata do ponto central, com &cido citrico a
5g% apresentaram perfis com tempos de duigéo variando de 34 a 38 min o que revela
uma massa molar semehante a encontrada neste trabaho, com eluicdo em 34 min,

emboraas condi¢des de extracdo tenham sido diferentes.

5.4.3.2 Composi¢do em monossacar ideos (GLC)
NaTabdal7 sdo apresentados os tempos de retencdo em cromatografialiquido-

gesosa dos padrdes de aclcares e 0s dos aglicares presentes nas amostras, mediante 0s

guais estes podem ser identificados por comparacéo.



Tabdal7 - Identificacdo dos agUcar es neutros pela mobilidade cromatograf ica( GLC).

Vedocidade de eluigdo, min.

Rha Fuc Ara Xyl Man Gd Glc
Padrdes 7902 8,137 9592 11,284 15967 17,236 18,902
Amostra® 7,904 8150 9,596 11,297 16,099 17,256 18,943

+ 484 +517 +841 + 118,26 + 10,28 24,75

(* amostra experimentd, &ido HNO;, 100 mM, 10 min, 97°C)

Além de terem sido identificados os aclcares que séo considerados como parte
da estrutura, nomindmente a ramnose, arabinose, gdactose, xilose e manose, foi
constatada a presenca de fucose, um aclicar considerado raro em pectinas, na amostra

extraida experimenta mente de bagaco de maca

De acordo com Kravitchenko, Voragen e Pilnik (1991), os aglcares arabinose,
alactose, xilose e glucose estdo ligados a0 carbono 4 da ramnose, embora os trés
primeiros ja tenham sido encontrados ligados aos residuos de acido gaacturbnico e a
fucose, embora considerada um aclcar raro, ja foi encontrado em certas substancias

pécticas sem gue se tenha determinado o local de sualigacéo.

Na Tabea 18 séo gpresentados os resultados da andise por egpectroscopia de
massa dos eluatos da cromatografia gasosa, sendo indicados os fragmentos moleculares

considerando a sua intensidade relativa por ordem decr escente.



Tabela18 - Identificacéo dos aclicar es neutros pela composicéo dos fragmentos obtidos

em espectrografo de massa

Fracdo Rha% Fuc % Ara % Xyl % Man % Gal % Glc%
Padrdoes 128 115 128 115 11585 11585145 139115187 139115 115139187
8599 187 85 187 127 127 103 97 127 187 127 127 85 97
187 99 155 145 217 217 187 85 145 8597 145
HNO;* 128 115 128 115 11585187 11585145 13911597 139187 139115187
8599 85100 127 145 127 103 187 127 115127 1278597
187 187 155 217 217 187 85 145 8597 145
HMP 128 115 11585127 11585145 139115127 139115 115139127
8599 187 145 103 127 97 85 187127 1878597
217 217 187 8597 145
LMP 11512885 11585 11585145 13911597 139187 115139187
145 127 127 103 127 85 115127 127 8597
217 217 187 8597 145

(* amostra expaimentd, acido HNO;, 100 mM, 10 min, 97°C)

Na Tabela 19 séo goresentados os teores relativos de aglicares neutros presentes

nas fraghes experimenta e comerciais de pectina como parte agregada a estrutura do

polissacarideo &cido.

Tabda 19 - Proporcdo relativa de aglicares neutros identificados nas amostras

Fragdo Rha%  Fuc% Ara% Xyl % Man% Gd % Glc%
HNOg* 3,44 0,72 8,01 11,93 3,65 40,51 31,70
HMP 216 - 19,58 7,55 1,31 49,70 19,70
LMP 3,65 - 4,34 12,40 2,87 56,23 20,47

(* amostra expaimentd = acido HNO;, 100 mM, 10 min, 97°C)

E possive observar que as proporgdes dos componentes monossacaridicos

neutros da fracdo experimentad s& intermediérias se comparados com as fragdes

comerciais no que diz rexpeito a ramnose, arabinose e xilose, mas s@ mas eevadas

guanto amanose e glucose. Na amostra experimentd foi encontrada a menor proporcéo



de galactose e também de fucose, uma metil-pentose, usuamente ndo presente em
amostras de pectinas.

Na Tabela 20 estédo apresentados o0s resultados combinados do método
titulométrico, que fornece as proporgdes dafracdo acida, com os do cromatogréfi co, que
possibilita estabelecer as proporgdes de cada um dos aclicares neutros. Nesta tabda
constam os vaores relativos as metoxil as apenas paracompletar os vaores em 100%.

Tabela20 - Propor¢do relativa dos aglicares neutros e &cidos

Cadeaprincipd Caddas |lateras
Fracdgo AUA MeO Rha Fuc Ara Xyl Man G4 Glc

%
HNOs* 5375 481 1,42 029 331 49 151 16,78 13,31

HM P 61,41 845 0,65 0 590 227 040 1499 594
LMP 60,00 5,02 1,27 0 151 433 100 1966 7,16

(* amostra experimentd = &ido HNO3, 100 mM, 10 min, 97°C)

Os teores de &cido galacturénico e de metoxilas ja caracterizaram a amostra
experimental como de baixo grau de esterificagcéo, e nestatabeapode ser observado que
0s teores de ramnose sé&o semehantes nas duas amostras. Na amostra experimenta
foram encontrados residuos de fucose, aglicar considerado raro em pectinade magdmas
jardaado por Renard, Crepeau e Thibault (1995) e por M arcon (2004).

NaTabda2l estdo gpresentadas as razfes entre os percentuals dos aglicares que
fazem parte dacadelaprincipd e parte das cadeias lateras.

Tabda?2l - Rd acles entre 0s aglicares da cadeiaprincipa e os das cadeias laterais

Fracéo Acido gaacturdnico Galactose + arabinose  Galactose + arabinose
por ramnose por ramnose por &cido galacturdnico

HNO3* 37,85 14,17 0,37

HM P 94,48 32,14 0,34

LMP 47,24 16,67 0,35

(* amostra expeimentd = ado HNO;, 100 mM, 10 min, 97°C)



A relacdo entre &cidos galacturénicos e ramnose indicam quantas moléculas do
acido fazem parte da cadeia por unidade de ramnose. Os vaores encontrados para as
pectinas de bai xa metoxilacdo foram de 47, 24:1 e 37, 85:1 paraas fragdes comercid e
experimental, respectivamente; no caso de HM P ardacdo é 94, 48:1. De acordo com
Wang, Pagan e Shi, (2002) as razbes encontradas foram de 25:1 a 35:1, o que significa
gue existe um residuo de ramnose a cada 25-35 residuos de é&cido galacturénico.
Entretanto, segundo Renard, Crépeau e Thibault (1995) a ramnose esta presente na
pectina de macd em uma proporcéo de 22% na fracdo acida e o restante na fracéo
ramificada, 0 que acarreta um nimero muito maior de residuos de acido galacturénico

por unidade de ramnose.

As proporcbes da somatéria dos dois principais aglicares neutros das pectinas,
arabinose e galactose com aramnose indicam as possibilidades de tamanho de cadeia
laterd. Neste estudo as pectinas de baixo teor de metoxilas gpresentaram vaores de 14,
17:1 e 16, 67:1, muito diferentes do vdor encontrado para a HM P, que foi de 32:1.
Como ha possibilidade de ligacbes da gd actose e da arabinose diretamente no &cido
urdnico (KRAVTCHENKO; VORAGEN; PILNIK, 1991), foi ca culadaa proporcéo da
somat6ria dos dois aglicares e os vaores encontrados séo baixos e da mesma ordem de

gandezaparatodas as amostras.



A Figura 22 ilustraaproporcao dos &cidos uréni cos e da somatoria dos aglicares

galactose e ar abinose por unidade de ramnose.
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Figura 22 - Proporgéo dos &cidos urdnicos e da somaoria dos aglicares ga actose e arabi nose por
unidade de ramnose.



6 CONCLUSDES

O teor deumidade de 11% € adequado parao armazenamento do bagaco em po,
sendo que a composicao fisico-quimica apresentou 29% de aglicares redutores totas e
36% defibras, incluindo as pectinas, em base seca

O processo de solubilizagdo da protopectina de bagaco de maca com diferentes
acidos de 1 a 750 mM (10 min/100°C), definiu o acido nitrico como mehor agente
extrator.

Com &cidos diluidos até 100 mM o processo de extracdo seguiu tendéncias
logaritmicas ou lineares com R® > 95%.

O ensaio mais adequado paraextracéo de pectinaem | aboratdrio foi com 10 gde
bagaco em p6 em 400 mL de volumetotd.

O plangamento experimentd foi eficiente para o rendimento com resultados
significativos ao nivel de 98%.

O gau de esterificagcdo apresentou resultados significativos e confirmou a
extracéo de umapectinade baixo grau de esterificagcdo (LM P).

A amostra experimentd apresentou proporgdes distintas de monossacarideos

assim como as amostras comerci ais.
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