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RESUMO

OLIVEIRA, Anderson do Nascimento, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
Outubro, 2013.Pectinas de casca de manga (Mangifera indica L.) cv. Uba:
Otimizacdo da extracdo, caracterizacdo fisico-quimica e avaliacdo das
propriedades espessantes e gelificantes.Orientador: Afonso Mota Ramos.
Coorientadores: Eduardo Basilio de Oliveira e Paulo Roberto Cecon.

O presente trabalho teve como objetivo estudar a extracdo de pectina a partir
da casca da manga cv. Ub4, utilizando diferentes agentes extratores, assim
como caracterizar as pectinas extraidas quanto as suas caracteristicas fisicas,
guimicas e estruturais, e avaliar suas aplicacbes tecnoldgicas. Para o estudo
de extracdo, trés agentes extratores foram avaliados (acido cloridrico, acido
citrico e acido oxalico-oxalato de amoénio, AOOA). Utilizou-se um Delineamento
Composto Central (DCC) com trés variaveis independentes (temperatura,
tempo e pH ou concentragcdo), tendo como respostas o rendimento, grau de
esterificacdo (DE), viscosidade e indice de escurecimento (IE). Os dados
obtidos foram submetidos a analise de regressao para a obtencao dos modelos
ajustados. As pectinas extraidas nas condicdes escolhidas, para cada agente
extrator, foram caracterizadas e avaliadas quanto as suas propriedades
espessantes e gelificantes. Para fins de comparacdo, avaliou-se também a
pectina citrica comercial de alto metoxil. Observou-se que o método de
extracdo teve grande influéncia no rendimento, no DE e na capacidade
espessante das pectinas. Dependendo do extrator e das condi¢cdes
empregadas, obteve-se um rendimento na faixa de 7,79-20,61 g.(100g)™ de
farinha da casca (base seca) e DE na faixa 32,3 a 94,8 %. Verificou-se que nas
condi¢cBes de maior rendimento, as pectinas mostram-se mais degradadas e
com menor capacidade espessante, devido as condicbes mais severas de
extracdo, indicando que o rendimento ndo deve ser levado em consideracao
isoladamente. A partir dos modelos ajustados, foram determinadas as
condicbes adequadas de extracdo, considerando o rendimento, grau de
esterificacdo e capacidade espessante das pectinas: acido cloridrico (85 °C, pH
2,5, 45 min), acido citrico (80 °C, 0,6%, 60 min) e AOOA (0,25 % de oxalato de
amoénio, 80°C, pH 4,6, 60 min). As pectinas extraidas nestas condi¢cfes
apresentaram teor de acido galacturdnico entre 63,5 e 70,9% (m/m), grau de

metoxilacdo entre 64,2 e 69,8% e baixo grau de acetilacdo (0,9 a 1,1%).
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Arabinose (6,8 a 12,6%, m/m), galactose (9,9 a 13,5%, m/m) e glicose (3,7 a
10,5%, m/m) foram os aguUcares preponderantes. Os valores de viscosidade
intrinseca das pectinas da manga variaram de 4,1 dL g (HCI) a 4,6 dL g*
(AOOA), sendo de 3,0 dL g* para a pectina comercial. A partir dos ensaios
reolégicos, observou-se que as pectinas da manga, apresentaram maior poder
espessante que a amostra comercial, sendo que esta caracteristica foi maior
para pectina extraida com AOOA. Por outro lado, verificou-se que as pectinas
da manga apresentaram menor poder gelificante, quando comparadas a
amostra comercial. Portanto, verificou-se que a pectina da casca da manga
Uba apresenta boa aplicabilidade tecnoldgica para a industria alimenticia,
especialmente como agente gelificante. Assim, 0 aproveitamento da casca da
manga Ub& para a extracdo de pectina mostrou ser uma boa alternativa de

aproveitamento para este residuo.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Anderson do Nascimento, D. Sc, Universidade Federal de Vicosa,
October, 2013. Pectins from Uba mango (Mangifera indical.) peels:
optimization of extraction, physico-chemical characterization and
evaluation of thickeners and gelling properties.Adviser: Afonso Mota
Ramos. Co-advisers: Eduardo Basilio de Oliveira and Paulo Roberto Cecon.

This work aimed to study the extraction of pectin from Uba mango peelsby
applying different extraction methods, and using differentextractors agents, as
well as to characterize the obtained pectins regarding their physical, chemical
and structural properties. To study the extraction, three extractors were
evaluated (hydrochloric acid, citric acid and oxalic acid-ammonium oxalate,
OAAOQ). A Central Composite Design (CCD) with three independent variables
(temperature, time and pH or concentration) was used for the experiments
design. Response variables were extraction yield, degree of esterification (DE),
viscosity and browning index (Bl). The data were subjected to regression
analysis to obtain the adjusted models. The pectins extracted under the
conditions chosen for each extracting agent were characterized and evaluated
for their gelling and thickening properties. The commercial citrus pectin of high
methoxyl was also evaluated for comparison. It was found that the extraction
method strongly influenced the variables extraction vyield, degree of
methoxylation and thickening capacity of pectins. According to the extracting
agent used and the conditions employed, there was obtained extraction yields
ranging from 7.79 to 20.61% of peel flour (dry basis) and DE ranging 32.3 to
94.8%. However, when adopting the conditions leading to of highest extraction
yields, pectins were more degraded (hydrolysis of the polymer chain) and
showed less thickening capacity, due to the more harschconditions of
extraction. This indicates that extraction yield must not be assessed alone.
From the adjusted models,suitable conditions for extractionwere determined
taking into account the extraction yield, degree of esterification and thickening
capacity of pectins: hydrochloric acid (85 °C, pH 2.5, 45 min), citric acid (80 °C,
0.6%, 60 min) and OAAO (0.25% ammonium oxalate, 80 °C, pH 4.6, 60 min).
Under these conditions, the mango pectins showed galacturonic acid content
ranging from 63.5 to 70.9% (w/w), degree of methoxylation between 64.2 to

69.8% and low degree of acetylation, which ranged from 0.9 to 1.1%. The
XX



monosacaccharides arabinose (6,8 to 12,6%, w/w), galactose (9.9 to 13.5%
w/w) and glucose (3.7 to 10.5%, w/w) were the most abundant ones. Intrinsic
viscosity values solutionsof mango pectins ranged from 4.1 dL g™ (HCI) to 4.6
dL g* (OAAO), whereas for commercial pectin it was about 3 dL g™*. This
indicated that mango pectinsobtained in this work, especially those extracted
with  ammonium  oxalate, showed more pronounced thickening
capacitycompared to the commercial sample.lt was also found that mango
pectins had lower gelling capacity, compared to the commercial sample. The
whole results pointed out that the studied mango peel pectins has good
technological applicability in food industry, especially asthickener agents,
contributing to valorize this material, which is often discarded as a waste during

mango processing.
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1.INTRODUCAO GERAL

Com o aumento da renda da populacdo, questdes de conveniéncia e
praticidade, bem como da preocupagdo com a saude, tem-se observado o
aumento no consumo de derivados de frutas, tais como polpas e sucos prontos
para beber. Como consequéncia da industrializacdo de frutas, tem-se a
geracado de residuos, principalmente cascas e caro¢os, muitos dos quais
apresentam potencial de aproveitamento e cuja destinagcdo inadequada

representa um sério problema ambiental.

As cascas de certas frutas sdo fontes importantes de ingredientes com
importancia tecnolégica, tais como pectinas, que sao polissacarideos
amplamente utilizados pela industria de alimentos como agentes gelificantes,
estabilizantes e espessantes em produtos como doces, geleias, produtos
lacteos, céarneos, etc.(PANCHEV et al., 2010; EINHORN-STOLL et al.,
2012).Em escala industrial, as pectinas sao extraidas principalmente a partir da
casca de frutas citricas e do bagaco de macd, subprodutos das industrias
processadoras de sucos (FUNAMI et al., 2011; KULKARNI e VIJAYANAND,
2010).

Entretanto, nos ultimos anos, tém-se estudado mais intensamente a
utilizacdo de outros residuos agroindustriais para a extracao de pectinas com
boas propriedades tecnoldgicas como uma alternativa de aproveitamento dos
mesmos. Como exemplos destes materiais podem-se citar cascas de manga
(M. indica) e caja-manga (Spondias cytherea) (KOUBALA et al., 2008a;
KOUBALA et al., 2008b; KOUBALA et al., 2009),residuo de sisal (Agave
sisalana Perrine) (SANTOS et al., 2013), casca de banana (Musa AAA)
(EMAGA et al., 2008), (Musa supientum) (QIU et al., 2010); toranja (Citrus
paradisi) (BAGHERIAN et al., 2011); casca de maracuja (Passiflora edulis
flavicarpa) (PINHEIRO et al., 2008; KULKARNI e VIJAYANAND, 2010) e casca
dos frutos do cacau (Theobroma cacao L.) (VRIESMANN et al., 2011).

Noprocessamento da manga, por exemplo, sdo geradas quantidades
expressivas de cascas, representando aproximadamente 15 a 23 % (m/m) do
peso total das frutas, que sao geralmente descartadas na natureza ou
utilizadas na alimentacdo animal (AJILA et al., 2007; KOUBALA et al., 2008;
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SILVA et al., 2009). A producdao brasileira de manga em 2011 foi estimada em
1.188.911 toneladas, fazendo do pais o sétimo maior produtor mundial, atras
da india (maior produtor), China, Tailandia, Indonésia, Paquistio e México
(FAOSTAT, 2013; ANUARIO, 2012).0 Estado de Minas Gerais encontra-se
entre os principais produtores do Pais, sendo a variedade Uba uma das
preferidas pelas induUstrias por apresentar caracteristicas adequadas ao
processamento, tais como fibras curtas, finas e macias, além de excelente
rendimento de polpa (FARAONI et al.,, 2009; VIEIRA et al., 2009;NEVES,
2010).

Portanto, considerando a importancia das pectinas em diversos
segmentos industriais, a expressiva quantidade de cascas geradas no
processamento da manga e a necessidade de uma melhor valorizacdo para
subprodutos da industria de processamento destas frutas, o presente trabalho
tem como objetivo avaliar o potencial de utilizacdo da casca da manga cv. Uba

como fonte de pectinas.

A presente tese esta estruturada em trés partes principais. Naprimeira,
introducéo geral,é apresentada uma revisao do estado da arte sobre os temas
envolvidosno estudo, com énfase nas propriedades tecnolédgicas das pectinas e
no aproveitamento de residuos agroindustriais para sua extracdo. Nesta parte
também € descrita a metodologia geral utilizada no desenvolvimento do
trabalho. A segunda parteconsta de um artigo inédito que trata da avaliacdo do
potencial de aproveitamento da casca da manga Uba como fonte de pectina.
Finalmente, a ultima parte da tese consiste de um artigo que aborda a
avaliacdo das caracteristicas intrinsecas e tecnolégicas (capacidade
espessante e gelificante) de pectinas extraidas da casca de manga Uba sob

diferentes condi¢des de extracao.



1.1 OBJETIVOS

1.1.10BJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de utilizacdo da casca da manga Ub&a como fonte de

pectinas, bem como caracteriza-las quanto as suas caracteristicas fisicas,

guimicas e estruturais, e analisar suas capacidades espessantes e gelificantes.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter uma farinha da casca da manga Uba e caracterizar seu residuo
insoluvel em alcool quanto aos teores de agua, lipidios, proteina, residuo
mineral fixo (cinzas), fibras solGveis e insoluveis e outros carboidratos

(que nao sejam fibras).

Avaliar a utilizacdo de diferentes agentes extratores (acido citrico, acido
cloridrico e &cido oxalico-oxalato de ambnio) e das condicbes de
extragcdo como tempo (9,7 a 110 min), temperatura (63 a 97 °C), pH (1,2
a 5,0) ou concentracao (0,018 a 3,4%), aplicando a metodologia de
superficie de respostas visando a determinacdo de condicdes de
extragcdo, que otimizem simultaneamente o rendimento, o grau de

esterificacdo e a capacidade espessante das pectinas.

Caracterizar as pectinas da manga Uba, obtidassob diferentes
condicBes de extracdo, quanto as caracteristicas quimicas: teor de agua,
acido galacturénico, proteina, residuo mineral fixo, lipidios, acucares

totais e composi¢cdo monossacaridica.

Caracterizar as pectinas da manga Uba, obtidassob diferentes
condicBes de extracdo, quanto as caracteristicas fisicas e estruturais:
grau de metoxilagdo, grau de acetilacdo, viscosidade intrinseca,
coordenadas instrumentais de cor e perfil de homogeneidade de

distribuicdo molar.



Avaliar as capacidades espessante e gelificante das pectinas da casca
da manga Uba, realizando andlises reologicas de solucdes e géis

elaborados com as mesmas, em diferentes concentragoes.

Avaliar o efeito da adicdo de pectina sobre as caracteristicas reoldgicas
das solucdes e géis obtidos, nas concentracbes de 1,0 e 1,5% (m/v) e

0,5 a 1,5% (m/m), respectivamente.

Analisar e discutir as possiveis correlagdes entre as caracteristicas
guimicas, fisicas, estruturais das pectinas com as propriedades

reolégicas das solucdes e géis obtidos.

Comparar as caracteristicas quimicas, fisicas, estruturais e reolégicas
das pectinas da manga Uba com aquelas da pectina citrica comercial de
alto metoxil (67 a 73%)).



1.2 APROVEITAMENTO  DE _ RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS - O
POTENCIAL DE UTILIZACAO DO RESIDUO DO PROCESSAMENTO DA
MANGA

No processamento industrial de produtos como polpas, sucos e
néctares, apds as etapas de selecdo, lavagem e sanitizagdo, algumas frutas
gue apresentam casca firme e grossa necessitam passar por uma etapa de
descascamento ou corte antes da obtencao da polpa. Como exemplos, podem-
se citar frutas como manga, laranja, abacaxi e maracuja. Nestes casos, ha
expressiva quantidade de cascas geradas como coprodutos do processamento.
Infelizmente, na maioria dos casos, estes coprodutos sdo descartados sem

gualquer tratamento ou destinados a alimenta¢do animal.

A maioria das cascas de frutas apresenta em sua COmMPOSICao
guantidades expressivas de compostos com importantes aplicabilidades
tecnolégicas, como as pectinas. Sendo assim, estes residuos podem ser
aproveitados como matérias-primas para a producdo de compostos
industrialmente relevantes.Além disso, devido a fatores econdmicos,
ambientais e de legislacdo, as industrias estdo cada vez mais forcadas a
encontrar uma alternativa de reaproveitamento dos residuos biolégicos

gerados.

Diante disso, varios estudos tém sido realizados visando a utilizacédo de
residuospara a extracdo de pectinas, um polissacarideo amplamente utilizado
como gelificante, espessante e estabilizante em diversos produtos alimenticios.
Como exemplos, podem-se citar:residuo de sisal (SANTOS et al., 2013), casca
de maracuja (PINHEIRO et al., 2008; KLIEMANN et al., 2009;CANTERI, 2010;
KULKARNI e VIJAYANAND, 2010), casca de banana (EMAGA et al., 2008;
QIU et al., 2010), casca de manga (BERARDINI et al., 2005; KOUBALA et al.,
2008a), sementes de figo (LIANG et al., 2012) e casca de cacau (VRIESMANN
et al., 2011; VRIESMANN et al., 2012).

A manga é um importante fruto tropical, sendo muito apreciada devido
as suas caracteristicas sensoriais e nutricionais. Por se tratar de uma fruta
sazonal, é frequentemente processada para varios tipos de produtos, como

polpas, sucos e compotas. A casca € considerada o principal coproduto gerado
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do processamento, correspondendo a aproximadamente 15 a 23 % (m/m) da
fruta fresca (KOUBALA et al., 2008a; AJILA et al.,, 2010). O aproveitamento
destecoproduto € de grande importancia pelo fato de a manga estar entre as
frutas tropicais mais importantes do mundo, sendo o Brasil o sétimo maior
produtor mundial, com uma producdo de 1.188.911 toneladas em 2011
(FAOSTAT, 2013; ANUARIO, 2012).Além disso, segundo Negro et al. (2003), a
casca da manga deve receber um tratamento especial devido aos altos niveis
de compostos fendlicos que ela apresenta em sua composicéo, o que pode ter
um efeito ambiental adverso devido a propriedade dos polifendis de inibir a
germinacdo. Sendo assim, a inddstria teria um custo adicional para o

tratamento adequado destes residuos.

Estudos realizados com cascas de manga demonstraram que elas sdo
excelentes fontes de fibra solavel, principalmente pectina (MAY, 1990;
KRATCHNOVA et al., 1991; LARRAURI et al., 1996; BERARDINI et al., 2005;
KOUBALA et al., 2008; AJILA et al., 2013), além de apresentar concentracdes
elevadas de compostos fendlicos (KIM et al., 2010; AJILA et al., 2013). Tendo
em vista que as pectinas sao ingredientes alimentares de alto valor comercial e
com importantes aplicacdes tecnologicas, torna-se importante avaliar o
potencial de exploracdo da casca da manga para sua obtencdo. Isso foi
verificado por Berardini et al. (2005) e Koubala et al. (2008a), como descrito a

sequir.

Berardini et al. (2005) estudaram a extracdo de pectina das cascas de

14 variedades de manga originarias de oito paises, sendo duas delas
brasileiras (Tommy Atkins e Kent), e observaram um rendimento médio de 12,2
a 21,2% e graus de esterificacdo de 56,3 a 65,6% em relacdo as cascas
liofilizadas, sugerindo as cascas de manga como uma promissora fonte de
pectinas de alta qualidade. Koubala et al. (2008) estudaram a extracao de
pectina a partir das cascas de mangas de duas variedades (Améliorée e
Mango) cultivadas nos Camardes, utilizando trés diferentes condicbes de
extracdo: HCI (pH 1,5) a 85 °C por 1 h; 4gua deionizada a 75 °C por 1 h e acido
oxalico-oxalato de aménio (0,25%), pH 4,6, a 85 °C por 1 h. Os autores
verificaram uma influéncia significativa do método de extracdo empregado
sobre o rendimento da extracdo, sendo que a utilizagdo do acido oxalico-
oxalato de aménio promoveu o maior rendimento (18,5 e 11,6 g.(100g)™*de
6



casca seca) para as variedades Mango e Améliorée, respectivamente. O teor
de &cidos urbnicos das pectinas variou de 37,9 a 70,9 % (m/m), as quais se
mostraram de alto grau de metoxilacdo (DM), na faixa de 52 a 86%. Por outro

lado, o grau de acetilag&o foi consideravelmente alto (3 a 8%).

A manga variedade Uba é amplamente cultivada na Zona da Mata e
leste do Estado de Minas Gerais (RUFINI et al., 2011). Seus frutos s&o
pequenos, pesando em média 126 g, e possuem polpa com fibras curtas, finas
e macias, com teor de solidos soluveis em torno de 14 °Brix, apresentando um
excelente rendimento industrial, sendo indicada tanto para o consumo “in
natura” como para a industrializagdo (BENEVIDES et al., 2007; FARAONI et
al.,, 2009). Uma das vantagens de sua industrializacdo é a manutencédo da
coloracdo e do aroma da polpa apos o processamento (FARAONI et al., 2008).
A manga Uba tem sido processada quase que exclusivamente para a obtencéo
de suco e polpa, gerando expressiva quantidade de residuo(VIEIRA et al.,

2009; SILVA, 2009;NEVES, 2010).

Em estudo realizado com 15 variedades de mangas, Silva et al. (2009)
demonstraram que a cultivar Uba apresentou o maior percentual de cascas,
equivalente a 23,3% do peso total da fruta. Em outro trabalho, Vieira (2007)
verificou um teor médio de 16,11% de cascas ha manga Uba, correspondendo
a 48% da quantidade total de residuos. Portanto, o aproveitamento da casca da
manga Uba para a producdo de pectina, agregando valor aos subprodutos
gerados e abrandando a geracdo de residuos, mostra ser uma alternativa
interessante, necessitando de estudos que permitam avaliar a viabilidade

dessa utilizacao.

1.3 PECTINAS — CONSTITUICAO QUIMICA E ESTRUTURA

As pectinas sdo uma familia de oligossacarideos e polissacarideos de
constituicdo complexa e diversos estudos tém sido realizados com o objetivo
de elucidar sua exata estrutura macromolecular (YAPO et al., 2007a; SILA et
al., 2008; RALET et al.,, 2009; YANG et al., 2009; ROUND et al., 2010;
CHRISTIAENS et al., 2011a,b). Ndo se trata de uma uUnica molécula de



estrutura simples, mas de uma familia de biomacromoléculas muito diversas
em sua composi¢cdo, podendo conter até 17 monossacarideos diferentes,
alguns deles esterificados com grupos metil e acetil (WILLATS et al., 2006;
RALET et al., 2009; FRAEYE et al., 2010). Para o melhor entendimento da
relacdo estrutura-propriedade técnico-funcional das pectinas é essencial uma
compreensao precisa de sua estrutura macromolecular.

As pectinas sdo biopolimeros multiblocos, por apresentar em sua
estrutura diferentes unidades de polissacarideos, sendo a homogalacturonana
(HG), a ramnogalacturonana tipo | (RG-I) e a ramnogalacturonana tipo Il (RG-I1)
as trés principais (FRAEYE et al.,, 2010; JOLIE et al., 2012), conforme
esquematizado na Figura 1. Além destes, galacturonanas substituidas também
tém sido descritas, como a xilogalacturonana e apiogalacturonana (FRAEYE et
al., 2010; WESTERENG et al., 2008; FISSORE et al., 2009; BASANTA et al.,
2012). A HG é o polissacarideo péctico mais abundante, compreendendo em
torno de 50 a 90% do total da pectina (YAPO, 2011; SANTOS et al., 2013). A
HG consiste de uma cadeia linear de residuos de acido a-D-galacturdnico
(GalA) (até aprox. 200 unidades), unidos por liga¢des glicosidicas (1—4), parte
dos quais podem estar metil-esterificados no grupo carboxilico (C-6). Em
menor grau, os residuos de GalA também podem apresentar grupos acetil nas
posicbes O-2 e O-3 (Figura 2) (PINHEIRO et al., 2008; WESTERENG et al.,
2008; FISSORE et al., 2009; VRIESMANN et al., 2011; FISSORE et al., 2013).
As pectinas também podem apresentar grupos amida ((R-CO)NH.) ligados em
C-6, quando desmetoxiladas em presenca de ambnia e em meio alcodlico
(Figura 2). Neste ultimo caso, as pectinas sdo ditas amidadas (FRAEYE et al.,
2010; EINHORN-STOLL et al., 2012). As propor¢cdes de grupos metilicos,
acetilicos e amidicos influenciam nas propriedades funcionais das pectinas.

O grau de metoxilacdo (DM) é considerado um fator determinante para a
funcionalidade tecnoldogica das pectinas. As pectinas de alto grau de
metoxilacdo (HM) sdo aquelas que apresentam mais de 50 % dos residuos de
GalA metoxilados e sO gelificam em meio acido e na presenca de altas
concentracfes de acucar (maior que 55 %, m/m). Quando o DM é menor que
50 %, as pectinas séo ditas de baixo grau de metoxilagcdo (LM), gelificando na
presenca de cations divalentes, geralmente Ca®', e a adicdo de aglicar néo é
obrigatéria (YAPO et al., 2007b; FRAEYE et al., 2010; LIANG et al., 2012;



VRIESMANN et al., 2012; NAGHSHINEH et al., 2013). E importante ressaltar a

diferenca entre os termos grau de metoxilacdo (DM) e grau de esterificacéo

(DE). O DM, como descrito anteriormente, consiste no percentual de residuos

de GalA metoxilados, enquanto o DE é o percentual total de GalA esterificados,

incluindo as esterificagcbes com grupos acetilicos. Assim, pectinas que

apresentam grande percentual

de grupos acetilicos na cadeia podem

apresentar DE maior que 50%, mas ser de baixo metoxil (DM < 50%).

RG-II

RG-I

Acido galacturénico
Ramnose

Arabinose

Galactose

Apiose

Fucose

Acido acérico

Xilose

Acido 3-deoxi-mano-2-

octulosdnico (KDQ)

Acido 3-deoxi-lixo-2-

heptulosarico (DHA)
Acido glucurénico
Ester metilico

Ester acetilico

Figura 1: Modelos propostos para a macroestrutura das pectinas. a) Modelo

continuo linear, com regibes de HG interceptadas com RG-l1 e RG-Il. b)

Estrutura alternativa, na qual a HG é considerada uma cadeia lateral da RG-I.

Fonte: Autoria propria.



HO Grupos carboxilicos
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HO

H,.C —Cc—0
[
/’ O
HO

Ester acetilico CONH, <« Grupo amida

HO

HO

Grupo carboxilico
COOCH; <— metoxilado

Figura 2: Estrutura da cadeia de homogalacturonana. Sdo mostrados os
grupos carboxilicos livres de metoxilacdo e metoxilados em C-6, bem como
éster acetilico em O-2 nos residuos de acido galacturénico. Fonte: Autoria

prépria.

Ao contrério da HG, a RG-I € um polissacarideo altamente ramificado,
sendo frequentemente referido como regido de “cabeleira”, e o dominio HG
como regido ‘lisa”. A cadeia da RG-I consiste de repeticbes do dissacarideo
[—>4)-a-D-GalA-(1—2)- a-L-Rha-(1—], cujos residuos de ramnose (Rha) podem
estar ligadas em O-4 a cadeias laterais de agUcares neutros, principalmente
galactose a arabinose (YAPO et al. 2007a; YAPO, 2009; WESTERENG et al.,
2008; FISSORE et al., 2010; FISSORE et al., 2013; SANTOS et al., 2013). A
RG-II é uma molécula altamente complexa de baixa massa molar (5-10 kg mol
1), composta por aproximadamente nove unidades de &cido a-D-galacturdnico

(1—4). Os residuos de GalA encontram-se ligados a quatro cadeias laterais de
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acucares neutros, contendo até 12 diferentes monossacarideos, alguns
bastante raros, como apiose, acido acérico, 2-O-metil-xilose e 2-O-metil-fucose.
Apesar desta complexidade, a estrutura da RG-Il é conservada,
independentemente do vegetal de origem (YAPO et al., 2007a; WESTERENG
et al.,, 2008; CHRISTIAENS et al., 2011a,b; CANTERI et al.,, 2012). A
xilogalacturonana (XGA) é uma homogalacturonana substituida com xilose em
C-3, com grau de xilosidacdo variavel de acordo com a origem botanica
(VORAGEN et al., 2009; CANTERI et al., 2012).

O comprimento da cadeia de homogalacturonana e as proporc¢des de
HG, RG-I e RG-Il, assim como a distribuicdo das cadeias de HG na molécula
podem influenciar as propriedades funcionais da pectina (BASANTA et al.,
2012). Pectinas citricas possuem maiores propor¢coes de HG, seguidas por RG-
| e RG-Il, sendo, portanto, ricas em acido galacturénico (PINHEIRO et al.,
2008; CANTERI et al., 2012). Isso foi verificado por Yapo et al. (2007a), que
estimaram as proporcOes destes polissacarideos em pectinas citricas em
88/11/1, respectivamente. De modo geral, quanto maior o teor de acido
galacturénico na pectina, melhores sdo suas propriedades gelificantes e
espessantes, pois favorece as interacdes entre as diferentes cadeias pécticas e
a formacao de zonas de juncdo nos processos de gelificacdo. Por isso, a FAO
considera que a pectina deve apresentar um teor minimo de &cido
galacturdnico de 65 %, em massa (WILLATS et al., 2006).

A forma com que os diferentes dominios da pectina estdo arranjados na
estrutura macromolecular ainda nao esta claramente compreendida. Até o
momento, duas macroestruturas tém sido propostas (WILLATS et al., 2006;
ROUND et al., 2010; CANTERI et al., 2012). A primeira e mais aceita € a de
gue a HG, a RG-l e a RG-Il formam uma cadeia continua. No entanto, uma
estrutura alternativa considera a HG como uma cadeia lateral da RG-I,
similarmente ao que ocorre com as arabinanas e galactanas (WILLATS et al.,
2006; FRAEYE et al., 2010). Independentemente da estrutura, € amplamente
aceito que os diversos polissacarideos que compde a molécula encontram-se
ligados covalentemente, conforme ilustrado na Figura 1.

Com excecdo da RG-Il, as caracteristicas estruturais das pectinas,
incluindo grau de metoxilagéo, grau de acetilagdo, massa molar, composi¢c&o

de acucares neutros do polissacarideo RG-I, bem como o padrédo de
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distribuicdo das cadeias laterais, sdo altamente varidveis de acordo com a
matéria-prima, grau de amadurecimento, método de extragdo utilizado e até
mesmo regides distintas de um mesmo tecido vegetal (KOUBALA et al., 2008a;
FISSORE et al., 2009; ROUND et al., 2010).

1.4 PECTINAS — OCORRENCIA E METODOS DE EXTRACAO

As pectinas encontram-se presentes na parede celular primaria,
associadas a celulose e hemicelulose, formando a protopectina, e em regides
intercelulares, conhecidas como lamela média, na forma de acido pectinico e
pectato de calcio, promovendo consisténcia ao tecido vegetal e resisténcia
mecanica (WILLATS et al., 2006; YEOH et al.,, 2008; LIMA et al., 2010;
CHRISTIAENS et al., 2011a,b). Elas estdo diretamente relacionadas com as
caracteristicas de textura de frutas frescas e processadas (YANG et al., 2009).
Além disso, as pectinas estdo envolvidas em processos fisiolégicos complexos
da célula, tais como crescimento e diferenciacéo celular, além de influenciar na
porosidade, carga superficial, pH e balanco ibnico da parede celular (CAFFALL
e MOHNEN, 2009; JARVIS, 2011; JOLIE et al, 2012).

A pectina € considerada um componente vegetal ubiquitario, pois esta
presente na parede celular de todas as plantas terrestres. No entanto, existem
poucas fontes que contém pectina em quantidade e com caracteristicas
estruturais que as tornem adequadas para serem utilizadas como aditivo nos
alimentos, principalmente como agente gelificante. Por isso, até 0 momento,
apenas as cascas de frutas citricas e o bagaco de macéa tém sido explorados
comercialmente para este fim (WILLATS et al., 2006; EMAGA et al., 2008;
FISSORE et al., 2009; VRIESMANN et al., 2011). O conteudo de pectina na
casca de laranja e liméo, por exemplo, encontra-se na faixa de 25-30 % (m/m),
em base seca (BAGHERIAN et al., 2011). Fontes alternativas, principalmente
residuos agroindustriais, como residuo de sisal, cascas de banana, manga,
maracuja e toranja, repolho branco, mesocarpo de abdbora e polpa de
beterraba, dentre outros, tém sido amplamente investigadas para a obtencao

de pectinas com habilidades diferenciadas para atuar como agente gelificante,

12



espessante ou mesmo como estabilizante (YAPO et al., 2007b; EMAGA et al.,
2008; KOUBALA et al., 2008a,b; PTICHKINA et al., 2008; WESTERENG et al.,
2008; KULKARNI e VIJAYANAND, 2010; MUNHOZ et al., 2010; QIU et al.,
2010; BAGHERIAN et al., 2011; LIANG et al., 2012; SANTOS et al., 2013). O

teor de pectina em diferentes tecidos vegetais esta resumido na Tabela 1.

Tabela 1: Conteudos de pectina determinados em diferentes tecidos vegetais.

Fonte

Rendimento

(9.(100g)™)

Autores

Casca de banana (RIA)* 2,4-21,7** Emaga et al. (2008)
Polpa de beterraba (RIA)* 12,5** Fissore et al. (2010)
Polpa de ab6bora 9,8-14 Ptichkina et al. (2008)
Casca de manga 4,6-18,5**
_ Koubala et al. (2008a,b)
Casca de limao 6,7-22,6**
B Kulkarni e Vijayanand (2010)
Casca de maracuja 4,1-14,80**
Yapo (2009)

Vriesmann et al. (2011)
Casca dos frutos do cacau 6,6-9,2 _

Vriesmann et al. (2012)
Polpa de beterraba 4,1-16,2** Yapo et al. (2007b)
Casca de laranja 15,5-20,4 Guo et al. (2012)
Bagaco de yuza 7,3-8 LIM et al. (2012)
Bagaco de maca 4,6-7,7 Min et al. (2011)
Semente de figo 5,2-6,1** Liang et al. (2012)
Polpa de goiaba 7,8-13,7** Munhoz et al. (2010)
Residuo de sisal 4,61-19,2 SANTOS et al., 2013

*Rendimento determinado a partir do residuo insolavel em alcool

(RIA).*Rendimentos expressos em base seca.

Para extrair a pectina a partir do tecido vegetal, € necessario o emprego
de agentes quimicos, tais como acidos, bases, compostos quelantes (p. ex.:
oxalato de amdnio e EDTA), ou por meio da utilizacdo de enzimas (KOUBALA
et al.,, 2008a,b; FISSORE et al., 2010; LIANG et al., 2012). No entanto, em
escala industrial, realiza-se a chamada extracdo acida convencional, na qual
sdo utilizadas solucdes de &cidos fortes, tais como acido nitrico, cloridrico,
sulfarico e fosférico, sob aquecimento. Alguns paises proibem a utilizagdo de
destes acidos. Neste caso, eles sao substituidos por acidos organicos como o
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citrico, latico ou tartarico (PINHEIRO et al.,, 2008; CANTERI et al., 2012;
VRIESMANN et al.,, 2012). As condi¢ces de extracdo variam amplamente,
dependendo do fabricante, do tipo de pectina desejada e da origem botanica.
De modo geral, sdo empregados os valores de pH entre 1,3 a 3, temperatura
de 60 a 100 °C e tempo de 20 a 360 min (KOUBALA et al., 2008a,b; YAPO.,
2009; QIU et al., 2010; BAGHERIAN et al., 2011). A razao sélido/liquido pode
variar de 1/15-17 para bagaco de maca e 1/35 para cascas de frutas citricas,
ambos desidratados (KOUBALA et al., 2008a,b; CANTERI et al., 2012). Todas
estas variaveis necessitam ser cuidadosamente controladas, visto que
influenciam tanto nas caracteristicas da pectina quanto no rendimento da
extracao.

De modo geral, as principais etapas envolvidas no processo de obtencao
de pectinas compreendem a extracdo, purificacdo do extrato liquido,
isolamento da pectina por precipitacdo e secagem (YEOH et al.,, 2008). A
purificacdo do extrato liquido contendo as pectinas solUveis é normalmente
realizada por filtracdo e/ou centrifugacdo. A pectina pode ser precipitada pela
adicdo de dois a quatro volumes de etanol, sendo posteriormente lavada
sucessivas vezes com etanol, para a remocdo de compostos sollveis em
alcool, tais como sais, acucares livres e pigmentos (EMAGA et al., 2008;
PINHEIRO et al., 2008; MUNHOZ et al., 2010). A secagem, preferencialmente
a vacuo, é realizada em temperaturas nao superiores a 50 °C (VRIESMANN et
al., 2012).

Independentemente do método de extracdo, degradacdes na estrutura
da pectina sempre irdo ocorrer, em maior ou menor grau. No entanto, as
extragcdes em meio acido, principalmente quando se utilizam acidos fortes, sao
as que mais afetam a estrutura original. Por exemplo, pectinas extraidas nestas
condi¢cBes apresentam o dominio RG mais degradado, com perdas de cadeias
laterais de acglcares neutros e, portanto, menor massa molar, como observado
por KOUBALA et al. (2008a) para pectinas extraidas das cascas de limao e
manga. Por outro lado, elas tornam-se mais enriquecidas em Aacido
galacturdnico (dominio HG). Isso ocorre devido a maior estabilidade a hidrélise
das ligacdes glicosidicas entre residuos de GalA, quando comparadas as
ligacdes entre acucares neutros (YAPO et al., 2007b; YAPO, 2009). Portanto, o
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método de extragdo utilizado tem influéncia direta nas caracteristicas
estruturais da pectina e, por consequéncia, em suas propriedades funcionais.
Além de afetar a estrutura da pectina, o uso de &cidos fortes também é
prejudicial ao meio ambiente e os residuos gerados sdo nocivos a saude e
dificeis de serem tratados. Por isso, métodos alternativos de extragéo,
denominados de “ecoldégicos”, ou que promovem maiores rendimentos e
menores tempos e custos de producdo tém sido investigados. Estes métodos
incluem a utilizacdo de acidos organicos como o citrico (PINHEIRO et al., 2008;
KURITA et al., 2008; YAPO, 2009; FISSORE et al., 2010; VRIESMANN et al.,
2012), preparagfBes enzimdticas (p. ex.: hemicelulases, celulases, xilanases,
arabanases) (PTICHKINA et al., 2008; ZYKWINSKA et al., 2008; MIN et al.,
2011), bem como extracdes assistidas por microondas (LIU et al., 2006; YEOH
et al., 2008; BAGHERIAN et al., 2011) e por ultra-som (BAGHERIAN et al.,
2011). Recentemente, Naghshineh et al. (2013) avaliaram a aplicacdo de alta
pressao hidrostatica para a extracado enzimatica de pectina da casca de limao
desidratada, comparando com a extracdo aquosa e acida convencional. Foi
verificado que o nivel de pressao (0 a 200 Mpa), o tipo de enzima (celulase e
xilanase) e sua concentracdo (0 a 50 U/g de casca seca) influenciaram o
rendimento e o grau de esterificacdo das pectinas. Além disso, as extracdes
com enzima e alta pressado possibilitaram rendimentos maiores que os obtidos
pelos processos convencionais sem, no entanto, afetar a massa molar e a
capacidade espessante das pectinas. Entretanto, cabe ressaltar que estes
estudos sdo de natureza exploratoria e ainda estdo longe de aplicacdes em

escala industrial.

1.5 REOLOGIA DE ALIMENTOS

As pectinas apresentam a habilidade de alterar a textura dos alimentos
em que sao adicionadas, em virtude de suas caracteristicas estruturais,
atuando principalmente como agentes espessantes e gelificantes. No entanto,
antes de descrever sobre estas propriedades tecnolégicas, convém discutir

alguns aspectos relacionados ao comportamento reoldgico dos alimentos.
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Entende-se como reologia a ciéncia que estuda a deformacdo e o
escoamento de materiais sob a influéncia de forcas externas (tensoes)
(STEFFE, 1996).0s alimentos, assim como todos os materiais, apresentam
importantes propriedades reoldgicas e o estudo da reologia de alimentos tem
grande importancia em diversas areas, tais como: i) calculos de engenharia de
processos em equipamentos como agitadores, extrusoras, bombas, trocadores
de calor, homogeneizadores e tubulagdes; ii) determinacdo das propriedades
funcionais de ingredientes; iii) avaliagdo da textura dos alimentos por
correlacdo com dados sensoriais; iv) controle de qualidade de produtos finais e
intermediéarios; v) estudo da vida de prateleira e vi) andlise de equacbes
reolégicas de estado ou equacdes constitutivas (STEFFE, 1996; RAMOS,
1997; SANTOS et al., 2010).

1.5.1 REOLOGIA ESTACIONARIA APLICADA A FLUIDOS

O primeiro a descrever matematicamente 0 comportamento ao
escoamento de um fluido ideal foi Isaac Newton, o qual demonstrou que a

viscosidade (7) esta relacionada com a tensdo de cisalhamento aplicada (7) e

a taxa de deformagéo (7 ), de acordo com a Equacéo 1:

T=ny 1)

Em que 7 representa a forca tangencial aplicada por unidade de éarea,

cuja unidade é o Pa (N m?). A taxa de deformac&o (7) representa o gradiente

de velocidade (dv/dx) entre as camadas intermediarias do fluido, movendo-se
uma em relacéo as outras, quando se aplica uma tenséo, sendo medida em s™.
A viscosidade, portanto, tem como unidade N m’s, ou seja, Pa s (STEFFE,
1996).A viscosidade pode ser definida como sendo a propriedade fisica de um
fluido de resistir a0 escoamento quando a este é aplicada uma forca externa
(tenséo de cisalhamento). Ela representa a medida da fricgcdo interna de um

fluido, ou seja, a resisténcia que as moléculas exercem para se moverem no
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interior do mesmo, devido a forcas intermoleculares (SHARMA et al., 2000;
DINIZ, 2009).

De acordo com a relagéo existente entre a taxa de deformagéo aplicada
e a tensdo de cisalhamento, os fluidos podem ser classificados em dois

grandes grupos, os Newtonianos e os nao-Newtonianos (Figura 3).

F D A- Newtoniano
E B - Pseudoplastico
B A C - Dilatante

D — Plastico de Bingham
C E — Herschel-bulkley
F — Dilatante com tensao inicial

T (Pa)

7 &Y

Figura 3: Curvas tipicas de escoamento de fluidos independentes do tempo.
Fonte: adaptado de Ramos (1997).

Para fluidos Newtonianos, a viscosidade ndo varia com a taxa de
deformacéo aplicada, ou seja, ela € uma constante proporcional entre a tensao
de cisalhamento e a taxa de deformacéo, sendo observada uma relacao linear
entre ambas. Neste caso, a viscosidade varia apenas com a temperatura e a
composicdo do fluido (RAMOS, 1997). Comportam-se como fluidos
Newtonianos, a agua, 0s gases e 0s sistemas monofasicos e homogéneos, tais
como solucdes diluidas de pectina (CANTERI, 2010).

Nos fluidos ndo-newtonianos, entretanto, ndo se observa uma relacao
linear entre a tensdo e a taxa de deformacédo aplicada, devido as interacdes

entre seus componentes. Neste caso, a relacdo entre 7 e y deixa de ser

constante e a propriedade passa a ser denominada de viscosidade aparente
(na) (PELEGRINE et al., 2000). Solu¢cbes moderadamente concentradas de
pectinas, emulsdes, suspensdes e a maioria dos fluidos alimenticios, tais como

polpas de frutas e sucos concentrados apresentam comportamento néo-
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Newtoniano (VIDAL et al., 2000; FERREIRA et al., 2002; DA SILVA et al., 2005;
DINIZ, 2009;).
Os fluidos ndo-Newtonianos independentes do tempo séo classificados
em:
i) Pseudoplastico: viscosidade aparente diminui com o aumento da taxa de
deformacéo;
ii) Dilatantes: viscosidade aparente aumenta com o aumento da taxa de
deformacéo
iii) Fluidos que necessitam de uma tensdo de fluéncia (o,) para que o
escoamentoocorra, tais como plastico de Bingham, Herschel-bulkley e
dilatante com tenséo de fluéncia.

Os fluidos também podem ser classificados quanto a dependéncia em
relacdo ao tempo de aplicagcdo de uma taxa de deformacdo, os quais sao
classificados como tixotropicos e reopéticos (STEFFE, 1996; RAMOS, 1997;
SHARMA et al., 2000). Nos fluidos tixotropicos, ha reducao na viscosidade com
o tempo de deformacdo, enquanto que nos reopéticos, observa-se uma

elevacao na viscosidade.

1.5.2 REOLOGIA DINAMICA APLICADA A GEIS

Muitos materiais apresentam em sua composi¢cdo uma matriz solida,
mais ou menos elastica, e outra liquida, que confere uma caracteristica viscosa
a estrutura total. Estes materiais apresentam comportamento reoldgico que
combina caracteristicas préprias de solidos elasticos e de liquidos, os quais
sdo denominados de viscoelasticos (STEFFE, 1996; LOFGREN et al., 2002;
RAMOS e IBARZ, 2006). Suspensdes e geéis de pectinas sdo exemplos de
produtos alimenticios que apresentam tais caracteristicas, tal como observado
em trabalhos anteriores (RAMOS e IBARZ, 2006; YAPO e KOFFI, 2006;
FISSORE et al., 2009; HOLM et al., 2009; KOUBALA et al., 2009; KASTNER et
al., 2012; LIANG et al., 2012; VRIESMANN et al., 2012).
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O componente elastico e 0 viscoso de um material sdo representados,
respectivamente, pelas propriedades reolégicas denominadas de modulo de
armazenamento (G’) e modulo viscoso (G”), as quais sdo expressas

matematicamente por meio das Equacgdes 2 e 3 (RAMOS e IBARZ, 2006):

G':G*coséz(T—OJ coso (2)
7o

G'"=G*send = (T—O] send (3)
Yo

Em que 7, e y, sdo, respectivamente, as amplitudes das ondas de

tensdo e deformacdo no ensaio oscilatorio e 6 é o angulo de defasagem entre

essas amplitudes, sendo tan 6 =G'"'/G'. Para um solido elastico ideal, as ondas

estdo em fase (6 = 0). Por outro lado, para um fluido newtoniano, a tenséo e a
deformacéo estdo 90° fora de fase e § é igual a /2.

O espectro caracteristico de um gel é aquele em que G’ é maior que G”
em toda a faixa de frequéncia analisada, sendo que quanto maior a razéo
G’/G” e menor a dependéncia de G’ com a frequéncia, maior € a for¢ca do gel
formado (SRIAMORNSAK e WATTANAKORN, 2008; KOUBALA et al., 2009). A
Figura 4 apresenta os perfis viscoelasticos tipicos de trés sistemas pécticos
distintos (gel forte, gel fraco e solugdo concentrada).

Quando o gel é forte, os valores de G’ sdo muito maiores que os de G”
(~ 10x) e ambos os moédulos sdo essencialmente independentes da frequéncia.
No gel fraco, G’ € maior que G”, mas o perfil € dependente da frequéncia. No
outro extremo, solugado concentrada, ndo se observa a formacgao do gel, G” é
maior que G’ em toda a faixa de frequéncia. Além disso, o ponto de gelificacdo
€ geralmente considerado como sendo o momento em que os valores de G’ e
G” tornam-se iguais, em uma dada frequéncia, ou ainda quando 6 € igual 45°
(HOLM et al., 2009; SANTOS et al., 2010).
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Figura 4: Perfis viscoelasticos tipicos de trés sistemas pécticos distintos: gel

forte, gel fraco e solugdo concentrada. Fonte: autoria propria.

No entanto, visto que os valores de G’ e G” dependem da frequéncia, a
igualdade destes parametros reoldgicos nédo pode ser considerada o ponto real
de formacéo do gel, mas sim uma aproximacao, sendo na verdade um ponto
de gelificacdo aparente (STANG-HOLST et al., 2006; KASTNER et al., 2012).

1.5.3 ESTIMACAO DA MASSA MOLAR A PARTIR DE DADOS
REOLOGICOS DE SUSPENSOES DILUIDAS

A reologia também tem sido muito utilizada na estimativa da massa
molar de polissacarideos, uma vez que para um polimero de massa molar fixa,
a viscosidade € diretamente proporcional a concentracdo até que esta Ultima
alcance um valor critico (GLASS et al., 1991). O primeiro a relacionar a
viscosidade com a massa molar (M) de polimeros foi Einstein por meio da Lei
da Viscosidade (MOREIRA et al., 2004):

7= K %j (@)
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Em que [n] é a viscosidade intrinseca (dL g%); V é o volume
hidrodinamico das particulas (dL)e K é uma constante (mol™).

A relacdo entre a massa molar viscosimétrica média (My) e a
viscosidade intrinseca ([n]) de um polimero € descrita pela equacdo de Mark-
Houwink (MOREIRA et al., 2004):

(5)

Em que K e a sao constantes e dependem da natureza do polimero, do
solvente e da temperatura do sistema.

Para se determinar o valor da viscosidade intrinseca de uma solugéo
polimérica diluida, o procedimento consiste basicamente em preparar solucdes
em diferentes concentracdes do polimero, por exemplo, 0,01 a 0,20 g/100mL,
determinando-se para cada concentracdo a viscosidade especifica (nsp),

conforme a Equacéo 6:

Nsp = ts_tO(G)

to

Em que ts e tp sdo os tempos de escoamento da solucdo, em uma dada
concentragdo, e do solvente puro, respectivamente, os quais podem ser
determinados utilizando-se um viscosimetro capilar. A temperatura necessita
ser adequadamente controlada, pois afeta diretamente a viscosidade da
solucdo. Esta variacdo pode ser controlada utilizando-se um banho
termostatizado, no qual o viscosimetro pode ser imerso.

A partir dos valores de nsp,séo determinados os valores de viscosidade
reduzida (nrq), dividindo-se o valor de nsppela concentracdo (C) em ¢ dL?

(Equacéo 7):

Ns
Nyed = Tp(7)

A viscosidade intrinseca ([n]) de uma soluc¢éo diluida de um polimero € o

valor da viscosidade reduzida a diluig&o infinita (C — 0), ou seja:
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[n] = Lim 1.4 (8)

Portanto, para se determinar [n], pode-se plotar os valores de neqpara
cada solucdo do polimero, nas diferentes concentracdes, em funcdo da
concentracdo (C), extrapolando-se a concentragdo do polimero a zero
(coeficiente linear da equacéo) (STEFFE, 1996; YAPO e KOFFI, 2006).

A partir do valor de [n] pode-se, portanto, estimar a massa molar do
polimero em questao utilizando-se a equacdo de Mark-Houwink (Equacao 5).
Por exemplo, para pectinas em solugéo aguosa, os valores de K e a sdo iguais
a 9,55 x 102 dL g* e 0,73, respectivamente (ANGER e BERTH, 1986). Esta
relacdo entre a viscosidade intrinseca e a massa molar pode ser utilizada
independentemente do grau de esterificacdo e da fonte da pectina, desde que
sua massa molar seja inferior a 10° g mol™ (ANGER e BERTH, 1986; YAPO e
KOFFI, 2006).

No entanto, apesar de a determinacdo da massa molar a partir da
viscosidade intrinseca ser um meétodo relativamente simples e de baixo custo,
tem-se observado algumas discrepancias entre a massa molar média e a
viscosidade de solu¢des poliméricas, devido principalmente a tendéncia que os
polimeros apresentam de formar agregados (VORAGEN et al., 1995;
CANTERI, 2010). Assim, fatores como pH do meio, grau de esterificacao,
presenca de eletrélitos e a concentracdo podem influenciar nos resultados.
Para minimizar tais efeitos adversos, sdo utilizados sais como cloreto de sodio
e Na;EDTA no preparo das solucbes (ANGER e BERTH, 1986; YAPO e
KOFFI, 2006; PINHEIRO, 2007).

1.6 PROPRIEDADES FUNCIONAIS DAS PECTINAS

As pectinas sdo ingredientes alimenticios funcionais de elevado
valorcomercial em virtude de suas excelentes propriedades tecnolégicas.Estes
polissacarideos tém sido utilizados na industria de alimentos com diversas
finalidades, principalmente como agentes espessantes, gelificantes e
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estabilizantes (PINHEIRO et al., 2008; QIU et al., 2010; CANTERI et al., 2012).
Nos topicos seguintes sdo discutidas as propriedades espessantes e
gelificantes das pectinas e como estas sdo afetadas por fatores intrinsecos,
relacionados a estrutura do polissacarideo, e extrinsecos, como efeitos da
concentracdo, presenca de co-solutos (aclcar, Ca*"), temperatura, pH, dentre

outros.
1.6.1 PROPRIEDADES ESPESSANTES

Os agentes espessantes, também denominados hidrocoloides, séo
aditivos alimentares que tém como objetivo melhorar a textura de produtos
alimenticios como suspensdes, solucdes e emulsdes, por meio do aumento de
sua viscosidade, conferindo maior consisténcia ou CcOrpo aosS mesmos.
Consistem principalmente de polissacarideos hidrossoluveis, podendo ser
naturais, tais como carragena, gomas guar, arabica, xantana e dextrana; ou
obtidos a partir de modificacbes quimicas dos polissacarideos naturais, tais
como pectinas, amidos, gelatinas e carboximetilcelulose.

Uma das principais aplicacdes das pectinas na industria de alimentos é
como agente espessante, principalmente na formulacdo de alguns produtos
lacteos concentrados, iogurtes, bem como preparados de frutas. As pectinas
atuam como coldéides hidrofilicos, aumentando o volume e a viscosidade das
solucdes em que se encontram, em virtude de sua elevada massa molar e
interacbes com as moléculas de agua e outras macromoléculas (FISSORE et
al., 2009; PANCHEV et al., 2010; CANTERI et al., 2012; EINHORN-STOLL et
al., 2012; LIM et al., 2012).

As propriedades reoldgicas das pectinas em solucdo sdo essenciais
para diversas aplicacfes praticas destes polissacarideos, incluindo a utilizacéo
como espessantes ou agentes de suspensdo, especialmente naqueles
alimentos modificados para satisfazer habitos saudaveis, com teores reduzidos
de acucar, lipideos e NaCl (SATO et al., 2008; FISSORE et al., 2012). Por isso,
a reologia tem sido uma importante ferramenta para avaliar o potencial de
utiizacdo das pectinas e diversos pesquisadores tém estudado o
comportamento ao escoamento de solucbes de pectinas extraidas de

diferentes fontes e por técnicas de extracdo distintas (KOUBALA et al., 2009;
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MIN et al., 2012; FISSORE et al., 2012; GUO et al., 2012; LIM et al., 2012;
VRIESMANN et al., 2012). Tais estudos demonstram que tanto o método de
extracdo quanto a matéria-prima utilizada sdo determinantes nas propriedades
reoldgicas das pectinas.

Na Tabela 2 sdo apresentadas algumas propriedades reoldgicas de
sistemas pécticos aquosos adicionados de pectinas extraidas de diferentes
fontes, utilizando-se diferentes agentes extratores. As propriedades reoldgicas,
como, por exemplo, viscosidade aparente, indice de consisténcia e indice de
comportamento ao escoamento, podem ser utilizadas como parametros de
gualidade para posterior utilizacdo do polissacarideo como agente modificador

de textura nos alimentos.
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Tabela 2: Comportamento ao escoamento e parametros reoldgicos de sistemas aquosos adicionados de pectinas extraidas

de diferentes fontes e por métodos distintos de extragéo.

Fonte de pectina

Concentragdes de pectina
/ temperatura do sistema

Agente extrator/método de
extracao

Dados reologicos*

Referéncia

Polpa de beterraba e
abdbora butternut

2 % (miv) / 25 °C

Acido citrico

Pseudoplastico:

K = 0,04-0,16 Pa s", n = 0,69-0,85

Fissore et al. (2010)

Abora butternut

Pectina: 1% (m/m), Aclcar: 65

% (m/m), 25°C e pH 3,5

Celulase

Pseudoplastico:
K=211Pas";n=0,68

Fissore et al. (2013)

Polpa de beterraba

2 % (miv) / 25°C

Enzimas celulase e hemicelulase

Newtoniano ou pseudoplastico*

K =0,005-0,12 Pas" e n = 0,42-1,00

Fissore et al. (2012)

Comercial original e
desesterificada
enzimaticamente

2 % (miv) / 20 °C

Pseudoplastico

K =0,03-0,14 Pa s"; n=0,91-0,96

Kim e Wicker (2009)

Cascas de manga, caja-
manga e liméo e pectina
comercial

0,6 e 1% (m/v) / 20 °C

Acido cloridrico;
Oxalato de amoénio

Newtoniano ou pseudoplastico
n (10s™) =11-17 mPas

Koubala et al. (2009)

Bagaco de yuza

3,5e 7% (m/m)/25°C

Oxalato de amonio;
Método fisico-enziméatico

Pseudoplastico

K =1,23-92,13 Pas"; n=0,47-0,75

Lim et al. (2012)

Bagaco de maga

5,6, 7 €8 9% (m/m) / 25 °C

Oxalato de amonio;
Método fisico-enzimatico

Pseudoplastico

Min et al. (2011)

Abdbora butternut

20gL'/25°C

Enzimas celulase e hemicelulase

Pseudopléstico

Fissore et al. (2009)

Casca de ramo de

3 % (miv) / 20 °C

Acido cloridrico

Pseudopléstico

Liu et al. (2010)

amoreira
Tampdo acetato de sédio; Pseudopléstico Senakhamparn et al
Quiabo 0,1 % (m/v)/20°C Solucdo de EDTA, acetato de K =0,11-3,00 Pa s"; n=0,30-0,53 9 (20f0) ’
sodio e oxalato de sédio
Casca dos frutos do 5% (m/iv) / 25 °C Acido citrico Pseudopléstico Vriesman et al.
cacau (2012)
Pseudopléstico
— _ n. ;
Casca dos frutos do 5 9% (i) / 25 °C Agua K =4,27-27,37 Pas’; Vriesman et al.

cacau

n =0,376-0,570

(2011)

*Propriedades reoldgicas obtidas a partir do ajuste ao modelo de Ostwald de Waele (Lei da Poténcia).



A viscosidade de uma solucdo de pectina depende de uma série de
fatores intrinsecos, ou seja, inerentes a estrutura do polimero, como a
conformacdo da molécula, massa molar, fenbmenos de agregacdo, grau de
esterificacédo e padrao de esterificacao (distribuicdo das esterificagbes ao longo
da cadeia), bem como de fatores extrinsecos como pH, temperatura e forca
iOnica da solugdo (KOUBALA et al., 2008a,b; KIM e WICKER, 2009; GUO et
al.,, 2012). Por sua vez, a capacidade espessante das pectinas esta
diretamente relacionada com o volume hidrodindmico das particulas, o qual é
fungéo do tamanho e da conformagao da cadeia macromolecular, em um dado
solvente (PANCHEV et al., 2010; CANTERI et al., 2012; GUO et al., 2012).
Quanto maior o numero de interacbes entre as cadeias do polimero e as
moléculas do solvente, maior é o volume hidrodindmico. Pectinas altamente
ramificadas formam emaranhamentos mais densos e ocupam menor volume
em solucdo do que aquelas mais lineares e de mesma massa molar,
apresentando, portanto, menor viscosidade intrinseca (CANTERI et al., 2012).
Este fendbmeno é ilustrado na Figura 5 para dois homopolimeros de mesma

massa molar, porém com graus diferentes de ramificacéo.

Figura 5: Representacdo esquematica do volume hidrodinAmico ocupado por
dois homopolimeros de mesma massa molar (mesmo numero de esferas). A:
Polimero linear (maior volume hidrodinamico); B: Polimero ramificado (menor

volume hidrodindmico). Fonte: autoria prépria.
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A conformacgdo da moléculas de pectina, portanto, tem grande influéncia
nas propriedades reoldgicas dos sistemas pécticos obtidos. O efeito da massa
molar das pectinas sobre a viscosidade foi demonstrada por Koubala et al.
(2009). Em estudo com pectinas extraidas de diferentes fontes, eles verificaram
correlacdo significativa (p<0,05) entre a viscosidade da solucdo e a massa
molar de pectinas extraidas, a uma taxa de deformacdo de 100 s™. De fato, a
massa molar de polissacarideos pode ser estimada a partir da viscosidade
intrinseca, a qual é uma medida do volume hidrodinAmico ocupado pela
macromolécula (YAPO e KOFFI, 2006; KOUBALA et al., 2009; PANCHEV et
al., 2010; SENGKHAMPARN et al., 2010; EINHORN-STOLL et al., 2012).

O grau de metoxilagdo também pode influenciar a capacidade
espessante das pectinas. A presenca de ésteres metilicos na cadeia de acido
galacturdénico (-COOCH3) pode dificultar a associacdo entre as cadeias
adjacentes, limitando as intera¢des intermoleculares. Com isso, a formacao de
zonas de jungao entre as cadeias é retardada, ocasionando menor resisténcia
ao fluxo (MIN et al.,, 2011). Além disso, nas pectinas de baixo grau de
metoxilacdo, os grupos carboxilicos livres podem interagir por meio de ligacdes
cruzadas com cations divalentes, tais como o célcio, levando a um incremento
da viscosidade (CHRISTIAENS et al., 2012a). Por outro lado, a presenca de
grupos esterificados também pode favorecer o aumento da viscosidade.
Sengkhamparn et al. (2010) demonstraram a importancia da presenca de
grupos acetilicos esterificados na cadeia de pectina, especificamente nos
residuos de ramnose, no dominio RG-I. Eles compararam o comportamento ao
escoamento de duas amostras de pectina HM e LM com graus de acetilacao de
18 e 58 %, respectivamente, extraidas de quiabo, antes e apos a
desesterificacdo quimica por saponificacdo. Apos verificarem que as pectinas
saponificadas apresentaram uma viscosidade bem inferior as originais, 0s
autores concluiram que a acetilacdo no dominio RG-I tem grande contribuicéo
no aumento da viscosidade, por meio da promocdo de associacbes
hidrofébicas. Outro parametro importante nas propriedades reoldgicas é o teor
de acido galacturénico, o qual pode resultar em aumento da capacidade
espessante das pectinas (LIU et al., 2010). Estas informa¢gdes demonstram que

ndo existe uma simples relacdo entre as propriedades quimicas e funcionais
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destes polissacarideos, pois sdo biomoléculas de estrutura altamente complexa
e diversas interagdes acontecem concomitantemente.

O comportamento ao escoamento de solucdes de pectinas é
influenciado pela concentracéo do polissacarideo. Em baixas concentracdes, o
comportamento reologico se aproxima do newtoniano, tendendo a
pseudoplastico em concentracdes mais elevadas. Isso foi observado para
pectinas extraidas de diversas fontes, tais como casca de manga e caja-manga
(KOUBALA et al., 2009), casca dos frutos do cacau (VRIESMANN et al. 2011,
VRISEMANN et al., 2012); mesocarpo de abdbora butternut (FISSORE et al.,
2009; FISSORE et al., 2010), quiabo (SENGKHAMPARN et al., 2010), bagaco
de maca (MIN et al., 2011); bagaco de yuza (LIM et al., 2012), mesocarpo de
beterraba (FISSORE et al., 2010) e casca de amoreira (LIU et al., 2010). Esse
comportamento pode ser explicado pelo fato de o cisalhamento promover a
ruptura do emaranhamento das cadeias de pectina, quando presentes em
concentragdo suficientemente alta, ocasionando a redugédo da viscosidade da
solucdo (KOUBALA et al., 2009; SENGKHAMPARN et al., 2010). Além disso,
tal comportamento é mais pronunciado em taxas de deformacdo mais
elevadas, apOs um primeiro patamar newtoniano. ISso ocorre porque em baixas
taxas de deformacéo existe tempo suficiente para o desenvolvimento de novas
interacbes entre os emaranhamentos intermoleculares inicialmente rompidos.
Por outro lado, para taxas de deformacdo mais elevadas, a taxa de movimento
imposta externamente torna-se maior que a de formacdo de novos
emaranhamentos. Assim, tem-se a reducdo do numero de ligacdes cruzadas
no sistema e a viscosidade diminui (FISSORE et al., 2009).

Dependendo do método de extracdo empregado, pectinas obtidas de
uma mesma fonte e a uma mesma concentracdo podem originar solucées com
grandes diferencas na viscosidade e no comportamento reoldgico. De modo
geral, 0s agentes extratores mais agressivos, tais como os acidos cloridrico,
nitrico e fosforico, causam mais danos a estrutura das pectinas, principalmente
a despolimerizacao, resultando em uma menor capacidade espessante. Isso foi
demonstrado por Koubala et al. (2009), para pectinas extraidas da casca de
manga, caja-manga e limao, utilizando acido cloridrico (pH 1,5 a 85 °C por 1 h)
e oxalato de aménio a 0,25 % (m/v) (pH 4,6, utilizando acido oxalico, a 85 °C

por 1 h) nas concentracdes de 0,6 % e 1 % (m/v) de pectina. A 0,6 %, apenas
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as solucdes de pectinas extraidas com oxalato apresentaram comportamento
pseudopléstico, o que foi atribuido a maior massa molar das pectinas extraidas
com este extrator. Min et al. (2011) e Lim et al. (2012) avaliaram a capacidade
espessante de pectinas extraidas com oxalato e por um método
fisico/lenzimético combinado, a partir do bagaco de mac¢d e yuza,
respectivamente. Em ambos 0s casos, as pectinas extraidas enzimaticamente
originaram solugdes menos viscosas, devido ao maior grau de esterificagédo e
menor massa molar das pectinas extraidas por este método (MIN et al., 2011).
O efeito do método de extracdo sobre a capacidade espessante das pectinas
também foi observado por Guo et al. (2012). Utilizando casca de laranja, eles
avaliaram as propriedades reoldgicas das pectinas extraidas por ultra-alta
pressdo, aquecimento tradicional, extracdo assistida por micro-ondas,
comparando-se com a pectina comercial, e verificaram que a pectina extraida
por alta pressdo apresentou maior poder espessante.

Os resultados descritos acima, tais como 0s apresentados na Tabela 2,
demonstram que a capacidade espessante das pectinas € muito influenciada
tanto pela origem botanica como pelo agente extrator e condi¢cdes de extracédo
utilizadas. Em outras palavras, é possivel obter pectinas com melhores
propriedades espessantes, a partir de um mesmo material vegetal, variando-se
as condicdes de extracdo. As condicfes ideais de tempo, temperatura e pH ou
concentracdo do agente extrator podem variar consideravelmente de acordo
com a fonte vegetal e extrator utilizado. Assim, estas devem ser
cuidadosamente investigadas, pois influenciam fortemente as caracteristicas
estruturais do polissacarideo, tais como grau de metoxilacdo, teor de acido

galacturdnico e massa molar, afetando sua funcionalidade tecnoldgica.

1.6.2 PROPRIEDADES GELIFICANTES

Os agentes gelificantes sdo compostos que tém a capacidade de
conferir aos alimentos textura mais firme, com caracteristica de gel,
estabilizadas por meio de intera¢ges hidrofilicas e hidrofébicas entre as cadeias

poliméricas, denominadas zonas de juncdo (FISHMAN e COOKE, 2009;
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AGODA-TANDJAWA et al., 2012; NGOUEMAZONG et al., 2012). Dentre os
principais gelificantes utilizados em alimentos podem-se citar as pectinas,
gelatinas, agar e carragena. A habilidade das pectinas em formar géis talvez
seja a principal propriedade funcional destes polissacarideos na tecnologia de
alimentos, sendo tradicionalmente aplicadas para este fim em produtos como
doces, geléias e gelatinas, bem como outros sistemas alimenticios.

O processo de gelificacdo das pectinas € bastante complexo e depende
de fatores relacionados ao polissacarideo (intrinsecos) e ao ambiente
(extrinsecos) (KASTNER et al.,, 2012). Dentre os fatores intrinsecos,
encontram-se a massa molar da pectina, o grau e o padrao de grupos
carboxilicos metoxilados no dominio HG, a distribuicdo ao longo da cadeia de
unidades de repeticdo como residuos de acido galacturbnico e ramnose, além
das cadeias laterais, e a presenca de grupos acetilicos. Por outro lado, os
fatores extrinsecos incluem a concentragdo de co-solutos como acgucar
(sacarose) e calcio, o pH do meio, a for¢a ibnica e a temperatura (GIGLI et al.,
2009; HOLM et al., 2009; KOUBALA et al., 2009).

No entanto, o grau de metoxilacdo tem sido considerado um parametro
chave e crucial para a formacéo do gel, visto que ele influencia diretamente o
mecanismo de gelificacdo (AGODA-TANDJAWA et al., 2012; NGOUEMAZONG
et al., 2012). Pectinas de alto grau de metoxilacdo formam géis em meio acido
(pH < 3,5) e na presenca de altas concentracfes de acucar (> 55% de sélidos
soluveis — usualmente 65%). A funcdo do acucar € reduzir a atividade de agua
do meio, proporcionando maior interacdo entre as cadeias de pectina
adjacentes, enquanto que o pH contribui para reduzir a dissociacéo idnica dos
grupos carboxilicos, permitindo a formacédo de zonas de juncéo que estabilizam
0 gel. Para pectinas de alto grau de metoxilacdo, as zonas de juncdo sao
estabilizadas por ligacbes de hidrogénio entre os grupos carboxilicos ndo
dissociados e por interacdes hidrofébicas entre os grupos metilicos (MONGE et
al., 2008; FISHMAN e COOKE, 2009; HOLM et al., 2009; YOO et al., 2009a,b;
LIANG et al., 2012). Essas intera¢gfes sao influenciadas pela temperatura do
sistema. As baixas temperaturas favorecem as ligagbes de hidrogénio,
enquanto que as interacdes hidrofébicas sdo mais dominantes em

temperaturas mais elevadas (KASTNER et al., 2012).
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As pectinas de baixo grau de metoxilacdo, por outro lado, gelificam na
presenca de cations divalentes (usualmente Ca®"), com ou sem a adicdo de
acucar, em uma ampla faixa de pH (HOLM et al., 2009; KIM et al., 2010). Neste
caso, as zonas de juncdo s&o estabilizadas principalmente por ligacdes
cruzadas entre os grupos carboxilicos livres, mediante complexagdo com ions
Ca?*, mas as interacdes hidrofébicas e hidrofilicas, presentes nas pectinas HM,
também podem contribuir para a formacao do gel (GIGLI et al., 2009; KIM et
al., 2010; AGODA-TANDJAWA et al., 2012; KASTNER et al.,, 2012). Ao
contrario das pectinas HM, a gelificacdo das pectinas LM ¢é favorecida em pH
acima de 3,5 (pKa do acido galacturbnico), visto que as interacfes
eletrostaticas com fons Ca®" requerem uma certa quantidade de grupos
carboxilicos dissociados (-COO") (FRAEYE et al., 2009; FRAEYE et al., 2010;
NGOUEMAZONG et al., 2012).

A gelificacdo das pectinas de baixo grau de metoxilagdo com ions de
célcio ocorre pela formacéo de zonas de juncéo, segundo o modelo conhecido
como “egg-box” (GRANT et al., 1973), o qual foi originalmente descrito para
alginatos, mas que € largamente aceito para a gelificacdo de pectinas LM
(CAFFAL e MOHNEN, 2009; FRAEYE et al., 2009; VICENT e WILLIAMS,
2009; KASTNER et al., 2012; LIANG et al., 2012; VRIESMANN et al., 2012).
Segundo este modelo, as zonas de juncdo sdo formadas pela ligacao
cooperativa entre duas cadeias de acidos galacturénicos ndo metoxilados por
ions de célcio, que se encontram localizados nos intersticios das cadeias,

semelhante a uma caixa de ovo corrugada (Figura 6).
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Figura 6: Representacdo esquematica do modelo “egg-box” para a formagao
de zonas de juncdo em geéis de pectina de baixo grau de metoxilacdo. Fonte:

autoria propria.

Para que haja a formagdo de uma zona de jungdo do tipo “egg-box”
estavel, € necessario que os residuos de &cido galacturdénico dissociados
estejam organizados em blocos, devendo haver um nimero minimo de grupos
carboxilicos livres consecutivos. Embora este nUmero ndo seja um consenso
entre 0s pesquisadores, estimasse que ele esteja compreendido entre 6 e 20
unidades (CAFFAL e MOHNEN, 2009; FRAEYE et al., 2010; VICENT e
WILLIAMS, 2009; KASTNER et al., 2012; NGOUEMAZONG et al., 2012). Essa
necessidade de que os residuos de GalA dissociados estejam organizados em
blocos demonstra que ndo somente o grau de desmetoxilacdo das pectinas
deve ser considerado na gelificacdo, mas também o padrdo desta
desmetoxilacao € crucial para as propriedades gelificantes do polimero.

A presenca de grupos acetilicos na cadeia da pectina e a massa molar
do polimero também sdo parametros que influenciam na capacidade de
gelificagdo. Em geral, grau elevado de acetilacdo prejudica o processo de
formacdo do gel, pois os grupos acetil promovem impedimento estérico,
diminuindo consideravelmente a forca de ligacdo da pectina com os ions de
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calcio e a capacidade de realizar interac6es hidrofilicas e hidrofébicas
(FRAEYE et al., 2010). Por outro lado, quanto maior a massa molar do
polimero, sobretudo em termos de dominio homogalacturonana, maior é a
capacidade da pectina em realizar intera¢gdes intermoleculares, favorecendo a
gelificacdo. A baixa capacidade gelificante da pectina da polpa de beterraba,
por exemplo, é atribuida ao elevado grau de acetilacdo e a curta cadeia da
homogalacturonana na molécula (ZAIDEL et al., 2012; ZAIDEL et al., 2013).
Vriesmann et al. (2012) também relacionaram o alto grau de acetilagcao (15,9%)
com a fraca capacidade gelificante de pectina extraida da casca dos frutos do
cacau. A presenca de ramificagdes na cadeia (RG-I) também pode prejudicar a
formacao do gel, por limitar as interagfes intermoleculares entre as cadeias de
HG (FRAEYE et al., 2010; VRIESMANN et al., 2012).

Os géis de pectina sdo sistemas alimenticios viscoelasticos, por
apresentar comportamento reolégico que combina caracteristicas de solidos e
liqguidos (RAMOS e IBARZ, 2006; YAPO e KOFFI, 2006; FISSORE et al., 2009;
HOLM et al., 2009; KOUBALA et al., 2009; KASTNER et al., 2012; LIANG et al.,
2012; VRIESMANN et al., 2012). Por isso, o0os metodos reologicos,
principalmente o0s ensaios oscilatorios, sdo frequentemente aplicados para
avaliar as propriedades gelificantes das pectinas. Nestes testes, as amostras
sdo submetidas a uma variacdo harmdnica na tensdo ou na deformacao, sendo
gue os resultados sdo muito sensiveis a composi¢cdo quimica e a estrutura
fisica do gel, o que possibilita, por exemplo, avaliar a forca do gel e o
monitoramento do processo de gelificacdo. (DAY et al., 2010; KASTNER et al.,
2012; NGOUEMAZONG et al., 2012). Isso é conseguido por meio da avaliagéo
do espectro mecanico dos géis, ou seja, mediante o monitoramento da
variagcdo de G’ (mddulo de armazenamento) e G” (mddulo de perda) com a
frequéncia (usualmente 0,1-10 Hz). O espectro caracteristico de um gel esta
ilustrado na Figura 4 (item 1.4).

Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de avaliar a
capacidade gelificante de pectinas extraidas de diferentes fontes e sob a
influéncia de varios fatores como a concentracdo de calcio (FRAEYE et al.,
2009; GIGLI et al., 2009; KASTNER et al., 2012; NGOUEMAZONG et al.,
2012), pectina (FRAEYE et al., 2009; GUO et al., 2012) e agucar (KOUBALA et
al., 2009), grau e padrdao de metoxilagado (FRAEYE et al., 2009;
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NGOUEMAZONG et al., 2012) tempo (ZAILDEL et al., 2012; ZAILDEL et al.,
2013) e efeitos sinergisticos com outros polimeros, tais como celulose,
proteinas e diferentes tipos de pectina (HOLM et al.,, 2009; AGODA-
TANDJAWA et al., 2012). Na Tabela 3 encontram-se as caracteristicas
viscoelasticas de alguns sistemas pécticos encontrados na literatura, obtidos
com pectinas extraidas de diferentes fontes e por métodos distintos de
extracao.
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Tabela 3: Comportamento viscoelastico e parametros reoldgicos de géis pécticos obtidos com pectinas extraidas de diversas

fontes e por métodos de extracao distintos.

Fonte de Pectina/Amostra estudada

Caracteristicas do sistema

Caracteristica do sistema péctico
formado*

Referéncia

Raiz de beterraba

Pectina: 1 % (m/m); Ca>": 0-50 mgCa®'/ g de
pectina; 0,1- 500 rad s™; 25 °C

Sol — gel forte, dependendo da
concentracdo de Ca**

Fissore et al. (2013)

Casca de laranja e pectina comercial

Pectina: 0,33, 0,50 e 0,67% (m/m);
sacarose: 0,60% (m/m); 0,1-10 Hz;
pH=2,85e25°C.

Sol — gel forte, dependendo do tipo
e concentracdo de pectina.

Guo et al. (2012)

Pectina comercial de baixo metoxil

Pectina: 0,5% (m/m); CacCl; (3 mM); 0,01-100
rad s™; agua (a) ou NaCl 0,1M (b); pH 6,8 €
20°C

Gel fraco (a) — G’ (1,5-13 Pa)**
Gel forte (b) — G’ (40-60 Pa)**

Agoda-Tandjawa et al.
(2012)

Casca dos frutos do cacau

Acido galacturénico: 0,99% (m/m); sacarose: 60
% (m/m); 0,01-10 Hz; pH 2,5-3,0 e 25 °C.

Gel fraco.

Vriesmann et al. (2012)

Pectina de macé& com grau e padrdo variavel de
metoxilacdo

Acido galacturénico: 43 mM; Ca”": 1,65-4,00
mM (R = 0,2); 0,1-100 rad s™; 25 °C.

Sol - gel forte, dependendo do grau
ou padréo de metoxilag&o.

Fraeye et al. (2009)

Pectina comercial de baixo metoxil

Pectina: 1% gm/v) em NaCl 0,1 M ou agua
deionizada; Ca™": 1-5 mM; 0,01-100 rad s™; pH
neutro e 20 °C

Sol — gel forte, dependendo da
presenca de sodio e da
concentragdo de Ca”".

Gigli et al. (2009)

Casca de manga, caja-manga, limdo e pectina
comercial de alto metoxil

Pectina: 0,6 e 1% (m/m); sacarose: 60% (m/m);
0,01-10 Hz; pH 3,0 e 20 °C.

Sol - gel forte, dependendo do tipo
de pectina e do agente extrator
utilizado.

Koubala et al. (2009)

Pectinas citricas com grau e padrédo varidvel de
metoxilacdo

Acido galacturénico: 1,53% (m/v); CaCl,: R =
0,0-5,7; 0,1-10 rad s'l; pH 6,0 e 20 °C

Liquido estruturado — gel forte,
dependo do grau e padrédo de
metoxilagdo, bem como do teor de
Ca”.

Ngouémazong et al.
(2012)

Complexos coacervados de isolado protéico do
soro (WPI) — pectina de beterraba, em presenca ou
auséncia de lacase

6.9 100 mL™ de WPI + 1 g 100 mL™ de pectina
de beterraba; lacase: 0-300 U; pH 3,5 e 25 °C.

Gel fraco: G’ (2250 — 9970 Pa), em
auséncia e presenca de lacase (300
U), respectivamente.

Chen et al. (2012)

Gel de pectina de beterraba, com gelificacdo
catalisada enzimaticamente

Pectina: 2,5 % (m/v); enzimas peroxidase de
rdbano e lacase a0,5e 2,0 U mL'l; 0,1-100 Hz;
pH 5,0 e 25°C

Gel forte

Zaidel et al. (2012)

*Sol — ndo se caracteriza a formagao do gel, em que G” > G’ em toda a faixa de frequéncia. Gel forte — G’ € muito maior que G”, sendo que G’ varia muito pouco com a

frequéncia. Gel fraco — G’ € maior que G”, mas G’ varia muito com a frequéncia. **Valores aproximados.



Observa-se que as caracteristicas do sistema péctico formado (sol, gel
fraco ou gel forte) sdo influenciadas por uma série de fatores inerentes a
estrutura do polissacarideo, mas também de fatores extrinsecos, sendo o0s
principais as concentracdes de pectina e dos co-solutos acucar e célcio,
dependendo do grau de metoxilagdo. Estes fatores s&o discutidos mais
detalhadamente a seguir.

A forca do gel aumenta com a elevacdo da concentracdo de acucar,
tendendo a ficar constante quando o teor de sélidos sollveis se aproxima de
65 %. Por exemplo, sso foi verificado por Koubala et al. (2009), os quais
observaram que os valores de G’ de géis elaborados com pectina de casca de
manga tiveram grande aumento entre as concentragdes de agucar de 45 e 55
% (m/m), mas manteve-se constante quando ela passou de 55 para 60 %
(m/m).

Wang et al. (2013) demonstraram que é possivel reduzir fortemente a
demanda de acucar em processos de gelificacdo utilizando pectinas de alto
metoxil tratadas com a enzima pectina metil esterase (PME). Eles verificaram
gue a enzima promove reacdes de transacilacado entre as moléculas de pectina
citrica HM. O gel preparado com 1 % (m/v) de pectina tratada com PME e 35 %
(m/v) de acucar apresentou maior dureza, gomosidade e mastigabilidade
guando comparado com aquele produzido com 1 % (m/v) de pectina néo
tradada e 35 % (m/v) de aclcar ou ainda com geleia de morando contendo 1 %
(m/v) de pectina e 65 % (m/v) de acucar. Além da concentracdo, o tipo de
acucar também influencia na forca do gel, sendo observada a seguinte ordem:
sacarose > glicose > frutose (FRAEYE et al., 2010).

A concentracdo de pectina também influencia as caracteristicas
reologicas do gel. Em concentragcbes baixas, as ligacdes ibnicas
intramoleculares sdo dominantes, porém, tais interacbes ndo favorecem a
gelificagcdo. Com o aumento da concentracdo do polissacarideo, as interacdes
intermoleculares passam a ocorrer, favorecendo a formacdo de zonas de
juncéo entre as cadeias de pectina (CAPEL et al., 2006; FRAEYE et al., 2009;
FRAEYE et al., 2010). Em estudo realizado com pectinas extraidas da casca
de laranja por ultra-alta presséo (UHPE), aquecimento tradicional (THE) e por
microondas (MAE), Guo et al. (2012) observaram que o0 aumento da

concentragdo de pectina (0,33-0,67 %, m/m), a uma concentracdo fixa de
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sacarose (60%, m/m), ocasionou aumento na forca do gel (maiores valores de
G’) nos trés casos. No entanto, quando o experimento foi realizado com pectina
comercial a gelificagdo n&o ocorreu, independentemente da concentragéo. Isso
demonstra que a concentracao de pectina necessaria para a formacao do gel
depende do tipo de pectina, cujas caracteristicas sdo influenciadas pelo
método de extracdo e pela origem botanica.

Quando se trata de pectinas de baixo metoxil, deve-se considerar a
concentracdo de Ca®*, sem o qual a formacdo de zonas de juncdo ndo ocorre.
O efeito dos ions de calcio na gelificacdo é mais bem descrito em termos de
razdo estequiométrica (R = 2|Ca?*]|/|C00~]), a qual relaciona a concentracio
de Ca®* com a quantidade de residuos de acido galacturénico ndo metoxilados
(CAPEL et al., 2006; CARDENAS et al., 2008; FRAEYE et al., 2009; FRAEYE
et al., 2010). A forca de géis de pectina LM aumenta com R, até que esta razao
seja de 0,5, valor tedrico necessario para que todos os grupos (-COQO’) formem
ligacbes cruzadas, de acordo com o modelo egg-box (CAFFAL e MOHNEN,
2009; FRAEYE et al., 2010; VICENT e WILLIAMS, 2009; KASTNER et al.,
2012; NGOUEMAZONG et al., 2012). A adicdo posterior de Ca** (para R >
0,5), no entanto, pode resultar num leve aumento na forca do gel, visto que o
Ca®* em excesso pode participar de outras interacdes eletrostaticas com a
pectina, mais fracas e menos especificas, tal como verificado por Fraeye et al.
(2009), para pectinas com diferentes graus e padrdes de metoxilacdo.
Concentracfes de célcio muito elevadas podem ser prejudiciais, levando a
separacao das fases (efeito salting-out), em baixas concentracdes de pectina,
ou a sinérese (exsudacao), quando a pectina esta presente em concentracfes
elevadas (FRAEYE et al., 2009; FRAEYE et al., 2010).

Gigli et al. (2009) avaliaram o efeito da concentracdo de ions de calcio (1
a 5 mmol L") sobre o comportamento reolégico de géis de pectina LM
comerciais. Na concentragdo de 1 mmol L* eles observaram o
comportamento tipico de solucdo concentrada, enquanto que para 3 e 5
mmol L™ foram verificados comportamentos caracteristicos de gel forte, com G’
praticamente independente da frequéncia. Tal resultado demonstra que
maiores concentracdes de calcio proporcionam maior nimero de zonas de

juncéo, levando a uma rede de gel mais densa e elastica.

37



Apesar de o grau de metoxilacdo (DM) ser um parametro crucial para a
gelificacdo, o padrdo de metoxilagdo das pectinas também tem grande
influéncia na formacdo de géis. Em estudo com pectinas de diferentes graus e
padroes de metoxilacdo, Fraeye et al. (2009) observaram que pectinas com
grupos carboxilicos livres distribuidos em blocos apresentaram melhores
capacidades gelificantes, quando comparadas com aquelas cujos grupos
desmetoxilados sédo distribuidos de forma mais aleat6ria, de modo que a forgca
do gel (G’) foi mais influenciado pelo padrdo do que pelo grau de metoxilagao.
Resultados semelhantes também foram verificados por outros autores (STROM
et al., 2007; LUZIO e CAMERON, 2008; NGOUEMAZONG et al., 2012). Isso
ocorre porque o padrdo de metoxilagdo em bloco é necessario para que as
zonas de juncdo egg-box sejam formadas. Além disso, quando 0s grupos
desmetoxilados sao distribuidos ao acaso, as interacdes existentes sdo mais
dispersas, menos especificas e energeticamente desfavoraveis, o que resulta
num gel mais fraco (FANG et al., 2008).

As propriedades reoldgicas de géis de pectinas podem ser afetadas pela
presenca de outros polimeros no meio, tais como celulose, pectinas de
diferentes graus de metoxilacdo e proteinas, incluindo efeitos sinergisticos
(SRIAMORNSAK e WATTANAKORN, 2008; HOLM et al., 2009; AGODA-
TANDJAWA et al.,, 2012). Por exemplo, Agoda-Tandjawa et al. (2012)
avaliaram a influéncia da presenca de pectinas LM sobre as propriedades
reologicas de suspensdes de celulose microfibriladas. Observou-se que na
auséncia de sédio, mesmo com a presenca de Ca®', as propriedades
reologicas da mistura foram governadas pela concentracdo de celulose. No
entanto, quando sédio e Ca?* estavam presentes a0 mesmo tempo, as
propriedades viscoelasticas passaram a ser mais influenciadas pela
concentracdo de pectina, demonstrando também que o sal contribui para
reforcar a rigidez da rede pectina-Ca**. Em estudo semelhante, Holm et al.
(2009) avaliaram o efeito de misturas de pectina LM e HM sobre as
propriedades reologicas de géis contendo 30% de acucar (m/m) e 0,1% de
CaCl, (m/m). Verificou-se que géis com concentracbes semelhantes de
pectina, mas com proporc¢des distintas de pectinas LM e HM, apresentaram
perfis viscoelasticos distintos, sendo que aqueles com maiores propor¢oes de

pectina LM apresentaram os maiores valores de G’.
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1.7 METODOLOGIA GERAL

A fonte de pectina para o desenvolvimento deste trabalho foi a casca
de manga cultivar Ub4, que é uma cultivar amplamente difundida na regido da
Zona da Mata de Minas Gerais e preferida pelas industrias da regido para o
processamento de sucos e polpas. As frutas (aproximadamente 800 kg) foram
adquiridas em uma fazenda localizada no municipio de Visconde do Rio Branco
(latitude 21°00°37”S e longitude 42°50'26”W), Minas Gerais, no estadio final de
maturacdo (grau de maturacdo comercial), no més de janeiro de 2011. As
frutas foram entdo transportadas em caixas plasticas até a Universidade
Federal de Vicosa para serem processadas na planta piloto do Departamento

de Tecnologia de Alimentos, conforme descrito a seguir.

1.7.1 PROCESSAMENTO DAS FRUTAS

As frutas foram incialmente lavadas por aspersao, para a remocéo de
sujidades superficiais, e posteriormente selecionadas, removendo-se aquelas
com caracteristicas improprias ao processamento (estadio de maturacao
inadequado, danos mecanicos excessivos, crescimento aparente de fungos,
etc.). As frutas verdes eram separadas e armazenadas a temperatura ambiente
(27 £ 2 °C) até grau de maturacdo adequado ao processamento. Em seguida,
as frutas foram sanitizadas com solucdo de cloro ativo a 50 mg L™ por 15
minutos, para reducao da carga microbiana superficial. Apds a sanitizacdo, as
cascas foram removidas manualmente, branqueadas a 95 °C durante 5
minutos em tacho encamisado (Groen MGF Co., EUA), modelo TODA 20, para
a inativacdo de enzimas enddgenas, e submetidas a secagem a 60 °C em
secador de bandejas com circulacédo forcada de ar até massa constante. Apés
a secagem, as cascas foram trituradas em moinho de facas da Brabender

(Duisburg, Alemanha), modelo W1, para a obten¢éo da farinha.

A farinha obtida foi tratada quatro vezes com solucao de etanol a 85%
(soluto/solvente 1:3, m/v) a 70 °C por 20 minutos para a remocgdo de

compostos soluveis em &lcool, tais como agucares, pigmentos e lipideos,
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conforme descrito por Koubala et al. (2008a). Este procedimento permitiu
concentrar a pectina, que é insoltvel em &lcool, além de reduzir a concentragédo
de impurezas. O material obtido foi denominado de Residuo Insollavel em
Alcool (RIA), o qual foi submetido a secagem em estufa (DE LEO, Bento
Gongalves, Brasil) a 50 °C até massa constante. Em seguida, o RIA foi
congelado a - 18 °C em freezer (Consul, modelo 260, Sdo Paulo, Brasil), até
posterior utilizacdo para as extracdes de pectina.

1.7.2 ANALISES PRELIMINARES DA FARINHA DA CASCA DE MANGA E
DO RESIDUO INSOLUVEL EM ALCOOL

Foram realizadas andlises para a determinacédo dos teores de umidade,
lipidios, proteina, residuo mineral fixo efibra (soluvel e insoltvel) nas amostras
de farinha da casca de manga e residuo insoluvel em alcool. O teor de
umidade foi determinado por gravimetria apos secagem da amostra em estufa
(DE LEO, Bento Gongalves, Brasil) a 105 °C (IAL, 2004). A determinacdo do
residuo mineral fixofoi realizada por gravimetria apés incineracdo completa em
mufla a 550 °C (IAL, 2004). O teor de lipidios foi determinado em extrator
intermitente de Soxhlet, utilizando éter etilico como solvente (1AL, 2004). O teor
de nitrogénio total foi determinado pelo método de Kjeldahl, utilizando um
sistema digestor da BUCHI (Flawil, Suica), modelo K-437, e destilador de
nitrogénio BUCHI, modelo B-324, e fator de multiplicacdo de 6,25 para a
determinacdo de proteina (IAL, 2004).As concentracfGes de fibras soluveis e
insoliveis foram determinadas pelo método enzimatico-gravimetrico (IAL,
2004). O teor de carboidratos, excluindo-se as fibras alimentares, foi

guantificado por diferenca em relacdo aos demais constituintes.

1.7.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA A EXTRACAO DAS
PECTINAS E ANALISE ESTATISTICA

Utilizou-se a metodologia de superficie de respostas para a
determinacdo das condi¢cdes oOtimas de extracdo em termos de rendimento,

grau de esterificacdo das pectinas extraidas, capacidade espessante e indice
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de escurecimento. O Delineamento Composto Central (DCC) com trés
variaveis independentes foi realizado conforme descrito por Tedfilo e Ferreira
(2006). Este delineamento possibilitou reduzir o numero de pontos
experimentais a serem testados e, ainda assim, permitir o ajustamento e testes
de modelos de regressdo. Foram estudados trés agentes extratores: acido
cloridrico, acido oxalico-oxalato de aménio e &cido citrico. Para cada um dos
agentes extratores, as variaveis independentes foram: pH ou concentracéo,
dependendo do agente extrator, tempo e temperatura de extracdo. O
planejamento completo para cada agente extrator foi realizado com 18 pontos
experimentais, sendo oito fatoriais (niveis +1 e -1), seis axiais (niveis +a e —a) e

guatro repeticdes no ponto central, conforme mostrado na Tabela 4.

Tabela 4: Niveis codificados das trés variaveis independentes empregados

para a extracdo de pectina no delineamento composto central.

DelineamentoDCC - 23

Tempo Temperatura pH ou concentracao
-1 -1 -1
1 -1 -1
-1 1 -1
1 1 -1 Planejamento
-1 -1 1 fatorial
1 -1 1
-1 1 1
1 1 1
- 1,682* 0 0
1,682* 0 0
0 - 1,6827 0 Pontos axiais
0 1,682* 0
0 0 -1,682*
0 0 1,682*
0 0 0
0 0 0 Ponto central
0 0 0 (4 repeticbes)
0 0 0

*Para trés variaveis independentes: a = +1,682 (TEOFILO e FERREIRA, 2006).
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Na Tabela 5 sdo apresentados os valores reais para 0s niveis
codificados das trés variaveis estudadas.

Tabela 5: Niveis codificados e valores reais para as variaveis empregadas para

a extracao de pectina da casca da manga Uba no delineamento DCC.

Niveis
Agientte Variaveis
extrator o 1 0 +1 o
Tempo (min) 34,77 45 60 75 85,23
Acido
,I . Temperatura (°C) 63,18 70 80 90 96,82
cloridrico
pH 1,16 15 2,0 2,5 2,84
Tempo (min) 34,77 45 60 75 85,23
I
Oxa a}tq de Temperatura (°C) 63,18 70 80 90 96,82
amonio
pH 3,66 4,0 4,5 5,0 5,34
Tempo (min) 9,68 30 60 90 110,46
Acido citrico Temperatura (°C) 63,18 70 80 90 96,82
Concentracéo (%) 0,018 0,7 1,7 2,7 3,382

*Para trés variaveis independentes: a = +1,682 (TEOFILO & FERREIRA, 2006).

Estas condicdes de extracdo foram utilizadas com base em trabalhos
prévios, como as utilizadas por Koubala et al. (2008a) e Koubala et al. (2009)
para a extracdo de pectina a partir da casca de manga das variedades
Améliorée e Mango, utilizando &cido cloridrico e oxalato de amdénio. Nas
extragcbes com acido citrico, foram utilizadas diferentes concentracoes,
conforme descrito por Pinheiro et al. (2008) para extracao de pectina da casca
de maracuja. A decisdo de se incluir o &cido citrico no presente estudo se
justifica pela crescente preocupagdo com a utilizacdo de 4cidos minerais fortes,
0S quais ocasionam desvantagens como poluicdo ambiental, corrosdo de
equipamentos e degradacdo da pectina extraida (PINHEIRO et al., 2008;

KLIEMANN, 2006).
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Para cada ponto experimental do delineamento DCC foram determinadas as
seguintes variaveis respostas: rendimento de extracdo, grau de esterificacao,
viscosidade e indice de escurecimento. Os dados obtidos foram entdo
submetidos a analise de regressao para a obtencdo dos modelos ajustados.
Foi testado o modelo de segunda ordem completo(Equacdo 9)(TEOFILO e
FERREIRA, 2006).

y = Po + Pit + BoT + KBspH + Byt? + BsT? + BspH? + BtT + PgtpH
+e 9)

Em que: y é a resposta de interesse e osf;’s (i = 0, 1, 2,..., 9) séo
parametros; t e T séo, respectivamente, o tempo de extracdo e a temperatura
do meio; e é o erro aleatério associado ao modelo. Nas extracbes com acido

citrico, utilizou-se a concentracao do acido (C) ao invés do pH.

Foram considerados somente os coeficientes significativos (p<0,22) na
analise de regressao, obtendo-se os modelos ajustados.  Quando oS
coeficientes quadraticos e/ou de interacdo eram significativos, 0s
correspondentes lineares foram mantidos no modelo, mesmo nao sendo

significativos (p>0,22).

Apbés a determinacédo das condi¢des Otimas de extracao foi montado um
experimento no delineamento inteiramente casualizado (DIC) com quatro
tratamentos (extracdes com &cido cloridrico, acido citrico e acido oxalico -
oxalato de amonio, além de um controle comercial) e quatro repeticdes. Os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias

comparadas por meio do teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.

Para a realizacdo das analises estatisticasutilizou-se o programa
estatistico SAS Institute®, versdo 9.2, licenciado para a Universidade Federal

de Vigosa.
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1.7.4 EXTRACAO DAS PECTINAS

As extragbes foram realizadas conforme descrito por Koubala et al.

(2008a) com pequenas modifica¢des (Figura 7).

RIA

Solucéo extratora

Mistura 1:40 (m/v)

Extracéo

CondicOes controladas

Filtracédo

Tecido de poliéster

Refrigeracao

4 °C/ 2h

Centrifugacéao

5000 xg / 20 min

Precipitacdo da pectina

Sobrenadante/etanol 96% 1:2, viv

Filtracédo

Tecido de poliéster

Purificacéo

Lavagens com solugéo alcodlica e acetona

Secagem

50 °C até massa constante

Pectina seca

Figura 7: Fluxograma de extracdo de pectina a partir do residuo insolavel em

alcool (RIA).

44



A pectina foi extraida pela mistura do residuo insolivel em &lcool com a
solucdo extratora (soluto/solvente 1:40, m/v) de acido cloridrico, citrico ou
acido oxalico-oxalato de aménio (AOOA) em diferentes condi¢cdes de pH ou
concentracdo (dependendo do agente extrator), temperatura e tempo de
extracdo, conforme mostrado na Tabela 5,sob agitagdo constante
(Fisatom,modelo 752A/6, Sao Paulo, Brasil). A mistura quente foi filtrada
através de tecido fino de poliéster e o filtrado refrigerado a 4 °C por 2 h. Em
seguida, o extrato refrigerado foi centrifugado (Combi-514R, Hanil, Coreia do
Sul) a 5000 xg durante 20 min e o sobrenadante foi entdo adicionado de dois
volumes de etanol (96 %) e mantido em repouso por uma hora, para permitir a
precipitacdo das pectinas. As pectinas foram entdo lavadas duas a trés vezes
com etanol 70 % e, em seguida, com etanol 96 % e acetona. O material obtido
foi submetido a secagem em estufa (DE LEO, Bento Gongalves, Brasil) a 50 °C
até peso constante e armazenado em dessecador contendo pentoxido de

fosforo a temperatura ambiente até posterior utilizag&o.

1.7.5CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS FRACOES OBTIDAS NA
ETAPA DE OTIMIZACAO

1.7.5.1 RENDIMENTO DA EXTRACAO

O rendimento de cada extracdo de pectina foi expresso em relacédo ao

residuo insoluvel em alcool, calculado conforme a seguir:

Mp

R (%) =

x 100(10)

MmRgiA

Em que R é o rendimento da extracdo (%, m/m), m, € a massa de
pectina extraida (g) e mgra € a massa de residuo insoluvel em alcool utilizada

na extracao (g).
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1.7.5.2GRAU DE ESTERIFICACAO

Foi aplicada a metodologia descrita por Pinheiro et al. (2008). Pesou-se
aproximadamente 0,2 g de pectina em béquer, umedecendo-a com etanol
(95%). Em seguida, foram adicionados 20 mL de agua purificada (Millipore -
Elix 35, Bedford, MA, EUA) aquecida a 40 °C, mantendo a agitacdo por 2
horas, sendo posteriormente realizada a titulagdo com solugédo de NaOH 0,1
mol L™, na presenca de fenolftaleina, e o resultado foi anotado como titulacéo
inicial (T). Em seguida, foram adicionados 10 mL de NaOH 0,1 mol L™ &
amostra neutralizada, mantendo sob agitacéo por 2 horas para a saponificacao
dos grupos carboxilicos esterificados do polimero. Apos a saponificacao, foram
adicionados 10 mL de HCI 0,1 mol L™ e o excesso foi titulado com NaOH
0,1 mol L™. O volume gasto nesta titulacéo final foi anotado como T; e o grau

de esterificacéo foi determinado utilizando-se a Equacao 11.:

DE (%) = % x 100(11)

Em que DE é o grau de esterificacdo (%), T; € o volume de NaOH usado

na titulac&o inicial e Tr o volume gasto na titulacao final.
1.7.5.3INDICE DE ESCURECIMENTO

Com o objetivo de avaliar o efeito das diferentes condi¢cdes de extracao
na coloracdo das pectinas extraidas, as coordenadas de cor foram
determinadas diretamente em colorimetro Minolta Color Reader CR-10
(Minolta, Japao), sistema CIEL*a*b*. Esse é um sistema de coordenadas
retangulares que define a cor em termos de L*, que numa escala de 0 a 100
representa a luminosidade, variando desde o preto (0) ao branco (100); a*, que

representa a variacdo entre o verde, valores negativos, ao vermelho, valores
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positivos; e por fim o eixo b*, que representa a variacdo de azul, valores

negativos, a amarelo, valores positivos.

A partir dos dados de a*, b* e L* foram determinados os valores de
indice de escurecimento por meio das Equacbes 12 e 13 (PATHARE et al.,
2013).

£ _[100(X ~031)]
- 0172

(12)

Em que:

~ (a*+175.L)
5,645.L + a*—3,021.b*)

(13)

1.7.5.4VISCOSIDADE EM MEIO AQUOSO

Considerando a importancia da propriedade espessante das pectinas, as
fracbes obtidas também foram avaliadas quanto a viscosidade em solucao
aquosa. Para isso, as pectinas foram dissolvidas na concentracao de 1% (m/v)
em agua purificada sob agitacdo magnética (overnight), a temperatura
ambiente. O pH da solucéo foi entdo ajustado para 3,0 com gotas de acido
cloridrico 0,1 mol L™. As viscosidades foram determinadas em redmetro de
cilindros coaxiais tipo Searle, marca Brookfield, modelo R/S plus SST 2000
(Brookfield Engineering Laboratories, Inc., Stoughton, EUA), utilizando o sensor
DG-DIN e & taxa de deformacdo de 100 s™. As andlises foram realizadas a
temperatura de 25 * 0,2 °C, controlada por banho termostatico (Brookfield,
modelo TC-502).

1.7.6CARACTERIZACAO DAS PECTINAS EXTRAIDAS NAS CONDICOES
OTIMIZADAS

As pectinas extraidas nas condicbes otimizadas foram analisadas

guanto as caracteristicas fisicas e quimicas, bem como quanto aalgumas de
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suas propriedades tecnolégicas (capacidade espessante e gelificante),

conforme os procedimentos descritos a seguir:

1.7.6.1TEOR DE AGUA, RESIDUO MINERAL FIXO, PROTEINA ELIPIDIOS

As andlises para a determinacdo do teor de agua (umidade), residuo
mineral fixo, proteina e lipidios foram realizadas conforme as metodologias

descritas no item 1.6.2.

1.7.6.2 AVALIACAO INSTRUMENTAL DA COR

Com o objetivo de avaliar o efeito das diferentes condi¢cdes de extracao
na coloracdo das pectinas extraidas, as coordenadas de cor foram
determinadas diretamente em colorimetro Minolta Color Reader CR-10

(Minolta, Japéo), sistema CIEL*a*b*.

A partir dos valores de a*, b* e L* foram calculados os valores dos
parametrosdiferenca total de cor (AE*), croma ou saturacdo (C*) e angulo de
tonalidade (h*) (PATHARE et al., 2013), conforme as equacdes 14, 15 e 16,

respectivamente.

AE* = J(AL#) + (A=Y + (Ab*)E (14)
C*=/(@)? +(b)*? (15)

h* =arctan g (b—j (16)
a *

Na Equacéo 14,A é a variagdo entre cada coordenada de cor para cada
pectina extraida e a pectina comercial. A diferenca total de cor expressa a
magnitude da diferenca entre a cor da pectina extraida da casca da manga Uba

e a pectina comercial. O grau de tonalidade, ou o tom da cor, expresso pelo
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angulo hue (h*) esta correlacionado qualitativamente a cor do material. Ja a
coordenada croma fornece, para uma mesma tonalidade, uma avaliagdo de
sua intensidade de cor. Geometricamente, h* percorre a circunferéncia central
da esfera que representa o sistema CIEL*a*b*, enquanto que C* é a distancia

ao centro da esfera; quanto mais distante, mais “forte” & a cor (Figura 8).

lightness A\

+a

x

or hue angle

+b

Figura 8: Espaco de cor CIEL*a*b*. Fonte: Pathare et al. (2013).

1.7.6.3TEOR DE ACIDO GALACTURONICO

O teor de acido galacturénicofoi determinado de acordo com a
metodologia descrita por Filisetti-Cozzi e Carpita (1991). As amostras foram
solubilizadas em &gua destilada, na concentracdo de 0,5 mg mL™®, com
agitacdo magnética. Desta solucéo, foi transferida uma aliquota de 400 uL para
um tubo de ensaio, a qual foi adicionada de 40 uL de uma solugao de acido
sulfamico/sulfamato de potéassio 4,0 mol L™ (pH 1,6), sob agitacdo. A esta
mistura foram adicionados 2,4 mL de uma solucdo de &cido sulfurico de grau
analitico (96,4%) contendo tetraborato de sédio a 75 mmol L™ . Em seguida, o

conteudo foi vigorosamente agitado em vortex e a mistura aguecida em banho-
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maria por 20 min. A mistura foi entdo resfriada e adicionada de 40 pL de
solucdo de m-hidroxidifenil 0,15 % (m/v) em NaOH 0,5 % (m/v) para formacé&o
do complexo colorido, que tem maxima absorbancia em comprimento de onda
de 525 nm. Uma curva analiticafoi preparada empregando solucao padrdo de
acido galacturénico (GalA) nas concentracées de 20-100 pg mL™. Para isso, foi
utilizado um espectrofotdmetro marca Biospectro (Sado Paulo, Brasil), modelo
SP-220.

1.7.6.4 GRAU DE METOXILACAO E ACETILACAO

Os graus de metoxilagdo e acetilacdo foram determinados
simultaneamente, conforme o método desenvolvido por Voragen et al. (1986).
Os grupos metoxil e acetil foram liberados das fracdes pécticas por
saponificacdo com solucdo de NaOH 0,2 mol L™ a 4 °C por 2 horas, separados
e quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando
um cromatégrafo Dionex Ultimate 3000 (Dionex, EUA), coluna Phenomenex
Rezex ROA — Organic Acid H (8%)e detector de indice de refracdo RI 101
(Shodex, Japdo). A eluicdo foi realizada com solucdo de H,SO4 5 mmol L™,
temperatura de 30 °C e vaz&do de 0,6 mL min™. Os graus de metoxilacéo e
acetilacdo foram expressos como a razao percentual molar de metanol ou
acido acético, respectivamente, para o conteudo de acido galacturdnico,

determinado conforme Filisetti-Cozzi e Carpita (1991).

1.7.6.5COMPOSICAO MONOSSACARIDICA E PERFIL DE
HOMOGENEIDADE

Essas andlises foram realizadas no Laboratério de Quimica e
Biotecnologia de Carboidratos, no Departamento de Bioquimica da

Universidade Federal do Parana.
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1.7.6.5.1 COMPOSICAO MONOSSACARIDICA

A identificacdo e determinacdo dos teores relativos de aglcares neutros
das amostras de pectina foram determinadas apés hidrélise com &cido
trifluoracético (TFA) 2 mol L™, em tubo hermeticamente fechado, a 100 °C,
durante 5 horas (ADAMS, 1965; BIERMANN, 1989). Os monossacarideos
resultantes da hidrélise foram entdo reduzidos com boroidreto de sédio
(NaBH,) a temperatura ambiente por 16 horas em meio aquoso (WOLFROM,;
THOMPSON, 1963b).Em seguida, os alditéis obtidos foram acetilados com
piridina (agente catalisador) — anidrido acético (agente acetilante) (1:1, v/v) em
tubo de hidrolise hermeticamente fechado a 25 °C por 16 horas (WOLFROM;
THOMPSON, 1963a).

As amostras contendo os acetatos de alditdis resultantes foram
analisadas por cromatografia liquido-gasosa (GLC) em cromatégrafo
HewlettPackard modelo 5890 A Série Il, com detector de ionizacdo de chama
(FID) e injetora temperatura de 250°C, coluna capilar DB-210 (30 m x 0,25 mm
de didmetrointerno), com espessura de filme de 0,25um a 220°C, e nitrogénio
como gas dearraste em fluxo de 2,0 mL.min-1 (SLONEKER, 1972).

1.7.6.5.2ANALISE DE DISTRIBUICAO DE MASSA MOLAR

Os perfis de homogeneidade das amostras foram avaliados por
cromatografia de exclusdo estérica de alta pressdao (HPSEC-MALLS). Para
isso, foi utilizado um cromatografo de exclusdo estérica modelo 150 C
ALC/GPC (Waters, Massachusetts, EUA), acoplado a um detector de indice de
refracdo (RI) modelo Waters 2410 e detector de espalhamento de luz em
multiangulos modelo Dawn-F (Wyatt Technology, Santa Barbara, CA, EUA).
Quatro colunas de permeacao em gel Waters Ultrahydrogel (2000, 500, 250 e

120) foram conectadas em série e acopladas ao equipamento de
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multideteccdo. Uma solugdo de NaNO, 0,1 mol L™, contendo 0,02% de NaNs;

(miv), foi utilizada como solvente de eluicdo, a um fluxo de 0,6 mL min™.
1.7.6.6DETERMINACAO DA VISCOSIDADE INTRINSECA

As viscosidades intrinsecas das amostras de pectina foram
determinadas utilizando-se um viscosimetro capilar Cannon-Fenske, tipo 513-
10 e diametro interno de 0,63 mm (Schott-Gerate GmbH, Hofheim, Alemanha),
acoplado a banho termostatizado (modelo CT-52, Schott-Gerdate GmbH
Hofheim, Alemanha) mantido a 25 °C.

Foram preparadas solu¢cdes com diferentes concentracbes de pectina
(0,01, 0,03, 0,05 0,08, 0,10, 0,15 e 0,20 @g/100 mL), dissolvendo o
hidrocol6ideem solucdo aquosa contendo 90 mmol L™ de cloreto de sédio, 10
mmol L™ de fluoreto de sédio e 1 mmol L de NaEDTA, com pH ajustado a
6,5, a temperatura de 25 °C. As solucdes pécticas (10 mL) foram transferidas
para o reservatorio do viscosimetro capilar e 0os tempos de escoamento
monitorados utilizando um crondmetro digital com precisdo de + 0,1 s. Para
cada concentracdo, as medidas de tempo de escoamento foram realizadas

cinco vezes.

As viscosidades especificas (nsp) foram inicialmente determinadas a
partir do tempo de escoamento de cada amostra solubilizada (ts) e da solucéo

salina pura (tp), conforme a Equacéo 17.

to—t
Nsp = _0(17)

to

A partir da viscosidade especifica foram calculados os valores de
viscosidade reduzida (nreq), dividindo-se o valor de nsppela concentracéo (C) em
gdL™:

Ns
Nrea = Tp(ls)
A viscosidade intrinseca ([n]) de um polimero é definida como o valor da

viscosidade reduzida a dilui¢éo infinita (C — 0), ou seja:
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[n] = lim 1.4 (19)

Assim, a viscosidade intrinseca foi determinada plotando-se os valores
de viscosidade reduzida (nrq) €m funcéo da concentragéo (C), extrapolando-se

a concentragéo de pectina a zero (coeficiente linear) (STEFFE, 1996).

1.7.7 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES ESPESSANTE E GELIFICANTE
DAS PECTINAS

Com o objetivo de avaliar a aplicabilidade tecnologica das pectinas
extraidas da casca da manga, foram estudadas suas capacidades espessantes
e gelificantes em sistemas modelo, e os resultados foram comparados com 0s
de uma pectina citrica comercial de alto grau de metoxilacdo, HM (GENU®,
CP Kelco, EUA). Para isso, analisou-se o0 comportamento ao escoamento de
solucdes pécticas em diferentes concentracdes, bem como o comportamento
viscoelasticos de géis elaborados com as diferentes amostras de pectinas,

conforme os procedimentos descritos nas secdes subsequentes:

1.7.7.1 COMPORTAMENTO AO ESCOAMENTO

As andlises foram realizadas com solucbes de pectinas nas
concentracbes de 0,5 e 1,5% (m/v), as quais foram preparadas conforme
metodologia descrita por Koubala et al. (2009), com pequenas modificacfes: as
pectinas foram solubilizadas em &gua purificada sob agitacdo magnética
(overnight), a temperatura ambiente. O pH da solucéo foi entdo ajustado para

3,0, gotejando-se solucéo de &cido cloridrico 0,1 mol L™.

Os ensaios reoldgicos foram realizados em rebmetro de cilindros
coaxiais tipo Searle, marca Brookfield, modelo R/S plus SST 2000 (Brookfield
Engineering Laboratories, Inc., Stoughton, EUA), utilizando o sensor CC45-

DIN. O tempo de corrida para cada ensaio foi de 4 minutos, completando um
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total de 40 pontos, sendo 2 minutos para velocidade de rotacao crescente (com
y variando de 0 a 300 s')e, em seguida, 2 minutos para velocidade
decrescente (com y variando de 300 a 0 s). As analises foram realizadas a
temperatura de 25 = 0,2 °C, controlada por banho termostatico (Brookfield,
modelo TC-502).

1.7.7.2COMPORTAMENTO VISCOELASTICO E ANALISE DO PERFIL DE
TEXTURA DE GEIS DE PECTINA

1.7.7.2.1 PREPARO DOS GEIS

Foram preparados géis com diferentes concentracbes de pectina (0,5,
1,0 e 1,5 %, m/m), para uma concentracdo de sacarose de 65 % (m/m),
conforme metodologia descrita por Koubala et al. (2009). Esta concentracdo de
sacarose foi selecionada para estudo por ser aquela normalmente utilizada na
producdo de geleias convencionais (MAIA et al.,, 2009). As pectinas foram
primeiramente solubilizadas em agua purificada(overnight) sob agitacédo
magnética a temperatura ambiente. Em seguida, a sacarose foi adicionada e a
mistura aquecida a 100 °C até que o teor de solidos solUveis alcancasse o
valor de 65 °Brix. Ap6s o resfriamento da soluc&o, acido citrico (0,5 mol L™?) foi
adicionado lentamente a mistura para o ajuste do pH a 3,0. Os géis foram
mantidos em refrigeracao a 4 °C durante aproximadamente 16 horas, para a

realizacdo das analises reoldgicas e de textura.

1.7.7.2.2AVALIACAO DO COMPORTAMENTO VISCOELASTICO DOS GEIS

Os ensaios dindmicososcilatérios foram realizados em re6metro de
tensdo controlada (Haake Mars, Thermo Electrom Corp., Alemanha) na
temperatura de 25 £ 0,2 °C, utilizando sensores de placas paralelas serrilhadas
de 20 mm de didmetro e espacamento (gap) de 1 mm.Primeiramente, foi

realizada a varredura de tensao na faixa de 1 a 25 Pa, na frequéncia de 0,1 Hz,
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para a determinacdo da faixa de viscoelasticidade linear. Posteriormente, foram
realizados os ensaios oscilatérios com varredura de frequéncia de 0,1 a 10 Hz,
dentro da regido de viscoelasticidade linear. As grandezas modulo de
elasticidade (G’) emddulo viscoso (G”) foram monitoradas durante as analises

e 0s angulos de defasagem (8) correspondentes foram calculados.

1.7.7.2.3AVALIACAO DO PERFIL DE TEXTURA DOS GEIS

As analises de perfil de textura (TPA) dos géis foram realizadas
utilizando-se um texturémetro modelo TA.XT Express Enhanced (Stable Micro
Systems, Inglaterra, UK). As analises foram realizadas conforme metodologia
descrita por Dias et al. (2011), com algumas modificacdes: as amostras foram
colocadas em béqueres de 100 mL, com altura 7,6 cm e diametro interno de
4,7 cm. Os parametros para a realizacdo das medicdes foram os seguintes:
velocidade pré-teste: 5 mm s*; velocidade de teste: 2 mm s™; velocidade pés-
teste: 5 mm s™; distancia de penetracdo da sonda na amostra: 10 mm; forca:
5x g e tempo de 5 s. Uma sonda cilindrica de 5 mm de diametro foi utilizada
para a obtencdo dos dados. No perfil de textura, o0s parametros
estudadosforam dureza, adesividade, gomosidade, elasticidade,
mastigabilidade e coesividade. A curva tipica de um ensaio de perfil de textura
(TPA) é apresentada na Figura 9:
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Figura 9: Curva tipica de um ensaio de perfil de textura com os parametros

mais representativos. Fonte: Adaptado de Steffe (1996).

As definicbes e significados fisicos dos parametros da analise de perfil

de textura sédo apresentados na Tabela 6:

Tabela 6: Definicdo e significado fisico dos parametros fraturabilidade, dureza,

elasticidade, indice de

elasticidade, coesividade, gomosidade e

mastigabilidade, obtidos do ensaio de perfil de textura. Fonte: Steffe (1996).

Parametro Unidade Definicao

Fraturabilidade N Forca no primeiro pico na curva de forga.
Sindnimos: quebradico, fragil.

Dureza N Forgca méaxima na compressdo durante a primeira
mordida. Sindnimos: forte, duro, rigido.

Elasticidade mm Distancia ou comprimento do ciclo de compresséo
durante a segunda mordida (L2). Sindnimo:
plastico, elastico.

indice de - Razao entre os comprimentos L2 e L1 (L2/L1).

elasticidade Sinénimo: plastico, elastico.

Coesividade - Energia mecanica necessaria para destruir a
estrutura interna da amostra. Razao entre as areas
A2 e Al (A2/A1).

Gomosidade N Energia requerida para desintegrar uma amostra
semissolida a um estado adequado para degluticdo
(Dureza x coesividade). Sindnimos: farinaceo,
pastoso, gomoso.

Mastigabilidade N mm Energia requerida para mastigar a amostra

(Gomosidade x Elasticidade). Sinénimos: tenro,

duro, forte, firme.

1.7.8 ESTUDO DAS CORRELACOES

Os coeficientes de correlagdo de Pearson foram determinados

utilizando-se o programa estatistico SAS Institute®, versdo 9.2. Os mesmos

foram determinados para avaliar a significancia das correlacbes entre as

56



varidveis-resposta (rendimento de extracdo, grau de esterificacdo, viscosidade
e indice de escurecimento das pectinas) durante a etapa de extracdo. Também
foram analisadas as correlagcfes entre as caracteristicas fisicas e quimicas das
pectinas extraidas nas condi¢cdes otimizadas, tais como grau de metoxilacéo,
grau de acetilagcdo, teor de &cido galacturdnico e viscosidade intrinseca, com

as propriedades reoldgicas e de textura.
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2 ARTIGOS

2.1 ARTIGO 1-Otimizacéo da extracdo de pectina a partir da casca
da manga (Mangifera indica L.)var. Ub4&, por meio da aplicagdo da

metodologia de superficie de respostas.

Resumo

O processamento agroindustrial da manga gera residuos com potencial
de aproveitamento. Este trabalho objetivou estudar a extracdo de pectina da
farinha da casca da manga variedade Ubd& utilizando diferentes agentes
extratores, a fim de determinar condi¢cdes 6timas de extracdo. Trés agentes
extratores foram avaliados (acido cloridrico, acido citrico e acido oxalico-
oxalato de amonio, AOOA).Foi utilizado um Delineamento Composto Central
(DCC) com trés variaveis independentes (temperatura, tempo e pH ou
concentracdo, dependendo do extrator), totalizando dezoito ensaios. As
variaveis respostas de interesse foram rendimento de extracdo, grau de
esterificacdo, viscosidade em meio aquoso e indice de escurecimento das
pectinas. Dependendo do extrator e das condicbes empregadas, obteve-se um
rendimento na faixa de 7,8 a 20,6 g.(100g)*de farinha da casca (base seca) e
DE na faixa 32,3 a 94,8 %. As pectinas extraidas com AOOA apresentaram
maior capacidade espessante em comparacdo aquelas extraidas com os
acidos cloridrico e citrico. Verificou-se que nas condi¢cdes de maior rendimento,
as pectinas foram mais degradadas (hidrolise da cadeia polimérica) e
apresentaram menor capacidade espessante, devido as condicbes mais
severas de extracdo, indicando que o rendimento ndo deve ser levado em
consideracao isoladamente. A partir dos modelos de regresséo obtidos, foram
determinadas condi¢Ges adequadas de extracdo, levando-se em consideracao
conjuntamente o rendimento, grau de esterificacdo e capacidade espessante
das pectinas: acido cloridrico (85 °C, pH 2,5, 45 min), acido citrico (80 °C,
0,6 %, 60 min) e &cido oxdlico-oxalato de ambnio (0,25 % de oxalato de
amonio, 80 °C, pH 4,6, 60 min).O estudo evidenciou que a casca da manga
Uba é uma fonte efetiva de pectina de alto grau de esterificagdo com bom

potencial de utilizagdo como espessante alimentar, além de representar uma
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alternativa para a agregacao de valor a este subproduto do processamento

industrial de manga.

Palavras-chave: pectina, casca de manga, aproveitamento de residuos

agroindustriais, metodologia de superficie de respostas.

1. Introducéo

A manga(Mangifera indica L.) € uma fruta tropical muito apreciada em
virtude de suas caracteristicas sensoriais e nutricionais, sendo frequentemente
processada a produtos como polpas e néctares. A variedade Uba é
amplamente difundida na regido sudeste do Brasil, especialmente no estado de
Minas Gerais, e tem sido preferida pelas industrias por apresentar
caracteristicas adequadas ao processamento, tais como fibras curtas, finas e
macias, além de excelente rendimento de polpa (FARAONI et al., 2009; VIEIRA
et al., 2009).0 processamento industrial da manga gera residuos, como suas
cascas, que correspondem a 15 a 23 % (m/m) da matéria-prima processada
(KOUBALA et al., 2008a; AJILA et al., 2010). Estes residuos sao
frequentemente descartados na natureza sem qualquer tratamento ou
utilizados na alimentacdo animal, apesar de alguns estudos realizados com
cascas de outras variedades de manga ja terem demonstrado que elas sdo
fontes estratégicas de materiais de interesse tecnoldgico, como pectinas.(MAY,
1990; KRATCHNOVA et al., 1991; LARRAURI et al., 1996; BERARDINI et al.,
2005; KOUBALA et al., 2008a; AJILA et al., 2013).

As pectinas sao ingredientes alimenticios de alto valor funcional, sendo
frequentemente utilizadas como agente gelificante, espessante e estabilizante
em diversos tipos de produtos, como iogurtes, bebidas a base de frutas,
geleias, doces, etc. (FISSORE et al., 2009; FUNAMI et al., 2011; LIANG et al.,
2012; FISSORE et al., 2013; SANTOS et al., 2013). Quimicamente, trata-se de
polissacarideos de composi¢cdo complexa, constituidas principalmente por uma
cadeia linear de residuos de acido a-D-galacturénico (GalA) unidos por
ligagdes glicosidicas (1—4), com parte dos quais metilados em C-6 ou
acetilados nas posicbes O-2 e 0O-3. Além disso, as pectinas também

apresentam a(;ucares neutros em sua estrutura, tais como ramnose, arabinose
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e galactose (WESTERENG et al., 2008; CHRISTIAENS et al., 2011a,b;
VRIESMANN et al.,, 2011; CANTERI et al., 2012; FISSORE et al., 2013).
Dependo do grau de metoxilagcdo, as pectinas sédo usualmente classificadas
como sendo de alto metoxil (HM) (mais de 50% dos residuos de GalA
metoxilados) ou de baixo metoxil (LM) (menos de 50% dos residuos de GalA
metoxilados). As primeiras gelificam somente em meio &cido e na presenca de
elevadas concentracBes de agucar. As pectinas LM gelificam na presenca de
cations divalentes, geralmente Ca®*, e ndo requerem a adicdo de aclcar para
formar géis (YAPO et al., 2007b; FRAEYE et al., 2010; LIANG et al., 2012;
VRIESMANN et al., 2012; NAGHSHINEH et al., 2013).

As principais fontes de pectinas comerciais sdo as cascas de frutas
citricas e o bagaco de macd (WILLATS et al.,, 2006; EMAGA et al., 2008;
PINHEIRO et al., 2008; FISSORE et al., 2009; VRIESMANN et al., 2012). No
entanto, devido a crescente demanda industrial por pectinas com propriedades
tecnoldgicas diferenciadas, aliada a necessidade de valorizar residuos gerados
pelas industrias processadoras, tem-se avaliado intensivamente nos ultimos
anos a utilizacao de fontes alternativas de pectinas.Como exemplos, tem-se a
casca de maracuja(Passiflora edulis flavicarpa) (PINHEIRO et al., 2008;
KULKARNI e VIJAYANAND, 2010), casca dos frutos do cacau (Theobroma
cacao L.) (VRIESMANN et al., 2011; VRIESMANN et al., 2012), casca de
banana(Musa AAA) (EMAGA et al., 2008; QIU et al., 2010), casca de manga
(KOUBALA et al.,, 2008a)(M. indica) e caja-manga (Spondias cytherea)
(KOUBALA et al., 2008a; KOUBALA et al., 2008b; KOUBALA et al., 2009) e
residuo de sisal (Agave sisalana Perrine) (SANTOS et al.,, 2013). O
aproveitamento de residuos do processamento de frutas para a extracdo de
pectina representa uma alternativa estratégica para agregar valor aos mesmos
e, simultaneamente, minimizar o volume de material organico descartado,
contribuindo assim para reduzir a poluicdo ambiental.

As pectinas séo extraidas empregando-se agentes quimicos, tais como
acidos, bases e compostos complexantes. Geralmente, em escala industrial,
séo utilizadas solugbes de &cidos minerais diluidos a quente, como os acidos
nitrico, cloridrico, sulfurico e fosforico. De modo geral, sdo empregados 0s
valores de pH entre 1,3 a 3,0, temperatura de 60 a 100 °C e tempo de 20 a
360 min (KOUBALA et al.,, 2008a,b; YAPO et al., 2009; QIU et al., 2010;
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BAGHERIAN et al., 2011). No entanto, a utilizacdo de agentes extratores
menos agressivos, como certos acidos organicos (principalmente &cido citrico)
e enzimas, tem sido cada vez mais investigada, por afetar menos a estrutura
da pectina e constituirem processos menos agressivos de um ponto de vista
ecologico (PINHEIRO et al., 2008; MIN et al., 2011; VRIESMANN et al., 2012;
NAGHSHINEH et al. (2013). O rendimento de extracdo e as propriedades
funcionais das pectinas sdo fortemente influenciados pelas condi¢cdes de
extracao utilizadas, bem como pela origem boténica (KOUBALA et al., 2008a,b;
KULKARNI e VIJAYANAND, 2010; LIANG et al., 2012; NAGHSHINEH et al.,
2013).

Para a determinacéo das condi¢cfes 6timas de extracdo de pectina, faz-
se necessario avaliar simultaneamente o efeito de diferentes variaveis
independentes sobre a resposta de interesse. A metodologia de superficie de
respostas € muito Gtil para este fim, pois possibilita obter modelos de regresséo
empiricos que permitem descrever o sistema estudado, permitindo explora-lo
até sua otimizacdo. Um planejamento experimental necessita ser construido
para permitir a estimativa dos coeficientes do modelo aproximado. Neste
sentido, os delineamentos compostos centrais (DCC) tém sido muito utilizados,
pois apresenta a vantagem de reduzir o nUmero de pontos experimentais e,
ainda assim, permitir o ajustamento e testes de modelos de regresséo
(TEOFILO e FERREIRA, 2006; PINHEIRO et al., 2008).

Na literatura sdo encontrados poucos estudos envolvendo avaliacdo da
casca de algumas variedades de manga como fonte de pectinas (BERARDINI
et al., 2005; KOUBALA et al., 2008a). Entretanto, em nenhum destes trabalhos
a manga Uba, uma cultivar amplamente explorada industrialmente na regido
sudeste do Brasil, foi objeto de estudo. Diante do exposto, neste estudo
objetivou-se avaliar o potencial de utilizacdo da casca da manga Uba como
fonte de pectina, empregando-se diferentes agentes extratores e condi¢cdes de

extracdo, por meio da utilizacdo da metodologia de superficie de respostas.
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2. Material e métodos

2.1 Obtencédo do residuo insoltvel em &lcool a partir da casca de manga

A fonte de pectina utilizada neste estudo foi casca de manga (Magifera
indica L.) variedade Ub&. As frutas (aproximadamente 800 kg) foram adquiridas
no més de janeiro de 2011 em uma fazenda localizada no municipio de
Visconde do Rio Branco (latitude 21°00°37”S e longitude 42°50°26”W), Minas
Gerais, no estadio final de maturacao (grau de maturacédo comercial).

ApoOs sanitizagdo e classificacdo, as frutas foram descascadas
manualmente e, em seguida, branqueadas a 95 °C durante 5 minutos em tacho
encamisado(modelo TODA 20Groen MGF Co., EUA), para a inativacdo de
enzimas enddgenas. As cascas foram entdo secas em secador de bandejas
com circulacdo forcada de ar (Polidryer, Brasil) a 60°C até massa
aproximadamente constante.Em seguida, o material seco foi triturado em
moinho de facas Brabender (modelo WI, Duisburg, Alemanha), modelo WI,
para a obtencao da farinha.

Para a obtencao do residuo insoltuvel em alcool (RIA), a farinha da casca
de manga foi tratada quatro vezes com solucdo de etanol a 85%
(soluto/solvente 1:3, m/v) a 70 °C por 20 minutospara a remoc¢ao de compostos
soluveis em alcool, tais como agulcares, pigmentos e lipideos (KOUBALA et al.,
2008a). O RIA foi entdo seco em estufa a 50 °C (DE LEO, modelo A65E, Brasil)
e congelado a -18 °C (Consul, modelo 260, Sdo Paulo, Brasil) até posterior

utilizacéo.

2.2Andlises preliminares da farinha da casca de manga e do RIA

O teor de agua foi determinado por gravimetria apdés secagem da
amostra em estufa a 105 °C (1AL, 2004). O conteudo de cinzas foi determinado
por gravimetria apos incineragdo completa em mufla a 550 °C (IAL, 2004).0
teor de lipidios foi determinado em extrator intermitente de Soxhlet, utilizando
éter de petréleo como solvente (IAL, 2004).0 teor de nitrogénio total foi

determinado pelo método de Kjeldahl, utilizando um sistema digestor da BUCHI
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(Flawil, Suica), modelo K-437, e destilador de nitrogénio BUCHI, modelo B-324,
e fator de multiplicacdo de 6,25 para a determinacdo de proteina (IAL, 2004).
As concentracdes de fibras sollveis e insoluveis foram determinadas pelo
método enziméatico-gravimetrico (AOAC, 1995). O teor de -carboidratos,
excluindo-se as fibras alimentares, foi quantificado por diferenca em relacéo
aos demais constituintes. Todas as analises foram realizadas em trés

repeticdes.

2.3Planejamento experimental para a extracdo das pectinas e analise
estatistica

A fim de determinar condi¢Oes 6timas de extracdo de pectinas a partir do
RIA, os experimentos foram planejados segundo Delineamento Composto
Central (DCC) com trés variaveis independentes e os resultados analisados
aplicando-se a metodologia de superficie de respostas, como descrito por
Tedfilo e Ferreira (2006).As variaveis independentes foram: pH ou
concentracdo (dependendo do agente extrator), tempo e temperatura de
extracdo. O planejamento completo consistiu de oito pontos fatoriais (niveis +1
e -1), seis axiais (niveis +a e — a) e quatro repeticdes no ponto central (nivel 0),
conforme apresentado na Tabela 1. Estas condi¢des foram estabelecidas com
base em trabalhos prévios (KOUBALA et al., 2008a; PINHEIRO et al., 2008).
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Tabela 1: Niveis codificados e valores reais para as variaveis empregadas para

a extracao de pectina da casca da manga Uba no delineamento DCC.

Niveis
Agtentte Variaveis
extrator _q* 1 0 +1 o*
Tempo (min) 34,77 45 60 75 85,23
Addo o eratura (°C) 6318 70 80 90 96,82
cloridrico
pH 1,16 15 2,0 2,5 2,84
Tempo (min) 34,77 45 60 75 85,23
AOOA Temperatura (°C) 63,18 70 80 90 96,82
pH 3,66 4,0 4,5 50 5,34
Tempo (min) 9,68 30 60 90 110,46
Acido citrico Temperatura (°C) 63,18 70 80 90 96,82
Concentracéao (%) 0,018 0,7 1,7 2,7 3,382

*Para trés variaveis independentes: a = 1,682 (TEOFILO & FERREIRA, 2006).

As variaveis respostas para o estudo de otimizacdo foram: rendimento

de extracao, grau de esterificacdo, viscosidade e indice de escurecimento.

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de regressao, utilizando-
se o programa estatistico SAS Institute®, versdo 9.2. Foi testado inicialmente o
modelo de segunda ordem completo(Equacdo 1), tendo sido considerados
somente os coeficientes significativos (p<0,22) na analise de regressao.
Entretanto, quando os coeficientes quadraticos e/ou de interacdo eram
significativos, os correspondentes lineares foram mantidos no modelo, mesmo

nao sendo significativos (p>0,20).
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y = Bo + Pit + BoT + KBspH + Byt? + BsT? + BepH? + BtT + PgtpH
+e (D

Em que: y é a resposta de interesse e osf;’'s (i = 0, 1, 2,..., 9) séo
parametros do modelo; t e T s&o, respectivamente, o tempo de extracdo e a
temperatura do meio; e € o erro aleatério associado ao modelo. Nas extracdes
com &cido citrico, utilizou-se a concentracéo do &cido (C) ao invés do pH.

2.4Extracao das pectinas

As extragbes foram realizadas conforme descrito por Koubala et al.
(2008a) com pequenas modificacdes. A pectina foi extraida pela mistura do RIA
com a solucdo extratora (soluto/solvente 1:40, m/v), utilizando-se acido
cloridrico, citrico ou AOOA em diferentes condi¢cbes experimentais (Tabela 1),
sob agitacdo constante em chapa aquecedora (modelo 752A/6, Fisatom,Sao
Paulo, Brasil). A mistura quente foi filtrada através de tecido fino de poliéster e
o filtrado refrigerado a 4 °C por 2 h. Em seguida, o extrato refrigerado foi
centrifugado (Combi-514R, Hanil, Coreia do Sul) a 5000 xg durante 20 min e 0
sobrenadante adicionado de dois volumes de etanol (96 %) e mantido em
repouso por uma hora, para permitir a precipitacdo das pectinas. As pectinas
foram ent&o lavadas duas a trés vezes com etanol 70 %,etanol 96 % e acetona,
respectivamente. O material obtido foi submetido a secagem em estufa (DE
LEO, Bento Goncgalves, Brasil) a 50 °C até massa constante e, em seguida,
armazenado em dessecador contendo pentoxido de fésforo a temperatura

ambiente até posterior utilizacao.

2.5Caracterizacédo das pectinas

As pectinas extraidas com diferentes agentes extratores e condi¢cdes

experimentais (Tabela 1) foram caracterizadas quando aos seguintes
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parametros: rendimento da extracdo, grau de esterificacdo, cor e viscosidade

em solugcao aquosa.

Os rendimentos das extracdes foram expressos em relacdo ao residuo

insoltvel em alcool (base seca).

Os graus de esterificacdo das pectinas foram determinados conforme
descrito Pinheiro et al. (2008):pesou-se 0,2 g de pectina em béquer,
umedecendo-a com etanol (95%). Em seguida, foram adicionados 20 mL de
agua purificada (Millipore - Elix 35, Bedford, MA, EUA) aquecida a 40 °C,
mantendo a agitagao por 2 horas, sendo posteriormente realizada a titulacdo
com solucéo de NaOH 0,1 mol L™, na presenca de fenolftaleina, e o resultado
foi anotado como titulacao inicial (T;). Em seguida, foram adicionados 10 mL de
NaOH 0,1 mol L™* & amostra neutralizada, mantendo sob agitacéo por 2 horas
para a saponificacdo dos grupos carboxilicos esterificados do polimero. Apos a
saponificacéo, foram adicionados 10 mL de HCI 0,1 mol L™ e o excesso foi
titulado com NaOH 0,1 mol L™. O volume gasto nesta titulacéo final foi anotado
como T; e o grau de esterificacdo (DE) foi determinado utilizando-se a equacgao

abaixo:
DE (%) = —L— x 100(2)
Tl'+Tf

A avaliacdo instrumental da cor das pectinas foi realizadacom base no
sistema CIE L*a*b* utilizando-se calorimetro de bancada (Minolta,Color
Reader CR-10, Japao). A partir das coordenadas a*, b* e L* foram calculados

os valores de indice de escurecimento por meio das Equacgdes 3 e 4.

_ [L00(X -0,31)]
B 0,172

IE

(3)

Em que:

~ (a*+1,75.L)
(5,645.L + a*—3,021.b%)

(4)

Para a determinagéo das viscosidades, as pectinas foram dissolvidas na
concentragcdo de 1% (m/v) em agua purificada sob agitacdo magnética
(overnight), a temperatura ambiente. O pH da solugéo foi entdo ajustado para
3,0, gotejando-se solucdo de &cido cloridrico 0,1 mol L™ As viscosidades
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foram determinadas em redmetro de cilindros coaxiais tipo Searle, marca
Brookfield, modelo R/S plus SST 2000 (Brookfield Engineering Laboratories,
Inc., Stoughton, EUA), utilizando o sensor DG-DIN e a taxa de deformacéo de
100 s™. As andlises foram realizadas & temperatura de 25 °C, controlada por

banho termostético (Brookfield, modelo TC-502).

2.6Estudo das correlacdes

As estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson foram
determinados utilizando-se o programa estatistico SAS Institute®, versdo 9.2.
Os mesmos foram determinados para avaliar a significancia das correlagbes
entre as variaveis-resposta (rendimento de extracdo, grau de esterificacéo,
viscosidade e indice de escurecimento das pectinas) durante a etapa de

extracao.

82



3. Resultados e discussao

Observou-se que 0s percentuais de polpa, carogo e casca na manga
variedade Uba foram de 58,4+ 3,8, 179 += 2,0 e 23,6 + 2,0 (m/m),
respectivamente. Estes resultados estdo de acordo com os verificados por
Silva et al. (2009), os quais encontraram um percentual de 23,3 % (m/m) de
casca na variedade Uba. Tais resultados confirmam que a manga Uba
apresenta elevado teor de cascas quando comparado a outras variedades
(SILVA et al., 2009). Além disso, estes valores mostram que seu
processamento resulta numa grande geracdo de residuos com potencial de

aproveitamento para a extracao de pectina.

3.1 Analises preliminares da farinha da casca de manga e do RIA

Na Tabela 2esta apresentada a composicdo centesimal (base seca) da
farinha da casca de manga Uba e do RIA, a partir do qual se procedeu a

extracdo das pectinas.

Tabela 2:Valores médios e desvios padrdo para teor de agua, lipidios,
proteinas, cinzas, fibra sollvel, fibra insolivel e carboidratos (exceto fibras)
para a farinha da casca da manga Uba eo residuo insoluvel em éalcool (RIA)

(9.(100g)™), base seca, exceto para umidade.

Componente Farinha RIA
Agua 5,05 + 0,47 3,85+ 0,55
Lipidios 6,30 £ 0,49 3,84 + 0,65
Proteina 6,11 + 0,79 9,95+1,72
Cinzas 1,85+0,11 2,42 £ 0,23
Fibra solavel 17,47 +£1,14 28,26 £ 1,29
Fibra insoltvel 30,43 +1,32 40,77 = 2,07
Carboidratos (exceto fibras) 37,85+ 1,38 14,76 £ 2,79
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Como esperado, verificou-se que o RIA apresentou maior teor de fibras
(soltvel e insoluvel), proteina e cinzas, e menor concentracdo de lipidios e
carboidratos, quando comparado a farinha da casca. Isso se deve ao fato de
gue o tratamento com etanol promove a remocdo de compostos sollveis em
alcool, tais como pigmentos, lipidios e sacarose, concentrando as pectinas
(EMAGA et al., 2008; FISSORE et al., 2010). Resultados semelhantes foram
obtidos por KOUBALA et al. (2008) e Kratchanova et al. (1991) para casca de
manga. Em adicdo, o teor de fibra soltvel observado na farinha da casca de
manga Uba (Tabela 2) sugere que este material € uma fonte potencial de
pectina, que € um polissacarideo amplamente encontrado na parede celular de
vegetais superiores (CAFFALL e MOHNEN, 2009; CANTERI et al., 2012). A
casca da manga Uba apresentou conteudo de fibra soltvel levemente menor
gue o verificado por Pinheiro et al. (2008) para a casca de maracuja (19,2 %,
m/m, base seca). Esses autores também observaram concentragdes menores
de proteina (4,05 %, m/m) e lipidios (menor que 0,10 %, m/m) e maiores de

cinzas (7,52 %, m/m) que os verificados para a casca de manga Uba.

3.2 Otimizacao da extracao de pectina

As condicbes experimentais utilizadas e o0s resultados obtidos
encontram-se apresentados nas Tabelas 3 a 5, respectivamente para os
agentes extratores acido cloridrico, acido citrico e AOOA.

Os modelos ajustados a partir da andlise de regressao para as variaveis
respostas rendimento de extracdo, grau de esterificacdo, viscosidade (n)a
100 s™e indice de escurecimento sdo mostrados nas Tabelas 6 a 9. Estes

resultados séo discutidos nas se¢fes subsequentes.
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Tabela 3: Dados experimentais obtidos de rendimento, indice de
escurecimento (IE), grau de esterificacéo (DE) e viscosidade (n) a 100 s™para
pectina extraida da casca da manga Uba utilizando acido cloridrico em funcao
do tempo, temperatura e pH.

Variaveis estudadas Respostas
t (min) T (°C) pH Rendimentlo* DE (%) I.E. n (mPa.s)**
(9.(1009) )
45 70 2,50 18,80 83,74 65,12 45,85
60 80 2,00 26,18 81,57 87,59 6,89
60 80 2,00 28,75 79,07 108,10 15,82
60 80 1,16 30,47 64,24 123,79 1,58
60 80 2,84 20,87 86,24 46,66 26,12
60 97 2,00 32,13 78,10 116,01 6,86
60 63 2,00 20,73 80,40 67,07 16,69
45 70 1,50 26,75 74,40 103,25 26,76
75 70 1,50 28,81 70,02 112,14 13,91
60 80 2,00 28,67 75,89 91,37 6,69
35 80 2,00 29,55 80,26 86,40 18,38
75 90 2,50 29,09 83,00 84,45 18,24
45 90 2,50 28,48 81,35 60,55 15,35
85 80 2,00 30,97 76,23 118,94 5,81
45 90 1,50 31,37 62,18 131,42 33,58
75 70 2,50 19,41 83,36 56,89 27,95
60 80 2,00 28,28 78,57 86,50 10,85
75 90 1,50 32,14 65,46 139,23 20,75

*Rendimento expresso g.(100g)*de residuo insoltvel em alcool (base seca). **Viscosidade de

uma solucéo de pectina a 1 % (m/v) e pH 3,0.
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Tabela 4: Dados experimentais obtidos de rendimento, indice de
escurecimento (IE), grau de esterificacéo (DE) e viscosidade (n) a 100 s™para
pectina extraida da casca da manga Uba utilizando &cido citrico em fungéo do

tempo, temperatura e concentracao.

Variaveis estudadas Respostas

Conc. Rendimento*

t(min) T (°C) %) (0.(100g)") DE (%) LE.  n(mPa.s)™
90 90 0,70 30,62 67,26 154,88 15,29
95 80 1,70 21,03 40,88 207,22 25,05
60 80 3,38 29,95 32,33 178,48 26,49
60 97 1,70 38,65 44,87 129,58 10,61
60 63 1,70 22,42 5543 257,19 37,61
30 70 0,70 19,44 63,64 101,04 37,46
60 80 1,70 29,33 47,53 209,59 22,69

1105 80 1,70 34,57 46,30 216,11 11,03
30 90 0,70 25,30 67,54 147,13 32,25
90 90 2,70 40,45 44,15 210,79 8,33
60 80 1,70 27,38 47,42 146,81 22,61
30 70 2,70 25,43 38,17 14127 28,52
60 80 1,70 26,49 46,30 189,38 26,38
60 80 1,70 28,09 47,13 221,01 23,90
30 90 2,70 34,93 42,95 191,05 27,62
90 70 0,70 20,37 7341 196,70 40,41
90 70 2,70 23,37 52,84 274,16 32,27
60 80 0,018 13,01 94,79 143,40 5,26

*Rendimento expresso g.(100g)*de residuo insoltvel em alcool (base seca). **Viscosidade de

uma solucéo de pectina a 1 % (m/v) e pH 3,0.
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Tabela 5: Dados experimentais obtidos de rendimento, indice de
escurecimento (IE), grau de esterificacéo (DE) e viscosidade (n)a 100 s para
pectina extraida da casca da manga Ub& utilizando &cido oxalico-oxalato de

amonio em funcéo do tempo, temperatura e pH.

Variaveis estudadas Respostas

Rendimento*

t(min) T (°C) pH** (0.(1000)) DE (%) LE.  n(mPa.s)**
85 80 4,5 25,23 91,07 82,03 4712
60 94 4,3 32,80 90,68 114,73 7,94
60 80 4,5 23,09 92,20 157,62 51,06
45 90 5,0 28,28 91,41 117,81 18,4
35 80 4,5 22,70 92,91 108,94 55,1
75 90 5,0 32,80 93,28 181,82 13,15
60 80 4,5 23,26 9351 161,81 53,37
60 80 4,5 26,10 92,74 121,97 37,98
75 70 4,0 22,36 90,60 148,25 83,06
60 80 534 30,23 92,97 124,06 17,46
45 90 4,0 28,40 88,10 92,64 27,8
60 63 4,5 17,60 91,38 83,72 89,34
45 70 4,0 19,40 90,76 83,92 68,51
75 70 5,0 20,94 92,74 118,29 66,93
45 70 5,0 20,08 92,97 135,50 72,37
60 80 4,5 23,35 91,06 155,84 62,72
60 80 3,66 24,16 86,44 126,01 73,22
75 90 4,0 28,32 88,32 177,92 27,18

*Rendimento expresso ¢.(100g)™ de residuo insoltvel em dlcool. **Viscosidade de uma

solugédo de pectina a 1 % (m/v) e pH 3,0. ***pH ajustado com &cido oxalico.
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3.2.1 Rendimento de extragcéo

Os modelos ajustados que representam a variagdo no rendimento de
pectina a partir do RIA em funcdo das diferentes condicbes de extracao

encontram-se apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Modelos ajustados para rendimento (9) de pectina(g.(100g)™), em
funcdo do tempo (t), temperatura (T) e pH ou concentracdo (C), para os
diferentes agentes extratores, e 0s respectivos coeficientes de determinacéo
(R).

Extrator Modelo ajustado R2
Acido Y =9,79" —0,33*t + 0,79*T — 13,00*pH + 0,00296"t> 0.980
cloridrico —0,00631*T% — 3,62**pH? + 0,27**TpH
Acido citrico Y = 73,69°—0,31°t—1,57°T + 0,39™C + 0,00974°T? 0.954

—1,93*C? + 0,00479*tT + 0,126°TC

¥ =50,03° + 0,059°t + 0,439***T — 30,84"pH
AOOA 0,909
+3,63*pH?

*Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste t. **Significativo ao nivel de 1% de

probabilidade pelo teste t. ***Significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade pelo teste t.
Significativo a 22 % de probabilidade pelo teste t. " N&o significativo a 22% de probabilidade
pelo teste t (p>0,22).

Observou-se que os rendimentos de extracdo foram afetados pelas
diferentes condicdes de tempo, temperatura e pH (acido cloridrico e AOOA) ou

concentracgao (acido citrico) empregadas.

Para a extracdo com acido cloridrico, observou-se que o rendimento
variou de 18,80 a 32,14 ¢.(100g)™ de RIA(Tabela 3). O modelo obtido explicou
98% da variacdo das respostas em funcdo das variaveis estudadas.
Considerando o rendimento médio de residuo insolivel em alcool (RIA) a partir
da farinha da casca (50,33%), os rendimentos de pectina a partir da farinha

variaram de 9,58 a 16,38 g.(100g)*(base seca). A Figura 1 apresenta a
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variagdo do rendimento em funcdo das condi¢bes experimentais, fixando-se

uma das variaveis no modelo obtido.
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Figura 1:Variacdo de rendimento de pectina a partir do Residuo Insoltvel em
Alcool, utilizando é&cido cloridrico, em funcdo das diferentes condi¢cbes de

extracdo. A — pH 2,5; B — Tempo de 45 min e C — Temperatura de 85 °C.

Observou-se que os maiores rendimentos foram obtidos nas condi¢des

mais drasticas de extracao, isto €, temperaturas elevadas e valores baixos de

pH, conforme observado na Figura 1. Isso pode ser explicado pelo fato de

estas condicbes promoverem um maior grau de hidrolise da protopectina,
liberando maior quantidade de pectina sollvel. Esse comportamento também
foi observado por Emaga et al. (2008) para a extracdo de pectina da casca de
banana. Os rendimentosverificados neste trabalho foram semelhantes aos
determinados por Koubala et al. (2008a), para a extracao de pectina de casca
de manga das variedades Amélioreé e Mango com acido cloridrico (pH 1,5,
85 °C e 60 min), os quais encontraram rendimentos, a partir da farinha (base
seca), de 10,1 e 15,3 g.(100g)*, respectivamente. Resultados semelhantes

também foram verificados por Kulkarni e Vijayanand (2010), para casca de
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maracuja (7,48 a 14,80 g.(100g)™), utilizando &cido cloridrico (pH 1,0-2,5,
temperatura de 98,7 °C e tempo de 60 min).Em trabalho realizado com raizes
de chicdria, utilizando acido sulfurico como agente extrator (pH 1,5-2,0, 80-
94 °C, 1-4 h), Robert et al. (2006) encontraram rendimentos de 3,9 a 24,2 %.
Menores rendimentos de extragao foram verificados por Liang et al. (2012) em
sementes de figo (6,07 %), (HCI, pH 1,5, 85 °C e 30 min). Os rendimentos
observados neste estudo foram menores que os encontrados por Koubala et al.
(2008a) em casca de limdo (19,8 %, base seca), utilizando acido cloridrico
(pH 1,5, 85 °C e 60 min).

A Figura 2 apresenta a variagdo do rendimento em funcdo das
condigcdes experimentais, utilizando acido citrico. Os rendimentos de pectina
obtidos com este extrator, a partir do residuo insoltuvel, variaram de 13,91 a
40,45 ¢.(100g)™* de RIA (7,79 a 20,61 g.(100g)*da farinha da casca, base
seca). O modelo obtido explicou 95,4% da variacéo das respostas.

Observou-se que os rendimentos foram maiores para valores mais
elevados de temperatura, tempo e concentracdo de acido citrico. No entanto,
pode-se afirmar, dependendo da temperatura e do tempo de extracdo
empregados, que a concentracdo de acido citrico em torno de 0,7 % (m/v) é
suficiente para a obtencao de bons rendimentos de extracao. Isso foi verificado,
por exemplo, quando se empregou a temperatura de 90 °C e tempo de 90 min,
obtendo-se o rendimento de 30,62 g.(100g)“de RIA. Portanto, a utilizacéo do
acido citrico mostrou ser uma boa alternativa para a extracdo de pectina da
casca da manga, tendo em vista que 0s acidos organicos apresentam a
vantagem sobre os acidos minerais por degradarem menos a estrutura da
pectina e por serem mais benéficos do ponto de vista ambiental e econémico
(PINHEIRO et al., 2008; YAPO, 2009).
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Figura 2: Variacdo de rendimento de pectina a partir do Residuo Insoltvel em

Alcool, utilizando é&cido citrico, em funcio das diferentes condicdes de

extragcdo. A — Concentracdo de 0,6 % (m/v); B — Tempo de 60 min e C —
Temperatura de 80 °C.

Os rendimentos verificados neste estudo com a casca da manga Uba
foram maiores que os encontrados por outros autores, utilizando o acido citrico
em diferentes residuos agroindustriais. Por exemplo, Vriesmann et al. (2012)
obtiveram rendimentos de 3,9 a 10,6 g.(100g)™ a partir da casca dos frutos do
cacau. Yapo (2009) encontraram rendimentos de 2,8 e 5,1 g.(100g)*na casca
do maracuja amarelo. Em polpa de goiaba desidratada, Munhoz et al. (2010)
obtiveram rendimentos na faixa de 7,83 a 13,66 g.(100g)*. Entretanto,
rendimentos maiores (39 a 62 %, m/m), utilizando acido citrico (pH 1,2-2,6, 40-

90 °C, 10-90 min), foram encontrados por Kliemann et al. (2009) a partir da
casca de maracuja.
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A variagdo do rendimento de pectinaem funcdo das condicdes
experimentais, empregando-se acido oxalico-oxalato de aménio (AOOA) como
agente extrator, pode ser visualizada na Figura 3:
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Figura 3: Variacdo de rendimento de pectina a partir do Residuo Insollivel em
Alcool, utilizando &cido oxalico-oxalato de aménio AOOA, em funcédo das

diferentes condicGes de extracdo. A — pH de 4,6; B — Tempo de 60 min e C —
Temperatura de 80 °C.

Para as extracbes com AOOA, os rendimentos variaram de 17,60 a
32,80 g.(100g)*do residuo insolvel (Tabela 5) (8,97-16,72 g.(100g) ‘da farinha
da casca, base seca). O modelo de regressao obtido para este extratorexplicou
90,9% da variacdo das respostas. Verificou-se que o0s rendimentos
aumentaram com a elevacdo da temperatura e do pH do meio, tal como pode
ser observado na Figura 3.As condi¢des de pH mais elevado (pH em torno de
5,0) favorecem a atividade complexante do oxalato de aménio, o que explica os
maiores rendimentos observados nestas condi¢gbes. Os rendimentos obtidos

neste trabalho com AOOA em casca da manga Uba foram semelhantes aos
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verificados por Koubala et al. (2008a), os quais encontraram rendimentos de
11,6 e 18,5 g 100 g da casca (base seca), para extracdo de pectina de casca
de manga das variedades Amélioreé e Mango, respectivamente (0,25 % de
oxalato de amdnio, pH 4,6, 85 °C e 60 min). Utilizando o modelo obtido a partir
da analise de regressédo e empregando-se as mesmas condi¢des utilizadas por
estes autores, o rendimento tedrico para a casca da manga Ubéa seria de
13,69 g.(100g)™* de casca (base seca). No entanto, este rendimento é menor
que o encontrado em casca de limdo (22,6 g 100 g') (KOUBALA et al.,
2008a,b). Em estudo realizado com bagaco de macé e utilizando AOOA como
agente extrator, Min et al. (2011) obtiveram rendimentos menores que 0s
encontrados neste trabalho (7,7 %).

Comparando-se 0s trés agentes extratores estudados, os maiores
rendimentos foram obtidos com &cido citrico em concentragdes maiores que
1,70%. No entanto, a concentracdo de 0,7 % foi suficiente para a obtencéo de
rendimentos semelhantes aos maximos obtidos com &cido cloridrico e AOOA.
Independentemente do agente extrator utilizado, observou-se que a casca da
manga Ub& mostrou ser uma boa fonte de pectina. Assim, a utilizacdo da casca
da manga, a qual é usualmente descartada pelas industrias como residuo, para
a obtencéao deste polissacarideo, pode ser considerada uma boa alternativa de
agregacdo de valor, visto que as pectinas sao ingredientes de alto valor

comercial e de importancia tecnolégica.

3.2.2 Grau de esterificacao

O grau de esterificacdo das pectinas tem grande influéncia nas suas
propriedades tecnoldgicas, em especial nas propriedades gelificantes(YAPO et
al., 2007a,b; FRAEYE et al., 2010; LIANG et al.,, 2012; VRIESMANN et al.,
2012). Na Tabela 7 sdo mostrados os modelos ajustados que representam a
variacdo no grau de esterificacdo em funcdo das variaveis estudadas. E
importante ressaltar que o grau de esterificacdo determinado por titulometria
ndo € necessariamente igual ao grau de metoxilacdo, visto que esta técnica
nédo faz distingdo entre os grupos metoxilicos e acetilicos do polimero. Sendo
assim, os resultados obtidos fornecem apenas uma aproximagao do grau de
metoxilagdo, assumindo-se um baixo grau de acetilagdo das pectinas.
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Tabela 7: Modelos ajustados para grau de esterificacdo (), em funcdo do
tempo (t), temperatura (T) e pH ou concentragcdo (C), para os diferentes
agentes extratores, e 0s respectivos coeficientes de determinacéo (R?).

Extrator Modelo ajustado R2
Acido $ =135,5"* — 0,68t —1,36"T + 10,75™ pH — 6,17*pH? 0.032
cloridrico + 0,0081°tT + 0,35*TpH
Acido citrico § =173,1°+0,87°t — 2,61°T — 37,27***C + 0,0189°T? 0.941

+ 6,68"C? — 0,0098°tT

§ = 14,43™ + 0,17™T + 28,98*pH — 0,0038°T?
AOOA 0,862
— 3,61"pH? + 0,086°TpH

*Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste t. **Significativo ao nivel de 1% de

probabilidade pelo teste t. ***Significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade pelo teste t.
Significativo a 22 % de probabilidade pelo teste t. " N&o significativo a 22% de probabilidade
pelo teste t (p>0,22).

Para as pectinas extraidas com acido cloridrico, o grau de esterificacao
(DE) variou de 62,2 % (90 °C, pH 1,50, 45 min) a 86,2 % (80 °C, pH 2,84, 60
min), O que caracteriza pectinas de alto grau de esterificacao,
independentemente das condicbes de extracdo empregadas (Tabela 4). No
entanto, observou-se que os menores valores de DE foram obtidos nas
condi¢cBes de maior temperatura, menores valores de pH e tempos mais longos
de extracdo. Tal comportamento deve-se ao fato de que estas condi¢cdes de
extracdo, mais severas, levarem a uma maior desesterificacdo das pectinas,

conforme pode ser observado na Figura 4.
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Figura 4: Variacdo do grau de esterificacdo das pectinas em funcdo das

diferentes condi¢des de extracdo utilizando-se acido cloridrico. A — pH 2,5; B —
Tempo de 45 min e C — Temperatura de 85 °C.

Em trabalho realizado com pectinas extraidas da casca de manga das
variedades Améliorée e Mango (85 °C, pH 1,5, 60 min), Koubala et al. (2008a)

verificaram graus de metoxilacdo de 57 e 52 % e acetilacdo de 3 e 4 %,
respectivamente. A partir do modelo obtido para a manga Ub4, o grau de
esterificacdo da pectina nesta condicdo de extracdo (incluindo os grupos
acetilicos) seria de 67,3%, portanto, proximo aos valores determinados por
estes autores.

As pectinas extraidas com &cido citrico foram as que apresentaram a

maior variacdo no grau de esterificacdo (32,3 a 94,8%) (Tabela 4). O modelo

de regresséo obtido para DE utilizando este agente extrator explicou 94,1% da
variagado das respostas.

Observou-se que a concentracdo do acido teve grande influéncia no

grau de esterificacdo das pectinas, de modo que € possivel extrair pectinas da
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casca de manga com diferentes capacidades gelificantes ou espessantes,
dependendo da concentracdo de &cido citrico.Por exemplo, altas
concentragbes de acido citrico proporcionaram a obtencdo de pectinas de
baixo grau de esterificagdo (Figura 5).
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Figura 5: Variacdo do grau de esterificacdo das pectinas em funcdo das
diferentes condi¢cdes de extracdo utilizando-se acido citrico. A — Concentracao
de 0,6 % (m/v); B — Tempo de 60 min e C — Temperatura de 80 °C.

Resultados semelhantes aos verificados neste estudo foram obtidos por
Pinheiro et al. (2008), para pectinas extraidas da casca de maracuja utilizando-
se acido citrico como extrator. Portanto, a utilizacdo do acido citrico mostra ser
uma alternativa interessante para a producao de pectinas de baixo grau de

esterificacdo, tendo em vista que a desesterificacdo quimica empregada
industrialmente,

realizada em meio acido ou basico, é frequentemente
acompanhada pela despolimerizacdao do polimero, via mecanismo de -
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eliminacdo (pH neutro a alcalino) ou hidrélise (pH &cido), reduzindo a
capacidade gelificante da pectina (FRAYE et al., 2010). Em estudo realizado
com pectinas extraidas da casca de tangerina, Kurita et al. (2008) verificaram
gue o tratamento prévio com &cido citrico permitiu a obtencéo de pectinas de
baixo grau de esterificacdo (8,4%), sem reducdo da massa molar, quando
comparada a pectina nao tratada (grau de metoxilacéo de 65,1%).

Para as extracBes realizadas com &cido oxdlico-oxalato de amoénio
(AOOA), foram obtidas pectinas de alto grau de esterificacdo (> 86,4%),
independentemente da condicdo de extracdo empregada (Tabela 4). Além
disso, o AOOA foi 0 agente extrator que proporcionou 0s maiores valores de
DE. Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com o0s
determinados por Koubala et al. (2008a), os quais verificaram que as pectinas
extraidas da casca de manga cv. Ameliorée e Mango com AOOA apresentaram
maiores graus de metoxilacdo (86 e 64%, respectivamente), quando
comparadas com aquelas extraidas com acido cloridrico (57 e 52%). O maior
grau de esterificacdo pode ser atribuido ao fato de que as extracbes com
AOOA séo realizadas em condi¢des mais brandas que os acido citrico e
cloridrico, com valores de pH mais elevados, proporcionando menor
desesterificacdo dos grupos carboxilicos metoxilados durante a operacéo de

extracao.

3.2.3 Viscosidade

A determinacao da viscosidade de uma solucéo de pectina € uma forma
de avaliar sua capacidade de atuar como agente espessante, a qual €
influenciada por uma série de fatores, como a massa molar, presenca de
cadeias laterais, teor de acido galacturdnico, dentre outros (KIM e WICKER,
2009; GUO et al., 2012). Os modelos ajustados que representam a variacdo na
viscosidade de solucbes de pectina em funcdo das diferentes condicbes

experimentais sdo mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8: Modelos ajustados para a viscosidadea 100 s™(§) de solucdes de
pectina na concentragédo de 1,0 % (m/v) e pH 3,0, em fungdo do tempo (t),
temperatura (T) e pH ou concentragcdo (C), para os diferentes agentes
extratores, e 0s respectivos coeficientes de determinacéo (R?).

Extrator Modelo ajustado R2
Acido § = 148,56™ — 2,19°t — 2,75 T + 50,41 pH + 0,016°t> 0.627
cloridrico +0,032°T?% 4+ 16,30°pH? — 1,35'TpH ’
Acido

o y =4,65" +1,30°t + 0,34™T — 0,0179*tT 0,640
citrico
AOOA y = 340,48 — 2,61"™*T — 18,55 pH 0,896

*Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste t. **Significativo ao nivel de 1% de

probabilidade pelo teste t. ***Significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade pelo teste t.
Significativo a 22 % de probabilidade pelo teste t. " N&o significativo a 22% de probabilidade
pelo teste t (p>0,22).

A viscosidade das solucdes de pectina extraida com acido cloridrico
variou de 1,58 mPa.s (80°C, pH 1,16, 60 min) a 45,85 mPa.s (70 °C, pH 2,50,
45 min), demonstrando que as condicfes de extracdo tém influéncia direta
sobre as propriedades espessantes do polimero. Observou-se que as pectinas
tendem a apresentar melhor capacidade espessante quando extraidas a
temperaturas mais baixas, em meios menos acidos, e por tempos mais curtos.
Tal comportamento deve-se ao maior grau de hidrolise da cadeia de éacido
poligalacturénico (despolimerizacéo) nas condicfes mais drasticas de extracao,
obtendo-se polimeros de menor massa molar e, por conseguinte, menor
capacidade de desenvolver viscosidade no meio. Sabe-se que a capacidade
espessante das pectinas estd diretamente relacionada com sua estrutura,
principalmente a massa molar. Em geral, pectinas com maiores valores de
massas molaresmédias e cadeias lineares tendem a interagir mais com a agua,
ocupando um maior volume hidrodinamico em solucéo e, portanto, resultando
em maior viscosidade intrinseca do meio (YAPO e KOFFI, 2006; KOUBALA et
al., 2009; PANCHEV et al., 2010; SENGKHAMPARN et al., 2010; CANTERI et
al., 2012; EINHORN-STOLL et al., 2012). Isso foi verificado por Koubala et al.

(2009), os quais observaram correlacdo significativa (p<0,05) entre a
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viscosidade da solucdo e a massa molar de pectinas extraidas da casca de

manga.

Verificou-se também que as pectinas extraidas com menor rendimento,
utilizando &cido cloridrico, foram as que apresentaram maior capacidade
espessante (Tabela 3). Por exemplo, na extracdo realizada com pH 1,16,
temperatura de 80 °C, durante 60 min, obteve-se um rendimento de 30,47%,
mas a menor viscosidade entre todos os tratamentos (1,58 mPa.s). E provavel
gue essa condicao de extracdo ocasionou uma hidrélise excessiva na estrutura
da pectina e da parede celular como um todo, produzindo compostos de menor
massa molar e de origem nao péctica, como amido e proteina, resultando em
um falso rendimento. Portanto, o rendimento ndo é um parametro que deve ser
considerado isoladamente para a determinacdo de uma condicdo Otima de
extracdo. Outro indicativo de impureza é o elevado indice de escurecimento
observado nas pectinas extraidas com acido cloridrico nas condi¢des mais

severas de extracdo, como sera discutido posteriormente (Figura 6).

Para as extracOes realizadas com acido citrico, observou-se variacdo na
viscosidade de 5,26 mPa.s (0,018%, 80 °C, 60 min) a 40,41 mPa.s (0,7%,
70 °C, 90 min). O modelo explicou apenas 64% da variacdo das respostas
obtidas. Nao foram observados efeitos significativos da concentracdo de acido
citrico sobre a viscosidade (p>0,22). No entanto, observou-se que aumentos no
tempo e na temperatura de extracdo resultaram em uma menor capacidade
espessantes das pectinas, o que pode ser atribuido ao maior grau de hidrolise

na cadeia polimérica nestas condicfes.

As pectinas extraidas com AOOA foram as que proporcionaram as
maiores viscosidades, com variacdo de 7,94 mPa.s (94 °C, pH 4,3, 85 °C) a
89,34 mPa.s (63 °C, pH 4,5, 60 min). A partir do modelo obtido (R? = 0,896),
observou-se que a capacidade espessante das pectinas diminuiu quando foram
empregadas condicbes de maior temperatura e pH da solucdo extratora. De
modo semelhante ao verificado com o grau de esterificacdo, a maior
capacidade espessantes das pectinas extraidas com AOOA deve-se,
provavelmente, as condicbes menos severas de extracdo empregadas com
este agente extrator (condicdbes menos acidas). Em estudo com pectinas

extraidas da casca de manga, Koubala et al. (2008a) também verificaram que
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as pectinas extraidas com AOOA apresentaram maior viscosidade que aquelas

extraidas com acido cloridrico.

3.2.4 indice de escurecimento

Os modelos ajustados para o indice de escurecimento encontram-se

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9: Modelos ajustados para o indice de escurecimento (y) das pectinas
em funcédo do tempo (t), temperatura (T) e pH ou concentracao (C), para os
diferentes agentes extratores, e 0s respectivos coeficientes de determinacéo
(R).

Extrator Modelo ajustado R2
Acido § = 134,1™ — 3,83t — 1,23™T + 13,44™ pH + 0,018°t? 0.938
cloridrico + 0,026°tT — 0,81°'TpH
Acido citrico § =—190,1™ + 7,36*t + 3,38°T + 67,18*C — 13,80°C*? 0.634

—0,0838*tT
y=-9219" +8,06t + 12,35 T + 111,0°pH
AOOA — 0,053t —0,10°T? + 0,085°tT 0,529
—1,71°tpH

*Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste t. **Significativo ao nivel de 1% de

probabilidade pelo teste t. ***Significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade pelo teste t.
Significativo a 22 % de probabilidade pelo teste t. " N&o significativo a 22% de probabilidade
pelo teste t (p>0,22).

Verificou-se que o modelo obtido para &cido cloridrico explicou 93,8% da
variacdo das respostas. No entanto, para as extracdes realizadas com acido
citrico e AOOA, os modelos obtidos para o indice de escurecimento explicaram
apenas 63,4 e 52,9% desta variacdo, apresentando pouca importancia pratica
(Tabela 9).

O indice de escurecimento foi utilizado neste estudo como um indicativo

de impureza das pectinas, principalmente para as extracdes realizadas com
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acido cloridrico, visto que nas condicbes mais severas, utilizando este extrator,
as pectinas mostraram-se muito mais escurecidas (Figura 6).
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Figura 6: Variacdo do indice de escurecimento das pectinas em funcdo das

diferentes condi¢cdes de extracdo utilizando-se acido cloridrico. A — pH 2,5; B —
Tempo de 45 min e C — Temperatura de 85 °C.

Por exemplo, na condicdo de minima viscosidade (1,58 mPa.s) (80 °C,
pH 1,16, 60 min), observou-se um indice de escurecimento de 123,8 no
material extraido e um rendimento 62% maior que o obtido na condicdo de
maior capacidade espessante (45,85 mPa.s) (70 °C, pH 2,5, 45 min), cujo
indice de escurecimento foi de 68,9. Portanto, uma condicdo muito severa de
extracdo leva a uma hidrélise excessiva da parede celular, ocasionando a
extracdo de materiais de natureza nao péctica, além de causar maior
degradacao na estrutura da pectina. Assim, tendo em vista a praticidade de
determinacdo das coordenadas de cor, a utilizagdo do indice de escurecimento
como indicador

de pureza mostra ser uma alternativa interessante,

principalmente quando se emprega acidos minerais fortes, como é o caso do
acido cloridrico.
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3.2.5 Correlagdes de Pearson entre as variaveis respostas

Com o objetivo de avaliar as correlagcdes entre as variaveisrespostas
estudadas na etapa de otimizacdo, foram determinados os coeficientes de

correlacdo de Pearson, os quais séo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10:Estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre as
variaveisrespostas rendimento, grau de esterificacdo (DE), viscosidade e indice

de escurecimento (I.E) das pectinas.

Extrator Resposta  Rendimento DE (%) Viscosidade I.LE
Rendimento 1,00 -0,63** -0,55** 0,80***
Acido DE (%) 1,00 0,15™ -0,85%**
cloridrico Viscosidade 1,00 -0,31"™
I.E 1,00
Rendimento 1,00 -0,61** -0,45 0,077™
. _ DE (%) 1,00 -0,041"° -0,25"
Acido citrico . .
Viscosidade 1,00 0,16™
I.E 1,00
Rendimento 1,00 -0,095" -0,94*** 0,30™
DE (%) 1,00 -0,059" 0,14™
AOOA . .
Viscosidade 1,00 -0,20™
I.E 1,00

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste t. **Significativo a 1% de probabilidade
pelo teste t. ***Significativo a 0,1% de probabilidade pelo teste t. " N&o significativo ao nivel de
5 % de probabilidade pelo teste t.

Observou-se forte correlacdo negativa (p<0,01) entre o rendimento e o
grau de esterificacdo para as pectinas extraidas com acido cloridrico e acido
citrico, ndo sendo verificada significancia (p>0,05) para as pectinas extraidas
com AOOA. De modo semelhante, verificou-se correlagdo negativa significativa
(p<0,05) entre o rendimento e a capacidade espessante (em termos de
viscosidade desenvolvida em solugdo aquosa) para todos o0s agentes

extratores, tendo sido a maior correlacdo verificada para as extragcbes com
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AOOA (p<0,001). Em outras palavras, com o aumento do rendimento de
extracdo, verificou-se uma redugédo no grau de esterificacdo (exceto para o
AOOA) e na capacidade espessante das pectinas para todos os agentes
extratores estudados. Além disso, verificou-se que o indice de escurecimento é
um parametro importante para as pectinas extraidas com &cido cloridrico,
observando correlagéo positiva significativa (p<0,001) com o rendimento e
negativa (p<0,001) com o grau de esterificacdo. Para as pectinas extraidas
com &cido citrico e AOOA, ndo foram observadas correlagbes significativas
(p>0,05) com o indice de escurecimento, sendo, portanto, de pouca
importancia prética quando se utiliza estes agentes extratores. Nao foram
observadas correlagbes significativas entre o grau de esterificagdo e a
viscosidade (p>0,05) para nenhum dos agentes extratores. Tem sido relatado
na literatura que o grau de esterificacdo pode influenciar a capacidade
espessante das pectinas (MIN et al., 2011; CHRISTIAENS et al., 2012a,b), mas
isso nédo foi verificado no presente trabalho. Estes resultados estdo de acordo
com os observados por Koubala et al. (2009), que também ndo encontraram
correlacdo significativa (p>0,05) entre a viscosidade a 100 s™ de solucdes de
pectina extraidas da casca de manga e o grau de metoxilacdo. Por outro lado,
eles verificaram correlacdo positiva entre a viscosidade e a massa molar
(p<0,05). Portanto, a forte correlacdo negativa entre o rendimento e a
viscosidade, verificada neste estudo para todos os extratores, pode estar
relacionada com a massa molar das pectinas extraidas. E provavel que nas
condicbes de maior rendimento tenha havido maior despolimerizacdo das
pectinas, resultando em cadeias mais curtas e, por conseguinte, menor
capacidade espessante.Com efeito, a massa molar das pectinas é um dos
principais fatores que influenciam sua capacidade espessante (CANTERI et al.,
2012; KOUBALA et al., 2008a,b; KIM e WICKER, 2009; GUO et al., 2012;
PANCHEYV et al., 2010).
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3.2.6 Condic¢bes Otimas de extracéo

A partir dos modelos ajustados (Tabelas 6 a 9), nédo foi possivel obter
uma condicdo Otima de extracdo, ou seja, uma combinacdo de tempo,
temperatura e pH ou concentracdo que proporcionasse um rendimento
maximo. Isso é tipico de quando as derivadas segundas para cada fator
estudado sao negativas, caracterizando-se, assim, um ponto de maximo. Por
outro lado, foram verificados pontos de cela ou de minimo, 0os quais nao eram
de interesse. Além disso, como discutido anteriormente, verificou-se que o
rendimento ndo é um parametro que deve ser considerado isoladamente, como
critério de escolha de uma condicdo de extracdo de pectina a partir da casca

da manga UbA.

Com os modelos de regressao, foram realizadas simula¢cées de modo a
obter uma determinada condicdo de extragcdo em que se conciliava um bom
rendimento e grau de esterificacdo elevado, associados a uma boa capacidade
espessante da pectina (capacidade de aumentar a viscosidade em solucéo) e
baixo indice de escurecimento (para as pectinas extraidas com &acido
cloridrico). As condi¢cdes determinadas para os diferentes agentes extratores
estudados, juntamente com os valores de rendimento, grau de esterificacdo e
viscosidade estimados nestas condi¢cdes, encontram-se apresentados na
Tabela 11.
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Tabela 11: Condi¢Bes escolhidas para as extracdes de pectina com &cido
cloridrico, &cido citrico e AOOA, e valores de rendimento, grau de esterificacdo
e viscosidade estimados nestas condigdes.

Valores estimados

Agente _ ) :
Condicgéo escolhida Rendimento*
extrator 1 DE (%) n (mPa.s)**
(9.(1009) )
Ac. cloridrico 85 °C, pH 2,5, 45 min 25,61 83,50 21,37
Ac. citrico 80 °C, 0,6 %, 60 min 20,40 70,56 24,08

80 °C, 0,25 % (m/v) de
oxalato de amonio,
AOOA - o 23,61 92,62 46,00
pH 4,6 (utilizando acido

oxalico), 60 min

*Rendimento expresso g.(100g)*de residuo insoltvel em alcool (base seca). **Viscosidade de

uma solucéo de pectina a 1 % (m/v) e pH 3,0.

Portanto, nestas condi¢des, o maior rendimento seria obtido com acido
cloridrico (25,6 g.(100g)™), seguido pelo AOOA (23,6 g.(100g)™) e &cido citrico
(20,4 g.(100g)™). Considerando os rendimentos obtidos a partir da farinha da
casca da manga, estes valores correspondem a 12,8, 11,8 e 10,2 g.(100g)™,
respectivamente. Estes rendimentos sdo semelhantes aos encontrados por
outros autores em diferentes residuos agroindustriais como, por exemplo,
casca de maracuja(Passiflora edulis flavicarpa) (KULKARNI e VIJAYANAND,
2010), casca de manga(M. indica) cv. Amélioreé e Mango (KOUBALA et al.,
2008a) e casca dos frutos do cacau(Theobroma cacao L.) (VRIESMANN et al.,
2012).

Todas as pectinas extraidas com as condicbes apresentadas na
Tabela 11, independentemente do agente extrator empregado, sédo de alto grau
de esterificacdo (DE > 70 %). Com relacdo a capacidade espessante, esta
seria maior para a pectina extraida com AOOA (aproximadamente o dobro
daquela que seria obtida para as pectinas extraidas com os &cidos citrico e
cloridrico), possivelmente em razdo das condicbes mais brandas de extracdo
empregadas com AOOA, o que contribui para a obtencao de pectinas de maior

massa molar.
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4 Concluséao

Verificou-se que a casca da manga Uba é uma fonte potencial de
pectina de alto grau de esterificacgdo e com funcionalidade tecnoldgica
espessante.

Foi possivel obter pectinas com boa capacidade espessante e
rendimentos acima de 10 % (m/m) de casca seca, para todos os extratores
avaliados.Tanto o0 agente extrator quanto os parametros de processo de
extracdo (tempo de extracdo, temperatura e pH/concentragdo do agente
extrator) influenciaram significativamente no rendimento e nas propriedades
fisicas das pectinas extraidas.

Observou-se que nas condicbfes de extragcdo que propiciam maior
rendimento, as pectinas foram mais degradas e apresentaram menor
capacidade espessante. Verificou-se também que esta caracteristica foi mais
pronunciada nas pectinas extraidas com AOOA.

As condicdes de extracdo adequadas para os diferentes agentes
extratores foram determinadas levando-se em consideracdo conjuntamente o
rendimento, grau de esterificacdo e capacidade espessante das pectinas
extraidas. Estas condi¢cfes foram as seguintes: acido cloridrico (85 °C, pH 2,5,
45 min), acido citrico (80 °C, 0,6 %, 60 min) e AOOA (0,25 % de oxalato de

amonio, 80 °C, pH 4,6, utilizando acido oxalico, e 60 min).
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2.2 ARTIGO 2 — Propriedades quimicas, fisicas e reologicas de pectinas
extraidas da casca de manga Ubé& (Mangifera indica L.)

Resumo

O aproveitamento de residuos do processamento de frutas para a extracdo de
compostos com valor agregado representa uma alternativa interessante em
termos econdmicos e do ponto de vista ambiental. Esse estudo objetivou a
caracterizacdo de pectinas extraidas da casca da manga cv. Uba (Mangifera
indica L.)e avaliar suas propriedades espessantes e gelificantes. As pectinas
foram extraidas da casca da manga Uba utilizando-se HCI (85 °C; pH 2,5; e 45
min), &cido citrico (80 °C; concentracdo de 0,6%,m/m; 60 min) ou acido oxalico
— oxalato de amoénio, AOOA (80 °C; 0,25%, m/v, de oxalato de amonio; pH 4,6;
60 min). Foram analisadas as caracteristicas quimicas, fisicas, estruturais e
tecnolégicas (propriedades espessantes e gelificantes), tomando-se como
referencial para comparagdo uma pectina citrica comercial de alto metoxil. As
pectinas da manga Uba apresentaram teor de acido galacturénico entre 63,5 e
70,9% (m/m), grau de metoxilacdo entre 64,2 e 69,8% e baixo grau de
acetilacdo (0,9 a 1,1%). Arabinose (6,8 a 12,6%, m/m), galactose (9,9 a 13,5%,
m/m) e glicose (3,7 a 10,5%, m/m) foram os monossacarideos preponderantes.
Os valores de viscosidade intrinseca das pectinas da foram de 4,1 dL g™ (HCI),
4,4 dL g™ (4cido citrico) e 4,6 dL g™ (AOOA), sendo de 3,0 dL g™para a pectina
comercial. Por meio das analises de HPSEC-MALLS, verificou-se que todas as
pectinas da manga apresentaram perfil heterogéneo de distribuicdo de massa
molar. As pectinas da manga apresentaram maior capacidade espessante que
a amostra comercial, sendo que esta caracteristica foi maior para pectina
extraida com AOOA. As solucBes obtidas com esta pectina, a 1,5% (m/v) e
25 °C, apresentaram valores de indice de consisténcia (K) de 215,6 mPa s",
enquanto que para a pectina comercial, nas mesmas condi¢cdes, este valor foi
de 26,8 mPa s". Por outro lado, verificou-se que as pectinas da manga
apresentaram menor poder gelificante que a amostra comercial. A casca da
manga Uba mostrou-se uma fonte potencial de pectinas com boa aplicabilidade

tecnoldgica, principalmente como agente espessante.

Palavras-chave: pectina, espessante, gelificante, casca de manga, reologia.
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1. Introducéo

As pectinas sdo polissacarideos que apresentam importantes aplicacdes
para as industrias alimenticias, devido as suas propriedades gelificante,
espessante e estabilizante. Sado frequentemente adicionadas em formulacdes
alimentares (geleias, iogurtes, bebidas a base de frutas etc.) para melhorar sua
textura. Estes polissacarideos sdo encontrados na parede celular primaria de
muitos vegetais, na forma de protopectina, associadas a celulose e
hemicelulose, e em regides intercelulares, conhecidas como lamela média. Sua
funcd@o bioldgica € contribuir para a aderéncia entre as células adjacentes,
promovendo consisténcia e resisténcia mecanica ao tecido vegetal (WILLATS
et al., 2006; YEOH et al., 2008; LIMA et al.,, 2010; CHRISTIAENS et al.,
2011a,b).

A estrutura das pectinas € constituida por trés dominios principais, a
homogalacturonana (HG), a ramnogalacturonana tipo | (RG-I) e a
ramnogalacturonana tipo Il (RG-1l) (FRAEYE et al., 2010; JOLIE et al., 2012). A
HG, polissacarideo mais abundante (50-90 %), é constituida por uma cadeia
linear de residuos de acido a-D-galacturdnico (GalA), unidos por ligacdes
glicosidicas (1—4), parte dos quais podem estar metil-esterificados no grupo
carboxilico (C-6), ou acetilados nas posicbées O-2 e O-3 (PINHEIRO et al.,
2008; WESTERENG et al., 2008; FISSORE et al., 2009; VRIESMANN et al.,
2011; FISSORE et al., 2013). Grupos amida ((R-CO)NH;) podem ainda estar
ligados em C-6. Neste caso, as pectinas sao ditas amidadas. Quando o grau de
metoxilacdo (DM), percentual de residuos de GalA metoxilados, € maior que
50%, as pectinas sdo denominadas de alto grau de metoxilagdo (HM), as quais
gelificam na presenca de altas concentracbes de aclUcar e em meio acido.
Quando o DM é inferior a 50 %, as pectinas sdo ditas de baixo metoxil e
gelificam na presenca de Ca®*, sem a necessidade da adicdo de acucar,
podendo ser utilizadas na elaboracdo de geleias light, além de poder atuar
como espessante ou estabilizante em diversos alimentos como bebidas lacteas
e preparados de frutas. Os dominios RG-l e RG-Il constituem a regido
ramificada da pectina, referidos como regides de “cabeleira”. A cadeia da RG-I
consiste de repeticbes do dissacarideo [—4)-a-D-GalA-(1—2)- a-L-Rha-(1—],
cujos residuos de ramnose (Rha) podem estar ligadas em O-4 a cadeias
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laterais de acucares neutros, principalmente galactose a arabinose (YAPO et
al. 2007a; YAPO, 2009; WESTERENG et al., 2008; FISSORE et al., 2010;
FISSORE et al., 2013; SANTOS et al., 2013). A RG-Il consiste de uma cadeia
de aproximadamente nove unidades de GalA, cujos residuos encontram-se
ligados a cadeias laterais de aguUcares neutros, contendo até 12 diferentes
monossacarideos. Além destes dominios, galacturonanas substituidas também
tém sido descritas, como a xilogalacturonana e apiogalacturonana (FRAEYE et
al., 2010; WESTERENG et al., 2008; FISSORE et al., 2009; BASANTA et al.,
2012).

As capacidades gelificante e espessante das pectinas sdo diretamente
influenciadas por sua estrutura e composi¢cdo quimica, que, por sua vez,
dependem da origem botanica e do método de extracdo utilizado para sua
obtencdo. Pode-se citar, por exemplo, a massa molar média, os teores de
acido galacturdnico e acgucares neutros, graus de metoxilacdo e acetilacéo e
padrao de distribuicdo dos grupos carboxilicos metoxilados e/ou livres ao longo
da cadeia (YAPO e KOFFI, 2006; FRAEYE et al., 2010; SENGKHAMPARN et
al., 2010; CANTERI et al.,, 2012; EINHORN-STOLL et al., 2012; KIM e
WICKER, 2009; GUO et al., 2012). As propriedades reoldgicas de sistemas
alimenticios adicionados de pectinas sdo também influenciadas por fatores
extrinsecos, como o pH do meio, temperatura, forca ibnica da solucdo e a
concentragcdo de pectina(GIGLI et al., 2009; HOLM et al., 2009; KASTNER et
al., 2012; KOUBALA et at., 2009; VRIESMANN et al., 2012). Na producédo de
géis, destacam-se também as concentracdes de co-solutos como acucares
e/ou ions de calcio, os quais séo indispensaveis no fendmeno de gelificacédo
(FRAEYE et al., 2009; FRAEYE et al., 2010;KOUBALA et at., 2009).

Apesar de a pectina ser um componente ubiquitario nos vegetais,
apenas as cascas de frutas citricas e o bagaco de macéa tém sido explorados
comercialmente para sua extracdo (WILLATS et al., 2006; EMAGA et al., 2008;
FISSORE et al., 2009; VRIESMANN et al., 2011). No entanto, alguns trabalhos
tém sido realizados com o objetivo de avaliar o potencial de exploracdo de
residuos agroindustriais como fonte de pectinas, pois esta constitui uma
alternativa de agregar valor aos mesmos e minimizar impactos ambientais.
Como exemplo, tem-se a casca do maracuja(Passiflora edulis flavicarpa)
(PINHEIRO et al., 2008; YAPO, 2009; KULKARNI e VIJAYANAND, 2010),
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casca de banana (Musa supientum) (EMAGA et al., 2008), casca dos frutos do
cacau (Theobroma cacao L.) (VRIESMANN et al., 2011; VRIESMANN et al.,
2012) e casca de manga (Mangifera indicaL.) (KOUBALA et al., 2008a;
KOUBALA et al., 2009).

A manga Uba é uma cultivar amplamente processada industrialmente no
sudeste do Brasil. Seu processamento resulta na geracdo de quantidades
expressivas de cascas, com potencial de aproveitamento para a extracdo de
pectina. Apesar de pectinas extraidas de outras variedades de manga ja terem
sido objeto de estudo por outros trabalhos (KOUABALA et al., 2008a;
KOUBALA et al.,, 2009), observou-se a necessidade de se avaliar a
aplicabilidade tecnoldgica de pectinas da casca da manga Uba. Diante disso,
este trabalho teve como objetivo avaliar as caracteristicas quimicas, fisicas e
as propriedades espessantes e gelificantes de pectinas extraidas da casca de
manga Ub4, empregando-se diferentes agentes extratores.

2. Material e métodos

2.1 Obtencéao do residuo insoltvel em alcool a partir de cascas de manga

A fonte de pectina utilizada neste estudo foi casca de manga variedade
Uba. As frutas em estadio final de maturacao/inicio do amadurecimento foram
colhidas em uma fazenda situada no Estado de Minas Gerais, Brasil.

Apés sanitizacdo e classificacdo, as frutas foram descascadas
manualmente e, em seguida, branqueadas a 95 °C durante 5 minutos para a
inativacdo de enzimas enddgenas em tacho encamisado (Groen MGF Co.,
EUA), modelo TODA 20. As cascas foram entéo secas a 60 °C em secador de
bandejas com circulacdo forcada de ar até massa aproximadamente constante
e, em seguida, trituradas em moinho de facas Brabender (Duisburg,
Alemanha), modelo WI, para a obtencao da farinha.

Para a obtenc¢éo do residuo insoltivel em alcool (RIA), a farinha da casca
de manga foi tratada quatro vezes com solucéo de etanol a 85% (1:3) a 70 °C

por 20 minutospara a remo¢do de compostos sollveis em alcool, tais como
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acucares, pigmentos e lipideos (KOUBALA et al., 2008a). O RIA foi entdo seco
em estufa a 50 °C e congelado a -18 °C até posterior utilizagéo.

2.2 Extracao das pectinas

As extracdes foram realizadas a partir do RIA, conforme procedimento
descrito por Koubala et al. (2008a) com pequenas modificacdes: o RIA foi
inicialmente misturado a solucdo extratora de &cido cloridrico, citrico ou acido
oxalico-oxalato de amonio (AOOA) na proporcao de 1:40 (soluto/solvente), sob
agitacdo constante em chapa aquecedora (modelo 752A/6, Fisatom, Sao
Paulo, Brasil), em condicdes de tempo, temperatura e pH ou concentracéo
controladas (dependendo do extrator). Para isso, foram empregadas as
seguintes condicbes experimentais, determinadas com base em estudos

preliminares (dados nao publicados):

e Acido cloridrico: temperatura de 85 °C, pH 2,5 e tempo de 45 min;

e Acido citrico: temperatura de 80 °C, concentracdo de 0,6 % (m/v) e
tempo de 60 min;

e AOOA: temperatura de 80 °C, 0,25 % (m/v) de oxalato de aménio, pH

4,6 (utilizando acido oxalico) e tempo de 60 min.

Apoés a extracdo, a mistura quente foi filtrada através de tecido fino de
poliéster e o filtrado refrigerado a 4 °C por 2 h. Em seguida, o extrato
refrigerado foi centrifugado (Combi-514R, Hanil, Coreia do Sul) a 5000 xg
durante 20 min e o sobrenadante adicionado de dois volumes de etanol (96 %)
e mantido em repouso por uma hora, para permitir a precipitacdo das pectinas.
As pectinas foram entdo lavadas duas a trés vezes com etanol 70 %,etanol
96 % e acetona, respectivamente. O material obtido foi submetido a secagem
em estufa (DE LEO, Bento Gongalves, Brasil) a 50 °C até massa constante e
armazenado em dessecador contendo pentoxido de fésforo a temperatura

ambiente até posterior utilizacéo.
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2.3 Caracterizagéo das pectinas

As pectinas da casca da manga Ubé& extraidas com &cido cloridrico,
acido citrico e AOOA foram avaliadas quanto as suas caracteristicas quimicas,
fisicas e reoldgicas (propriedades espessantes e gelificantes). Os resultados
obtidos com as pectinas da manga Uba foram comparados com aqueles

obtidos com uma amostra de pectina citrica comercial de alto metoxil.
2.3.1 Propriedades fisicas e quimicas

O teor de umidade foi determinado por gravimetria apds secagem da
amostra em estufa (DE LEO, Bento Gongalves, Brasil) a 105 °C (IAL, 2004). A
determinacdo do residuo mineral fixo foi realizada por gravimetria apés
incineracdo completa em mufla a 550 °C (IAL, 2004). O teor de lipidios foi
determinado em extrator intermitente de Soxhlet, utilizando éter etilico como
solvente (1AL, 2004). O teor de nitrogénio total foi determinado pelo método de
Kjeldahl, utilizando um sistema digestor da BUCHI (Flawil, Suica), modelo K-
437, e destilador de nitrogénio BUCHI, modelo B-324, e fator de multiplicacéo
de 6,25 para a determinacédo de proteina (IAL, 2004).

O teor de acido galacturénico foi determinado pelo método colorimétrico,
empregando-se m-hidroxidifenil (FILISETTI-COZZI e CARPITA, 1991). Uma
curva analitica foi preparada empregando solucdo padrdo de acido

galacturénico (GalA) nas concentracées de 20-100 pg mL™.

Os graus de metoxilacdo e acetilacdo foram determinados
simultaneamente, conforme o método desenvolvido por Voragen et al. (1986).
Os grupos metoxil e acetil foram liberados das fracBes pécticas por
saponificacdo com solucdo de NaOH 0,2 mol L™ a 4 °C por 2 horas, separados
e quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando
um cromatégrafo Dionex Ultimate 3000 (Dionex, EUA), coluna Phenomenex
Rezex ROA — Organic Acid H (8%) e detector de indice de refracdo RI 101
(Shodex, Japdo). A eluicéo foi realizada com solucdo de H,SO, 5 mmol L™,
temperatura de 30 °C e vaz&do de 0,6 mL min™. Os graus de metoxilacéo e
acetilacdo foram expressos como a razao percentual molar de metanol ou

acido acético, respectivamente, para o conteudo de acido galacturénico.
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Os teores de acucares neutros foram determinados apo6s hidrélise das
pectinas com &cido trifluoracético (TFA) 2 mol L™, em tubo hermeticamente
fechado, a 100 °C, durante 5 horas (ADAMS, 1965; BIERMANN, 1989). Os
monossacarideos resultantes foram entdo reduzidos com boroidreto de sédio
(NaBH,) a temperatura ambiente por 16 horas em meio aquoso (WOLFROM e
THOMPSON, 1963b). Em seguida, os alditéis obtidos foram acetilados com
piridina (agente catalisador) — anidrido acético (agente acetilante) (1:1, v/v) em
tubo de hidrolise hermeticamente fechado a 25 °C por 16 horas (WOLFROM e
THOMPSON, 1963a). As amostras contendo os acetatos de alditois
resultantes foram analisadas por cromatografia liquido-gasosa (GLC) em
cromatégrafo HewlettPackard modelo 5890 A Série Il, com detector de
ionizacao de chama (FID) e injetora temperatura de 250°C, coluna capilar DB-
210 (30 m x 0,25 mm de diametrointerno), com espessura de filme de 0,25um a
220°C, e nitrogénio como gas dearraste em fluxo de 2,0 mL.min-1
(SLONEKER, 1972).

As coordenadas de cor foram determinadas diretamente em colorimetro
Minolta Color Reader CR-10 (Minolta, Japao), sistema CIE-L*a*b*. A partir dos
valores de a*, b* e L* foram calculados os valores dos parametros diferenca
total de cor (AE*), croma ou saturacdo (C*) e angulo de tonalidade (h*)

(PATHARE et al., 2013), conforme as Equacdes 1, 2 e 3, respectivamente.

AE* = J(AL*Y +(Aa*) +(Ab*Y (1)
C*=y/(@")° +(b)** (2)
h*=arctan g (Ej (3)

a *

Na Equacéo 1,A é a variagao entre cada coordenada de cor para cada
pectina extraida e a pectina comercial. A diferenca total de cor expressa a
magnitude da diferenca entre a cor da pectina extraida da casca da manga Uba
e a pectina comercial. O grau de tonalidade, ou o tom da cor, expresso pelo
angulo hue (h*) esta correlacionado qualitativamente a cor do material. J& a
coordenada croma fornece, para uma mesma tonalidade, uma avaliagcao de
sua intensidade de cor. Geometricamente, h* percorre a circunferéncia central
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da esfera que representa o sistema CIE-L*a*b*, enquanto C* corresponde a

distancia ao centro da esfera; quanto mais distante, mais “forte” é a cor.

Os perfis de homogeneidade das amostras foram avaliados por
cromatografia de exclusdo estérica de alta pressdo (HPSEC-MALLS). Para
isso, foi utilizado um cromatografo de exclusdo estérica modelo 150 C
ALC/GPC (Waters, Massachusetts, EUA), acoplado a um detector de indice de
refracdo (RI) modelo Waters 2410 e detector de espalhamento de luz em
multidngulos modelo Dawn-F (Wyatt Technology, Santa Barbara, CA, EUA).
Quatro colunas de permeacdo em gel Waters Ultrahydrogel (2000, 500, 250 e
120) foram conectadas em série e acopladas ao equipamento de
multideteccdo. Uma solucdo de NaNO- 0,1 mol L™, contendo 0,02% de NaNs

(m/v), foi utilizada como solvente de eluicdo, a um fluxo de 0,6 mL min™.

As viscosidades intrinsecas das amostras de pectina foram
determinadas utilizando-se um viscosimetro capilar Cannon-Fenske, tipo 513-
10 e diametro interno de 0,63 mm (Schott-Gerate GmbH, Hofheim, Alemanha),
acoplado a banho termostatizado (modelo CT-52, Schott-Gerdate GmbH
Hofheim, Alemanha) mantido a 25 °C. Foram preparadas solu¢bes com
diferentes concentra¢cbes de pectina (0,01, 0,03, 0,05, 0,08, 0,10, 0,15 e 0,20
g/100 mL), dissolvendo o hidrocol6ideem solucdo aquosa contendo 90 mmol L
! de cloreto de sodio, 10 mmol L™ de fluoreto de sédio e 1 mmol L de
Na,EDTA, com pH ajustado a 6,5, a temperatura de 25 °C. As solucdes
pécticas (10 mL) foram transferidas para o reservatorio do viscosimetro capilar
e os tempos de escoamento monitorados utilizando um cronémetro digital com
precisdo de + 0,1 s. Para cada concentracdo, as medidas de tempo de

escoamento foram realizadas cinco vezes.

As viscosidades especificas (nsp) foram inicialmente determinadas a
partir do tempo de escoamento de cada amostra solubilizada (ts) e da solucéo

salina pura (tp), conforme a Equacéo 4.

ts—to

Nsp == (4)

to

As viscosidades intrinsecas ([n]) das pectinas foram entao determinadas

plotando-se os valores de viscosidade reduzida (ns,/C) em funcdo da
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concentragéo (C), extrapolando-se a concentracdo de pectina a zero (YAPO e
KOFFI, 2006).

2.3.2 Avaliacao das propriedades reoldgicas

Para a analise das propriedades espessantes das pectinas, avaliou-se o
comportamento ao escoamento de solucdes pécticas nas concentracdes de 1,0
e 1,5% (m/v), os quais foram preparados conforme metodologia descrita por
Koubala et al. (2009), com pequenas modificacdes: as pectinas foram
solubilizadas em &agua purificada sob agitacdo magnética (overnight), a
temperatura ambiente. O pH da solucéo foi entdo ajustado para 3,0, gotejando-
se solucdo de &cido cloridrico 0,1 mol L™.Os ensaios reoldgicos foram
realizados em redmetro de cilindros coaxiais tipo Searle, marca Brookfield,
modelo R/S plus SST 2000 (Brookfield Engineering Laboratories, Inc.,
Stoughton, EUA), utilizando o sensor CC45-DIN. O tempo de corrida para cada
ensaio foi de 4 minutos, completando um total de 40 pontos, sendo 2 minutos
para velocidade de rotacdo crescente (com y variando de 0 a 300 s')e, em
seguida, 2 minutos para velocidade decrescente (com y variando de 300 a0 s
). As andlises foram realizadas & temperatura de 25 + 0,2 °C, controlada por
banho termostatico (Brookfield, modelo TC-502).

Para a analise das propriedades gelificantes, foram preparados géis com
diferentes concentracbes de pectina (0,5, 1,0 e 1,5 %, m/m), para uma
concentracdo de sacarose de 65 % (m/m), conforme metodologia descrita por
Koubala et al. (2009). Essa concentracdo foi empregada por ser aquela
normalmente utilizada na producdo de geleias. As pectinas foram
primeiramente solubilizadas em &gua purificada sob agitacdo magnética
(overnight). Em seguida, a sacarose foi adicionada e a mistura aquecida a
100 °C até que o teor de solidos soluveis alcancasse o valor de 65 °Brix. ApGs
o resfriamento da solucdo, acido citrico (0,5 mol L™) foi adicionado lentamente
a mistura para o ajuste do pH a 3,0. Os géis foram mantidos em refrigeracéo a
4 °C durante aproximadamente 16 horas, para a realizacdo das analises

reoldgicas e de textura.
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Os ensaios dinamicos oscilatorios foram realizados em re6metro de
tensdo controlada (Haake Mars, Thermo Electrom Corp., Alemanha) na
temperatura de 25 * 0,2 °C, utilizando sensores de placas paralelas serrilhadas
de 20 mm de diametro e espacamento (gap) de 1 mm. Primeiramente, foi
realizada a varredura de tenséo na faixa de 1 a 25 Pa, na frequéncia de 0,1 Hz,
para a determinacdo da faixa de viscoelasticidade linear. Posteriormente, foram
realizados os ensaios oscilatérios com varredura de frequéncia de 0,1 a 10 Hz,
dentro da regido de viscoelasticidade linear. As grandezas modulo de
elasticidade (G’) emddulo viscoso (G”) foram monitoradas durante as analises
e 0s angulos de defasagem (8) correspondentes foram calculados.

As analises de perfil de textura (TPA) dos géis foram realizadas
utilizando-se um texturémetro modelo TA.XT Express Enhanced (Stable Micro
Systems, Inglaterra, UK). As analises foram realizadas conforme metodologia
descrita por Dias et al. (2011), com algumas modificacdes: as amostras foram
colocadas em béqueres de 100 mL, com altura 7,6 cm e diametro interno de
4,7 cm, sendo que os parametros para a realizacdo das medi¢cdes foram os
seguintes: velocidade pré-teste: 5 mm s™; velocidade de teste: 2 mm s
velocidade pés-teste: 5 mm s*; distancia de penetracédo da sonda na amostra:
10 mm; forca: 5 x g e tempo de 5 s. Uma sonda cilindrica de 5 mm de diametro
foi utilizada para a obtencdo dos dados. Os parametros estudados foram

dureza, adesividade, gomosidade, elasticidade, mastigabilidade e coesividade.

2.3.3 Andlise estatistica

Para a analise estatistica dos dados obtidos, utilizou-se o programa
estatistico SAS Institute®, versdo 9.2. O delineamento experimental empregado
foi o inteiramente casualizado (DIC), com quatro repeticbes. Para comparacao
das médias dos tratamentos, empregou-se o0 teste de Tukey a 5% de
significancia. A estimativa dos parametros do modelo da Lei da Poténcia foi
realizada por andalise de regressdo. Foram determinadas também as
estimativas dos coeficientes de correlagdo de Pearson entre as caracteristicas
guimicas e fisicas das pectinas e entre estas e as caracteristicas reoldgicas e

de texturas dos sistemas pécticos obtidos.
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3. Resultados e discussao

3.1 Caracterizagéo das pectinas

Sabe-se que o método de extracdo empregado para a extracdo de
pectinas tem grande influéncia nas suas caracteristicas quimicas e fisicas,
influenciando também suas aplicacfes tecnoldgicas(GIGLI et al., 2009; HOLM
et al., 2009; KASTNER et al., 2012; KOUBALA et at., 2009; VRIESMANN et al.,
2012). Na Tabela 1 sédo apresentados os resultados obtidos quanto a
composi¢do das pectinas da casca da manga, extraidas com acido cloridrico,
acido citrico e AOOA, bem como da amostra comercial. Os resultados séo

expressos em base seca.

Tabela 1:Valores médios (base seca) para os teores de acido galacturdnico,
proteina, cinzas, lipidios, acucares totais, ramnose, fucose, arabinose, xilose,
manose, galactose e glicose das pectinas da casca da manga Uba e da

amostra comercial.

Componente Acido o _ _
. Acido citrico AOOA Comercial
(9.(100 g)™h cloridrico

Acido
galacturénico 66,9° 70,9° 63,5° 68,4°
Proteina 2,1° 1,5° 6,3 2,3°
Cinzas 1,0° 1,72 2,0° 1,6°
Lipidios 0,04" 0,05%° 0,18% 0,02°
AcUcares totais 30,07 25,82 28,0% 27,52
Ramnose 0,50% 0,322 0,372 0,86%
Fucose 0,0472 0,049? 0,452 0,028?
Arabinose 6,8%" 7,470 12,6° 2,0°
Xilose 0,122 0,112 0,172 0,20°
Manose 1,45° 0,082 0,352 0,56°
Galactose 11,5%° 13,52 9,9 3,9°
Glicose 10,5 4,8° 3,7° 20,9°

Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra em uma mesma linha ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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O teor de &cido galacturénico numa amostra de pectina reflete seu grau
de pureza. Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization), a pectina deve
apresentar no minimo 65% (m/m) de acido galacturénico (WILLATS et al.,
2006; KLIEMANN et al., 2009). No presente estudo, o teor de &cido
galacturdnico nas amostras de pectina variou de 63,5 * 3,7g.(100g)™* (AOOA) a
70,9 + 52 g.(100g)" (4cido citrico) (Tabela 1), ndo sendo observadas
diferencas significativas entre as amostras (p>0,05). Assim, pode-se afirmar
gue os produtos obtidos da casca da manga Uba enquadram nas exigéncias da
FAO e que os diferentes agentes extratores utilizados foram eficazes em sua
obtencao. Estes resultados estdo de acordo com os determinados por Koubala
et al. (2008a), para pectinas extraidas da casca de manga das variedades
Améliorée e Mango, utilizando acido cloridrico, cujos teores foram de 68,6 e
70,9 %, m/m, respectivamente. Por outro lado, estes autores verificaram
rendimentos bem menores que o0s observados neste estudo quando nas
extragdes realizadas com AOOA (37,9 e 52,1 %, m/m, respectivamente).
Kliemann et al. (2009) e Vriesmann et al. (2012) obtiveram resultados
semelhantes aos verificados neste estudo para pectinas extraidas da casca de
maracuja (Passiflora edulis flavicarpa) e casca dos frutos do cacau (Theobroma
cacao L.) (68,7 e 65,1 %, m/m), respectivamente, empregando acido citrico

para a obtencdo de ambas.

Observou-se que o método de extracdo teve influéncia no conteudo de
proteina nas pectinas da casca da manga Uba. O maior valor foi encontrado na
pectina extraida com AOOA (6,3 %, m/m), o qual diferiu significativamente dos
demais (p < 0,05), sendo o menor verificado naquela extraida com acido citrico
(1,5 %, m/m). A pectina comercial apresentou um teor de proteina de 2,3 %
(m/m), o qual ndo diferiu significativamente (p>0,05) daquele observado na
pectina da casca da manga extraida com &cido cloridrico (2,1 %). Pectinas
extraidas de diversas fontes apresentam, em geral, pequenas quantidades de
proteina em sua composicdo, as quais sao inevitavelmente co-extraidas com
os polissacarideos pécticos (YAPO et al., 2007a,b; YAPO, 2009; LIANG et al.,
2012; VRIESMANN et al., 2012; VRIESMANN et al., 2012). As pectinas, em
sua forma nativa, podem associar-se com proteinas, por meio de cadeias
laterais de arabinogalactanas tipo Il, também denominadas de
arabinogalactanas-proteinas (AGPs) (VORAGEN et al., 2009; CANTERI et al.,
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2012). Assim, o fato de o AOOA degradar menos a estrutura original da pectina
pode ter contribuido para o maior conteludo proteico verificado na amostra
extraida com este agente extrator. Os conteudos de cinzas e lipidios
observados nas amostras de pectina estudadas foram todos baixos (Tabela 1),
estando estes resultados em conformidade com os verificados na literatura
(PTICHKINA et al., 2007; LIANG et al., 2012).

N&o foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) no contetudo
total de acUcares neutros nas diferentes amostras de pectina analisadas, o qual
variou de 25,8 a 30,0 g.(100g)™*. Entretanto, foram verificadas diferencas no
perfil de monossacarideos entre as pectinas da casca da manga Uba e a
amostra comercial. Essa Ultima apresentou um teor de (glicose
significativamente maior que as demais, assim como menor teor de galactose
(p<0,05). Em todos os casos, 0s monossacarideos arabinose, galactose e
glicose foram os predominantes (Tabela 1). Nado foram observadas diferencas
significativas (p>0,05) nos teores de ramnose, fucose, xilose e manose. As
composi¢cdes monossacaridicas observadas nas pectinas da casca de manga
Ubéa sugerem a presenca de regides de ramnogalacturonana (RG) com cadeias
laterais de arabinanas e arabinogalactanas (VRIESMANN et al., 2011). A
fucose é encontrada na RG-II, enquanto que a xilose esta presente em cadeias
laterais de xilogalacturonanas (XGA) (VORAGEN et al., 2009; CANTERI et al.,
2012). Manose e glicose sdo considerados contaminantes, sugerindo que
houve co-extracdo de hemicelulose, principalmente na pectina comercial.
ComposicOes similares as observadas neste estudo foram verificadas em
pectina extraida da polpa de beterraba (Beta vulgaris L.) (YAPO et al., 2007;
FUNAMI et al., 2011), casca de maracuja (Passiflora edulis flavicarpa) (YAPO,
2009), casca de manga (Mangifera indica L.) cv. Améliorée e Mango
(KOUBALA et al.,, 2008a), casca de cajd manga (Spondias cytherea)
(KOUBALA et al., 2008b), bagaco de maca (Pirus malus L.) (MIN et al., 2011) e
casca de banana (Musa supientum) (EMAGA et al., 2008).

As caracteristicas fisicas e estruturais das pectinas da casca da manga

Ubé& e da amostra comercial sdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2: Graus de metoxilacdo (DM) e acetilacdo (DA), viscosidade intrinseca
([n]), massa molar média (M,) e massa molar viscosimétrica média (M),
diferenca total de cor (AE*), croma (C*) e angulo hue (h*) das pectinas

extraidas da casca da manga e da amostra comercial.

Caracteristica Acido cloridrico  Acido citrico AOOA Comercial
DM (%) 68,1%° 64,2°° 69,82 58,2°
DA (%) 0,9° 1,02 1,12 1,17
[n] (dL g™) 4,1° 4,4 4,6% 3,0°
My, (g mol™) - - - 1,85 x 10°
My (g mol™) - - - 0,60 x 10°
AE* 10,94 8,07 9,77%° -

C* 21,0° 21,7° 25,32 16,9°
h* 71,4° 75,6° 78,7° 78,5°

Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra numa mesma linha ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

As pectinas extraidas da casca da manga Uba, independentemente do
extrator utilizado, apresentaram alto grau de metoxilagcdo (DM = 50,0%), néo
diferindo significativamente entre si (p>0,05). Por serem de alto grau de
metoxilacdo, as pectinas da casca da manga requerem concentracfes
elevadas de acUcar para a formacdo de géis. Observou-se diferenca
significativa (p<0,05) entre a pectina extraida com AOOA (69,8%) e a amostra
comercial (58,2%). Diferentemente do evidenciado neste estudo, Koubala et al.
(2008) observaram maior variacdo no DM entre pectinas extraidas com AOOA
(64-86 %) e acido cloridrico (52-57 %), utilizando casca de diferentes
variedades de manga. Em estudo realizado com casca de maracuja, Pinheiro
et al. (2008) demonstraram que baixas concentracfes de acido citrico (0,086-
0,5 %) proporcionaram a obtencdo de pectinas de alto grau de esterificacao,
engquanto que com concentracdes mais elevadas, as pectinas mostraram-se de
baixo grau de esterificacdo. Com relagcdo ao grau de acetilacdo, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os diferentes tratamentos (p > 0,05),
com DA na faixa de 0,9 a 1,1 %. Esses valores sdo menores que os verificados
por Koubala et al. (2008) para pectinas extraidas da casca de diferentes

variedades de manga (3-8 %). Em geral, alto percentual de grupos acetilicos na
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cadeia de pectina € indesejavel, pois dificulta a formag&o do gel, por promover
impedimento estérico, dificultando a interacdo entre as cadeias poliméricas.
Graus de acetilagdo maiores foram verificados por Fissore et al. (2009) em
pectinas extraidas de abobora Butternut (Curcubita moschata Duche x Poiret),
empregando enzimas celulase e hemicelulase (18,4 a 25,8 %), e por
Vriesmann et al. (2012) em pectina extraida da casca dos frutos do cacau
(Theobroma cacao L.), utilizando &cido citrico (15,9 %).

A viscosidade intrinseca ([n]) de um polissacarideo reflete sua
capacidade de atuar como agente espessante, a qual pode variar largamente
de acordo com a origem botanica e as condicdes de extracdo utilizadas
(BAGHERIAN et al., 2011; EINHORN-STOLL et al., 2012). Em geral, pectinas
de maior massa molar e menor grau de ramificacado (maior linearidade) tendem
a ocupar maior volume hidrodinamico em solugdo, apresentando,
consequentemente, maior valor de [n] (CANTERI et al.,, 2012). No presente
estudo, observou-se que a pectina da casca da manga extraida com AOOA
apresentou a maior viscosidade intrinseca (4,6 dL g*), seguida pelas pectinas
extraidas com &cido citrico (4,4 dL g*) e &cido cloridrico (4,1 dL g%), cujas
médias diferiram significativamente entre si (p<0,05). Tais resultados podem
estar relacionados com o fato de o acido citrico e, principalmente, o AOOA
serem extratores mais brandos que o acido cloridrico, possibilitando a obtencéo
de pectinas de maior massa molar e/ou conformacdo mais linear. Este
comportamento também foi observado por Koubala et al. (2008a) para pectinas
extraidas da casca de manga cv. Améliorée e Mango, com &cido cloridrico e
AOOA, cujos valores de [n] variaram de 6,49-7,15 dL g™ a 8,86-13,5 dL g™,
respectivamente. Comparando-se com a pectina comercial, verificou-se que
esta apresentou o menor valor de [n] (3,0 dL g, diferindo significativamente
das demais (p<0,05), o que pode estar relacionado ao fato de a pectina
comercial apresentar menor massa molar que as pectinas da manga Uba.
Estes resultados sugerem que a pectina da casca da manga Uba apresenta
potencial de utilizagdo como agente espessante. Os valores de [n] obtidos
neste estudo foram semelhantes aos verificados por outros autores. Em estudo
realizado com quatro diferentes tipos de pectina (comercial de alto metoxil,
baixo metoxil, obtidas por tratamento acido ou alcalino, e pectina amida),

Einhorn-Stoll et al. (2012) observaram valores na faixa de 3,1 dL g™ (pectina
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LM obtida por tratamento alcalino) a 5,5dL g* (pectina comercial de alto
metoxil). Bagherian et. al. (2011) verificaram valores na faixa de 2,61 a 4,8 dL
g’ para pectinas extraidas da casca de toranja, empregando diferentes
métodos de extracdo (&cida convencional, assistida por micro-ondas, assistida

por ultrassom, e uma combinacao destas duas).

Na Figura 1 sdo apresentados os perfis de eluicdo das pectinas da
casca da manga Uba e da amostra comercial, obtidos por HPSEC-MALLS/RI.
O detector de espalhamento de luz (MALLS) fornece um sinal proporcional a
massa molar, enquanto que a resposta de indice de refracdo (RI) depende da
concentragdo do analito. Para todas as amostras analisadas, incluindo a
pectina comercial, observou-se a presenca de um pico principal detectado pelo
espalhamento de luz em torno de 38 minutos, indicando a presenca de

polimeros de elevada massa molar.
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Figura 1: Perfis de eluicdo obtidos por HPSEC-MALLS das amostras de
pectina extraidas da casca da manga Uba utilizando acido cloridrico (A), acido
citrico (B), AOOA(C) e da pectina comercial (D).

Nas pectinas da casca da manga, observou-se um perfil heterogéneo de

eluicdo, caracterizado pela presenca de varios picos detectados pelo RI. O
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primeiro, mais intenso, coincide com a porcao final detectado pelo sinal de
MALLS, devido provavelmente as moléculas de pectina de maior massa molar.
Os demais picos detectados pelo RI, que ndo coincidem com o espalhamento
de luz, podem ser atribuidos a presenca de fragmentos de pectina de menor
massa molar. A pectina comercial, entretanto, apresentou um perfil mais
homogéneo, com um pico principal detectado pelo RI eluindo em
aproximadamente 41 minutos, o qual coincide com a porcao final detectada
pelo sinal de MALLS. Perfis heterogéneos de elui¢cdo também foram verificados
por outros autores para pectinas extraidas de diversas fontes, tais como casca
de banana (EMAGA et al., 2008), polpa de beterraba(Beta vulgaris L.) (YAPO
et al., 2007b), casca de maracuja(Passiflora edulis flavicarpa) (YAPO, 2009),
polpa de cupuacu(Theobroma grandiflorum) (VRIESMANN e PETKOWICZ,
2009), casca dos frutos do cacau(Theobroma cacao L.)(VRIESMANN et al.,
2011; VRIESMANN et al, 2012) e repolho (Brassica oleraceal.)
(WESTERENG et al., 2008).

A massa molar média (M,,) determinada para a amostra comercial foi de
1,85 x 10° g mol™ (dn/dc 0,148) (Tabela 2), o qual se encontra na faixa de
valores citados na literatura, que é de 1,2 a 3,5x 10°> g mol™ para pectinas
comerciais (PINHEIRO, 2007; MESBAHI et al., 2005; CANTERI et al., 2012). A
massa molar viscosimétrica média (M) da pectina comercial, calculada a partir
da equacéao de Mark-Houwink-Sakurada (YAPO e KOFFI, 2006), que relaciona
a massa molar com a viscosidade intrinseca, foi de 0,6 x 10° g mol™. Este valor
€ aproximadamente 70% menor que o determinado por HPSEC-MALLS/RI.
Valores semelhantes de massa molar viscosimétrica foram obtidos por Yapo e
Koffi (2006), para pectinas extraidas da casca de maracuja (0,51 a 0,64 x 10° g
mol™). As diferencas entre os valores de massa molar, determinados pelos
diferentes métodos, podem estar relacionadas a fenbmenos de agregacao, tais
como formacdo de microgel em solucdo aquosa e a heterogeneidade da

amostra.

Com relacdo a cor, observou-se que o método de extracdo teve
influéncia na coloracdo das pectinas. Observou-se que os valores de diferenca
total de cor (AE*), em relacdo a amostra comercial, variaram de 8,07 a 10,94,
sendo observada diferenga significativa (p<0,05) entre as pectinas extraidas
com os acidos citrico e cloridrico. O valor de AE* indica a magnitude da
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diferenca de cor entre duas amostras, a qual é considerada muito distinta
quando AE* é superior 3,0 (PATHARE et al., 2013). Portanto, pode-se afirmar
gue as pectinas da casca da manga apresentaram coloracdo muito diferente da
amostra comercial. Com relacdo a tonalidade (hue), observou-se que 0s
valores variaram de 71,4° a 78,5°, representando, assim, uma coloracdo mais
préxima da amarela (maxima para hue igual a 90°). Os maiores valores foram
observados para a pectina extraida com AOOA e amostra comercial (coloragcédo
mais amarelada), as quais nao diferiram entre si (p>0,05), mas diferiram
significativamente das demais (p>0,05). Verificou-se também que as pectinas
da casca da manga apresentaram maior saturacdo ou intensidade da cor
(croma) que a mostra comercial (p<0,05), sendo o maior valor observado para
a pectina extraida com AOOA. Portanto, pode-se afirmar que tanto a tonalidade
guanto a saturagao contribuiram para os elevados valores de AE* verificados

neste estudo.

3.2 Avaliacao das propriedades reoldgicas e de textura

Osdados experimentais referentes ao das solucdes preparadas com as
pectinas extraidas da casca da manga Ub4, utilizando os diferentes agentes
extratores, e da pectina comercial, nas concentracoes de 1,0 e 1,5% (m/v), a

25 °C e pH 3,0, sdo apresentados na Figura 2.
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Figura 2: Comportamento ao escoamento das solucdes de pectinas extraidas
da casca da manga Uba e da pectina comercial nas concentracdes de 1,0 %
(m/iv) (A) e 1,5 % (m/v) (B) a 25 °C e pH 3,0.

Verificou-se que o comportamento ao escoamento das pectinas foi
influenciado pela concentracdo. Na concentracao de 1,0 %, a pectina comercial
e da casca da manga extraida com acido citrico apresentaram comportamento
levemente dilatante (n > 1), enquanto que aquelas extraidas com acido
cloridrico e AOOA apresentaram discreto comportamento pseudoplastico
(n<1). Os parametros do modelo da Lei da Poténcia encontram-se

apresentados na Tabela 3.

Com o aumento da concentragédo de pectina (1,5%), todas as solugbes
apresentaram comportamento pseudoplastico, sendo este mais pronunciado

para a pectina extraida com AOOA.
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Tabela 3: Parametros do modelo da Lei da Poténcia (r = Ky™) para as
solucBes preparadas com as pectinas da casca da manga Uba e com a pectina
comercial, nas concentragdes de 1,0 e 1,5 % (m/v) a 25 °C e pH 3,0, e os
respectivos coeficientes de determinacéo (r’).

Amostra 1,0 % (m/v) 1,5% (m/v)
Comercial
K (mPa.s") 9,40 26,76
n 1,046 0,996
r2 0,999 0,999
Acido citrico
K (mPa.s") 19,21 87,58
n 1,016 0,917
r2 0,999 0,999
Acido cloridrico
K (mPa.s") 23,67 88,15
n 0,991 0,908
r2 0,999 0,999
Oxalato de amonio
K (mPa.s") 60,37 215,57
n 0,921 0,837
r2 0,999 0,999

K — Indice de consisténcia. n - indice de comportamento ao escoamento. r° — Coeficiente de

determinacéo.

O efeito da concentracdo observado no presente estudo esta de acordo
com o verificado na literatura. Solu¢cdes de pectinas a baixas concentracdes
tendem a apresentar comportamento newtoniano, com indices de
comportamento ao escoamento (n) préximos da unidade. Por outro lado, com o
aumento da concentracdo do polissacarideo, o sistema tende a apresentar um
comportamento pseudopléastico, caracterizado por uma reducéo na viscosidade
aparente (na) com o aumento da taxa de deformacéo. Por exemplo, observou-
se comportamento pseudoplastico para pectinas extraidas da casca de manga
e caja-manga(Spondias cytherea) (KOUBALA et al., 2009), casca dos frutos do
cacau(Theobroma cacao L.) (VRIESMANN et al. 2011; VRISEMANN et al.,

2012); mesocarpo de abdbora butternut(Curcubita moschata Duche x

133



Poiret)(FISSORE et al., 2009; FISSORE et al., 2010), quiabo (Abelmoschus
esculentus (L.) (SENGKHAMPARN et al., 2010), bagagco de maca(Pirus malus
L.) (MIN et al., 2011); bagaco de yuza (Citrus junos) (LIM et al., 2012),
mesocarpo de beterraba (Beta vulgaris L.) (FISSORE et al., 2010) e casca de
amoreira (M. alba L.) (LIU et al., 2010).

No presente estudo, observou-se que a pectina extraida com AOOA
apresentou maior capacidade espessante que as demais para ambas as
concentragOes avaliadas. Por exemplo, na concentracdo de 1,0%, a solugéo
contendo a pectina extraida com AOOA apresentou indice de consisténcia (K)
aproximadamente trés vezes maior que o ajustado para a pectina extraida com
acido citrico, a mesma concentracado e temperatura. A partir dos parametros
reologicos obtidos, verificou-se que todas as pectinas da casca da manga
apresentaram maior poder espessante. Na concentracdo de 1,5% (m/v), o
indice de consisténcia da solucdo preparada com a pectina extraida com
AOOA foi cerca de oito vezes maior que a obtida com a pectina comercial. Tais
resultados demonstram que a pectina da casca da manga Uba apresenta
grande potencial de utilizacdo como espessante em alimentos, podendo ser
utilizada para este fim em produtos como iogurtes e bebidas a base de frutas.
O maior poder espessante observado para a pectina extraida com AOOA deve-
se, provavelmente, as condicbes mais brandas de extracdo empregadas com
este agente extrator, levando a uma menor degradacédo da estrutura polimérica.
O poder espessante das pectinas esta intimamente relacionado com sua
estrutura. Pectinas com maior massa molar e que apresentam conformacao
mais linear tendem a apresentar maior poder espessante, pois ocupam maior
volume hidrodindmico em solucdo (CANTERI et al., 2012; MIN et al., 2012;
FISSORE et al., 2012; GUO et al., 2012; LIM et al., 2012; VRIESMANN et al.,
2012). Os resultados verificados neste estudo estdo de acordo com os obtidos
por Koubala et al. (2009), os quais também verificaram que pectinas da casca
de manga cv. Amélliorée e Mango apresentaram maior capacidade espessante
gue a pectina citrica comercial e que aquelas extraidas com AOOA
proporcionaram maior viscosidade.

Os perfis viscoelasticos para 0s géis preparados com as pectinas da
casca da manga Uba e com a pectina comercial nas concentragfes de 0,5, 1,0

e 1,5 % (m/m) sédo apresentados na Figura 3.
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Figura 3: Perfis viscoelasticos dos géis elaborados com as pectinas extraidas
da casca da manga Uba e com a pectina comercial nas concentracdes de
05% (A), 1,0 % (B) e 1,5 % (m/m) (C), com um teor de sacarose de
65 % (m/m),pH 3,0.
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Observou-se que as pectinas da casca da manga Ub& formaram géis em
todas as concentragBes avaliadas, caracterizado por valores de médulo de
armazenamento (G’) maiores que o médulo de perda (G”) (Figura 3 A-C). No
entanto, os géis elaborados com a pectina comercial mostraram-se mais fortes
(maior razdo G’/G” e menor variagdo com a frequéncia) que aqueles
preparados com as pectinas da manga. Essa diferenca mostrou-se mais
pronunciada na concentragao de 1,0% (m/m) (Figura 3B). Por exemplo, nesta
concentragao e frequéncia de 1 Hz, a razdo G'/G” para a pectina comercial foi
de 8,4, enquanto que para as pectinas da casca da manga este valor variou de
2,9 (AOOA) a 3,5 (4cido cloridrico). A 1,5 % de pectina (m/m), esta razao foi de
10,6 para a pectina comercial, enquanto que para as pectinas da casca da
manga as razdées mantiveram-se proximas a 4,0. Sendo assim, pode-se afirmar
gue as pectinas da casca da manga Uba apresentaram menor poder gelificante
quando comparada a comercial. E conhecido que diversos fatores intrinsecos
podem influenciar na capacidade gelificante das pectinas, tais como grau e
padrao de metoxilacdo e acetilacéo, teor de acido galacturénico, massa molar e
distribuicdo de cadeias laterais (GIGLI et al., 2009; HOLM et al.,, 2009;
KOUBALA et al., 2009; AGODA-TANDJAWA et al., 2012; VRIESMANN et al.,
2012).

Assim, considerando que, de modo geral, as diferentes amostras de
pectinas apresentaram composicao (teor de acido galacturbnico e acucares
neutros) e graus de metoxilacdo e acetilagdo bastante semelhantes (DM >
50 %) (Tabelas 1 e 2), é possivel que a maior capacidade gelificante observada
na pectina comercial esteja relacionada com sua menor massa molar (menores
valores de viscosidade intrinseca) e distribuicdo mais homogénea (Figura 1), o
gue proporciona maior interacdo entre as cadeias poliméricas, com a formacéo
de um numero maior de zonas de juncdo. Quando a cadeia de acido
galacturdénico encontra-se muito fragmentada, caracterizada por um perfil
altamente heterogéneo, o processo de gelificacédo fica comprometido (SMOUT
et al., 2005; SANTOS et al., 2010). Para uma mesma origem botanica (casca
da manga), as pectinas extraidas com AOOA apresentaram menor poder
gelificante, principalmente na concentracao de 1,5 % (m/m) (Figura 3C), o que

também pode estar relacionado com sua maior viscosidade intrinseca ([n]).
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Observou-se que a elevagdo da concentragcdo de pectina levou ao
aumento na forga dos géis, caracterizado por maiores valores de G’, conforme

observado na Figura 4.
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Figura 4:Efeito da concentracdo de pectina no valor de G’ dos géis, a uma

frequéncia de 1 Hz.

A maior forca dos géis com concentracbes mais elevadas de pectina
pode ser explicada pelo fato de que o aumento da concentracdo do
polissacarideo, a uma concentracéo fixa de sacarose, leva a um maior nimero
de interacbes intermoleculares (ligacbes de hidrogénio e interacdes
hidrofébicas), o que favorece a formacédo de zonas de juncdo entre as cadeias
poliméricas, tornando o gel mais firme(CAPEL et al., 2006; FRAEYE et al.,
2009; FRAEYE et al., 2010). Comportamento semelhante foi verificado por Guo
et al. (2012), para pectinas extraidas da casca de laranja por ultra-alta presséo
(UHPE), aquecimento tradicional (THE) e por microondas (MAE). Eles
verificaram que o aumento da concentracdo de pectina (0,33-0,67 %, m/m), a
uma concentracao fixa de sacarose (60%, m/m), ocasionou aumento na forca

do gel (maiores valores de G’) nos trés casos.

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados obtidos da analise de perfil
de textura (TPA) dos géis elaborados com a pectina comercial e com aquelas

extraidas da casca da manga Uba, nas concentracdes de 1,0 e 1,5 % (m/m).
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Tabela 4: Valores médios de dureza, adesividade, elasticidade,
mastigabilidade, gomosidade e coesividade para os géis elaborados com as
pectinas da casca da manga Uba e com a amostra comercial nas
concentragdes de 1,0 e 1,5% (m/m).

Amostra
Propriedade* Acido o _
cloridrico Acido citrico AOOA Comercial

1,0% (m/m) de pectina
Dureza (gy) 5,4° 6,1° 5,25° 55,67
Adesividade (gy.s) -13,2° -13,52 -10,22 -18,4°
Elasticidade 0,97° 0,97° 0,97° 0,972
Mastigabilidade (gy) 3,5° 3,7° 3,0° 16,87
Gomosidade (gy) 3,6° 3,8° 3,1° 17,37
Coesividade 0,66° 0,622° 0,58° 0,31°

1,5% (m/m) de pectina
Dureza (gy) 8,4° 11,55° 7,6° 104,62
Adesividade (g;.s) -22,1° -20,8° -23,5° -44.5°
Elasticidade 0,96° 0,972 0,972 0,97¢
Mastigabilidade (gy) 5,0° 5,8° 4,8° 36,32
Gomosidade (gy) 5,2 6,0° 5,0° 37,5%
Coesividade 0,622 0,52° 0,652 0,36°

*Valores seguidos de pelo menos uma mesma letra huma mesma linha ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Para ambas as concentracbes avaliadas, a pectina comercial
proporcionou um gel com maior dureza, gomosidade e mastigabilidade
(p<0,05) que aquelas extraidas da casca da manga. Para as pectinas da
manga, ndo houve influéncia significativa do método de extracdo (p>0,05)
sobre tais propriedades. Por exemplo, na concentracdo de 1,0% (m/m),
verificou-se que o gel elaborado com a pectina comercial apresentou dureza
aproximadamente dez vezes maior que aqueles elaborados com as pectinas da
manga. Para a mastigabilidade e gomosidade, que representam,
respectivamente, as energias requeridas para mastigar a amostra e desintegra-
la a um estado adequado para a degluticdo, observou-se um valor cerca de
cinco vezes maior (Tabela 4). Estes resultados confirmam que os géis
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preparados com a pectina comercial sdo mais fortes que aqueles obtidos com
as pectinas da manga Ub4, tal como verificado pelos ensaios oscilatérios. De
modo semelhante, a pectina comercial proporcionou um gel com maior
caracteristica de adesividade (p<0,05), que representa a habilidade do alimento
de aderir ao palato, que aqueles elaborados com as pectinas da manga Uba,
cujos valores nao diferiram entre si (p>0,05). Nao foram observadas diferencas
significativas quanto a elasticidade (p>0,05) entre os diferentes tratamentos.
Por outro lado, observou-se que o gel elaborado com a pectina comercial foi o
gue apresentou a menor coesividade (p<0,05), a qual representa a energia

mecéanica necessaria para destruir a estrutura interna da amostra.

3.3 Analise das correlacdes

Os coeficientes de correlagdo de Pearson determinados entre as
caracteristicas intrinsecas das pectinas e suas propriedades tecnologicas
(reologicas e de textura) e o0s respectivos niveis de significancia séo
apresentados na Tabela 5.

N&o foram verificadas correla¢des significativas (p>0,05) entre o teor de
acido galacturbénico e as propriedades espessantes das pectinas estudadas.
Tais caracteristicas também nao foram afetadas pelo grau de acetilacdo
(p>0,05). Portanto, as diferencas observadas quanto a estas caracteristicas
ndo afetaram a capacidade das pectinas de atuar como agente espessante.
Por outro lado, observou-se que o grau de metoxilacdo (DM) correlacionou-se
positivamente com o indice de consisténcia das solucdes pécticas analisadas
(p<0,05). Também foi observada correlacdo negativa significativa entre o DM e
o indice de comportamento ao escoamento (n) das solu¢des (p<0,01). Em
outras palavras, maiores graus de metoxilacdo proporcionaram a obtencédo de
solugcdes mais viscosas e com caracteristicas mais pseudoplasticas.Estes
resultados podem ser explicados pelo fato de que a maior proporcdo de grupos
carboxilicos metoxilados pode ter contribuido para a formacdo de zonas de
juncdo mediante interacdes hidrofébicas, aumentando a resisténcia ao

escoamento.
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Tabela 5:Estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre as caracteristicas fisicas e quimicas das pectinas das

pectinas da casca da manga Uba e comercial, bem como entre estas e as caracteristicas reoldgicas e de textura dos

respectivos sistemas pécticos obtidos.

Caracteristica GalA DM DA [n] K n G G'IG” Dureza Mastig. Gomos.
GalA 1,00 -0,23"™ 0,07 -0,17™ -0,43™ 0,37™ 0,03™  -0,29™ 0,11 0,10™ 0,10™
DM 1,00 0,27™ 0,66** 0,61* -0,69** -0,43™  -0,58™ -0,65** -0,65** -0,65**
DA 1,00 -0,31™ 0,04™ 0,14™ 0,14™ 0,67™ 0,45™ 0,46 0,46
[n] 1,00 0,79**  -0,91*** -0,76*  -0,96** -0,95%** -0,95***  -0,96***
K?® 1,00 -0,96*** -0,81*  -0,63™ -0,66** -0,66** -0,66**
n® 1,00 0,79* 0,82* 0,83*** 0,83*** 0,84***
G»® 1,00  0,64™ 0,64" 0,64™  0,64™
G/G™ 1,00 1,00%** 1,00%**  1,00***
Dureza® 1,00 1,00%** 1,00%**
Mastigabilidade® 1,00 1,00%*
Gomosidade® 1,00

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste t; **Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t; ***Significativo a 0,1% de probabilidade pelo teste t. GalA —

Acido galacturdnico; DM — Grau de metoxilacdo; DA — Grau de acetilagdo; [n] — Viscosidade intrinseca; K — indice de consisténcia; n — indice de

comportamento ao escoamento; G° — Modulo de armazenamento; G” — Modulo de perda; *Parametros determinados para solugdes de pectina na

concentracao de 1,5 % (m/v) e pH 3,0. "Parametros determinados para géis de pectina na concentracéo de 1,5% (m/m) e teor de sacarose de 65% (m/m).



Os resultados observados no presente estudo diferem daqueles
descritos por outros autores. Por exemplo, Koubala et al. (2009) né&o
observaram correlagao significativa (p>0,05) entre o DM e a viscosidade de
solucdes de pectinas extraidas da casca de manga das variedades Améliorée
e Mango e cajd manga. Semelhantemente, Min et al. (2011) também
observaram que pectinas com maior grau de metoxilacéo, extraidas do bagaco
de maca por métodos quimicos e enziméticos, apresentaram menor poder
espessante. Como esperado, observou-se correlacdo positiva significativa
(p<0,01) entre a viscosidade intrinseca ([n]) e o indice de consisténcia,
confirmando que o valor de [n] de uma pectina reflete sua habilidade de atuar
como espessante (KOUBALA et al.,, 20009; BAGHERIAN et al.,, 2011,
CANTERI et al., 2012; EINHORN-STOLL et al., 2012). Visto que a viscosidade
intrinseca é diretamente influenciada pela massa molar do polimero, pode-se
afirmar que a capacidade espessante das pectinas mostrou-se diretamente
influenciada por sua massa molar.

Com relacdo as propriedades gelificantes e de textura dos géis,
verificou-se que estas ndo foram afetadas pelo teor de acido galacturénico,
bem como pelo grau de acetilacdo (p>0,05). Observou-se também que as
diferencas quanto ao DM néo influenciaram significativamente (p>0,05) a forca
do gel, caracterizada pelos valores de G’ e G’/G”. Este resultado também difere
do verificado por Koubala et al. (2009), os quais observaram correlacéo positiva
(p<0,05) entre 0 DM e G’ dos géis analisados. No entanto, houve correlacéo
negativa (p<0,01) entre o grau de metoxilacdo e as propriedades de textura
dureza, mastigabilidade e gomosidade dos géis. Verificou-se também que a
viscosidade intrinseca correlacionou-se negativamente com G’ (p<0,05) e com
a razdo G'/G” (p<0,01), bem como com as caracteristicas detextura (p<0,001).
Estes resultados confirmam que valores mais baixos de [n] contribuiram para
melhorar as propriedades de textura dos géis formados. Uma possivel
explicacdo para isso € gue pectinas com menor massa molar apresentem
maior facilidade para associarem-se umas as outras, resultando num maior
namero de zonas de juncdo, tornando o gel mais firme. E interessante notar
que a razdo G'/G” correlacionou-se positivamente (p<0,001) com a dureza,
mastigabilidade e gomosidade, demonstrando que seu valorpode ser

considerado um bom indicador das propriedades de textura do gel.
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4. Concluséao

As pectinas da casca da manga Ubé& caracterizaram-se como sendo de
alto grau de metoxilacdo (64 a 70%), baixo grau de acetilacdo (0,9 a 1,0%),
com teor de &cido galacturdnico na faixa de 63 a 70% (m/m) e com perfil
bastante heterogéneo de distribuigdo molar.

Observou-se que as pectinas da manga Uba, independentemente do
método de extracdo empregado, apresentaram maior poder espessante que a
pectina comercial. Dentre o0s extratores avaliados, o AOOA foi o que
possibilitou a extracdo de pectina com maior capacidade espessante.

As pectinas da manga Uba apresentaram menor capacidade gelificante
gue a amostra comercial. Os géis de pectina comercial também apresentaram
valores muito superiores de dureza, mastigabilidade e gomosidade.

Portanto, pode-se concluir que a casca da manga Uba pode ser
considerada uma fonte potencial de pectina de boa aplicabilidade tecnolégica,

em especial como agente espessante.
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3 CONCLUSAO GERAL

O meétodo de extracdo utilizado teve grande influéncia no rendimento e
nas propriedades fisicas e espessantes das pectinas extraidas da casca da
manga Uba.

Para todos os extratores avaliados, foi possivel obter pectinas com boa
capacidade espessante e rendimentos acima de 10 % (m/m) de casca seca.

As condicdbes de extracdo de pectina da casca da manga Uba3,
consideradas adequadas em termos de rendimento, grau de esterificacdo e
capacidade espessante foram: acido cloridrico (85 °C, pH 2,5, 45 min), acido
citrico (80 °C, 0,6 %, 60 min) e AOOA (0,25 % de oxalato de aménio, 80 °C, pH
4,6, utilizando acido oxalico, e 60 min).

As pectinas da casca da manga Uba apresentaram alto grau de
metoxilacdo (64 a 70%), baixo grau de acetilacdo (0,9 a 1,0%), teor de acido
galacturdénico na faixa de 63 a 70% (m/m) e perfil de distribuicdo molar
heterogéneo.

As pectinas da casca da manga Uba apresentaram maior capacidade
espessante que a amostra comercial. Esta propriedade foi maior nas pectinas
extraidas com AOOA. Entretanto,com relacdo as propriedades gelificantes,
observou-se que estas foram menores para as pectinas da manga.

Como conclusdo, observou-se que a extracdo de pectina com
propriedade espessante a partir da casca da manga Uba € uma boa alternativa
para agregar valor a este coproduto. No entanto, a viabilidade econémica deste
aproveitamento, em escala industrial, necessita ser avaliada em trabalhos

futuros.
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