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RESUMO

A pectina € um polissacarideo presente na parede celular das plantas, sendo utilizada
industrialmente como agente geleificante ou estabilizante. Pode ser extraida da casca do
maracuja amarelo, um abundante residuo agroindustrial. A primeira parte deste trabalho
tem como objetivo estudar o processo de extracdo da pectina com méximo rendimento
utilizando o 4cido nitrico, acético e tartdrico, através do processo convencional de extracdo
e sob aquecimento em microondas. As cascas de maracuja foram desidratadas e trituradas
até a obten¢ao de uma farinha que foi utilizada para obtencao da pectina. A extracdo 4cida
foi realizada sob aquecimento, em uma razdo final sélido/solvente de 1:50 (w/v).
Posteriormente, as pectinas foram isoladas pela precipitacdio em etanol na razdo
volumétrica de 1:2 v/v. Para o processo convencional foram avaliados os fatores:
concentracdo do &cido, temperatura e tempo de extracdo utilizando-se um planejamento
experimental Box—Behnken. Para este caso, o maior rendimento encontrado foi para
extracdes com &cido tartarico 24,18%, nas condi¢des de pH 1,9, 80 °C e 40 min. Para o
acido nitrico 14,10% nas condicdes de pH 1,9, 90 °C e 20 min e para o acido acético
10,7% nas condicdes de pH 2,1, 90 °C e 20 min. Considerando as extragdes realizadas sob
aquecimento em microondas foram analisados os efeitos da poténcia emitida pelo forno e o
tempo de exposi¢do. Este método originou maiores rendimentos e pectinas com melhores
propriedades (DE, massa molar, teor de dcidos urdnicos). Os maiores rendimentos foram
encontrados para ondas emitidas a 627,9 W de poténcia, 9 minutos de exposic¢do e pH 2,0.

Nestas condi¢des pectinas extraidas com 4cido nitrico apresentaram rendimento de 13,0%,
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elevada massa molar, 82,3% de 4cidos urdnicos e alto grau de esterificacdo (68,15%).
Pectinas obtidas pela utilizagdo de dcido acético apresentaram um rendimento de 12,91%,
elevada massa molar, 80,5% de 4cidos urdnicos e alto grau de esterificagdo (64,56%). Os
maiores rendimentos (30%) foram obtidos pela utilizacdo do dcido tartdrico, no entanto, a
pectina extraida apresentou algumas qualidades indesejdveis, tais como: baixo grau de
esterificacdo, massa molar reduzida e baixo teor de 4cidos urdnicos (58,5%). Os principais
acucares constituintes das amostras de pectina extraida foram arabinose, galactose e
glucose. Os reogramas de solucdes de pectina (1 g/L) apresentaram um comportamento de
fluido Newtoniano. A segunda parte deste trabalho propde a utilizacdo da pectina citrica
comercial na formulacdo de biofilmes. Esses materiais foram elaborados a partir de pectina
e alginato e posteriormente caracterizados. Os biofilmes foram preparados por casting. O
processo de fabricagcdo dos filmes foi composto de dois estagios. Primeiramente o alginato
e a pectina (1:1) foram solubilizados em &4gua contendo 0,04 g de CaCl,.H,O/ g
macromolécula e 0,6 g de glicerol/g macromolécula. O segundo estagio (reticulagcdo
complementar) consistia na imersao dos filmes em 50 mL de uma solu¢do de CaCl,.H,O e
glicerol, ambos com diferentes concentracdes, por 30 minutos. Foram avaliados os efeitos
da concentragio do plastificante (glicerol 5, 7 e 10% v/v) e do agente reticulante (fons Ca™™
3, 5 e 7% m/v) nas propriedades mecanicas, solubilidade em 4gua, grau de
intumescimento, propriedades mecanicas e permeabilidade ao vapor de dgua nos biofilmes.
Os filmes, com uma espessura média de 0,07mm, apresentaram aspecto atraente,
propriedades mecanicas aceitdveis, contetido de umidade em torno de 20%, solubilidade
em 4gua na faixa de 32 a 55%. Estes filmes tém grau de intumescimento em torno de 1,1 a
2,17. A permeabilidade ao vapor de dgua € moderada e os valores encontrados sdo tipicos

de biofilmes hidrofilicos.
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ABSTRACT

Pectin is a polysaccharide present in cell walls of plants and it’s used industrially as a
gelling agent or stabilizer. It can be extracted from the peels of yellow passion fruit, an
abundant agro-industrial waste. The first part of this work aims to study the extraction of
pectin with a maximum yield using acetic, nitric and tartaric acid. Through the
conventional process of extraction and under microwave heating. The peels of passion fruit
were dried and milled to obtain a flour to extract the pectin. The acid extraction was
carried out under heating, using a ratio solid / solvent 1:50 (w/v). Subsequently, the pectins
were isolated by precipitation in ethanol in volume ratio of 1:2 v/v. For the conventional
process the parameters analysed were: acid concentration, temperature and extraction time.
A Box-Behnken experimental design was used. For this case, the highest yield was found
for extraction with tartaric acid 24.18% under the conditions of pH 1.9, 80 ° C and 40 min.
For nitric acid 14.10% under pH 1.9, 90 ° C and 20 min and for acetic acid 10.7% under
the conditions of pH 2.1, 90 ° C and 20 min. Considering the extractions performed under
microwave heating were analyzed the effects of power emitted by the equipment and the
exposure time. This method resulted in higher yields with better properties and pectin (DE,
molecular weight, uronic acid content). The highest yields were found for the waves
emitted power 627.9 W, 9 minutes of exposure and pH 2.0. Accordingly pectins extracted
with nitric acid showed a 13.0% yield, high molecular weight, 82.3% uronic acids and a
high degree of esterification (68.15%). Pectins obtained by the use of acetic acid showed a

yield of 12.91%, high molecular weight, 80.5% uronic acids and a high degree of
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esterification (64.56%). The highest yields (30%) were obtained by the use of tartaric acid,
however, the extracted pectin had some undesirable qualities, such as: low degree of
esterification, low molecular weight and low content of uronic acid (58.5%). The main
sugar constituents of the extracted pectin were arabinose, galactose and glucose.
Rheograms pectin solutions (1 g/L)) showed a Newtonian fluid behavior. The second part
of this work proposes the use of commercial citrus in the formulation of biofilms. These
materials were prepared from pectin and alginate and further characterized. The films were
prepared by casting. The manufacturing process of the films consisted of two stages. First
the alginate and pectin (1:1) were dissolved in water containing 0.04 g of CaCl,.2H,0/g
macromolecule and 0.6 g glycerol/g macromolecule. The second stage (crosslinking
complementary) consisted of immersing the films in 50 mL of a solution CaCl,.2H,0 and
glycerol, both with different concentrations, for 30 minutes. Was evaluated the effects of
the plasticizer (glycerol 5, 7 and 10% v/v) and crosslinking agent (Ca™ 3, 5 and 7% w/v)
on mechanical properties, water solubility, degree of swelling and permeability to water
vapor in the biofilms. The films, with an average thickness of 0.07 mm, were attractive
appearance, acceptable mechanical properties, moisture content around 20% and water
solubility in the range of 32 to 55%. These films have a degree of swelling around 1.1 to
2.17. The water vapor permeability is moderate and the values are typical of hydrophilic

biofilms.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda por alimentos processados é acompanhada pelo surgimento
de agroindustrias dos mais diversos portes. Diante dessa necessidade de producio, passa a
existir o problema da geragdo de residuos, agravando, com isto, a situacdo da polui¢do
ambiental. Neste contexto surge o conceito da tecnologia limpa, que tem como objetivo
minimizar a geracdo de residuos de forma preventiva e intervém para aprimorar a producao
de alimentos com a diminui¢ao da geracdo de poluentes (AMANTE, 2002).

O Brasil € o maior produtor mundial de maracuja amarelo (Passiflora edulis f.
flavicarpa) alcangando a produgdo anual em 2007 de 664 mil toneladas (IBGE, 2009).
Cerca de 95% deste total € processado pelas industrias, sendo somente aproveitada a polpa.
As cascas e sementes sdo utilizadas por produtores rurais para suplementar a alimentagcdo
animal, as quais correspondem a 65-70% da massa total dos frutos. Uma vez que o volume
de cascas e sementes atinge cerca de 400 mil toneladas/ano de residuo fresco, passa a ser
de grande interesse econdmico, cientifico e tecnoldgico agregar valor a esses subprodutos
originados do processamento dos frutos. O pericarpo (parte integral das cascas) de
maracuji, se bem tratado e armazenado, poderia ser utilizado como matéria-prima na
obtencdo de co-produtos com aplica¢do na industria alimenticia, como as fibras dietéticas
ou outros compostos bioativos (CANTERI, 2010).

As pectinas, fibras dietéticas que podem ser extraidas das cascas do maracuja
amarelo, sao bio-polimeros formados quase inteiramente de dcido D-galactur6nico unidos
por ligacdes glicosidicas a-(1-4) e residuos de éster metil dcido galacturdnico. Sao
amplamente utilizadas nas indudstrias de alimentos como agentes espessantes €
geleificantes, além de possuirem outras intimeras aplicagdes.

Normalmente as pectinas sdo extraidas das cascas de frutas citricas e de ma¢a com
acidos minerais fortes, tais como: fosférico, sulfurico, nitrico ou cloridrico (PINHEIRO,
2007). A utilizagao destes 4cidos fortes acarreta algumas desvantagens, tais como, polui¢ao
ambiental e corrosdo dos equipamentos. A substituicdo dos agentes extratores
normalmente utilizados, por dcidos organicos fracos surge com o intuito de minimizar
esses efeitos negativos. Dessa maneira, este trabalho propde a utilizacdo de dois 4cidos
organicos fracos (tartarico e acético), além do acido nitrico para extracao de pectina.

O processo para produgdo de pectina comercial ndo € divulgado em sua totalidade

pelas industrias. No entanto, € evidente a influéncia de vdrios fatores na extracdo tais



como: tipo de 4cido, temperatura, concentracdo de dcido e de solvente, caracteristicas da
matéria prima, entre outros (CANTERI, 2010).

Assim, a primeira parte deste trabalho apresenta um estudo comparativo que analisa
dois processos de extragdo, através de aquecimento sob microondas e o método
convencionalmente utilizado. Foram avaliados os fatores que influenciam o rendimento da
extragdo de pectina da casca do maracujd amarelo utilizando os acidos tartdrico, acético e
nitrico. Foram analisados os efeitos das varidveis: temperatura, tempo de extracdo e pH do
acido, para a metodologia de extragdo convencional. Além da intensidade de campo
eletromagnético e tempo de exposicdo para extragdes em microondas. Em seguida, a
pectina obtida sob as condi¢des que geraram o maior rendimento, para cada tipo de 4cido e
processo de extracdo, foi caracterizada quanto as suas propriedades fisico-quimicas.

A segunda parte deste trabalho propde a aplicacdo da pectina na produgdo de
biofilmes. Estes materiais surgem como alternativa aos pldsticos sintéticos que ndo sdo
biodegraddveis e representam um sério risco ambiental. Os materiais utilizados na
elaboracdo dos filmes apresentam vantagens e desvantagens, sendo que a combinagdo
deles pode promover melhoria nas caracteristicas desejadas. Filmes confeccionados a partir
de pectina pura apresentam-se totalmente soliveis em d&dgua, além de apresentarem
propriedades mecanicas pobres. Por outro lado, filmes compostos de alginato, um
carboidrato extraido de algas, demonstram uma alta rigidez e pouca maleabilidade. Neste
sentido, os dois polissacarideos foram utilizados na elaboragao dos filmes, buscando com
isto, a melhoria de suas propriedades. Para a elaboracdo de uma solucdo filmogénica sdo
necessarios constituintes bdsicos como: polimeros de alta massa molecular, denominados
agentes formadores, solvente, agentes plastificantes e agentes reticulantes. Cada um desses
materiais € utilizado buscando oferecer determinadas caracteristicas para o biofilme.
Assim, este estudo analisou a influéncia da concentracdo de cloreto de cdlcio (agente
reticulante) e glicerol (agente plastificante) nas propriedades dos filmes.

A primeira parte deste trabalho, referente a extracdo de pectina das cascas de
maracujd, compreende os capitulos de 3 a 5. O capitulo 3 traz uma revisao bibliografica a
respeito do fruto maracujd e do seu potencial como matéria-prima para extragdo de
pectinas. Também apresenta as principais caracteristicas, propriedades fisico-quimicas e
aplicagdes das pectinas. O capitulo 4 elucida os métodos experimentais utilizados e o
capitulo 5 apresenta os resultados obtidos e suas discussdes. A segunda parte, relativa a
aplicacdo da pectina na confec¢do de biofilmes compostos, € incluida nos capitulos 6 a 8.

O capitulo 6 apresenta uma revisao bibliogréfica referente aos biofilmes suas propriedades



e aplicagdes, bem como algumas caracteristicas dos polissacarideos pectina e alginato. Os
métodos experimentais relacionados a confeccdo e caracterizacdo dos biofilmes sdo
tratados no capitulo 7. Os resultados e discussdes sao abordados no capitulo 8. E por fim,

as conclusdes e sugestdes do trabalho sdo apresentadas no capitulo 9.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o processo de extracdo de pectina das cascas de maracuja amarelo
(Passiflora edulis f. flavicarpa), utilizando-se o dcido nitrico, acético e tartdrico e a

aplicacdo da pectina na formula¢do de biofilmes compostos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Estudar e comparar dois processos de extracdo de pectina: a metodologia

convencionalmente utilizada e extragdo sob aquecimento em microondas;

— Determinar, utilizando a metodologia de superficie de resposta, o efeito das
varidveis: temperatura, tempo de extragdo e concentragdo do dcido sobre o

rendimento de pectina, para o processo de extracdo convencional;

— Caracterizar a pectina extraida quanto as suas propriedades fisico-quimicas;

— Propor uma aplicacdo da pectina através de sua utilizagdo na confecc¢do de

biofilmes compostos de pectina e alginato;

— Auvaliar o efeito das concentracdes de agente reticulante (Cloreto de célcio) e de
plastificante (Glicerol) na formula¢@o dos biofilmes;

— Caracterizar os biofilmes quanto a espessura, umidade, solubilidade em d&gua,
permeabilidade ao vapor de 4gua, grau de intumescimento e propriedades

mecanicas.



1° PARTE - EXTRACAO DE PECTINA DAS CASCAS
DE MARACUJA AMARELO (Passiflora edulis f. flavicarpa)

3  REVISAO DA LITERATURA

3.1 MARACUJA

O maracujd, fruta nativa da América Tropical, pertence a familia Passifloraceae, a
qual consiste em 12 géneros e mais de 500 espécies distintas, largamente distribuidas pelos
continentes americano, asidtico e africano. O principal género, Passiflora, apresenta
aproximadamente 400 espécies conhecidas, das quais cerca de 60 sdo consideradas frutos
comestiveis (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999).

As espécies mais cultivadas no Brasil e no mundo s@o: o maracujid-amarelo
(Passiflora edulis f. flavicarpa), maracuja-roxo (Passiflora edulis) e o maracuja-doce
(Passiflora alata). O maracuja-doce € destinado para o mercado de fruta fresca, devido a
sua baixa acidez, ja o maracuja amarelo destaca-se por apresentar caracteristicas superiores
quando comparado ao maracuja roxo, como maior tamanho de fruto, maior peso, maior
teor de caroteno, maior acidez total, maior resisténcia a pragas e maior produtividade por
hectare (PIZA JR. et al., 1996).

O maracuja amarelo é a espécie de maior interesse comercial, sendo a mais
cultivada (95% da area) no Brasil, a mais vigorosa e a mais adaptada aos dias quentes. Os
frutos completam seu desenvolvimento em 18 dias e amadurecem em 80 dias, possuem
uma massa entre 43 e 250 g em média, sua polpa € 4cida e apresentam um maior
rendimento em suco se comparado a outras espécies (SEBRAE, 2005). Na Figura 1 pode-
se observar o fruto do maracujd amarelo nas formas inteiro, em corte e suas partes
constituintes.

A casca do maracuja é composta pelo flavedo ou epicarpo (parte com coloragdo) e
albedo ou mesocarpo (parte branca), sendo este rico em pectina, fonte de niacina (vitamina
B3), ferro, célcio, e fésforo. Em humanos, a niacina atua no crescimento e na produgio de
hormonios, assim como previne problemas gastrointestinais. Os minerais atuam na
prevencdo da anemia (ferro), no crescimento e fortalecimento dos ossos (cédlcio) e na

formacdo celular (fésforo). Quanto a composicdo de fibras, a casca do maracuja constitui



produto vegetal rico em fibra do tipo soldvel (pectinas e mucilagens), extremamente
benéfica ao ser humano (CORDOVA et al., 2005). No entanto, a composi¢do do maracuji
pode variar em fungao de varios fatores, tais como: espécie, época de colheita, tamanho do
fruto, estddio de maturagdo, estdgio de desenvolvimento, fertilidade do solo e manuseio
poOs-colheita. A composicdo quimica do maracujd amarelo (Passiflora edulis), com o0s

principais componentes, pode ser observada na Tabela 1.

Pedinculo ———p

Epicarpo —»
(casca)
<+—— Mesocarpo

Arilo Carnoso

Endocar
(polpa

Semente
Figura 1- O fruto do maracuja amarelo (Passiflora edulis) inteiro, em corte e suas partes

constituintes.

Fonte: Ministério da Integra¢do Nacional, 2004.

O maracujé € considerado uma boa fonte de beta-caroteno, sendo este responsavel
pela coloragdo amarelada. Os agucares redutores sdo em grande parte constituidos por
glicose e frutose. O principal 4cido do maracujd € o 4cido citrico que constitui 93 a 96% de
sua acidez total, sendo o dcido maélico responsavel por 4 a 7% (MEDINA et al., 1980).

Os principios ativos maracujina, passiflorine e calmofilase sao encontrados em toda
a planta, principalmente nas folhas, conferindo ao maracujazeiro propriedades calmantes,
hipnéticas, analgésicas e antiinflamatérias (SEBRAE, 2005).

Em termos de mercado, os principais paises produtores de maracuja no mundo sao:
Brasil, Colombia, Peru e Equador. O mercado internacional de suco concentrado e de
polpa de maracujd é dominado pelo Equador, Colombia e Peru que aparecem como
grandes exportadores. Sendo os principais paises importadores de suco e polpa de

maracuji a Alemanha e a Holanda (SEBRAE, 2005).



Tabela 1- Composi¢do quimica do maracujd Passiflora edulis f. flavicarpa (constituintes

expressos por 100 g de porcao comestivel).

Constituinte Quantidade
Agua (g) 84,9
Energia (cal) 53,0
Proteina (g) 0,7
Gordura (g) 0,2
Actcares totais (g) 13,7
Fibras (g) 0,2
Cinzas (g) 0,5
Cilcio (mg) 3,8
Fésforo (mg) 24,6
Ferro (mg) 04
Vitamina A (UI) 2410
Tiamina (mg) Tragos
Riboflavina (mg) 0,1
Niacina (mg) 2,2
Acido Ascérbico (mg) 200

Fonte: CHAVAN e KADAM (1995).

O Brasil é 0 maior produtor mundial de maracujd, representando cerca de 90% da
producdo mundial (IBGE, 2004), alcangando a produc¢dao anual em 2007 de 664 mil
toneladas (IBGE, 2009). Dos frutos de maracuja produzidos, uma pequena parcela é
consumida in natura, sendo que cerca de 95% da producdo € industrializada para a
fabricacdo de sucos (CEPLAC, 2007). O suco, além de ser consumido no mercado interno,
¢ também exportado. Para os exportadores brasileiros, o principal mercado ainda € o
europeu, que adquire mais de 90% do suco exportado pelo Brasil. No entanto, hd boas
perspectivas de exportagdo para o mercado norte-americano, canadense e japonés
(SEBRAE, 2005).

O mercado brasileiro de suco de fruta industrializado foi o que mais cresceu na
categoria de bebidas ndo alcodlicas no pais, apresentando um aumento de 30% ao ano

(L()PEZ, 2004). Dessa forma, devido ao crescimento desse ramo industrial, muitos

pesquisadores t€ém atuado em estudos que tem por objetivo a melhoria da qualidade dos



produtos, a fim de contribuir para a consolidagdo do suco de maracujd industrializado no
mercado interno e externo.

No entanto, apesar do grande nimero de pesquisas realizadas em rela¢do ao suco da
fruta e a melhoria de sua qualidade na industrializacdo (SANDI et al., 2003; SOARES et
al., 2004), poucos sao os trabalhos que ressaltam a importancia do reaproveitamento dos
residuos do maracujd descartados pela industria (OLIVEIRA et al., 2002; FERREIRA e
PENA, 2004a; FERREIRA e PENA, 2004b; CARVALHO e GODOY, 2004; GOMES,
2004; CANTERI, 2010; KLIEMANN, 2006). Dessa maneira, compete as agroindustrias o
gerenciamento adequado de seus residuos, segundo os preceitos de manejo orientados pelo
conceito de Agricultura e Desenvolvimento Rural Sustentavel (ADRS), preconizado pela

Organizagao das Nagdes Unidas (ONU) (ITAL,1980).
3.2 GESTAO DE RESIDUOS DA INDUSTRIALIZACAO DE FRUTOS

O significativo aumento da producdo das agroindistrias provoca um acréscimo na
geracdo de residuos, sendo a industria de suco de frutas produtora de elevada quantidade
de rejeitos, com potenciais problemas para disposi¢do final. Esses co-produtos podem ser
potencialmente utilizados como constituintes de ragdo animal. Entretanto, o conteido de
fibra dietética torna possivel o desenvolvimento de novos ingredientes naturais para a
indudstria alimenticia (FERRARI; COLUSSI; AYUB, 2004, FIGUEROLA et al. , 2005;
LOUSADA JUNIOR et al. , 2006, CANTERI, 2010).

Neste sentido a pectina apresenta-se como uma alternativa importante, com
agregacdo de valor e solucdo parcial para o tratamento e para a disposicdo final no
processo global do gerenciamento de residuos sélidos, pela minimiza¢do do volume a ser
descartado, entre 40-70% do total, varidvel conforme a fruta de origem. Ja em 1940, cerca
de 60% da pectina produzida no mundo era de bagaco citrico, devido a abundancia de
matéria-prima gerada pela industrializacdo de sucos citricos (KERTESZ, 1951). Hermann
Herbsthreith descobriu, na década de 1930, o potencial de uso e aplicagdo do bagaco de
maca, subproduto até entdo descartado da produgdo do suco (H&F, 1998). Isso aponta a
tendéncia crescente das industrias em buscar alternativas que promovam o fechamento da
“reciclagem” de um residuo, com o méximo de aproveitamento possivel e por meio da
maior exploracdo comercial possivel dos componentes antes considerados como

subprodutos (CANTERLI, 2010).



3.3 PECTINA

3.3.1 Localizag¢do da pectina no tecido vegetal

As pectinas sdo polissacarideos estruturais encontrados nos espagos intercelulares e
lamelas centrais dos tecidos vegetais, como ilustrado na Figura 2. Em tecidos mais jovens,
especialmente das frutas, estas substancias sdo formadas em grande quantidade,
constituindo-se muitas vezes, em canais amplos que separam as células (CRISTENSEN,
1986; DA SILVA et al., 1997; TURQUOIS et al., 1999).

As pectinas contribuem para a adesdo entre as células e para a resisténcia mecanica
da parede celular, representando cerca de 30% dos polissacarideos constituintes da parede
celular de plantas dicotiledoneas. Além do seu papel importante no crescimento das
células, elas estdo envolvidas em interagdes com agentes patogé€nicos € a sua quantidade e
natureza sdo determinantes para a textura de frutos em geral durante o crescimento,
amadurecimento, armazenamento € processamento (BRANDAO e ANDRADE, 1999;
MESBAHI, JAMALIAN e FARAHNAKY, 2005).

- Parede
o i ; = Celular
> -~ Neod 28

Hemicelulose

Celulose

Membrana

Plasmatica

Figura 2 — Estrutura da parede celular de plantas e localiza¢do das substancias pécticas.

Fonte: IPPA, 2008.

3.3.2 Classificacdo das substancias pécticas

A Sociedade Americana de Quimica (American Chemical Society) classificou as
substancias pécticas em: protopectina, dcido pectinico, dcido péctico e pectina, sendo estes

trés ultimos total ou parcialmente soldveis em dgua (KASHYAP et al., 2000, ALKORTA
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et al., 1998). Protopectina apresenta-se insolivel em dgua, sendo a forma nativa unida com
outros constituintes das células vegetais e, em condi¢des de hidrélise restrita, produz
acidos pectinicos ou pectina (KASHYAP et al., 2000, SAKAI et al., 1993, MAIORANO,
1990). Acido péctico é uma designagio aplicada a substncias pécticas compostas de dcido
poligalacturonico coloidal (KASHYAP et al., 2000, SAKAI et al., 1993), onde os grupos
carboxilas estdo essencialmente livres de grupos metil éster (KASHYAP et al., 2000,
SAKAI et al., 1993, WHITAKER, 1994) e seus sais sdo pectatos neutros ou acidos. Acido
pectinico € um grupo de compostos contendo 4cido poligalacturdénico coloidal com poucos
grupos metil éster (MAIORANO, 1990).

O termo geral pectina, o qual serd empregado neste trabalho, designa &cidos
pectinicos soliveis em 4gua, com grau varidvel de grupos metil éster e um grau de
neutralizacdo capaz de formar gel com acticares e dcidos em condicdes adequadas (SAKAI

etal., 1993).

3.3.3 Estrutura molecular

As pectinas sdo moléculas extremamente complexas, e a tentativa de acomoda-las
em um unico modelo mostra-se um grande desafio. As pectinas sdo formadas por dezessete
diferentes monossacarideos, organizados em polissacarideos distintos, a partir de mais de
vinte diferentes ligagdes para formacao de uma rede (VINCKEN et al. , 2003; VORAGEN
et al. , 2009) agrupadas em diferentes tipos de cadeia. Essas cadeias sdo constituidas por
acidos urdnicos, hexoses, pentoses e metil-pentoses e essas diversas unidades estruturais
podem estar substituidas por metanol, dcido acético e 4cidos fendlicos (CANTERI, 2010).

A estrutura quimica da pectina € constituida de uma cadeia principal linear de
unidades repetidas de 4dcido D-galacturénico ligados covalentemente por ligagdes a- (1,4),
onde os grupos carboxilicos podem ser metil esterificados em diferentes extensdes. Essa
cadeia principal, representada na Figura 3, pode ser interrompida por unidades de L-
ramnose através de ligacdes a-(1,2), as quais estdo ligadas por cadeias laterais, formadas
por aglicares neutros, principalmente unidades de galactose e arabinose (BRANDAO e
ANDRADE, 1999; LEVIGNE, THOMAS, RALET, QUEMENER e THIBAULT, 2002;
KJONIKSEN, HIORTH e NYSTROM, 2005; YAPO e KOFFI, 2006; YAPO et al., 2007,
PINHEIRO, 2007).
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Figura 3 — Estrutura do dcido poligalacturdnico.
Fonte: Branddo e Andrade, 1999.

As pectinas sdo formadas por trés principais fragdes, a fracdo linear conhecida
como homogalacturonana (HGA) e as fragdes ramificadas conhecidas como
ramnogalacturonana I (RG-I) e ramnogalacturonana II (RG-II) (WILLATS, KNOX e
MIKKELSEN, 2006), como esta representado na Figura 4.

As homogalacturonanas (HGA) sdo polimeros constituidos por longas cadeias de
unidades de &cido galacturénico em ligacdo a-(1,4), que podem estar parcialmente
esterificadas, razao pela qual sdo mais resistentes a hidrélise. Unidades de ramnose podem
ser encontradas ocasionalmente na homogalacturonana (BRETT e WALDRON, 1996;
BUCHANAN, GRUISSEM e JONES, 2000; WILLATS, KNOX e MIKKELSEN, 2006).

A ramnogalacturonana I (RG-I) € o segundo polissacarideo mais importante das
pectinas. Sua cadeia consiste da repeticio de unidades de dissacarideos de é&cido
galacturOnico e ramnose apresentando cadeias laterais formadas por diferentes acucares,
principalmente arabinanas e galactanas, ligados diretamente as unidades de ramnose, em
C-4 (CARPITA e GIBAUT, 1993; BUCHANAN, GRUISSEM e JONES, 2000).

A ramnogalacturonana II (RG-II) é um polissacarideo péctico complexo de baixa
massa molar, formado por 4cido galacturdnico, ramnose, galactose e alguns actcares raros
como apiose, dcido acérico, Dha, Kdo, 2-O-Me-Fuc e 2-O-Me-Xyl (BUCHANAN,
GRUISSEM e JONES, 2000; GULFI, ARRIGONI ¢ AMADO, 2007).

Existem alguns modelos que tentam supor como a molécula de pectina estaria
ligada. Na representacdo estrutural de Péres; Rodrigues-Carvajak; Doco, 2003 (Figura 4), a
cadeia principal da pectina ¢ formada pelas homogalacturonanas, com ligacdes simples
chamadas de “regides lisas” (smooth region) e as ramnogalacturonanas com ramificagoes
contendo varios agucares, chamadas de “regides em cabeleira” (hairy region), como

mostrado na Figura 5-Representacdo convencional.
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Entretanto, um modelo estrutural alternativo foi proposto por Willats, Knox e
Mikkelsen, na qual HGA pode ser considerada como uma cadeia lateral da RG-I (Figura 5-
Alternativa proposta), o que causou grande impacto nos estudos de estrutura fina das

pectinas (VINCKEN et al., 2003; WILLATS, KNOX e MIKKELSEN, 2006).
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Figura 4 — Estrutura molecular da pectina.

GalA: 4cido galacturénico; Rha: Ramnose; Dha: 4cido deoxi-lixoheptulo piranosildrico; GlcA: 4cido
Glucuronico; Fuc: Fucose; Acace: 4acido acérico; Gal: Galactose; Ara: Arabinose; KDO: acido
cetodeoximano-octulopiranosilonico; Api: Apiose; MeXyl: Metil Xilose ; Xyl: Xilose; Metil: Metil éster;
Acetil: Acetil éster.

Fonte: Pérez; Rodriguez-Carvajal; Doco, 2003.
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Figura 5§ — Representacdo convencional e alternativa proposta para a cadeia de pectina.
Fonte: Willats; Knox; Mikkelsen, 2006.
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3.3.4  Degradacao das substancias pécticas

Em dispersdo, as substancias pécticas podem se degradar por dois mecanismos
quimicos principais, esquematizados em trés tipos de reacdo na Figura 6. O primeiro tipo
deles € a desesterificacdo, com liberacdo de metanol e formacdo de pectatos. Em meio
acido (pH entre 1 a 3), em temperaturas inferiores a 10 °C, predominam as
desesterificagdes. O outro mecanismo, denominado de despolimerizacdo (diminuicdo do
tamanho da cadeia polimérica) pode acontecer por hidrélise (4dcida ou enzimdtica) das
ligacoes a(1_4), ou ainda por reacdes de B-eliminagdo. Em temperaturas acima de 10 °C
em meio dcido, sendo mais freqiientes as hidrélises de ligacdes o (1_4) (THIBAULT;

PETIT, 1979; CANTERI, 2010).
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Figura 6 - Modifica¢cdes nas substancias pécticas por efeito da temperatura.

Fonte: Willats; Knox; Mikkelsen, 2006.

Na - eliminagdo, o hidrogénio em C5, mais dcido em funcdo do grupo éster
metilico é atacado pelo fon hidréxido, resultando na transferéncia eletronica levando a
ruptura da ligacdo glicosidica e formagao, entre C4 e C5 de dupla ligacdo conjugada com
aquela da funcdo carboxilica. Essa reacdo pode ser acelerada pelo aumento da
concentragio de alcali e da temperatura ou na presencga de fons tais como Ca*™", Mg™", K*,

CI', citrato, malato ou fitato. Abaixo de 10 °C, o grau de metilagdo das pectinas foi
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suficientemente reduzido para impedir, por repulsdo elestrostatica, a aproximacgao dos ions
hidréxidos e essa reacao ndo mais ocorre (THIBAULT et al. , 1991, CANTERI, 2010).

As substancias pécticas também podem ser degradadas por enzimas pectinoliticas,
produzidas em diferentes combinagdes pelas plantas e por microrganismos como fungos,
leveduras e bactérias (DA SILVA et al., 2005, GAINVORS et al., 1994, TSUYUMU et
al., 1989). A classificagdo das enzimas pécticas estd baseada no ataque ao esqueleto
galacturonico, pela preferéncia de substrato (pectina, dcido péctico ou protopectina), acao
por transeliminagdo ou hidrélise e por clivagem randdomica (enzima endo-, ligiiidificante
ou despolimerizante) ou terminal (enzima exo- ou sacarificante) (ZHENG; SHETTY,
2000, SILVA et al., 2005).

Existem basicamente trés tipos de pectinases, como representado na Figura 7:
pectina esterase (desesterificante ou desmetoxilante), enzimas responsdveis pela remocao
dos grupos metil éster; as despolimerizantes (que incluem as enzimas hidroliticas e as
liases), estas, catalisam a clivagem das ligacdes glicosidicas das substancias pécticas e, as

protopectinases que solubilizam protopectina para formar pectina (SAKAI et al., 1993).
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Figura 7 - Modo de acdo enzimadtica das pectinases em uma molécula de pectina.
PMGL.: polimetilgalacturonato liase. PMG: polimetilgalacturonase. PMGE: polimetilgalacturonato esterase

(pectina esterase). PGL: poligalacturonato liase (pectato liase). PG: poligalacturonase

Fonte: ALKORTA et al., 1998.
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3.3.5 Aplicagdes

A pectina constitui-se em um coldide por exceléncia, e em fun¢do de seu cardter
hidrofilico, devido a presenca de grupos polares, apresenta a propriedade de envolver
grande quantidade de dgua, produzindo uma solu¢do viscosa. Em fun¢ao dessa capacidade,
a pectina é amplamente utilizada no preparo de geléias, doces de frutas, produtos de
confeitaria, sucos de frutas e em outros ramos da industria de alimentos.

Comercialmente as pectinas classificam-se no Brasil como aditivos, para os quais o
Ministerio da Saide aprova a inclusdo nos alimentos com a func@o de estabilizante,
espessante e geleificante. A quantidade a ser utilizada condiz com o percentual necessario
para se obter o efeito desejado (BRASIL, 2007).

Além do emprego em alimentos, a pectina vem sendo utilizada para remover metais
téxicos em solucdes aquosas e como agente floculante no tratamento de efluentes,
apresentando a vantagem de ser biodegraddvel e atdxica ao meio ambiente e aos seres
humanos (YOKOI et al., 2002, COELHO, 2008).

Estudos ainda sugerem que a pectina poderia ser utilizada na industria
farmacéutica, por apresentar propriedades de reduzir os niveis de colesterol no sangue de
humanos (ROS; SCHOL; VORAGEN, 1998, COELHO, 2008).

Na medicina a pectina possui propriedades tteis para o desenvolvimento de
biomateriais com aplicagdo biomédica. Este polimero € utilizado em sistemas de liberacdo
controlada (LIU et al., 2003), como agente anti-inflamatdério, anti-coagulante e em
substancias cicatrizantes. Para esta ultima aplicac¢do, sao desenvolvidos compdsitos a base
de pectinas de modo a formarem membranas, microcapsulas e géis injetdveis (OUYANG
et al. 2004).

Atualmente diversos trabalhos vém sendo realizados buscando desenvolver e
empregar materiais biodegraddveis no envolvimento de produtos alimenticios, em
substituicdo aos materiais sintéticos. Em vista disso, a pectina, em associagdo com outros
polissacarideos, mostra-se um promissor componente para formulacdo desses novos

produtos.

3.3.6  Produgao industrial
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As principais inddstrias mundiais produtoras de pectina na atualidade sdo Cpkelco,
Danisco, Degussa, Herbestreith & Fox, Obipectin e Pektowin Jaslo (CYBERCOLLOIDS,
2006). No Brasil a producao industrial de pectina citrica, extraida das cascas de laranja e
limao, teve inicio no ano de 1954, na cidade de Limeira (SP), idealizada por um italiano,
na empresa Citropectina. Essa mesma industria alterou o nome para Braspectina, em 1985,
passou a Citrus Colloids S/A, em 1993 e, quando adquirida pelo grupo Hércules, em 1998,
foi denominada CPKelco (RIBEIRO, 2002), sendo a tnica fabrica de pectina no Pais e
maior produtora mundial de pectina citrica (ACIL, 2010, CANTERI, 2010).

Comercialmente a pectina em po € classificada como de alta metoxilacio (HM ou
AM), com percentual de grupamentos esterificados na cadeia (grau de esterificacdo ou DE)
superior a 50%, na pratica entre 50 e 75%, ou de baixa metoxilagdo (LM ou BM), com DE
inferior a 50%, na pratica entre 20 e 45% (SRIAMORNSAK, 2003; OFST, 2005;
WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006). O consumo mundial de pectina, em 1987, foi
de seis mil toneladas para pectina de baixa metoxilacdo (LM) e oito mil para de alta
metoxilacdo (HM). Os precos variavam entre 7,92-8,80 ddlares/kg para LM e 11,00-13,20
dolares/kg para HM, gerando um movimento de 22 milhdes de dodlares por ano
(YALPANI; SANDFORD, 1987). Em fevereiro de 2010 o valor de venda de um
quilograma de pectina citrica de alta metoxilagdo no Brasil estava em torno de R$118,00
(cento e dezoito reais), aproximadamente $ 63.00 (sessenta e trés dodlares), numa
valorizagdo de mais de 500% em cerca de vinte anos (QUIMIBRAS, 2010, CANTERI,
2010).

Pouco se sabe sobre o processo de extracdo industrial de pectina. Este consiste
basicamente de uma etapa de extracdo vegetal em pH dcido e meio aquoso; a purificacao
desse liquido extraido e o isolamento da pectina (CHRISTENSEN, 1986). Industrialmente,
a pectina extraida € separada do bagaco utilizando prensas hidrdulicas e/ou centrifugacao.
Algumas vezes, ocorre gelatinizacdo do amido e € necessdrio tratamento enzimdtico
preliminar com amilases. Subseqiientemente o extrato € filtrado e, finalmente, concentrado.
Na preparagdo de pectinas em pd, o extrato liquido concentrado é tratado com solventes
organicos ou certos sais metdlicos para precipitar os polimeros (SAKAI et al. ,1993). A
pectina € entdo precipitada em concentragdes de etanol superiores a 45% (m/v). No
entanto, Metanol, etanol e 2-propanol podem ser usados para promover a precipitacdo da
pectina (VORAGEN et al. ,1995). Para minimizar o volume de dalcool, o extrato
clarificado pode ser concentrado em evaporadores multiestdgio até 3-4% de teor de

pectina. O precipitado obtido pela adi¢do de etanol € lavado posteriormente para remover
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contaminantes na forma de metais pesados, residuos de agrotoxicos, dcidos, acucares,
compostos fendlicos, pigmentos e outros materiais insoldveis em dlcool (VORAGEN et
al.,1995). A pectina precipitada é coletada, seca, moida e armazenada (SAKAI et al.,1993).
De uma forma geral, no armazenamento, mesmo pulverizadas, as pectinas sofrem algumas
despolimerizagdes e desmetilagcdes, num processo de auto hidrélise, ainda mais se a pectina
estiver na forma 4cida e a taxa de umidade acima de 5%. O pH de estabilidade situa-se
entre 3,5 ¢ 4,5 (THIBAULT et al. ,1991, CANTERI, 2010).

Devido as variacdes nas matérias-primas ha grandes diferencas no poder
geleificante de preparagdes de pectina (VORAGEN et al. ,1995). Para assegurar ao usudrio
a mesma forca de gel para o produto comercializado as pectinas sdo padronizadas, com
sacarose, glucose ou lactose até grau de geleificacdo de 150 °US SAG, (SAKAI et al.,
1993; VORAGEN et al. ,1995). No entanto, esta padronizacdo pode modificar a estrutura
quimica das pectinas, promovendo a saponifica¢do parcial de ésteres ou a amidagdo de

grupamentos dcidos (SAKAI et al. ,1993, CANTERI, 2010).

3.4 EXTRACAO

Embora as cascas de citricos e bagaco de mac¢a sejam as fontes tradicionais de
obtencdo da pectina comercial, existem estudos sobre extracdo de pectina de fontes
alternativas, como de girassol, abdbora, beterraba, péssego, tomate, entre outros
(SHARMA, LIPTAY ¢ MAGUER, 1998; SHKODINA et al., 1998; PAGAN e IBARZ,
1999; LEVIGNE, RALET e THIBAULT, 2002; SAHARI, AKBARIAN ¢ HAMEDI,
2003, ROVARES, 2007). No entanto, nos ultimos anos, a casca de maracujd tem sido
muito estudada como matéria-prima alternativa para extracao de pectina.

A extracdo de pectina € um processo de multiplos estagios fisico-quimicos, nos
quais a hidrélise e extragdo de macromoléculas do tecido vegetal e sua solubilizacao
sofrem influéncia de diversos fatores, entre eles estdo a temperatura, o pH e o tempo de
extracdo (PAGAN et al., 2001, KLIEMANN, 2006).

O processo de obtencdo da pectina geralmente abrange as seguintes etapas: 1)
extracdo aquosa do material da planta; 2) purificacdo do extrato liquido e 3) separacdo do
extrato da pectina do liquido. A extra¢do da pectina pode ser realizada por meio aquoso
acido, bdsico, ou com agentes quelantes ou por acdo de enzimas. O processo de extracao

em meio bdsico resulta em pectinas de baixo grau de esterificacdo, como resultado da
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saponificacdo dos grupos ésteres, enquanto que o processo de extracdo dcida geralmente
resulta em pectinas de alto grau de esterificacdo, proximo do grau de esterificagdo de
ocorréncia natural JOYE e LUZIO, 2000, ROVARES, 2007).

Peres et al. (2005) extrairam a pectina do albedo de maracuja sob refluxo a 80 °C
por uma hora (razdo soluto/solvente 1:50), com dgua acidificada com 5 mL de 4cido nitrico
0,1 N . Ap6s rendimento médio de 15,7% na primeira extragdo, o albedo parcialmente
esgotado foi novamente desidratado e utilizado para extragdo de pectina, resultando em
12,4%. Os autores concluiram que potencialmente cerca de 30% de pectina poderia ser
extraida do albedo de maracuji-amarelo.

Kliemann (2006) extraiu e caracterizou a pectina da farinha da casca do maracuja
amarelo com e sem flavedo. Foram realizadas extra¢cdes com dcidos citrico, cloridrico e
nitrico e foi observado que o rendimento e as caracteristicas da pectina extraida variaram
dependendo das condi¢des de extracdo. O melhor rendimento (70 %, base massa seca) foi
obtido com 4cido citrico, nas condi¢des de extragdao de 90 °C, pH 1,2 por 10 min, ndo
havendo diferenca estatistica entre as amostras com e sem flavedo. Entretanto, estas
condicdes de extracdo afetaram a estrutura quimica da pectina e por conseqiiéncia, a
pectina extraida apresentou baixo grau de esterificacdo. Para extragdes utilizando dcido
nitrico (razao 1:50, 90 min, 90 °C) este autor encontrou valores de 38% de rendimento,
neste caso o percentual médio de esterificacdo apresentado classifica a pectina extraida
como HM, com 75,68 % de DE.

D’ Addosio et al. (2005) extrairam e caracterizaram a pectina da casca do maracuja
amarelo em diferentes estddios de maturacdo. As extragdes foram realizadas com acido
cloridrico, fosférico e uma mistura dos dois 4cidos. A pectina com os maiores grau de
esterificagdo e teor de dcido galacturdnico, foi obtida quando 4cido cloridrico foi utilizado
como agente extrator. Em condi¢des fixas de pH, temperatura e tempo de extracdo,
obtiveram o méximo rendimento de 18,45% com H3;PO, (NaPOs)s como agente de
extracao.

Canteri (2010) estudou a extracdo de pectina das diferentes fragdes das cascas de
maracuja sob o aspecto de producdo de pectinas com alto grau de qualidade. Os resultados
mostraram que o maior conteido de pectina foi encontrado na fragdo mesocarpo, com alta
viscosidade e com baixa retencdo de compostos fendlicos. Os resultados obtidos indicam
uma evidente influéncia da matéria prima sobre a pectina resultante e suas propriedades
reoldgicas. As caracteristicas moleculares da pectina de maracujd foram afetadas

negativamente quando as farinhas das cascas de maracujd haviam sido submetidas a altas
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temperaturas. As condicOes ideais para extracdo de pectina com a mais alta viscosidade
aparente e elevada massa molar foram tempo curto (5 min), temperatura média (80 °C) e
concentracdo média de acido nitrico (50 mM). Nessas condi¢des o rendimento foi de 196 g
kg, de uma pectina com alta metoxilacdo, massa molar de 166.000 g mol', 78 % de 4cido
galacturdnico e 43 mg g de aciicares neutros.

Fishmann et al. (2000) extrairam pectina do albedo da laranja através de
aquecimento por microondas sob pressdao. O tempo de extracdo variou de 2,5 a 8 minutos.
A pectina solubilizada foi caracterizada através da massa molar e viscosidade intrinseca
por cromatografia de exclusdo por alta pressdao. A massa molar e a viscosidade diminuiram
com o aumento do tempo de extragdo. Nos tempos de 2,5 a 3 minutos a massa molar e a
viscosidade da pectina do albedo da laranja foram maiores que da pectina citrica comercial,
quando a razdo de albedo para solvente era de 1:25. A possivel explicagdo desses
resultados € que em curtos periodos de extrac@o a pectina foi solubilizada em uma estrutura
compacta em rede, que foi separada em componentes assimétricos com o tempo.

O efeito do aquecimento por microondas no tecido da casca de laranja e na
qualidade da pectina extraida foi pesquisado por Kratchanova, Bénémou e Kratchanov
(2004). Como resultado, a extragdo de pectina foi facilitada por esse aquecimento prévio.
Um rendimento considerdvel de pectina e um melhoramento de massa molecular, grau de

esterificacdo e forca de gel foram obtidos.

3.5 PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DAS PECTINAS

3.5.1 Grau de esterificacao (DE)

O grau de esterificacdo (DE) ou grau de metoxilacdo (DM) das pectinas € definido
como a relacdo de unidades de 4cidos galacturdnicos esterificados por unidade de acido
galacturonico total. A propor¢cao de metoxilagdo, ou de grupos carboxilicos esterificados, é
expressa pelo conteido de metoxilas. A quantidade destes grupos desempenha um
importante papel na capacidade da pectina para formar um bom gel, sendo pardmetro para

indicar as propriedades fisicas ou funcionais das pectinas (WONG, 1995).
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O percentual de grupos esterificados (DM ou DE) é mais comumente determinado
por titulacdo (BOCHEK et al. , 2001) ou ligacdo com cobre, também usado para andlise do
teor de acido galacturdnico (CANTERI, 2010).

O grau de substituicao de ésteres nas pectinas determina o mecanismo de formagao
de géis, sua conformagdo e suas propriedades reoldgicas. Pectinas com um alto grau de
metoxilacdo (HM) podem geleificar a pH abaixo de 3,5. E também quando a atividade de
agua é reduzida pela adi¢do de um co-soluto como sacarose até a concentracao de 55% em
massa. Géis de pectinas HM e acicar sdao formados por uma combinagdo de efeitos
hidrofébicos e hidrofilicos.

Ja as pectinas de baixa metoxilagdo (LM), formam géis por uma reagdo com célcio
chamada de mecanismo ‘“egg-box”. Estes géis sdo afetados pelo tipo de soluto utilizado
(agucares) e pela temperatura. O soluto pode afetar a forca do gel, bem como a taxa de

desenvolvimento da estrutura (NORZIAH et al., 2001).

3.5.2  Massa Molar e homogeneidade

A massa molar das pectinas pode ser varidvel de acordo com a fonte vegetal,
matéria-prima e condi¢des de extracdo, mas sua determinacdo € um desafio devido aos
problemas de heterogeneidade e agregacdo, além da usual larga distribuicdo (SAKAI et al.,
1993; VORAGEN et al. , 1995).

Os valores citados na literatura para a massa molar das pectinas variam entre
20.000 g mol™ a 360.000 g mol™ e as amostras comerciais entre 35.000 g mol™ a 120.000
g mol’'. Em fungdo da polimolecularidade das substincias pécticas, os valores médios
podem diferir até de um fator de 10. Além dos fatores j citados, essa importante variacao
pode ser explicada pela utilizacdo de métodos diferentes de extracdo ou determinacdo da
massa molar (THIBAULT, 1980, CANTERI, 2010).

Para determinacdo da homogeneidade e da massa molar absoluta das pectinas uma
técnica que vem sendo utilizada em industrias de alimento € a Cromatografia de exclusdo
estérica de alta pressdao usando detectores de espalhamento de luz e indice de refracdo
(HPSEC-MALLS) (CORREDIG, KER e WICKER, 2000). Além de sua eficiéncia na
determina¢do de massa molar e conformacdo do polimero, ndo € necessdrio a utilizacdo de

padroes (CARCELLER e AUSSENAC, 2001; KLIEMANN, 2006).
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Nessa cromatografia, uma dispersdo com o polimero € carreada através de uma
coluna recheada com um gel poroso, que permite a penetracdo de cadeias poliméricas e
exclusdo das cadeias maiores. Um pico simétrico de eluicdo ¢é indicativo de
homogeneidade (PAZUR, 1994). As cadeias de massa molar menor sdo eluidas em atraso
com relagdo as cadeias de massa molar mais elevada. A escolha correta do tamanho e da
distribuicao dos poros do gel possibilita uma separacdo continua de massas molares da

amostra polimérica (CANEVAROLO JR, 2002).

3.5.3  Composi¢do monossacaridica

Os monossacarideos, obtidos a partir da hidrolise das ligacdes glicosidicas por
acidos fortes, podem ser quimicamente reduzidos com borohidreto e acetilados com
anidrido acético, resultando em acetatos de alditol. Essas substincias sdo volateis em
diferentes temperaturas e podem ser separadas pela cromatografia liquido/gas (GLC),
utilizando uma coluna capilar adequada. Os derivados volateis sdo arrastados através da
coluna por um gés inerte para um detector. Com a utiliza¢do de gradiente de temperatura,
os agucares irdo eluir em diferentes tempos e, a partir da comparacdo com o
comportamento de padrdes tratados similarmente, pode-se determinar a razdo molar de
cada aguicar na amostra original (CARPITA; McCANN, 2000; CANTERI, 2010).

Para determinacao de acticares neutros, a cromatografia a gas é preferivel a liquida
de alta pressdo, devido a uma série de fatores. Além da sensibilidade, permitindo a andlise
de quantidades menores que nanomols de carboidratos, mostra-se menos susceptivel a
interferéncias, como de sais ou proteinas (CHAPLIN, 1994).

A determinagdo de 4cidos urdnicos € possivel através de um método proposto em
1973 por Blumenkrantz e Asboe-Hansen. Esse método apresenta elevada sensibilidade e
especificidade, com menor interferéncia por acticares neutros como a glucose, a galactose,
a xilose, a arabinose, a ramnose, a frutose ou componentes fendlicos (DONER, 1986;

IBARZ et al. , 2006; CANTERI, 2010).

3.5.4  Propriedades reoldgicas

A reologia pode ser vista como a ciéncia da deformacdo e do escoamento da

matéria, ou seja, € o estudo da maneira, segundo a qual os materiais respondem a aplicagcdo
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de uma determinada tensdo ou deformacdo (TONELI et al., 2005). A resisténcia de um
fluido de massa molar contra qualquer mudanca posicional de seu elemento volumétrico é
responsavel pela grandeza fisica conhecida por viscosidade (BIRD; LIGHTFOOT, 2004).

De uma maneira geral, os fluidos podem ser classificados reologicamente em
Newtonianos e ndo-Newtonianos. Comportam-se como fluidos Newtonianos, todos os
gases e todos os liquidos compostos de moléculas pequenas (até massas moleculares da
ordem de 5000). Nos fluidos Newtonianos, ha proporcionalidade entre tensao cisalhante e
a taxa de cisalhamento e uma unica determinac¢do experimental € suficiente para definir o
unico parametro reolégico (BIRD; LIGHTFOOT, 2004).

Os fluidos ndo-Newtonianos ndo apresentam uma relacdo linear entre a tensdao
cisalhante e a taxa de cisalhamento e, devido as interacdes entre seus componentes, 0S
valores obtidos s@o considerados como viscosidade aparente.

O conhecimento do comportamento reolégico das solucdes de polissacarideos € de
fundamental importancia no projeto, na avaliacio e na modelagem de processos. Além
disso, as propriedades reoldgicas sdo indicadores da qualidade do produto e desempenham
um papel fundamental na anélise das condicdes de escoamento em processos de alimentos
como pasteurizagcdo, evaporacdo e secagem (MARCOTTE et al., 2001; MORRIS, 1995;
LAPASIN e PRICL, 1999).

Lapasin e Pricl (1999), em seu estudo sobre reologia de polissacarideos industriais,
ressaltam que o comportamento reol6gico dos materiais, pode ser afetado por uma série de
fatores, tais como: mudangas na forca idnica, na temperatura ou em outros parametros do
solvente, estes, por sua vez, podem induzir uma transi¢cdo conformacional, modificando a
resisténcia hidrodindmica da macromolécula ao escoamento. Além disso, se a concentracao
do polimero for suficientemente alta, as variagdes descritas acima podem promover
mudancas estruturais em um nivel supramolecular e, conseqiientemente, modificar o
comportamento reolégico (MORRIS, 1995; LAPASIN e PRICL, 1999).

Os polissacarideos em solugdes diluidas encontram-se na forma de espirais
desordenadas e aleatdrias, cuja forma flutua continuamente através do movimento
Browniano. As propriedades apresentadas por essas solugdes estdo associadas ao grau de
ocupacdo do espago pelo polimero. Sob baixas concentracdes, a solu¢do é formada por
ilhas de espirais que estdo bem separadas umas das outras e completamente livres para se
movimentarem de forma independente. Com o aumento da concentracdo, entretanto, as
espirais comecam a se tocar e pode haver a formagdo de moléculas adicionais pela

sobreposi¢cdo, ou pela acomodagcdo de uma espiral na outra. Com a formacdo dessas
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sobreposi¢des, as cadeias individuais poderdo se movimentar somente pelo processo de
contor¢do através da rede emaranhada de cadeias vizinhas. O inicio do processo de
sobreposicdo das espirais € determinado por dois fatores: o nimero de cadeias presentes
(proporcional a concentracdo) e o volume que cada uma ocupa (associado a massa
molecular) (MORRIS, 1995; LAPASIN e PRICL, 1999).

Um pardmetro conveniente para a caracterizacdo do volume das espirais € a
viscosidade intrinseca ou o ndmero limite de viscosidade, [n], que mede o aumento
fracional na viscosidade por unidade de concentracao de cadeias isoladas (MORRIS, 1995;
LAPASIN e PRICL, 1999). Para qualquer polissacarideo especifico, a viscosidade

intrinseca aumenta com a massa molecular.

3.5.5 Difragdo de Raios-X

A difratometria de raios-X corresponde a uma das principais técnicas de
caracterizacdo micro estrutural de materiais cristalinos. Sendo muito utilizada na
investigacdo de estruturas poliméricas. O principio da difracdo depende do fendmeno de
interferéncia que ocorre quando uma onda em movimento é espalhada a partir de um
numero de centros e esses centros t€m relacio direta com os dominios cristalinos e amorfos
presentes em sua estrutura (BILLMEYER Jr, 1984).

Os raios-X ao atingirem um material podem ser espalhados elasticamente, sem
perda de energia pelos elétrons de um 4dtomo. O féton de raios-X apds sua colisdo com o
elétron muda sua trajetéria, mantendo, porém, a mesma fase e energia do féton incidente.
Sob o ponto de vista da fisica ondulatéria, pode-se dizer que a onda eletromagnética é
instantaneamente absorvida pelo elétron e reemitida. Caso os atomos que geram este
espalhamento estejam arranjados de maneira sistemdtica, como em uma estrutura
cristalina, apresentando entre eles distancias préximas ao do comprimento de onda da
radiacdo incidente, pode-se verificar que as relacdes de fase entre os espalhamentos
tornam-se periddicas e que os efeitos da radiacdo de raios-X podem ser observados em
varios angulos.

Considerando-se dois ou mais planos de uma estrutura cristalina, as condi¢des para
que ocorra difracdo dos raios-X vao depender da diferenga de caminho percorrido pelos

raios-X e do comprimento de onda da radiacdo incidente.
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Em uma estrutura cristalina com dois ou mais planos, as condi¢des para que ocorra
a difracdo de raios-X dependerdo da diferenca de caminho percorrido pelos raios-X e o
comprimento de onda da radiacdo incidente. Esta condicdo se baseia nos principios de
Bragg (Equacdo 1), nos quais um cristal € apresentado como um conjunto de planos
refletores, com espagcamento uniforme, de onde os raios-X incidentes num angulo teta sdo

refletidos num mesmo angulo teta (CARBINATTO, 2010).

n-A=2-d-senf (1)

Onde: n é um ndmero inteiro;
d € a distancia entre os planos cristalinos (indice de Miller);
A é o comprimento de onda da radiacdo utilizada;

0 € o angulo de incidéncia dos raios-X.

Desta forma, o estudo da estrutura interna de um material cristalino depende da
radiacdo penetrante nesse material e dos efeitos de interferéncia resultantes do
espalhamento provocado pela sua estrutura. Os raios-X tém poder de penetracdo e mostram
os efeitos de interferéncia desde que eles tenham comprimento de onda da mesma ordem
de magnitude do espagamento entre os planos do cristal (BILLMEYER JR, 1984).

Os compostos sdlidos sdo considerados cristalinos, amorfos ou com dominios
cristalinos e amorfos (semicristalinos) e difratam facilmente a radiacdio X. Em
difratogramas originados por polimeros € possivel observar um acentuado halo amorfo e
também partes bem definidas que correspondem aos dominios cristalinos, ou seja, as

regides ordenadas presentes na amostra (CANEVAROLO JR, 2004).



25

4  MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

As amostras das cascas de maracuja amarelo utilizadas neste trabalho foram obtidas
na Polpa Norte, industria produtora de polpas de frutas, localizada na cidade de Japurd no
Estado do Parand tratando-se, portanto, de um residuo gerado pela empresa. O material
coletado na empresa foi congelado (-15 + 2 °C) até o momento do uso. As amostras eram
compostas do pericarpo da fruta, isto é, a parte integral das cascas. O material ndo passou
por nenhum tipo de selecdo prévia, sendo utilizado diretamente como foi gerado pela
industria.

Todos os reagentes utilizados tinham pureza analitica. A pectina citrica comercial,
utilizada para comparagdo, era da marca Vetec P.A., Brasil, com alto grau de metoxila¢ao

(HM).

42 METODOS

4.2.1 Preparo da matéria-prima

As cascas foram lavadas em 4dgua corrente para o seu degelo e submetidas a um
processo de branqueamento, que visa a inativacdo enzimatica. Para isto, as cascas foram
imersas em 4gua a temperatura de 97 °C durante 3 minutos, imediatamente depois, foram
transferidas para outro banho com 4dgua a temperatura ambiente, sendo mantidas por 15
minutos.

Ap6s a remocdo do excesso de dgua, por prensagem em tecido de algoddo, as
cascas foram desidratadas em estufa com circulagdo for¢cada de ar a 50 °C até massa
constante e trituradas em liquidificador até a obtencdo de uma farinha com granulometria
inferior a 495 um, denominada FCM. As amostras foram acondicionadas em sacos de
polietileno e mantidas em temperatura de congelamento (-15 + 2 °C) até o momento do

uso.



26

4.2.2 Andlises fisico-quimicas da matéria-prima

A determinag¢do da umidade foi realizada por secagem direta em estufa a 105 °C,
até massa constante. O teor de cinzas foi determinado por aquecimento em mufla a 550 °C.
Ambas as andlises foram realizadas em triplicata, segundo as normas do Instituto Adolfo
Lutz 012/1V e 018/IV (1985).

As andlises de proteinas (N x 5,75), lipideos e fibra bruta foram realizadas segundo
metodologia descrita em AOAC, 16* edicdo (1998), sendo os cdlculos realizados em base
umida. Os carboidratos foram determinados pela diferenca dos parametros mencionados

acima.

4.2.3 Metodologia para a extracdo de pectinas

As pectinas foram extraidas das cascas de maracujd amarelo através de dois
métodos distintos: extracdes realizadas em um sistema de condensagdo aquecido por banho
termostatico, denominado de método convencional e extragdes efetuadas sob aquecimento

em microondas. As metodologias sdo descritas abaixo.

4.2.3.1 Extracdo de pectina pelo método convencional

Este processo de extracdo foi realizado segundo a metodologia de Canteri (2010)
com algumas modificagdes. A pectina foi extraida sob refluxo em um sistema de
condensagdo. Adaptou-se a um baldo de fundo redondo um banho termostitico, um
condensador de bolas e um termoémetro.

Para cada extracdo foram preparadas separadamente 100 mL de uma suspensio
contendo a farinha das cascas do maracuja (FCM), que posteriormente sofreu a adi¢do de
100 mL de uma solug@o dcida com o pH ajustado de forma que a suspensdo final (200
mL) apresentasse a concentracdo prescrita para o ensaio. Para o preparo da suspensio,
foram adicionados ao baldao de fundo redondo 4 g da farinha da casca do maracuji e 100
mL de &dgua destilada, quando a suspensdo de FCM e a solucdo 4cida atingiram a
temperatura desejada (70, 80 e 90 °C) a solucdo acida foi adicionada ao baldo contendo a
amostra da FCM. Esta suspensdo 4cida final deveria apresentar razao solido-liquido 1:50

(m/v).
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Para a extracdo o sistema foi mantido na temperatura desejada durante o tempo
estabelecido para o ensaio (10, 20 e 40 min). A suspensdo, ainda quente, foi filtrada a
vacuo em tecido sintético, o retido foi descartado e o filtrado, contendo as pectinas
soluveis, foi resfriado em banho de gelo até 4 °C.

Para o isolamento da pectina solivel, o extrato dcido liquido foi adicionado a dois
volumes de alcool etilico absoluto (1:2 v/v), ambos a cerca de 4 °C. Para isto, a solucdo
contendo as pectinas foi gotejada lentamente, sob agitacdo magnética, em um Becker
contendo o dlcool. Esta mistura foi agitada por 10 minutos e deixada em repouso por
aproximadamente 30 minutos para permitir a flotacdo da pectina. A pectina foi separada
por filtragdo a vicuo em filtro de papel. O gel foi imerso em dlcool etilico absoluto por
aproximadamente 12 horas, em seguida, foi parcialmente desidratado pela imersdao em
acetona por poucos minutos e conduzido a estufa de circulagdo a 40 °C até massa constante
(cerca de cinco horas).

O processo de extragdo e isolamento da pectina estd esquematizado na Figura 38A

(ANEXO A).

4.2.3.2 Extracdo de pectina sob aquecimento em microondas

Este processo de extracao foi realizado em um sistema composto de um Becker de
600 mL, parcialmente fechado por um vidro, que foi submetido a um aquecimento em
forno de microondas da marca CCE, modelo M — 304.

Foram adicionados ao Becker de 600 mL, 4 g da farinha de cascas de maracuja e
100 mL de dgua destilada, posteriormente, adicionou-se 100 mL de uma solug@o dcida com
concentracdo ajustada para que o pH final da suspensdo fosse igual a 2. O Becker foi
parcialmente fechado por um vidro relogio e levado ao aquecimento em microondas
durante um periodo de tempo pré-determinado. Faz-se necessdrio um Becker com
capacidade superior ao volume da suspensdo devido ao fato de que h4 formacao de bolhas
e estas tendem a transbordar a superficie do recipiente.

Como o sistema de extracdo manteve-se parcialmente aberto, havia a evaporacao
gradativa do solvente. Com o intuito de manter a concentragdo da suspensio constante, a
quantidade de dgua evaporada era reposta ao sistema. Para isto, construiu-se uma curva de
evaporagdo de dgua versus tempo, e através desta, conheciamos o volume de dgua perdido.
Assim, em periodos de um ou dois minutos, o forno era desligado e a quantidade de dgua

perdida rapidamente reposta ao sistema que retornava ao aquecimento. A suspensio ainda



28

quente era filtrada em tecido sintético e as etapas seguintes de purificacdo e isolamento
seguem como a metodologia descrita no item 4.2.3.1.

As varidveis estudadas com efeito sobre o rendimento da extracdo foram: tipo de
acido (nitrico, acético ou tartdrico), tempo de extracdo (3, 6 ¢ 9 minutos) e a poténcia

emitida pelo forno de microondas (627,9 e 355,8 W).

4.2.4 Planejamento experimental

Para extracoes realizadas através do processo convencional as seguintes varidveis
foram avaliadas: pH da solucdo extratora, temperatura (T) e tempo de extracdo (te) para
trés tipos de 4cidos: nitrico, acético e tartdrico. Para avaliar a importancia desses fatores e
selecionar os significativos, utilizou-se um planejamento experimental cujo modelo €
descrito por Box e Behnken (1960). Cada varidvel foi estudada em trés niveis (-1,0e +1) e
os experimentos foram realizados aleatoriamente. Este modelo foi escolhido por apresentar
um uso eficiente de ensaios experimentais para experimentos fatoriais 33 (trés fatores em
trés niveis). As varidveis e niveis utilizados para os ensaios e também a concentracao de

acido correspondente aos valores de pH sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Varidveis e niveis utilizados no planejamento experimental e concentragdo de

acido correspondente aos valores de pH.

Niveis
Variaveis -1 0 1
pH 21 20 19
T (°C) 70 80 90

te (min) 10 20 40

Concentraciao (mol/L)
Nitrico 0,0079 0,010 0,013
Acético 3,60 571 9,07
Tartarico 0,069 0,11 0,17

T: temperatura; te: tempo de extracao.
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Para extracdes sob aquecimento em microondas um planejamento fatorial completo
foi utilizado para analisar o efeito da poténcia emitida pelo equipamento (627,9 W e 355,8
W) e do tempo de exposicao (3, 6 € 9 minutos) sobre o rendimento de pectina.

Para comparacdo das médias aplicou-se o teste de Tukey com um nivel de

significancia de 5%. Os dados foram analisados com auxilio do programa Statistica 7.1.

4.2.5 Rendimento gravimétrico

O percentual de rendimento gravimétrico de pectina para cada extracdo foi
calculado a partir da razdo entre a massa da pectina desidratada e a massa da farinha

utilizada como matéria-prima (CANTERI, 2010).

4.2.6 Caracterizacao das pectinas

Amostras de pectina extraidas nas condi¢des que geraram o maior rendimento para
cada tipo de 4cido e processo de extracdo analisado foram caracterizadas e comparadas a
pectina citrica comercial (Vetec) quanto ao teor de umidade, cinzas, grau de esterificacdo,
composi¢do monossacaridica, determinacdo da homegeneidade, viscosidade aparente e

morfologia.

4.2.6.1 Umidade

A determinag¢do da umidade foi realizada por secagem direta em estufa a 105 °C,
até massa constante. As andlises foram realizadas em triplicata, segundo as normas do

Instituto Adolfo Lutz 012/1V, (1985).
4.2.6.2 Cinzas
O teor de cinzas foi determinado por aquecimento em mufla a 550°C. As andlises

foram realizadas em triplicata, segundo as normas do Instituto Adolfo Lutz 018/IV, (1985).

4.2.6.3 Determinagdo do grau de esterificagdo (DE)
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O DE foi determinado por titulagdo poténciométrica pelo método proposto por
Bochek; Zabivalova; Petropavlosvskii (2001). Amostras de pectina seca (0,5 g) foram
solubilizadas em 50 mL de dgua destilada, para isto, a amostra permaneceu sob agitacao
magnética a 40 °C por aproximadamente uma hora e posteriormente, em um recipiente
hermeticamente fechado, permaneceu em estufa a 40 °C por cerca de 12 horas (overnight),
até sua completa dissolugdo. Esta solugdo foi titulada com NaOH 0,05 N, em presenca de
fenolftaleina, sendo o volume gasto registrado como inicial (V).

Um processo de saponificacdo foi realizado pela adi¢do de 10 mL de NaOH 0,05 N,
seguido de agitacdo magnética por trinta minutos. Esta solucdo foi posteriormente
neutralizada pela adi¢do de 10 mL de HCI 0,05 N. O excesso de HCI foi titulado com
NaOH 0,05 N e o resultado registrado como volume final (V).

As solucdes de NaOH e HClI foram devidamente fatoradas e preparadas
imediatamente antes da realizacdo da andlise, j4 que apresentam baixa estabilidade. Para
evitar a grande variagdo de resultados observada numa mesma amostra analisada em
diferentes periodos, uma amostra de pectina citrica comercial com grau de esterificacdao
conhecido (Vetec), foi utilizada para calcular um fator de correcdo para calibragdo dos
resultados, a cada vez que uma nova determinacao era feita.

O DE em porcentagem foi calculado através da equacdo 1.

V2

E=—2_100 (1)
V1+V2

4.2.6.4  Determina¢do da Composi¢cdo monossacaridica

Esta andlise foi realizada pelo departamento de bioquimica e biologia molecular da
Universidade Federal do Parand em colabora¢cdo com a Prof”. Carmen Lucia de Oliveira

Petkowicz.

Monossacarideos neutros

Para determinacdo da composicdo monossacaridica das fracdes em termos de
acucares neutros as amostras foram hidrolisadas com acido trifluoracético 2 M, durante 5 h
a 100 °C. Ao término da hidrdlise o excesso de 4cido foi removido por evaporacio
(BIERMANN, 1989). Ap6s a hidrdlise dcida total, os monossacarideos foram solubilizados

em agua destilada e reduzidos pela adi¢do de cerca de 10 mg de boroidreto de sédio por
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16h a 4 °C (WOLFROM; THOMPSON, 1963b). Posteriormente, foi adicionado resina
catidnica fortemente dcida para remocdo dos ions Na'. As solu¢des foram filtradas e o
solvente evaporado a vacuo. Adicionou-se 1 mL de metanol para remocao do dcido bérico
e o borato de metila formado foi evaporado a vacuo. Este processo foi repetido por trés
vezes. Os alditéis formados foram acetilados pela adicdo de 0,5 mL de anidrido acético e
0,5 mL de piridina, em tubos vedados, permanecendo durante 12 horas a temperatura
ambiente (WOLFROM; THOMPSON, 1963a). A reacdo foi interrompida pela adi¢ao de
gelo, sendo a seguir procedida a extracdo dos acetato de alditdis, através da adi¢dao de
cloroférmio e posterior eliminacdo de piridina em tratamentos sucessivos com sulfato de
cobre 5% e 4gua destilada. Apds a evaporagcdo do solvente, os acetatos de alditdis
formados foram submetidos a cromatografia liquido-gasosa (GLC) para determinacdo da
composi¢ao dos monossacarideos neutros.

Os acetatos de alditéis resultantes foram analisados por GLC usando um
cromatégrafo Trace GC Ultra (Thermo Electron Corporation) equipado com uma coluna
capilar DB-225 (0,25mm x 30m). As temperaturas do injetor e do detector por ionizagdo de
chama (FID) foram de 250 °C e 300 °C, respectivamente. A temperatura do forno foi
programada de 100 °C a 215 °C a uma taxa de aquecimento de aquecimento de 40 °C/min.

Hélio foi utilizado como gds de arraste, a um fluxo de 1,0 mL/min.

Monossacarideos dcidos
A dosagem de 4cidos urdnicos foi realizada pelo método de Blumenkrantz e Asboe-
Hansen (1973), tendo como solu¢do padrio acido galacturdnico nas concentragdes de 10-

100 pg/mL e leitura em 520 nm. As andlises foram realizadas em quadruplicata.

4.2.6.5 Determinagdo da homogeneidade

As amostras foram analisadas por cromatografia de exclusdo estérica acoplada a
detector de espalhamento de luz laser de multidngulos e detector diferencial de indice de
refracdio (HPSEC-MALLS/RI). As andlises foram realizadas em um equipamento
constituido por uma bomba HPLC (Waters 515), injetor, 4 colunas de ultrahydrogel — 120,
250, 500 e 2000 — com limites de exclusiao 5.10° , 8.104, 4.10° e 7.10° respectivamente,
DAWN DSP Light Scattering (Wyatt Technology) e um detector de indice de refracdo
diferencial modelo 2410 (Waters). O eluente utilizado foi uma solu¢do de NaNO, 0,1 M

contendo 200 ppm de NaNj. As amostras foram solubilizadas na concentragao de 1,5 m/m
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na solug@o do eluente. Antes das andlises as amostras foram filtradas em membranas de
acetato de celulose com poro de 0,22 um. Esta andlise foi realizada no departamento de
bioquimica e biologia molecular da Universidade Federal do Parana em colaboragdo com a

Prof®. Carmen Lucia de Oliveira Petkowicz.

4.2.6.6 Viscosidade aparente

A caracterizacdo reoldgica das pectinas foi realizada segundo a metodologia
adotada por Kliemann (2006). As dispersdes foram preparadas pela dissolu¢io da pectina,
na concentragdo de 1 g/, em dgua destilada contendo cloreto de sédio 0,155 M. A
utilizacdo de dgua salina é necessdria para que a forca idnica total da dispersdo seja
mantida constante durante a dilui¢do (THIBAULT et al. , 1991).

Os reogramas foram obtidos em redmetro rotacional (Brookfield Engineering
Laboratories, model RVDYV III ULTRA), com cilindros concéntricos, utilizando um sensor
SC4-18, variando-se a taxa de deformacao até 300 sTA temperatura foi mantida constante
(30 °C +/- 2 °C) e as amostras foram mantidas em repouso por cerca de 10 minutos para
relaxamento e perda de histérico de cisalhamento. As medidas foram realizadas em
triplicata. A viscosidade aparente foi obtida da razdo da tensdo de cisalhamento (Pascal)

pela taxa de deformacdo (s1). Os dados foram coletados pelo software Rheocalc (R) 32

(edicdo 2.5) e os reogramas foram construidos através do programa Excel.

4.2.6.7 Difragdo de Raios-X

Amostras de pectina desidratadas foram submetidas a difracdo de raios-X. A andlise
foi realizada em difratdmetro da marca Shimadzu - modelo D 6000, com fonte de ions
cobre 40 kV e 35 mA. Os pardmetros utilizados foram: dngulo (26) entre 5 e 50 °; passo de

0,015 °; tempo/passo de 10 s; e velocidade de 0,0015 °/s.

4.2.6.8 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para visualizagao da morfologia das amostras de pectina desidratada, utilizou-se um
microscépio eletronico de varredura Shimadzu SS — 550, Superscan, software Superscan
SS-550. As amostras foram aderidas em um suporte com a utilizacdo de uma fita dupla-
face condutora de carbono e posteriormente metalizadas com ouro para garantir a

condutividade elétrica de sua superficie de observacao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CASCAS DE MARACUJA AMARELO

5.1.1 Aspectos Visuais

A Figura 8 ilustra (na esquerda) o aspecto visual das cascas de maracujé utilizadas
como matéria-prima para as extracdes, este material € um residuo gerado por uma industria
produtora de suco. Do lado direito da imagem podemos observar a aparéncia final da
farinha de cascas, produzida por secagem em estufa, moagem e posterior peneiramento

(granulometria inferior a 495 um).

Figura 8 — Aspectos visuais das cascas de maracuji e da farinha de cascas (FCM) que

foram utilizadas como matéria-prima para as extragoes.

As Figuras 9, 10 e 11 representam as imagens de microscopia eletronica de
varredura para a farinha de casas de maracujé antes e apds sofrerem o processo de extracao
acida, através da metodologia convencional e por aquecimento em microondas,
respectivamente.

Como podemos observar ambos os processos de extracio promovem um aumento
da porosidade do material. No entanto se compararmos as Figuras 10 e 11 percebe-se que o
aquecimento sob microondas proporcionou um considerdvel aumento na porosidade
capilar das cascas de maracuja. Resultado do aumento da temperatura e pressao no interior
do tecido do fruto, gerado pelo aquecimento sob microondas. Dessa forma, o material fica

superficialmente mais exposto, facilitando com isto, a extragdao de pectina.
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Kratchanova et al. (2004), também observaram este comportamento ao estudarem a
extragdo de pectina de cascas de laranja sob aquecimento em microondas, os autores
concluiram que este aquecimento causou a ruptura das células parénquimais do material.
Sendo que o dano ao tecido da planta aumentou com o aumento na intensidade do campo

de microondas, que foi expressa pelo aumento dos espagos intracelulares.

150 40w

Figura 9 — Microscopia eletronica de varredura para a farinha de cascas de maracuja

(ampliagao de 200 X).

Figura 10 — Microscopia eletronica de varredura para a farinha de cascas de maracuja apds

o processo de extracdo convencional de pectina (ampliagao de 200 X).
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Figura 11 — Microscopia eletronica de varredura para a farinha de cascas de maracuja apos

o processo de extracdo de pectina por aquecimento em microondas (ampliacdo de 200 X).
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5.1.2 Composi¢do centesimal da farinha de cascas de maracuja

Os resultados obtidos na determinacdo da composicdo centesimal da farinha de

cascas de maracuja estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Composi¢do quimica da farinha de cascas de maracuj4.

Componentes (%)
Umidade 9.8
Cinzas 4.0
Lipideos 1,07
Proteina (N x 5,75) 6,46
Fibra bruta 50,98
Carboidratos 27,69

Os resultados encontrados para a composi¢do centesimal da farinha de cascas de
maracuja estdo de acordo com os obtidos por Kliemann (2006), Rovares (2007), Martins,
Guimardes e Pontes (1985) e Oliveira et al. (2002). Sendo que certas variagdes sao
aceitdveis, ja que dependem principalmente do estddio de maturacdo do fruto, tendo em
vista que o amadurecimento do fruto leva a perda de umidade, o que acarreta a
concentracdo dos demais constituintes, além de outros fatores, tais como o lugar de plantio
e as condi¢des genéticas da planta (GARCIA e FARINAS, 1975).

O teor de umidade da farinha da casca de maracujd encontra-se dentro dos limites
estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), que estipula o
maximo de 15% (m/m) de umidade para farinhas (BRASIL, 2005). O baixo teor de
umidade garante que o material possua boa estabilidade fisica e quimica até o momento do
uso.

Os valores de cinzas (4,0 %) encontrados nas amostras, segundo Kliemann (2006),
indicam o produto como boa fonte de minerais, se comparado a outras farinhas comerciais,
como farinha de trigo - 0,68 %, fuba de milho amarelo - 0,71 % (GUILHERME e JOKL,
2005), farinha de mandioca — 1,2 % e farinha de arroz — 0,6 % (IBGE, 1999).
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As amostras de farinha das cascas apresentaram um alto teor de fibra bruta
(50,98%). Gomes (2004) encontrou 79,77% de fibras alimentares totais na farinha da casca
de maracuja amarelo, Kliemann (2006) encontrou 64,8% em amostras de farinha da casca
do maracuja com flavedo e Pinheiro (2007) obteve 57,36% de fibras totais.

A pectina trata-se de uma fibra solivel, assim, o seu teor estd contabilizado na
porcentagem de carboidratos. O alto valor encontrado (27,69%) demonstra o potencial

desse subproduto cascas de maracuja como matéria-prima para extragao de pectina.

5.2 EXTRACAO

5.2.1 Extracdo através da metodologia convencional

O processo de extracdo de pectina € afetado por muitos fatores, entre eles estdo: a
temperatura, o tempo de extracdo e o tipo de acido utilizado. Para avaliar a significancia
destes efeitos no rendimento de pectina foi utilizada a metodologia de superficie de
resposta através de um planejamento experimental descrito por Box Bhenken. A resposta
(rendimento) foi submetida a regressdo nao linear multipla para obten¢cdo de um modelo
polinomial de segunda ordem.

O planejamento e os rendimentos obtidos para os trés dcidos estdo apresentados na
Tabela 4.

Os valores dos coeficientes dos modelos de regressdo para os 4cidos acético,
tartarico e nitrico sdo apresentados na Tabela B11 (ANEXO B). O teste t-Student foi
realizado com 16 graus de liberdade e um nivel de significancia de 5%.

As equagdes 2, 3 e 4 representam os modelos construidos para o rendimento de
pectina a partir das extracdes realizadas com os 4cidos tartdrico, nitrico e acético,
respectivamente. As Figuras 12, 13 e 14 ilustram as superficies de reposta obtidas a partir
destes modelos de regressdo para os correspondentes 4dcidos. A qualidade do ajuste da
equacdo do modelo polinomial foi expressa pelo coeficiente de determinacdo R?, cujos
valores sdo: para o 4cido tartarico 0,79; acético 0,97 e nitrico 0,98. Os quais indicam que o
modelo representou satisfatoriamente, para os dois udltimos 4cidos, a relacdo entre os

parametros analisados.
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Tabela 4 — Planejamento experimental e rendimento de pectina, extraida pelo processo
convencional a partir das cascas do maracujd amarelo utilizando os &cidos: Acético,

Tartarico e Nitrico.

Variaveis Rendimento (%)

pH T (°C) te (min) Acido Acético Acido Tartirico  Acido Nitrico

2,1 70 20 7,88 13,58 10,10
2,1 90 20 10,70 15,92 11,78
1.9 70 20 6,80 12,99 9,47
1.9 90 20 8,95 15,32 14,10
2,1 80 10 7,79 13,38 9,90
2,1 80 40 10,05 19,77 13,30
1.9 80 10 7,17 13,16 9,98
1.9 80 40 9,10 24,18 12,65
2,0 70 10 6,24 10,78 7,89
2,0 70 40 9,33 18,17 12,90
2,0 90 10 8,40 14,62 11,20
2,0 90 40 10,02 19,04 12,94
2,0 80 20 6,56 12,92 9,20
2,0 80 20 6,67 13,02 9,00
2,0 80 20 6,00 12,94 8,89

te: Tempo de extracdo

Para extracdes com os 4cido tartdrico e nitrico o pH e o tempo de extragao foram as
variaveis que afetaram significativamente o rendimento da extragdo. O pH mostrou ser a
varidvel de maior importancia para estes sistemas, sendo que o rendimento da extracdo €
favorecido a medida que o valor do pH diminui e o tempo de extracdo aumenta. A
temperatura nao afetou o modelo ao nivel de significAncia considerado, no entanto, é
possivel perceber através da superficie de resposta gerada um aumento no rendimento em

temperaturas mais elevadas.

Rendimento (%) = 641,28 - 676,82 pH yuyiirico + 173,13 pHaririco + 0,009 t° )
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Figura 12 - Superficie de resposta para o rendimento gravimétrico de

pectina para
extragdes realizadas com 4cido tartérico.

Rendimento (%) = 459,98-457,83 pH nivico+ 127,88 pH nivico” +0,003 té° (3)
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Figura 13 — Superficie de resposta para o rendimento gravimétrico de pectina para
extragdes realizadas com dcido nitrico.

Para o 4cido acético, pode-se concluir através das superficies obtidas que todas as
varidveis estudadas mostraram-se importantes para o modelo. Novamente o pH foi a
varidvel que apresentou maior significancia, no entanto, para este caso o rendimento é
favorecido a partir do aumento do pH, ou seja, da diminui¢do da concentracido de &cido.

Melhores rendimentos sao obtidos a temperaturas e tempos de extragdao mais elevados.

Rendimento (%) = 519,57 - 448,83 pHuceico + 110,13 pHucsrico > - 1,89 T + 0,011 T * +
0,003 t*

“4)
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Figura 14 - Superficie de resposta para o rendimento gravimétrico de pectina para

extragdes realizadas com acido acético.

Dentre os acidos estudados o tartarico foi o melhor agente extrator. Estes resultados
estdo de acordo com Kliemann (2006) que ao comparar os 4cidos citrico, cloridrico e
nitrico, também concluiu que o 4cido organico foi o melhor agente extrator com um
rendimento de 70% (pH 1,2, 90° C e 10 minutos). Pinheiro (2007) encontrou um
rendimento de 27,4% para extragdes realizadas com &cido citrico (0,086% dacido, 97 °C, 60
minutos). Yapo e Koffi (2006) obtiveram 13,4% de rendimento para extragdes realizadas
com dcido nitrico. Canteri (2010) encontrou um rendimento de 11% para extracdo de
pectina com 4cido nitrico (50 mM, 80° C e 20 minutos) do pericarpo do maracuja.

Os menores rendimentos foram obtidos para extracdes realizadas com &cido
acético, provavelmente por este se tratar de um dcido extremamente fraco (constante de
dissociacdo = 1,74 x 10™). A pectina obtida ainda apresentou o odor residual do 4cido.

Com isto, a utilizacdo do dcido tartdrico em substituicdo aos 4cidos fortes
atualmente utilizados mostra-se bastante eficiente, do ponto de vista do rendimento da
extracdo, visto que as principais fontes comerciais de pectina sdo as cascas de frutas
citricas e bagaco de mac¢a, com rendimento industrial de 25% e 15-18% (Base Peso Seco),

respectivamente (MESBAHI, JAMALIAN e FARAHNAKY, 2005).

5.2.2 Extracdo de pectina sob aquecimento em microondas

Um planejamento experimental fatorial completo foi utilizado para analisar o efeito
da poténcia emitida pelo equipamento (627,9 W e 355,8 W) e do tempo de exposicao (3, 6

e 9 minutos) sobre o rendimento de pectina. O pH da solucdo foi mantido constante (2,0)

para os trés tipos de dcidos estudados.
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Primeiramente, para estudar o processo de extragdo de pectina por aquecimento em
microondas, construiram-se curvas de evaporacdo do solvente e da temperatura do sistema
versus o tempo para as duas poténcias utilizadas (627,9 W e 355,8 W). As curvas estdo
representadas nas Figuras 15 e 16, respectivamente.

Como € possivel observar através da Figura 15, a temperatura do sistema de
extracdo estabilizou-se em 95 °C apds 4 minutos de aquecimento para a poténcia de 627,9
W e apds 6 minutos para a poténcia de 355,8 W.

Como o sistema de extracdo foi mantido parcialmente aberto, foi necessario fazer-
se a reposicao da dgua perdida pelo processo de evaporacao, de modo que a concentracio
do sistema se mantivesse aproximadamente constante. Para isto, utilizou-se a curva de
evaporacao ilustrada na Figura 16. Nota-se que a quantidade de solvente evaporado da
solucdo extratora, para ambas as poténcias testadas, é expressiva. Se ndo houvesse a
reposicdo da dgua, apdés 9 minutos de aquecimento o sistema haveria perdido
aproximadamente 70 mL para o aquecimento sob 627,9 W de poténcia, e cerca de 35 mL
para o aquecimento sob 355,8 W de poténcia.
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Figura 15 - Curva da temperatura versus tempo para o sistema de reacdo quando

submetido ao aquecimento em microondas sob poténcias de 627,9 W e 355,8 W.
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Figura 16 — Curva de evaporacio do solvente para o sistema de reacdo quando submetido

ao aquecimento em microondas sob poténcias de 627,9 e 355,8 W.
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O planejamento experimental e os rendimentos médios obtidos para os ensaios de
extracdo com os trés tipos de dcido estdo apresentados na Tabela 5.

Da composi¢do centesimal da farinha das cascas do maracuja previamente
determinada, sabemos que a porcentagem de carboidratos encontrada nas cascas de
maracujd foi de 27,69%, como a pectina € uma fibra soldvel, sua contribuicdo total a casca
do maracuja deve estar inserida neste percentual. No entanto, encontramos valores de
rendimento, para extra¢des com dcido tartdrico, superiores a este valor (42,41% > 27,69%),
indicando que a pectina extraida pode estar impregnada pelo sal tartarato. Este sal possui
colorac¢do branca, sendo que a pectina apresentou-se com 0 mesmo aspecto de cor, como se
pode observar através da Figura 17, onde ¢ comparada a aparéncia da pectina extraida com

os diferentes tipos de 4dcidos.

Figura 17 — Aspectos visuais das pectinas extraidas das cascas do maracujd amarelo com

diferentes tipos de 4cido.

Com o intuito de quantificar o sal presente na pectina, e corrigir os valores de
rendimento encontrados, amostras foram submetidas a didlise. Encontrou-se que em média
40% da massa da pectina é composta pelo sal tartarato. Os resultados de rendimento real
foram entdo corrigidos por este fator.

Dentre os dcidos analisados, os dcidos organicos originaram rendimentos superiores
se comparados ao do 4cido forte. Novamente o dcido tartdrico foi o melhor agente extrator
em termos de rendimento.

Os maiores rendimentos foram obtidos quando a maior intensidade de campo e o
maior tempo de exposi¢do foram utilizados. Este comportamento também foi observado

por Kratchanova et al. (2004) ao estudarem a extrag@o de pectina de cascas de laranja.
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Tabela 5 — Rendimento de pectina obtido para extra¢des realizadas com trés diferentes

acidos (pH = 2,0) sob aquecimento em microondas.

Rendimento (%)

Tartarico
Poténcia (W)  te(min) Nitrico Acético Real Corrigido@o%)
627,9 3 9,15 11,41 22,33 15,95
627,9 6 11,83° 12,71° 23,55 16,82°
627,9 9 13,01 12,91 42,41 30,29°
355,8 3 9,05¢ 9,43¢ 21,45 15,32¢
355,8 6 9,30° 11,25 22,58 16,13
355,8 9 9,90" 12,73 25,47 18,19

te: tempo de extracdo. Nota: letras diferentes, na mesma coluna, representam diferengas significativas

(p<0,05) obtidas através do Teste de Tukey.

Se compararmos os dois processos de extracdo analisados neste trabalho, o
aquecimento através de microondas proporcionou um considerdvel aumento no rendimento
de pectina obtido para os 4cidos organicos. Este comportamento pode ser explicado por
mudancas que ocorrem no tecido da planta quando submetidos as microondas. A energia
do campo eletromagnético € convertida em calor, principalmente em substancias polares.
Como resultado ha uma intensa formagao de vapores no interior na estrutura capilar porosa
do material vegetal, aumentando a pressao interna e modificando suas propriedades fisicas
(KRATCHANOVA et al., 2004). Este comportamento foi confirmado pelas imagens de

microscOpicas das cascas de maracujd apds sofrerem o processo de extracdo (Figura 11).

5.3 CARACTERIZACAO DA PECTINA

Amostras de pectina, extraidas sob as condi¢cdes que geraram o maior rendimento,
para os trés tipos de 4cido e para as duas metodologias de extragdo utilizadas (sumarizadas
na Tabela 6) foram caracterizadas, e comparadas com a pectina citrica comercial (Vetec)
quanto a sua composi¢do quimica, grau de esterificacdo, morfologia, comportamento

reolégico e homogeneidade.
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Tabela 6 — Condicdes de extracdo que geraram o maior rendimento para cada tipo de dcido

e processo de extracgio.

Convencional pH T (°C) te (min) Rendimento (%)

Tartarico 1,9 80 40 24,18
Nitrico 1,9 90 20 14,10
Acético 2,1 90 20 10,70
Microondas pH P (W) te (min)
Tartérico 2,0 627.9 9 30,29
Nitrico 2,0 6279 9 13,01
Acético 2,0 627,9 9 12,91

Os teores de umidade, cinzas e grau de esterificacdo estdo apresentados na Tabela

O contetido de umidade das pectinas extraidas com &cidos nitrico, acético e
tartarico apresentaram-se superiores quando comparados a pectina citrica comercial.
Kliemann (2006) encontrou valores de umidade entre 6,07 e 13,28% para pectina extraida
das cascas do maracujd com os 4cidos nitrico, cloridrico e citrico. Os valores encontrados
neste trabalho foram levemente superiores. No entanto, os teores de umidade podem variar

de acordo com as condicdes de extracao.

Tabela 7 — Composi¢do e grau de esterificagcdo das pectinas extraidas com diferentes

acidos nos processos convencionais € com microondas, comparadas com a pectina citrica

comercial.
Pectina extraida pelo Pectina extraida sob
Composicdo processo convencional aquecimento em microondas Pectina
(%) Tartarico Nitrico Acético Tartarico Nitrico Acético comercial
Umidade 13,25 11,75 15,30 11,05 12,97 15,70 6,85
(£0,14) (20,21) (x0,11) (£0,20) (£0,30) (£0,19) (20,21)
Cinzas 4,98 2,01 1,99 5,12 2,35 2,02 1,25
(£0,04) (£0,03) (£0,06) (£0,02) (£0,02) (£0,02) (£0,08)
DE 44,20 58,50 61,90 50,00 64,15 64,56 70,0

(£0,98) (*1,35)  (£1,70) (£1,48) (*1,65)  (£1,90) (£0,55)

Meédia (+ desvio padrio) (3 repeticdes).
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Os teores de cinzas das amostras de pectina extraidas apresentaram-se superiores ao
da amostra comercial. Esses valores estdo de acordo com os obtidos por Kliemann (2006)
de 2,16 a 3,05%. O baixo teor de cinzas encontrado ¢ um bom indicativo da pureza da
amostra, pois pode afetar a habilidade da pectina em formar gel (KAR e ARSLAN, 1999).
Pode-se observar que o conteido de cinzas da pectina extraida com 4cido tartdrico é
superior aos demais. Este resultado se deve ao fato de que alguns 4cidos possuem maior
habilidade em solubilizar minerais. Assim, o mineral solubilizado pode ser precipitado
com a pectina durante a etapa de lavagem com etanol.

Os valores do grau de esterificacdo das pectinas mantiveram-se na faixa de 44 a
64%, inferiores a porcentagem da pectina citrica comercial. Com excecdo da pectina
extraida com &cido tartdrico, de acordo com a classificacdo comercial, as pectinas obtidas
apresentaram alto grau de esterificagdo (acima de 50%), sendo consideradas de grande
interesse econdmico. Embora pectinas de baixo grau de esterificagdo possuam aplicagdes
como agentes geleificantes, sua utilizac¢do € limitada.

Esses resultados concordam com os encontrados por Pinheiro et al. (2007) e Yapo
(2009b), com valores entre 52 e 73%, em extracdo com dcido citrico ou suco de limao,
respectivamente. Canteri (2010) obteve um DE médio de 68% para pectina extraida do
mesocarpo do maracuja com 4cido nitrico. Kliemann (2006) obteve, ao extrair pectina das
cascas de maracuja com dcido citrico (90 °C, 10 min e pH 1,2), um grau de esterificacdo de
45,94 %.

Segundo Levigne, Ralet e Thibault (2002), as condi¢des de extragdo, bem como a
matéria-prima utilizada influenciam nao somente o rendimento de pectina, mas também a
estrutura quimica do produto final. O processo de extracdo por aquecimento em
microondas produziu pectinas com DE superior se comparadas as obtidas pelo método
convencional. Resultado da menor degradacio da molécula obtida através de um

aquecimento rapido e menos prolongado.

5.3.1 Determinacao da Composi¢ao monossacaridica

As composi¢des monossacaridicas das pectinas extraidas com diferentes dcidos nos
processos convencionais € com microondas, comparadas com a pectina citrica comercial

estdo apresentadas na Tabela 8.
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O perfil de actcares neutros das pectinas foi afetado pelo método de extracdo e pelo
tipo de acido utilizado. A amostra comercial apresentou altos teores de galactose e glucose
e valores inferiores dos outros monossacarideos neutros comparativamente as amostras
obtidas experimentalmente. Estes resultados concordam com a pesquisa de Kjoniksen et al.
(2005), que afirmam que a quantidade de agucares neutros ¢ modificada dependendo da
matéria-prima utilizada e do método de extragdo.

Os principais aclicares presentes nas pectinas extraidas foram ramnose, arabinose,
galactose e glucose. Estando de acordo com o estudo de Yapo e colaboradores (2006) que
também encontraram estes agucares neutros em predominancia. A razdo molar entre acido
urdnico e ramnose (AU/Rha), um indicador da propor¢do dos blocos no polimero,
permaneceu entre 19,53 e 34,63, para extracdes com o dcido nitrico e acético. De acordo
com dados recentemente publicados (14-35) para casca de maracuja-amarelo (YAPO,
2009a), sugerindo que essas amostras de pectina consistem principalmente de regides
lineares de 4cido galacturonico (CANTERI, 2010). O teor de agicares para amostras
extraidas com 4cido tartdrico foi superior aos encontrados para os outros casos, isso pode
indiretamente indicar a hidrdlise da cadeia de homogalacturonana pela a¢do do acido
reduzindo a quantidade relativa de dcido galacturdnico, ja que esses acucares neutros sao
constituintes das cadeias laterais.

A quantidade média de &4cidos urdnicos permaneceu entre 54,3 e 83,1%.
Resultados similares aos encontrados por Yapo (2009b) de 63,8% a 78,3% em pectina de
casca de maracujd, extraida com 4cido nitrico a 80 °C, por 90 minutos numa razio
sOlido/liquido de 1:25. Segundo estabelece a legislacdo dos Estados Unidos e Unido
Européia (FAO-UE) hd o limite de 65% de &cidos poligalactur6nicos para que um
polissacarideo extraido seja considerado pectina (WILLATS; KNOX; MIKKELSEN,
2006). Dessa maneira, enquadram-se na legislacdo as pectinas extraidas com dcido nitrico
(para ambos os processos de extracdo analisados) e dcido acético (extracdo sob
aquecimento em microondas). Valores inferiores ao padrdo de exigéncia norte-americano e
europeu foram encontrados para a pectina citrica comercial e também para pectina extraida

com &cido tartdrico e acético (processo convencional).
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Tabela 8 — Composi¢do monossacaridica das pectinas extraidas com diferentes dcidos nos

processos convencionais € com microondas, comparadas com a pectina citrica comercial.

Pectina extraida pelo Pectina extraida sob

Composicdo processo convencional aquecimento em microondas Pectina
(%) Tartarico Nitrico Acético Tartarico Nitrico Acético comercial
Rha 6,8 2.4 32 59 2,6 4,0 2,3
Fuc 0,7 0,2 0,3 0,6 0,3 0,5 0,1
Ara 11,2 1.9 4,9 8,1 4,1 9,5 5,0
Xyl 3,1 1,1 1.4 2,5 1,6 2,5 0,4
Man 2,1 0,8 0,7 1,7 0,7 1,8 0,7
Gal 10,6 5,0 4,1 9,2 3,6 6,8 9,4
Glc 11,0 5.5 4,9 13,5 4,8 12,4 26,1
AU*® 54,3 83,1 62,5 58,5 82,3 80,5 56,0

Aciucares neutros: derivados de acetatos de alditdis analisados por GLC (Rha- ramnose; Fuc- fucose; Ara-
arabinose; Xyl- Xilose; Man,-Manose; Gal- galactose; Glc,-glucose). * AU- 4cido urdnico, determinado por

Blumenkrantz e Asboe-Hansen (1973) (%).

5.3.2 Determina¢do da homogeneidade

As pectinas extraidas com o 4cido acético, nitrico e tartdrico através dos processos
convencionais e com microondas foram avaliadas quanto a homogeneidade por HPSEC.
No sistema utilizado as colunas de permeagdo em gel eram acopladas em série a detectores
de indice de refracao (RI) e espalhamento de luz lazer multidngulos (MALLS 90 °). O
detector RI oferece dados proporcionais a concentracido, enquanto que o detector MALLS
90 ° apresenta dados referentes a massa molar.

As Figuras 18 (a e b) e 19 (a e b) apresentam os perfis de elui¢do para pectina
extraida com 4cido acético e nitrico respectivamente. Observa-se a presenca de um pico
bastante intenso de espalhamento de luz, em torno de 40 minutos, coincidindo
parcialmente com o pico do indice de refracdo. Indicando que os polissacarideos obtidos
apresentam elevada massa molecular. O processo de extragdo convencional originou
pectinas com uma distribuicado molecular bastante homogénea. Para o caso da extracdo em

microondas existe a ocorréncia de dois picos (RI) em torno de 65 minutos para o acido
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acético e um pico em aproximadamente 69 minutos para o dcido nitrico evidenciando, com
isto, a presenga de uma pequena quantidade de moléculas com baixa massa molar.

As Figuras 20 (a e b) representam os cromatogramas obtidos para extragdes com
acido tartarico. Nos perfis encontrados hd a presenca de um pico de concentragdao (RI)
pouco acentuado em 40 minutos, para moléculas de alta massa molar, além de um pico
proeminente em 60 minutos. Para este caso o perfil cromatografico é bastante similar ao
obtido para a pectina citrica comercial (Figura 21). Este comportamento demonstra a
existéncia de uma significante quantidade de moléculas com baixa massa molar, ou até
mesmo a presenca de contaminantes, como por exemplo, o tartarato para a pectina obtida
experimentalmente, ou para o caso da pectina comercial, elementos utilizados

industrialmente para a sua padronizacao.

0.12, 0.
— MALLS (90%)
— Rl

—— MALLS (90°)
— R

Volts
Volts

-0.04 P P . P T— . P . . 01 P M PR I P | P
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Time (min) Time (min)

(a) (b)
Figura 18 — Perfil de eluicao por HPSEC-MALLS/RI da pectina obtida por extracdo com

acido acético através do processo: (a) convencional e (b) em microondas.
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Figura 19 — Perfil de eluicao por HPSEC-MALLS/RI da pectina obtida por extracdo com

acido nitrico através do processo: (a) convencional e (b) em microondas
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Figura 20 — Perfil de eluicdo por HPSEC-MALLS/RI da pectina obtida por extracdo com

acido tartérico através do processo: (a) convencional e (b) em microondas.
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Figura 21 — Perfil de eluicao por HPSEC-MALLS/RI da pectina citrica comercial (Vetec).

A Figura 22 representa o perfil de eluicdo comparativo entre as pectinas extraidas

considerando-se o sinal MALLS (90 °), correspondente a massa molar. E possivel observar

que dentre os acidos analisados, o nitrico e o acético extrairam pectina com maior massa

molar. Pectinas extraidas com estes dcidos sob aquecimento em microondas apresentaram

elevada massa molar, superior a pectina citrica comercial. Isto demonstra a vantagem do

rapido aquecimento e extragdo em minutos sobre a extracdo lenta convencional. Neste

caso, menos ligacdes co-valente sdo quebradas. Isto por sua vez, produz pectina,

com

maior massa molar (CHAU FISHMAN, et al., 2000;. FISHMAN, CHAU KOLPAK, &
BRADY, 2001). Outros perfis comparativos para os sinais RI e MALLS sao apresentados

no ANEXO C.



49

---- ACETMICR
--- ACETCONV
0.3 - - NITRCONV
+ - NITRMICR
Y - TARTCONV
| i COMVTEC
i : Acetico-Micro
0.2— :::: %
v . ' %
= i : H
= : 5y
< L Bl
(;:_:; I [c ial I x " -
@ 01— . Comercia I t f " Acético- Conv
1] v A
v} 3 T - . -
‘_(1 Nitrico- Conv | Tartarico-Conv
=
0 O}f—'\:;:'.j"-'h:'ax.;-,:m..x’.-:x_\a,\,._‘?;.l-_n_..m‘;‘;).-e'._-.«:.‘.y_:r.'_:;_‘,._.-‘):nf-‘.','.',- o
‘0‘1 1 1 L | 1 1 1 | L L L ] 1 1 1
0 20 40 60 80

Time (min)
Figura 22 — Perfil de elui¢do comparativo das pectinas extraidas com diferentes acidos e

processos por HPSEC-MALLS/RI.

5.3.3 Determinacdo da viscosidade aparente

Os reogramas obtidos para as solugdes de pectina (1 g/L) extraidas com diferentes
tipos de 4cido e processos estdo representados na Figura 23. Como existe um
comportamento linear entre a tensdo de cisalhamento e taxa de deformacido, as solugdes
apresentam um comportamento de fluido Newtoniano. Sendo a viscosidade dessas
solucdes constantes e iguais aos coeficientes angulares das retas ajustadas aos dados, estes
valores estdo apresentados na Tabela 9.

A solugdo de pectina extraida com 4cido acético através do processo convencional
apresentou o maior valor de viscosidade. Com exce¢do da pectina extraida com acido
nitrico sob aquecimento em microondas, a viscosidade das amostras apresentou-se superior
a da pectina citrica comercial. Estes resultados concordam com os obtido por Kliemann
(2006) para extracdes com os acidos nitrico, cloridrico e citrico. No entanto, ndo foi
possivel observar um comportamento regular entre os dois processos de extragdo e sua

relacdo com a viscosidade da solucio.
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Figura 23 — Reogramas para solugdes de pectina (1 g/L), extraida sob dois processos

distintos com diferentes tipos de 4cido.

Tabela 9 — Viscosidade aparente das solucdes de pectina e coeficiente de correlacdo das

retas ajustadas.

Amostras Viscosidade (Pa.s) R’

Acido acético 0,0165 * (£0,0005)  0,9983 (+0,001)
Acido tartdrico- Microondas 0,0149 b (% 0,0004) 0,9979 (£ 0,002)
Acido acético- Microondas 0,0145 b (% 0,0003) 0,9972 (£ 0,002)
Acido tartérico 0,0135° (£ 0,0002)  0,9958 (+0,003)
Acido nitrico 0,0139 b(i 0,0001)  0,9969 (+0,001)
Comercial 0,0120 ° +0,0001)  0,9967 (+0,002)
Acido nitrico- Microondas 0,0108 € (£ 0,0002) 0,9941 (% 0,006)

Média + desvio padrdo (3 repeti¢des). Nota: letras diferentes, na mesma coluna, representam diferencas

significativas (p<0,05) entre as médias obtidas através do Teste de Tukey.

Dispersdes poliméricas exibem um aumento linear na viscosidade com o aumento
da massa molar. Para um polimero com massa molar fixa, a viscosidade intrinseca é
diretamente proporcional até que uma concentracdo critica seja alcancada. Ambas as
observacoes refletem o inicio das associacdes entre cadeias. A viscosidade intrinseca, a
concentracdo e o tamanho da molécula estdo intimamente relacionados (GLASS;

SCHULZ; ZULOSKI, 1991). Entretanto, este comportamento ndo foi observado para a
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viscosidade aparente da solu¢do. Os resultados obtidos por cromatografia para a
comparagdo entre as massas molares ndo concordam com o comportamento da solucio na
andlise da sua viscosidade aparente. Deve-se considerar que em muitos casos, grandes
discrepancias sdo obtidas entre massa molar média e viscosidade, mesmo quando os
experimentos sdo conduzidos com especial cuidado. Isso pode ser devido a polidispersao,
fenomenos de agregacdo e grau de esterificagdo das moléculas, pH, presenca de eletrolitos,
massa molar e concentracio (VORAGEN et al. , 1995), além da presenca de cadeias ou
grupos laterais, que ocultam os grupos funcionais necessdrios para a geleificacdo
(BONDU, 1986). Dessa forma, essa medida mostra-se bastante imprecisa pela existéncia
de vérios fatores possiveis de interferir na tensdo superficial como hidratacao, flexibilidade

da molécula e heterogeneidade (OWENS et al. , 1946).

5.3.4 Difracao de Raios-X

Amostras de pectina extraida com trés diferentes tipos de dcido através do processo
convencional de extragdo e uma amostra de pectina citrica comercial foram submetidas a
difracdo de raios-X. A Figura 24 mostra as curvas de intensidade de difragdo obtidas.

Como € possivel observar o difratograma da pectina comercial apresenta uma série
de picos intensos e bem definidos, em aproximadamente 11,86°, 13,32° (20) e uma série
de picos na faixa de 19° a 25,3° (20), demonstrando, com isto, uma estrutura cristalina.
Mishra et al. (2008) também encontraram comportamento similar para pectina citrica
comercial.

Amostras de pectina extraidas com o dcido nitrico e acético apresentaram estruturas
andlogas e completamente amorfas.

A pectina extraida com 4cido tartdrico demonstrou um comportamento estrutural
semicristalino, neste caso o polissacarideo apresenta tanto dominios cristalinos quanto
amorfos. Alguns picos podem ser observados em 23,6°, 24,92°, 28,3°, 31,62° e 36,72°
(20).

Essa mudanca observada no padrao de difracdo de raios-X das amostras evidencia a
ocorréncia de modificagdes fisicas e quimicas, indicando a alteracdo da rede tridimensional

das moléculas, causada pelo tipo de 4cido que € utilizado na etapa de extragao.
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Figura 24 — Difratograma de Raios-X para amostras de pectina extraidas com trés tipos de

acido (processo convencional) e pectina citrica comercial.

5.3.5 Microscopia eletronica de varredura

Micrografias de amostras de pectina extraida com trés diferentes dcidos, através do
processo de extragdo convencional sdo mostradas na Figura 25. Nao houve diferencas
observéveis entre as micrografias para os diferentes processos de extracdo, assim as
imagens para pectina obtida por aquecimento em microondas foram omitidas. E possivel
observar uma estrutura lamelar para as pectinas extraidas com o 4cido acético e nitrico
(estrutura amorfa) enquanto a pectina extraida com o 4cido tartdrico apresenta-se
supercialmente de forma aglomerada e rugosa (estrutura semicristalina). Estas imagens

ilustram a diferenca estrutural encontrada através das andlises de raios-X.
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Figura 25 — Microscopia eletronica de varredura para pectinas extraidas com diferentes

tipos de dcido (ampliacdo de 200 X).
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27 PARTE - BIOFILMES DE PECTINA E ALGINATO

6.1 BIOFILMES

Os biofilmes e recobrimentos biodegraddveis sdo aqueles formados a partir de
polimeros naturais, de origem animal ou vegetal, como polissacarideos, lipidios e
proteinas. Estes materiais, quando lancados no meio ambiente, convertem-se em
compostos simples, mineralizados, que, redistribuidos através dos ciclos de carbono,
nitrogénio e enxofre ndo agridem o biossistema (CHANDRA e RUSTGI, 1998).

Existem alguns requisitos especificos para utilizacdo de biofilmes, tais como: boa
aceitabilidade sensorial, propriedades de barreira e mecanicas adequadas, estabilidade
bioquimica, fisico-quimica e microbioldgica, ser in6cuo, ndo-poluente, de processamento
simples e de baixo custo (DEBEAUFORT et al, 1998, TURBIANI, 2007). Esses filmes
também devem ser de preferéncia, transparentes, ter aderéncia suficiente para serem
facilmente removiveis no manuseio e nao introduzir alteracdes no gosto. Embora atributos
de qualidade fisica e de protecdo ao alimento sejam os objetivos principais de um
revestimento, da-se bastante énfase as caracteristicas visuais dos mesmos (ASSIS e
LEONI, 2003, TURBIANI, 2007).

A formacido dos filmes geralmente envolve associagdes inter e intramoleculares ou
ligacdes cruzadas de cadeias de polimeros formando uma rede tridimensional semirigida
que retém o solvente (THARAHATHAN, 2003). Para a elaboracdo de uma solugdo
filmogénica sdo necessdrios constituintes bdsicos como: polimeros de alta massa
molecular, denominados agentes formadores (lipidios, proteinas ou polissacarideos),
solvente (4gua ou etanol), agentes plastificantes (glicerol, sorbitol ou triacetina), agentes
reticulantes (Ca™, dimetil uréia, etc.) e agentes ajustadores de pH. Cada um desses
materiais € utilizado buscando oferecer determinadas caracteristicas para o biofilme.

O processo de producdo dos biofilmes a partir de uma solugdo filme-formadora
geralmente € constituido de duas etapas. Na primeira, hd a solubiliza¢do da macromolécula
em um solvente (dgua, etanol, solu¢do de dcido acético, etc.) ao qual podem ser
incorporados diversos aditivos (plastificantes, agentes reticulantes, etc.). Na etapa seguinte,
a solucdo filmogénica € vertida sobre um suporte e submetida a secagem até uma condi¢ao

que permita um ficil desprendimento do molde (CUQ et al., 1995, TURBIANI, 2007).
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As caracteristicas finais dos filmes comestiveis e/ou biodegradaveis sio resultantes
de diversos parametros, tais como: caracteristicas fisico-quimicas e concentracdo da
macromolécula e dos seus demais constituintes (solvente, plastificante, etc.), pH,
condicdes de secagem e condi¢des ambientais (temperatura e umidade). As propriedades
das macromoléculas influenciam diretamente nas caracteristicas finais dos filmes e/ou
coberturas comestiveis. Filmes baseados em macromoléculas com caracteristicas
hidrofilicas apresentam razodveis propriedades de barreira ao oxigé€nio e ao gis carbdnico,
enquanto filmes baseados em lipidios possuem boas propriedades de barreira ao vapor de
dgua, no entanto, apresentam resisténcia mecanica insuficiente (PARK et al., 1994,
TURBIANTI, 2007).

Dentre os biopolimeros utilizados na elaboracdo dos biofilmes ha algumas fontes de
proteinas, polissacarideos e seus derivados, que sdo comumente encontradas na literatura,
tais como: gliten (TANADA-PALMU; GROSSO, 2002; GONTARD et al., 1994),
gelatina (CARVALHO, 2002; FAKHOURI, 2002; SOBRAL, 1999), isolado proteico de
soja (RHIM et al., 1999), caseina (CHICK; HERNANDEZ, 2002), proteina do soro do
leite (GALIETTA et al., 1998; McHUGH; KROCHTA, 1994a), alginato (CHA et al.,
2002), pectina (MARINIELLO et al., 2003; FISHMAN; COFFIN, 1998), entre outros
(BATISTA, 2004).

Filmes constituidos de proteinas e polissacarideos geralmente apresentam
propriedades mecanicas adequadas a algumas aplica¢des, permeabilidade seletiva aos
gases oxigénio e di6xido de carbono e aos aromas, porém ndo atuam como bons
constituintes de barreira 2 umidade devido a suas caracteristicas hidrofilicas (PEROVAL et
al., 2002; PARK et al. 1994; GALLO et al. 2000; YANG; PAULSON, 2000a;
NISPEROS-CARRIEDO, 1994). Dessa forma, para que haja uma melhora das
caracteristicas funcionais dos filmes geralmente sdo realizadas misturas de hidrocoléides
(proteinas ou polissacarideos). Dessa maneira, quando os polimeros sdo combinados eles
podem interagir fisica e quimicamente e resultar em filmes com melhores propriedades

(SHIH, 1996, BATISTA, 2004).

6.2 APLICACOES DOS BIOFILMES

Atualmente as embalagens (plasticas) derivadas do petréleo, como as poliolefinas,

poliésteres, poliamidas, entre outras, sdo muito utilizadas. Essas embalagens sdo vidveis
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economicamente, sendo produzidas em grande quantidade por baixo custo, possuem boas
propriedades mecanicas (tensdo de ruptura e alongamento) e de barreira a gases e
compostos aromdticos, além da estabilidade térmica. No entanto, sdo totalmente ndo-
biodegraddveis, o que acarreta sérios problemas quanto a sua utilizac¢ao. Instala-se aqui um
paradigma embalagem versus meio ambiente (THARANATHAN, 2003).

Em vista do problema ambiental gerado pela utilizagdo de materiais ndo
biodegraddveis surge o conceito de embalagem ativa que pode ser definido como sendo
uma forma de revestimento no qual a embalagem, o alimento e a interagdo destes com o
ambiente estendem a vida de prateleira do alimento enquanto melhoram a qualidade do
produto (SUPPAKUL et al., 2003).

O principal uso de filmes comestiveis tem sido proposto para proteger produtos
alimenticios. Recobrimentos sdo aplicados ou confeccionados diretamente sobre o produto
ou alimento a ser protegido enquanto filmes sdo estruturas independentes que podem ser
utilizadas para envolvé-los, apds sua fabricacio (DONHOWE e FENNEMA, 1993). Os
filmes podem localizar-se na superficie ou como finas camadas entre diferentes partes do
produto (DEBEAUFORT et al., 1998).

A aplicagdo de filmes e recobrimentos tem como propdsitos: proteger
mecanicamente o alimento, prevenir perda de sabores, retardar a taxa de deterioracdo por
controle da transferéncia de umidade, oxigénio e agentes oxidantes e redutores (KESTER;
FENNEMA, 1986, BATISTA, 2004). Inimeros trabalhos tém sido desenvolvidos com a
utilizacdo de coberturas para prorrogar a vida ttil de produtos frescos, contribuindo para a
reducdo do uso das embalagens descartdveis ndo-biodegradéveis.

Outra utiliza¢ao dos biofilmes de grande importancia € na liberagao controlada de
farmacos. Dentre as justificativas para aplicacdo do revestimento polimérico das formas
farmacéuticas sélidas orais, poderemos incluir: mascarar sabores e/ou odores
desagraddveis, melhoria estética, protecdo frente ao fluido géstrico, prevencdo das
interacdes entre constituintes da formulacao, aliado ao aumento da estabilidade. Entretanto,
a maior expectativa clinica recai sobre a possibilidade do efetivo controle da liberacdo
temporal e espacial do farmaco (SOUTO-MAIOR et al. 2008).

O processo de revestimento de fairmacos tem sido sugerido a partir da aplicacdo de
materiais poliméricos reconhecidos como seguros, capazes de proporcionar liberacao
controlada e precisa do medicamento, e com excelente reprodutibilidade. Neste contexto
destaca-se o desenvolvimento de novos materiais envolvendo polissacarideos voltados a

aplicacdo no controle da cinética de liberagdo de farmacos (BUNHAK et al., 2007 a;
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SINHA et al., 2003; FRIEND, 2005, SOUTO-MAIOR et al. 2008). Diversos
polissacarideos ndo celuldsicos das mais variadas origens: vegetais (pectina, goma ardbica,
goma guar, inulina e amilose); microorganismos (dextrana, goma xantana, ciclodextrina e
pullulana), de algas (alginato) e de animais (sulfato de condroitina e quitosana) t€ém sido
sugeridos como portadores de excelente potencial para aplicacdo no desenvolvimento de
novos materiais destinados ao revestimento farmacéutico (SINHA ef al., 2003; FRIEND,
2005).

A pectina e o alginato por serem polimeros naturais apresentam grande
disponibilidade na natureza, baixo custo de aquisi¢do, alta estabilidade, boas propriedades
geleificantes, biocompatibilidade, atoxicidade e facil modificacdo quimica e bioquimica
(BUNHAK et al., 2007 a, b; OLIVEIRA, CAVALCANTE, 2007). Assim, possuem grande
potencial para o uso na elabora¢do de biofilmes e recobrimentos. Além disso, a pectina
pura ou em associacdo com outros polimeros tém sido sugerida no desenvolvimento de
sistemas terapéuticos colo-especificos e na formacdo de sistemas matriciais (DUPUIS et

al., 2006, SOUTO-MAIOR et al. 2008).

6.3 ALGINATO

O alginato desperta grande interesse como potencial componente estrutural de
biofilmes devido a suas propriedades coloidais tunicas, as quais incluem compactacdo,
estabilizacdo, suspensdo, formacdo do filme, producdo do gel, e estabilizacdo da emulsdo
(KING, 1983; MOE et al., 1995). O alginato é um carboidrato coloidal hidrofilico extraido
com alcali diluido de vérias espécies de algas Phaeophyceae (TURBIANI, 2007).

Em termos moleculares, o alginato € da familia de copolimeros bindrios, composto
por ligacdes 1-4 de acido B-D-manurdénico (M) e 4cido a-L-gulurénico (G), de larga
variacdo na composicdo e estrutura seqiiencial (KING, 1983; MOE et al., 1995). Estes
monodmeros sdo organizados em blocos ao longo da cadeia, que podem ser compostos por
blocos de homopolimeros (GG ¢ MM) junto com blocos alternados (MG) na mesma
molécula, como pode ser visto na Figura 26 (SMIDSR@D, 1974).

A diferenca na sequéncia e no conteido de blocos determinard a flexibilidade da
cadeia, influenciando na solubilidade e estabilidade do gel que serd formado. Blocos MG,
por exemplo, formam cadeias mais flexiveis e mais soliveis em pHs baixos e a
estabilidade do gel estd diretamente relacionada ao contetddo de blocos G (ERTESVAG e

VALLA, 1998). A propriedade mais usada e tinica em alginatos € sua habilidade de reagir
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com cétions polivalentes, especialmente fons cdlcio, para produzir géis fortes ou polimeros

insoliveis (GRANT et al., 1973; KING, 1983).
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Figura 26 — Estrutura do dcido 3 -D-manurdnico (a), «-L-gulurénico (b) e alginato (c)

(ERTESVAG e VALLA, 1998).

A estrutura do gel de alginato é governada ndo somente pela concentracdo e
estrutura quimica da macromlécula, mas também pela cinética de formacgao do gel, esta por
sua vez, depende da concentragdo de cations, da forca i6nica e do pH. A formacgdo do gel
de alginato de célcio é uma operagdo complexa e depende do tipo de alginato utilizado, do
grau de associagdo entre o alginato e o cdlcio, da fonte de fons de célcio (cloreto, fosfato,

lactado ou acetato de calcio) e dos métodos de preparacao (TURBIANI, 2007).

6.4 PROPRIEDADES DA PECTINA E DO ALGINATO NA FORMULACAO DOS
BIOFILMES

Umas das propriedades mais relevantes das macromoléculas na formulacdo de
biofilmes sdo suas caracteristicas quanto ao seu poder de geleificacdo. No processo de
geleificacdo de polissacarideos, o solvente ocupa os intersticios de uma rede tridimensional
ligada por “pontos de amarracdo”, que envolvem a associacdo cooperativa de regides
longas da cadeia do polimero. Essas regides de associagdo sdo conhecidas como pontos de
juncgdo e nos segmentos de polissacarideos, apresenta-se na forma de ligagdes covalentes

existindo em uma conformacgao ordenada (TURBIANI, 2007).
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Para as pectinas fatores como pH, temperatura, concentracdo do soluto, nimero e
arranjo das cadeias laterais, tamanho molecular e grau de esterificacao influenciam no seu
processo de geleificagio (CRANDALL; WICKER, 1986; THAKUR; SINGH; HANDA,
1997). Nas pectinas de baixo grau de esterificacdo a geleificacdo é provocada pela
formagdo de ligacOes entre ions carboxilicos e fons de cdlcio, ou outro metal bi ou
trivalente, sem adi¢do de 4cido ou sacarose, como ocorre normalmente com a geleificacdo
das pectinas de alto grau de esterificacdo (BOBBIO; BOBBIO, 1992; RINAUDO, 2001;
THAKUR; SINGH; HANDA, 1997). A geleificacdo das pectinas de baixo grau de
esterificacdo resulta da ligacdo i0nica através de pontes com célcio a dois grupos
carboxilicos pertencentes a duas cadeias diferentes, proximas fisicamente (AXELOS;
THIBAULT, 1991; GROSSO; BOBBIO; AIROLDI, 2000). Em um sistema geleificante,
quando o nivel 6timo de célcio é excedido o gel pode tornar-se muito quebradico e um
estddio denominado sinerese pode ocorrer (MAY, 1997, BATISTA, 2004).

A sensibilidade do célcio é mais efetiva para pectinas de baixo grau de esterificacdo
do que para as de alto, mas o efeito pode ser diferente entre as pectinas de mesmo teor de
esterificagdo origindrias de diferentes fontes materiais (ROLIN; DeVRIES, 1990). Pectinas
comerciais apresentam diferentes distribui¢cdes na massa molecular e grau de esterificacao,
sendo que estas distribui¢cdes influenciam em suas propriedades funcionais bem como na
sua caracterizagdo (MAY, 1997).

A pectina é solivel em dgua a 60 °C e produz uma solucdo viscosa, porém, ao
dispersar o p6 rapidamente em dgua € necessdrio certo cuidado para evitar que se formem
grumos que sao de dificil dissolucdo. Quando submetida a condi¢des pouco édcidas (pH 5,0
ou acima) ou a temperaturas elevadas as pectinas podem ser facilmente degradadas (MAY,
1997; ROLIN; De VRIES, 1990, BATISTA, 2004).

Considerando-se o alginato, este pode ser dissolvido em dgua, com ou sem
aquecimento, resultando em solucdes com uma grande faixa de viscosidade e diferentes
perfis reoldgicos. O alginato reage rapidamente com diversos cdtions polivalentes para
formar géis, que serdo utilizados na formagdo de biofilmes. Allen er al. (1963)
classificaram o cloreto de cdlcio como o agente geleificante mais efetivo, tendo a fungio
de estabelecer a associacdo cooperativa dos segmentos poliméricos M e G, formando
estruturas agregadas. O efeito desses ions € estabelecer ligacdo entre as cadeias de alginato
através de interacOes iOnicas. Essa estrutura reticulada tridimensional formada tem uma
grande capacidade de reter dgua, formando assim um gel muito estidvel (TURBIANI,

2007).
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Ao se adicionar diretamente fons cdlcio a uma solucdo de alginato de sédio e
pectina, a geleificacdo ocorre instantaneamente na regido de contato. Ocorrido isto, ndo é
mais possivel obter um filme homogéneo. Para causar uma geleificacdo uniforme os ions
bivalentes de célcio, provenientes de uma dispersdo prévia de um sal de cdlcio, devem ser
lentamente liberados dentro de uma solugdo de alginato e pectina. Alteracdes no pH ou
temperatura também podem ser utilizadas para controlar a liberagdo de ions de cédlcio por
toda a solugdo (KESTER e FENNEMA, 1986).

Em vista disso, ions bivalentes de cdlcio s@o considerados efetivos agentes

geleificantes (reticulantes) tanto para o alginato como para a pectina.

6.5 PLASTIFICANTES

A formacgdo de filmes depende da solubilizagdo da macromolécula no solvente, da
adicao de plastificante e/ou adicdo de agente reticulante ou outro aditivo que se deseja,
para a obtencdo de um gel (KESTER e FENNEMA, 1986, TURBIANI, 2007). O gel
submetido a posterior secagem para a formacao de um filme biodegraddvel apresenta uma
coesividade que estd diretamente ligada a estrutura do polimero, processo e pardmetros de
fabricacdo (temperatura, tipo de solvente utilizado, técnica de aplicacdo e evaporacdo,
entre outros), e da presenca de agentes plastificantes (GUILBERT, 1986). Com a secagem
do gel, o filme estd formado e sua flexibilidade serd dependente da interacdo entre as
cadeias do polimero. Filmes mais rigidos sdo aqueles que apresentam fortes interagdes
entre as moléculas poliméricas e como conseqiiéncia disso, sio menos permedveis a gases,
vapor de dgua e liquidos (KESTER e FENNEMA, 1986). Para atenuar a alta rigidez é
necessario adicionar ao filme um plastificante, a fim de tornd-lo menos quebradi¢o e mais
flexivel (TURBIANI, 2007).

Agentes plastificantes sdo definidos por Kester e Fenenema (1986) como
compostos de baixa volatilidade e alto ponto de fusdo capazes de reduzir as forcas
intermoleculares e aumentar a mobilidade de cadeias poliméricas. Com isso hd uma
melhora da flexibilidade e da extensibilidade do filme, evitando assim a ruptura do mesmo
durante o manuseio e armazenagem (McHUGH; KROCHTA, 1994a; LIN; CHEN; RUN-
CHU, 2000, BATISTA, 2004).

A escolha do plastificante a ser adicionado aos filmes depende da compatibilidade
deste com o polimero e o solvente utilizados, isto €, deve ser miscivel no polimero e no

solvente, de forma a evitar a separacdao prematura no decorrer do processo de secagem,
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causando uma diminui¢@o na flexibilidade do filme. A concentrag¢do de plastificante usado
na elaboracao de filmes geralmente varia de 10 a 60 g/100g de matéria seca de polimero,
dependendo da flexibilidade desejavel no filme (GUILBERT, 1986). Sorbitol e glicerol sao
plastificantes comumente utilizados em diversos processos de elaboragao de filmes, sendo
o sorbitol cristalino a temperatura ambiente e o glicerol liquido (ANKER; STADING;
HERMANSSON, 2000).

6.6 CARACTERIZACAO DOS BIOFILMES

As caracteristicas mais relevantes dos biofilmes para sua aplicabilidade sdo suas

propriedades de barreira, propriedades mecanicas e solubilidade em dgua.

6.6.1 Espessura

A espessura é um importante parametro de medida visto que influencia vérias
propriedades dos filmes tais como: propriedades mecénicas e as de permeabilidade (XIE et
al., 2002). Park e Chinnan (1995) observaram em seus estudos que a permeabilidade ao
oxigénio e ao gds carbdnico dos filmes protéicos (zeina e gliten) aumentava conforme a
espessura dos filmes diminuia, enquanto que a permeabilidade ao vapor de &dgua
aumentava conforme a espessura dos filmes crescia. Esses autores concluiram que a
permeabilidade pode variar com a espessura devido a mudancgas estruturais causadas pelo
inchamento da matriz filmogénica, que acarreta mudancas na estrutura dos filmes e
provoca tensdes internas que podem influenciar a permeacdo de certos componentes

(BATISTA, 2004).

6.6.2 Aspectos visuais

Apb6s o processo de secagem os biofilmes devem apresentar uma superficie
homogénea e continua, ou seja, com auséncia de particulas insoldveis, rupturas, bolhas ou
poros. Uma superficie totalmente homogénea € necessdria para que ndo haja interferéncia

de quaisquer defeitos do filme nas anélises posteriores (TURBIANI, 2007).
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A avaliacio da opacidade de um material demonstra sua maior ou menor
transparéncia. Para a elaboracdo de biofilmes que serdo utilizados como embalagens ou
ainda como coberturas para alimentos, uma maior transparéncia é desejavel (YANG;
PAULSON, 2000a; GONTARD et al. 1994), principalmente quando se deseja manter as
caracteristicas originais do produto, como a cor, por exemplo. Além disso, a coloragdo e a
opacidade dos filmes ndo devem ser alteradas ao longo do armazenamento do material,
uma vez que essa mudanca de aspecto pode prejudicar a aceitagdo do produto

(SAKANAKA, 2002, BATISTA, 2004).

6.6.3 Intumescimento

O intumescimento de filmes € o resultado da difusd@o de moléculas de solvente para
o interior dos mesmos e que se acomodam na fase polimérica. Essa reten¢do de moléculas
ocorre inicialmente nos espagos vazios. O intumescimento, entretanto, envolve
inevitavelmente uma mudanca no arranjo espacial das cadeias poliméricas resultando em
um aumento de volume da amostra (LUCAS et al., 2001).

O grau de intumescimento de um filme depende da interacdo polimero-solvente e
do grau de reticulagio do polimero. Os grupamentos quimicos responsaveis pela
reticulacdo, como sdo quimicamente diferentes dos segmentos das cadeias, nao
influenciam significativamente na interagdo polimero-solvente (TURBIANI, 2007).

Se o polimero € composto por uma rede tridimensional formada através de ligacdes
quimicas entre as cadeias poliméricas, estas cadeias ndo se separam, ou seja, nao se
dissolvem e o processo de dissolugdo € limitado ao estidgio de intumescimento. Esse € o

caso dos filmes de alginato de calcio (ZACTITI, 2004).

6.6.4 Solubilidade em dgua

Biofilmes com caracteristicas hidrofilicas tendem a ser susceptiveis a agao da dgua.
Galietta et al. (1998) definem solubilidade em &4gua de filmes como a quantidade de
matéria seca que € solubilizada apds 24 horas de imersdo. A avaliacdo dessa propriedade é
essencial, sobretudo para que seja definido o campo de aplicagdo do filme (TURBIANI,

2007).
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Muitas das aplicagdes dos filmes em alimentos tém por objetivo reduzir a
transferéncia de d4gua do meio externo para o produto, promovendo com isto uma barreira.
Assim, a solubilidade do material que compde o filme estd diretamente relacionada a esta
propriedade ficando implicito que se o filme apresentar-se altamente soldvel, sua
propriedade de barreira a dgua estard comprometida (SAKANAKA, 2002, BATISTA,
2004).

A solubilidade dos filmes pode ser diminuida pelo processo de reticulacdo, esse
impede a separacdo das cadeias e sua passagem para a solucdo. Se o nivel de reticulagdo
em um polimero é relativamente baixo, as moléculas de pequena massa molecular
(solvente) podem penetrar na fase de polimero (LUCAS et al., 2001).

Por outro lado, a adicdo de plastificantes tende a aumentar a solubilidade dos
biofilmes. Em filmes reticulados, entretanto, esse efeito pode ser menos pronunciado. As
moléculas de plastificante podem permanecer fortemente ligadas a estrutura tridimensional
do polimero dificultando, desta maneira, a sua liberacdo para a solucdo (IRISSIN-

MANGATA et al., 2001).

6.6.5 Propriedades de barreira

A permeabilidade € definida como uma propriedade do par filme/permeado (vapor
de 4gua, oxigénio, gds carbodnico, etc.) e das fases em contato com as duas faces do filme
(TURBIANI, 2007). A permeabilidade dos filmes ¢ a medida obtida através da passagem
de um material permeante de um lado do filme para o outro quando ambos sdo expostos a
diferentes concentracdes desse permeante em um determinado tempo, sendo ainda
importante o conhecimento da area do filme exposto e sua espessura (KROCHTA; DE
MULDER-JOHNSTON, 1997). O ganho de massa de uma célula utilizada para a
determinacdo da permeabilidade ao vapor de dgua € registrado a partir da passagem de
vapor de 4dgua do meio onde a umidade relativa € maior para aquele onde a umidade é
menor (BATISTA, 2004).

A natureza quimica da macromolécula interfere nas propriedades de barreira dos
filmes biodegraddveis. Macromoléculas altamente polares (proteinas e polissacarideos)
contém grupos hidrofilicos, resultando em filmes com alta permeabilidade ao vapor de
dgua. Normalmente, o grupo funcional das macromoléculas polares interage com a dgua

através de pontes de hidrogénio, resultando na adsor¢do de 4gua em ambientes com altas
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umidades relativas. Assim, os altos coeficientes de solubilidade e absor¢do em dgua
(rompimento de interacdes intermoleculares que leva a um aumento do coeficiente de
difusdo) sdo responsaveis pelas altas taxas de permeabilidade ao vapor de dgua. A natureza
quimica dos aditivos presentes na formulacdao dos filmes também exerce influéncia nas
propriedades de barreira (McHUGH e KROCHTA, 1994).

A microestrutura, a natureza do permeante, o plastificante utilizado, a densidade, a
orientagdo e a massa molecular dos polimeros também sdo fatores que estdo

correlacionados com as propriedades de barreira (MILLER; KROCHTA, 1997).

6.6.6 Propriedades mecanicas

Para que o alimento adicionado de cobertura ou acondicionado em embalagens do
tipo biofilmes nao perca sua prote¢do pelo manuseio ou armazenamento € necessario que
os filmes apresentem certa resisténcia a ruptura e a abrasdo e também certa flexibilidade,
que permita a deformacdo do filme sem a sua ruptura (VICENTINI, 2003).

As propriedades mecanicas dos filmes comestiveis dependem da natureza do
material filmogénico utilizado e da coesao envolvida na estruturagdo da matriz polimérica.
A coesdo estd relacionada com a aptiddo do polimero para formar ligacdes fortes e/ou
numerosas entre duas cadeias poliméricas, que dificultam sua separa¢do, quando
submetidas a for¢as mecanicas. Esta resisténcia depende da extensdo da cadeia polimérica,
da sua geometria, da dispersdo da forca molecular, da natureza e da posicdo de
grupamentos laterais (GONTARD et al., 1993). Macroscopicamente, as propriedades
mecanicas dos filmes comestiveis dependem da formulacdo (macromolécula, solvente,
plastificante, etc.) e do processo de obtencao (TURNIANI, 2007).

Entre os métodos cldssicos utilizados na avaliacio mecéanica, testes de tracdo e
elongacdo sao amplamente utilizados. A resisténcia a tragdo é a maxima tensao suportada
pelo filme até o momento de sua ruptura. A elongacdo € a medida de maleabilidade do
filme e pode ser considerada como uma caracteristica que define a habilidade do filme em
deformar antes que sua ruptura ocorra (MACLEOD, FELL, COLLETT, 1997). Esta
propriedade é usualmente medida no ponto de ruptura do material, sendo expressa como a
diferenca percentual entre o comprimento inicial do material fixado para a realizacdao do

teste e o final (momento da ruptura) (ROBERTSON, 1993).
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A elonga¢do é um dado importante, pois alta elongacdo indica que um material
pode absorver uma grande quantidade de energia antes do rompimento (ROBERTSON,

1993), sendo que baixos valores deste parametro implicam em filmes quebradigos

(MACLEOD, FELL, COLLETT, 1997).

6.6.7 Andlise superficial dos biofilmes por microscopia eletronica de varredura

A caracterizagdo microscopica dos filmes € importante quando se deseja uma
melhor compreensdao do seu comportamento. A visualizagdo a partir da microscopia
eletronica de varredura permite a identificagdo da incorporagdo dos materiais formando
uma estrutura homogénea ou, ainda, a separacdo dos mesmos originando uma estrutura

heterogénea (BATISTA, 2004).
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7  MATERIAIS E METODOS

7.1 MATERIAIS

Os filmes foram confeccionados a partir de uma blenda de pectina e alginato de
s6dio (Synth P.A., Brasil). Utilizou-se na elaborag¢do dos filmes quatro amostras distintas
de pectina. A pectina citrica comercial (Vetec P.A., Brasil, HM), e pectinas obtidas
experimentalmente através do processo convencional de extracdo com o &cido acético,
nitrico e tartdrico, conforme as condi¢des de extragdo apresentadas na Tabela 6. Além
disso, foram utilizados Cloreto de célcio diidratado (Merck ACS, USA) como agente
reticulante e glicerol (Synth P.A., Brasil) como agente plastificante.

Nos umidificadores utilizados para o armazenamento dos filmes a 52% de umidade
e para os ensaios de permeabilidade ao vapor de dgua a 68% de umidade, foram
adicionados solugdes saturadas de nitrato de magnésio (Ecibra) e cloreto de sédio (Synth),

respectivamente.

7.2 METODOS

7.2.1 Metodologia para a confeccio dos filmes de pectina e alginato

Os filmes de pectina e alginato de sédio foram obtidos segundo Turbiani (2007)
através da técnica de casting. Esta técnica consiste na preparacdo de uma solugdo
filmogénica e aplicacdo da mesma em um suporte.

Devido ao alto poder gelificante do fon Ca'™, utilizado com agente reticulante, para
que se obtenha uma soluc¢ao filmogénica homogénea € necessario, primeiramente, produzir
um filme de baixo grau de reticulagdo com uma por¢io reduzida de Ca™, no qual a solucdo
filme-formadora contenha alginato, pectina, glicerol (agente plastificante) e certa
quantidade de cloreto de célcio diidratado (agente reticulante). Essa etapa inicial foi
denominada de 1° estdgio. Gragas a baixa quantidade de agente reticulante incorporada ao
filme no primeiro estdgio, este se mostra solivel em dgua, apresentando assim, a
necessidade de sofrer uma reticulacio complementar, denominada de 2° estigio. A

metodologia utilizada nos dois estdgios estd explanada a seguir.
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1° estdgio

A preparagdo dos filmes foi realizada em um sistema composto de um Bécker de
600 mL, uma chapa de aquecimento, uma bomba peristdltica ¢ um agitador mecanico.
Primeiramente, solubilizou-se o glicerol (0,6 g glicerol/g macromolécula) em 400 mL de
dgua destilada a 30 °C, em seguida, adicionou-se, lentamente, o alginato de sédio e a
pectina (1:1), mantendo-se a agitacdo a 800 rpm por 1 hora até a completa dissolucdo. A
dissoluc@o das amostras de pectina obtidas experimentalmente foi realizada com a pectina
umida (apds a etapa de imersdo em etanol e filtragem), sendo a concentracdo do gel
determinada por secagem em estufa. Posteriormente, elevou-se a temperatura da solugdo a
70 °C. Com o auxilio de uma bomba peristdltica, 30 mL de uma solu¢do de cloreto de
calcio diidratado (0,04 g de CaCl,.2H,0/g macromolécula) foi adicionada ao sistema a
uma vazao de 1 mL/min. A adicdo lenta, sob agitacdo e a temperatura constante de 70 °C,
da solugdo reticuladora € necesséria para que se evite a geleificacdo localizada.

Essa solucdo foi, entdo, transferida para placas de polipropileno (didmetro = 14
cm), estas, foram levadas a uma estufa de circulacdo de ar, a 40 °C, por cerca de 16 a 20
horas, para geleificacdo incipiente e formacdo de um filme. Este € solivel em dgua e deve

sofrer uma reticulagdo complementar (2° estagio).

2° estdgio

A reticulagdo complementar consiste na imersao do filme por 30 minutos em um
banho a temperatura ambiente composto por 50 mL de uma solu¢do contendo CaCl,.2H,0
(3,5 e 7%) (m/v) e glicerol (5,7 e 10%) (v/v). Os intervalos de valores foram escolhidos
segundo estudos prévios obtidos por Silva et al. (2009). Em seguida, os filmes foram
retirados do banho e mantidos sobre um suporte por 20 horas a temperatura ambiente para
a secagem. Os filmes foram armazenados em dessecador a uma umidade relativa de 52%,
por um periodo de trés dias para que alcancassem a umidade de equilibrio nesse ambiente
antes de sua caracterizacao.

O fluxograma de preparacao dos filmes estd apresentado na Figura 47D (ANEXO
D).

7.2.2 Planejamento experimental
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Para avaliar a influéncia da concentracdo de agente reticulante e plastificante, na
solucdo reticuladora do segundo estdgio sobre as propriedades dos filmes utilizou-se a
metodologia de superficie de resposta através de um planejamento experimental fatorial
completo com a inser¢do de um ponto central. Os niveis para as varidveis estudadas foram:
CaCl,.2H,0O (3,5 e 7 %) (m/v) e glicerol (5,7 e 10 %) (v/v).

As andlises estatisticas realizadas foram obtidas através do programa Design-Expert

6.0.5.

7.2.3 Caracterizacdo dos filmes

Os filmes foram caracterizados quanto a espessura, aspecto visual, teor de umidade,
solubilidade em dgua, grau de intumescimento (swelling), propriedades mecanicas (tensao

e elongacdo na ruptura) e permeabilidade ao vapor de dgua.

7.2.3.1 Espessura

O controle da espessura dos filmes foi obtido vertendo um volume adequado de
solucdo filmogénica (em torno de 70 mL) de modo a manter constante a massa nas placas.
A espessura dos filmes foi determinada utilizando-se um micrémetro digital (MITUTOYO,
modelo MDC-25S, resolucdo 0,001lmm, EUA). A espessura final foi calculada pela média
aritmética de dez medidas aleatérias sobre uma area de 50,3 cm’ (didmetro igual a 8 cm)
nos ensaios de permeabilidade ao vapor de dgua, e a média de cinco medidas aleatdrias

sobre uma area de 26,7 cm? (10,5 x 2,54 cm) nos ensaios mecanicos.

7.2.3.2 Aspecto visual

As andlises visuais e tateis foram realizadas de forma subjetiva (CARVALHO,
2002). Os filmes foram avaliados segundo parametros tais como: homogeneidade
(auséncia de particulas insoliveis e coloracdo uniforme), continuidade (auséncia de
rupturas ou fraturas apds a secagem), flexibilidade, facilidade de desprendimento do

suporte, transparéncia e facilidade de manuseio.

7.2.3.3 Conteiido de umidade (W)



69

A massa total (mi) de uma amostra de filme de 2,5 cm de diametro foi quantificada
e mantida em estufa a 105 °C durante 24 h. Apds este periodo, a massa seca final (msf) foi
determinada (TURBIANI, 2007). O conteido de umidade do filme (W) foi expresso em

funcdo da massa seca inicial do filme através da Equacao 5.

mi (5)

Sendo: W a umidade do filme [%];
mi a massa seca inicial da amostra [g];

msf a massa seca final da amostra [g].

7.2.3.4 Solubilidade em dgua

Para determinag¢ao da solubilidade dos filmes em dgua, uma amostra de filme de 2,5
cm de diametro foi imersa em 100 mL de 4dgua destilada e o sistema mantido sob agita¢io
branda a 25 °C por 24 h, utilizando-se um Shaker Tecnical TE-421. A massa seca final
(msf) foi determinada submetendo-se esta amostra a secagem (105 °C por 24 h)
(TURBIANI, 2007). A solubilidade do filme (S) foi expressa em fung¢do da massa seca
inicial do filme através da Equacdo 6.

ms = E=ms) o (6)
msi

Sendo: MS a quantidade de matéria solivel [%];
msi a massa seca inicial da amostra [g];

msf a massa seca final da amostra [g].

7.2.3.5 Grau de intumescimento (swelling)

A massa inicial total (mi) de uma amostra de filme de 2,5 cm de didmetro foi
determinada e o material foi imerso em &dgua destilada durante diferentes periodos de
tempo. Em determinados periodos de tempo, o filme foi retirado da dgua e sua massa total
(mu) determinada, em seguida a amostra retornou a dgua, este processo foi repetido até que

a massa da amostra de filme se mantivesse constante. O excesso de umidade na superficie
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das amostras foi retirado, colocando-se o filme entre duas folhas de papel de filtro, antes de
cada pesagem (TURBIANTI, 2007). O grau de intumescimento (GI) foi calculado segundo a
Equacao 7.

GI = mu — nii

(7

mi

Sendo: GI o grau de intumescimento do filme;
mu a massa da amostra retirada da solucdo [g];

mi a massa inicial da amostra [g].

7.2.3.6 Tensdo e elongacdo na ruptura

A tensdo na ruptura (TR) e a elonga¢do no momento da ruptura (E) dos filmes
foram obtidas segundo o método D882 (ASTM, 1995a), utilizando um texturdmetro
TA.XT2 (Stable Microsystems, Inglaterra) pertencente ao Complexo de Centrais de Apoio
a Pesquisa - COMCAP/UEM, em ambiente dotado de ar condicionado a temperatura de 25
+ 3 °C e umidade relativa de 55 * 3%. Uma tira do filme de 26,7 cm? (10,5 x 2,54 cm) foi
presa pelas duas garras do equipamento e submetida a tragdo. A tensdo na ruptura foi

calculada através da Equacao 8 e a elongacdo na ruptura de acordo com a Equagao 9.

Fm
TR =— 8
n ®)

Sendo: 7R a tensdo na ruptura [Pa];
Fm a for¢ca maxima no momento da ruptura [N];

A a area da secdo transversal do filme [mz].

E:M-IOO 9)

di

Sendo: E a elongacdo [%];
dr a separagdo entre as garras no momento da ruptura [cm];

di a separagdo inicial entre as garras [cm].
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7.2.3.7 Permeabilidade ao vapor de dgua (K,,,)

A permeabilidade ao vapor de dgua foi determinada gravimetricamente, de acordo
com o método E95-96 (ASTM, 1995b) utilizando pequenas cédpsulas de plastico e
aluminio. Cloreto de célcio granulado foi utilizado para preencher o fundo da célula,
mantendo a umidade no interior da cdpsula nula. Amostras circulares de filmes, 5 cm
diametro, foram fixadas nas células como ilustrado na Figura 27. Este sistema permaneceu
no interior de um dessecador com umidade relativa constante de 68%, conferida por uma
solucdo saturada de cloreto de sddio. Desta maneira, havia permeacdo do vapor de dgua,
através do filme, entre as duas atmosferas com umidades distintas. A drea da superficie

livre exposta dos filmes para permeacio de vapor foi de 9,6 cm®.

Figura 27 — Célula utilizada nos testes de permeabilidade ao vapor de dgua.

O valor da permeabilidade ao vapor de dgua foi calculado através da Equacdo 10,

segundo método E96-95 (ASTM, 1995b).

Kpva = G L (10)
Ae- Psat - (UR1-UR?2)

Sendo: Kpva a permeabilidade ao vapor de dgua [(g.mm)/(m*.dia.kPa)];
L a espessura inicial do filme [mm];
G a taxa de ganho de massa [g/dia];
Ae a drea exposta do filme [mz];
(URI - UR2) ¢ a diferenca de umidade relativa, expressa em fragao;

Psat a pressdo de saturacdo de vapor de dgua, na temperatura do ensaio [kPa].
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8 RESULTADOS E DISCUSSOES

8.1 ASPECTOS VISUAIS

Os filmes confeccionados a partir de pectina e alginato apresentaram caracteristicas
visuais bastante atraentes. Mostraram-se com uma coloracdo levemente amarelada,
translicidos e superficialmente homogéneos. Os filmes foram facilmente retirados do
suporte apds o processo de evaporagcdo do solvente, apresentando boas caracteristicas de
manuseabilidade e flexibilidade. Os aspectos visuais dos filmes obtidos a partir das
diferentes amostras de pectina nio apresentaram diferencas notdveis. Estes aspectos podem

ser observados nas imagens das Figuras 28 e 29.

(a) (b)
Figura 28 — Aspectos visuais do biofilme de pectina citrica e alginato. (a) Filme sendo

retirado do suporte apds primeiro estidgio e (b) apds reticulagdo complementar.

(a) (b) (c)

Figura 29 — Aspectos visuais dos biofilmes de alginato e pectina extraida com diferentes

acidos: (a) acético; (b) nitrico e (¢) tartarico.
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Para que seja possivel realizar todas as andlises de caracterizacdo dos filmes ¢é
necessario que se tenha no minimo quatro amostras circulares com 14 cm de didmetro,
isentas de imperfeicoes. Devido a dificuldade encontrada em obter quantidades
significativas de pectina por extracdes em escala de bancada, embora tenhamos obtido
éxito na confeccdao dos filmes com as pectinas extraidas experimentalmente, apenas os
filmes elaborados a partir de pectina citrica comercial foram caracterizados. Assim, 0s
resultados descritos abaixo se referem somente a filmes elaborados a partir da pectina

comercial.

8.1.1 Microscopia

Com a microscopia eletronica de varredura torna-se possivel a visualizacdo de
possiveis imperfei¢des, a presenca de poros, a separacdo dos componentes utilizados na
formulacdo dos filmes e a estrutura da superficie do material (BATISTA, 2004). Através
das imagens microscopicas dos filmes de pectina e alginato para diferentes concentragdes
da solugdo reticuladora do 2° estdgio, ilustradas na Figura 30, é possivel observar que os
filmes apresentaram uma matriz filmogénica continua e compacta. Esse comportamento
evidencia a compatibilidade quimica dos dois polissacarideos.

Os filmes formulados a partir de uma solucdo reticuladora contendo 3% (m/v) de
CaCl, e 5% (v/v) de glicerol originaram a superficie mais homogénea dentre todos os
tratamentos. Havendo, desta maneira, a total incorporagdo dos agentes reticulante e
plastificante a matriz filmogénica.

Para filmes elaborados com 7% (m/v) de CaCl, € possivel observar o inicio da
formacdo de pequenos granulos de célcio na superficie do filme, indicio de que a partir
desta concentragdo de reticulante pode haver uma saturacao no limite de absorcao dos ions
pelo filme.

Ao analisarmos as imagens sob a varidvel concentracdo de glicerol é possivel notar
que o aumento deste fator produz filmes superficialmente mais rugosos. Com isto, eles se
tornam mais maledveis e conseqiientemente menos resistentes a tensdo, além de
apresentarem maior permeabilidade ao vapor de dgua, ja sua drea de exposicdo torna-se

relativamente maior.
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Accy Probe Mag WD Det
800KV 40 %2000 18 SE

5% Glicerol e 3% CaCl, 10% Glicerol € 3% CaCl,.

10% Glicerol e 7% CaCl,.

7% Glicerol e 5% CaCl,.

Figura 30 — Microscopia eletronica de varredura para a superficie dos biofilmes
compostos de pectina e alginato para diferentes concentracdes da solugdo reticuladora do

2° estagio. (ampliagcao de 2000 X).
8.2 UMIDADE E SOLUBILIDADE EM AGUA
O conteddo de umidade e solubilidade em 4dgua apresentada pelos filmes tratados

com diferentes concentracdes da solugdo reticuladora (2° estdgio) estdo apresentados na

Tabela 12E (ANEXO E).
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Embora em determinadas aplicagdes alta solubilidade dos filmes pode ser
desejavel, baixa solubilidade de filmes comestiveis ¢ uma das mais importantes
exigéncia em aplicacdes alimenticias e farmacéuticas. Os filmes apresentaram
solubilidades estatisticamente distintas, sendo que seus valores mantiveram-se entre 32,88
e 51,98%. O contetido de umidade manteve-se entre 0,16 e 0,33 (g dgua/ g filme).

Silva et al (2009) encontraram valores entre 8,8 a 37,2% para a massa solubilizada
e 0,134 a 0,299 (g 4gua/ g filme) de contetido de umidade para filmes compostos de
pectina e alginato. Os filmes foram confeccionados de maneira similar a realizada neste
trabalho, sendo que para o segundo estdgio foi usada uma solu¢do reticuladora contendo
3% de CaCl, (m/v) e glicerol (1%, 3%, 5%, 7%, 10%, 12% e 15% v/v). Os valores de
umidade estdao de acordo com os obtidos neste trabalho, no entanto, a solubilidade
encontrada por estes autores mostrou-se inferior a aqui apresentada.

Para filmes de pectina pura adicionados de dcidos graxos, Batista (2004) obteve
filmes 100% soldveis em dgua. Evidenciando as caracteristicas altamente higroscépicas
das pectinas ao se desintegram em 4gua.

Turbiani (2007) preparou filmes a base de alginato de sédio reticulados com 0,8%
CaCl, no 1° estagio e reticulados no 2° estdgio com solu¢do contendo 5% glicerol e
diferentes conteidos de CaCl, . O contetido de umidade encontrado por este autor, variou
de 0,162 a 0,181 (g 4dgua/ g filme) e a solubilidade apresentada pelos filmes ficou em torno
de 13%.

Comparando-se os valores de umidade e solubilidade em dgua obtidos para filmes
confecciondos a partir dos polissacarideos puros, percebe-se que os filmes originados a
partir da blenda dos dois apresentou grandezas intermedidrias.

As Figuras 31 e 32 ilustram as superficies de resposta, obtidas através do ajuste de
um modelo quadrético, para a massa de filme solubilizada (MS) e conteido de umidade,
respectivamente, em funcdo das varidveis: concentracdo de plastificante e agente
reticulante. E possivel notar que o aumento da concentragio de agente reticulante acarreta
uma diminuicdo significativa, tanto da umidade quanto da solubilidade dos filmes,
indicando que os fons de Ca'™ realmente promoveram a reticulacio das cadeias
poliméricas, desta maneira o aumento da concentracdo de CaCl, torna as ligacdes
intermoleculares mais coesas e arranjadas, dificultando, com isto, a solubilizacdo dos
filmes. Por outro lado, o aumento da concentra¢ao de glicerol promove um leve acréscimo
no conteiido de umidade e na solubilizacdo dos filmes. Isto se deve ao fato de que o

plastificante utilizado pode se desprender da matriz polimérica, gerando com isto lacunas
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no material, tornando-o mais acessivel as moléculas de dgua. Outro fator importante a ser
considerado € a caracteristica higroscopica do glicerol, contribuindo para o aumento da
umidade dos filmes.

As equagdes 11 e 12 representam os modelos ajustados para as varidveis conteido
de umidade (R2 0,89) e solubilidade em dgua (R2 0,99) dos filmes, respectivamente. Os
modelos sdo adequados para descricdo dos dados, visto que os coeficientes de regressao
(RZ) encontrados sdo préximos de um.

MS = 55,976 + 0,801 glicerol — 3,909 CaCl; (12)

7.00
10.00

CaCl2 (%)

GLICEROL (%)
300 500

Figura 31 — Superficie de resposta, obtida através do modelo ajustado, para a massa de
filme solubilizada em dgua (MS) em fun¢do das varidveis: concentragdo de glicerol e

CaCl,.
UMIDADE = 0,325 + 0,00375 glicerol — 0,0400 CaCl; + 0,00275 (glicerol) (CaCl;) (11)

UMIDADE

GLICEROL (%)

Figura 32 — Superficie de resposta, obtida através do modelo ajustado, para o contetudo de
umidade (g dgua/ g filme) dos filmes em funcdo das varidveis: concentracdo de glicerol e

CaCl,.
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8.3 GRAU DE INTUMESCIMENTO

Filmes compostos de pectina e alginato, tratados no segundo estigio com uma
solucdo com diferentes concentragdes de plastificante e reticulante, foram submetidos ao
contato com 4gua destilada a 25 °C e as cinéticas de intumescimento obtidas sdo

apresentadas na Figura 33.

2,5 1

’

2,0

1,5
o

1,0

0,5

0,0 F¥ : : : : : : : .

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (minutos)

=4—10% Glicerol e 3% CaCl2 =—l—10% Glicerole 7% CaCl2 5% Glicerol e 7% CaCl2

== 5% Glicerol e 3% CaCl2 === 7% Glicerol e 5% CaCl2

Figura 33 — Grau de intumescimento (GI) de filmes de pectina e alginato para varia¢des na

concentracdo da solucdo reticuladora do 2° estagio.

A andlise das curvas mostradas na Figura 33 evidencia um acentuado inchago no
inicio do processo e um pico de intumescimento em torno de 10 minutos de contato do
filme com a dgua. Para filmes de alginato puro a absor¢do de equilibrio de 4gua foi
encontrada apdés 5 minutos de imersdao (TUBIANI, 2007). Filmes de pectina pura
apresentaram equilibrio na absor¢do de dgua apds 20 minutos de imersdo (BATISTA,
2004).

Os filmes mantiveram sua integridade apds 36 minutos de imersdo em 4gua e
apresentaram aparéncia similar a do filme original. O grau de intumescimento de
equilibrio, alcangado apds 36 minutos, € a razdo entre as espessuras final e inicial dos
filmes estdo apresentados na Tabela 13E (ANEXO E). Os valores encontrados
mantiveram-se entre 1,11 e 2,17, estando de acordo com os obtidos por Silva et al. (2009)

para filmes compostos de pectina e alginato.
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Um modelo quadritico foi ajustado aos dados experimentais. A superficie de
resposta estd ilustrada na Figura 34, sendo representada pela equacao 13 (R? 0,99). Como
podemos observar, a varidvel concentracdo de reticulante afetou significativamente o grau
de intumescimento dos filmes, de modo que este apresentou acentuada redu¢do com o
aumento da concentracdo de CaCl,. O efeito do plastificante foi menos pronunciado, no

entanto, o aumento da sua concentracao causou maior intumescimento dos filmes.

GI = 2,670 — 0,009 glicerol — 0,295 CaCl, + 0,0157 (glicerol)(CaCl;) (13)

Gl

7.00
10.00

CacCl2 (%) 4.00

6.25

- GLICEROL (%)
3.00 5.00

Figura 34 — Superficie de resposta, obtida através do modelo ajustado, para o grau de

intumescimento dos filmes em funcao das varidveis: concentragdo de glicerol e CaCl,.

8.4 PERMEABILIDADE AO VAPOR D’AGUA (Kpya)

Os valores de permeabilidade ao vapor d’dgua e espessura para os filmes estdo
apresentados na Tabela 14E (ANEXO E).

A qualificacdo de filmes em relacdo a suas propriedades de barreira ao vapor de
dgua pode ser estabelecida através da comparacdo com algum material ja existente no
mercado. Uma forma apresentada por Krochta e Mulder-Johnston (1997) € a defini¢do de
faixas de valores que corresponderdao a filmes com boas, moderadas ou pobres

propriedades de barreira (TURBIANI, 2007), conforme mostrado na Tabela 10.
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Tabela 10 — Classificagdo da permeabilidade ao vapor d’dgua de filmes (k,ya) (Krochta e
Mulder-Johnston, 1997).

Propriedade Ky * g.mm/(mz.dia.kPa)

Pobre 10-100
Moderada 0,10 -10
Boa 0,01 - 0,10

Fonte: Krochta e Mulder-Johnston, 1997. * 38°C e 90% de umidade relativa.

Segundo esta classificacdo os filmes de pectina e alginato apresentam-se como
barreiras moderadas ao vapor d’4gua. Assim como ocorre em filmes de proteina e celulose.
Em funcdo da natureza hidrofilica da matriz dos polissacarideos, as moléculas de dgua
provocam mudangas estruturais nas cadeias do polimero, ocasionando tensdes internas que
influenciam na permeacao do solvente (PARK e CHINNAN, 1995, TURBIANI, 2007).

Um modelo quadritico foi ajustado aos dados experimentais. A superficie de
resposta estd ilustrada na Figura 35, sendo representada pela equagdo 14 (R* 0,97). A
andlise deste grafico mostra que um incremento na concentragdo de plastificante aumenta
significativamente a permeabilidade dos filmes. Também € possivel observar que a
permeabilidade dos filmes diminui a medida que a concentracio de CaCl, aumenta,
indicando a ocorréncia de uma efetiva reticulacdo das cadeias poliméricas. Sobral et al.
(2001) verificaram que a permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes de gelatina bovina e
suina aumentou de forma linear com a concentracdo de sorbitol utilizado. Isso demonstrou
que a caracteristica higroscopica dos plastificantes promoveu um aumento do conteudo de
dgua no filme, conseqiientemente aumentando a mobilidade das moléculas (BATISTA,
2004).

Os valores de kpy, encontrados (7,7 a 9,79 g.mm/mz.dia.kPa) $30 um pouco maiores
do que os encontrados em filmes obtidos a partir de outras formulacdes. Filmes a base de
pectina e dcidos graxos (0,04 g de pectina/mL de solucdo) com espessura igual a 0,07mm
apresentaram permeabilidade ao vapor de dgua igual a 6,80 g.mm/m”.dia.kPa (BATISTA,
2004). Filmes de alginato de sodio reticulados com 3% de CaCl, apresentaram
permeabilidade ao vapor d’4gua em torno de 4,5 g.mm/m2.dia.kPa (TURBIANI, 2007).

Os valores superiores de permeabilidade ao vapor de dgua encontrados podem ser
justificados pela utilizacdo do plastificante, a inclusao das moléculas de glicerol entre as
cadeias do polimero faz com que o espagamento entre as mesmas aumente, facilitando com

isto a difusdo do vapor de dgua através do filme (YANG e PAULSON, 2000a). Além
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disso, devido a alta hidrofilicidade das moléculas de glicerol, a adsor¢do de moléculas de

dgua ¢ favorecida, contribuindo desta maneira para o aumento da permeabilidade

(TURBIANI, 2007).

Kpva = 8,0825 + 0,288 glicerol — 0,132 CaCl, — 0,0255 (glicerol)(CaCl;) (14)

Kpva
-
o
=]

10.00

CaCl2 (%)
GLICEROL (%)

Figura 35 - Superficie de resposta, obtida através do modelo ajustado, para a
permeabilidade ao vapor de dgua (k,v.) dos filmes em fungdo das varidveis: concentragdo

de glicerol e CaCl..

8.5 PROPRIEDADES MECANICAS

Na Tabela 15E (ANEXO E), sdo apresentados os resultados dos ensaios mecanicos
em termos de tensdo na ruptura (TR) e alongamento na ruptura (E) dos filmes compostos
de pectina e alginato. A resisténcia a tragdo representa para o filme uma resisténcia
mecanica, que pode ser atribuida a coesdo entre as cadeias poliméricas da matriz
filmogeénica, enquanto que o alongamento € uma medida da plasticidade do filme, ou seja,
sua capacidade de se estender antes que ocorra sua ruptura (CUQ; GONTARD e
GUILBERT, 1998).

A magnitude da tens@o e da elongacdo estd altamente associada com a quantidade
de plasticizante presente no filme. Geralmente, o aumento da quantidade de plasticizante
resulta em filmes com menor resisténcia a tracdo e maior elongacdo (VANIN et al., 2005).

Os filmes apresentaram medidas de tensdo em torno de 25,49 a 37,22 MPa, estes
valores sdo inferiores aos encontrados por Silva et al. (2009) ao formularem filmes de

pectina e alginato. Isso pode ser devido a fragilidade dos filmes quanto a preparacdo para a
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andlise, uma vez que pequenas fissuras nas laterais das amostras facilitam o rompimento
do filme (TURBIANI, 2007). Um aumento da resisténcia a tragdo dos filmes geralmente é
desejavel quando o mesmo tende a ser aplicado como prote¢do a certos alimentos, mas
pode variar de acordo com o interesse da aplicacdo do filme (GONTARD, et. al., 1994).

Os valores de alongamento mantiveram-se entre 2,18 e 13,99 MPa. Silva et. al.
(2009) obtiveram valores levemente inferiores (1,9 a 9 MPa) para filmes de pectina e
alginato. Turbiani (2007) obteve filmes de alginato puro com baixas propriedades de
elongacdo. Estas, encontram-se em torno de 0,71 a 2,66 MPa, demonstrando, com isto,
uma caracteristica do alginato em formar filmes rigidos e poucos elédsticos. Para filmes de
pectina e acidos graxos, Batista (2004) encontrou valores na faixa de 1,77 a 5,99 MPa. Em
vista disso, os filmes compostos apresentaram uma acentuada melhora em suas
propriedades eldsticas.

Um modelo quadratico foi ajustado aos dados da Tabela 15E. A figura 36 ilustra a
superficie de resposta obtida, esta pode ser expressa pela equagdo 15 (R? 0,99). Podemos
observar que a tensdao de ruptura diminui com o aumento da concentracdo de glicerol, isto
se deve ao fato de que o agente plastificante torna o filme mais maledvel e
conseqiientemente menos rigido. Também € possivel concluir que o aumento da
concentracdo de CaCl, proporciona um acréscimo da tensdo de ruptura dos filmes, esse
aumento pode ser explicado pelo desenvolvimento de crosslinking entre os grupos
carboxilicos presentes nas moléculas de alginato e pectina e os fons Ca*™* (CHAVEZ et al.,
1994; PAVLATH et al., 1999).

A Figura 37 representa a superficie ajustada para o alongamento dos filmes de
pectina e alginato, representada pela equacdo 16 (R* 0,99). Percebe-se a partir desta que o
agente plastificante contribuiu significativamente para o aumento da elasticidade dos
filmes. O agente reticulante por sua vez, causa a diminui¢ao do alongamento do filme, no

entanto, produz um efeito menos pronunciado do que o anterior.

TR = 16,317 + 0,685 glicerol + 4,208 CaCl, - 0,343 (glicerol) (CaCl,) (15)
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Figura 36 — Superficie de resposta, obtida através do modelo ajustado, para a tensao de

ruptura dos filmes em func¢ao das varidveis: concentragao de glicerol e CaCl,.

(16)

E (%)= -8.300 + 2,616 glicerol + 0,465 CaCl; - 0,167 (glicerol) (CaCl;)
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Figura 37 — Superficie de resposta, obtida através do modelo ajustado, para o alongamento

dos filmes em fun¢do das varidveis: concentracao de glicerol e CaCl,.
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9  CONSIDERACOES FINAIS

9.1 CONCLUSAO GERAL

O rejeito industrial de cascas de maracuja amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa)
apresentou como componente principal as fibras (50,98%). O aproveitamento do pericarpo
do maracuja para a extragdo de pectina mostrou-se uma alternativa economicamente
vidvel, sendo que a pectina obtida a partir desta fonte apresentou qualidades superiores ou
similares as propriedades da pectina citrica comercial.

A quantidade bem como as caracteristicas da pectina obtida sofreram a influéncia
de vérios fatores, tais como: o processo de extracdo, tipo de dcido e sua concentracdo,
temperatura e tempo de extracao.

Considerando o processo de extracdo convencional, para o dcido tartrico e nitrico
o rendimento de pectina foi favorecido pela diminui¢do do pH. O melhor rendimento para
o 4cido tartdrico (24,18%) foi encontrado nas condi¢des de pH 1,9, 80 °C e 40 min. Para o
acido nitrico (14,10%) as condicdes foram pH 1,9, 90 °C e 20 min. O rendimento da
extracdo com dcido acético (10,7%) (pH 2,1, 90 °C e 20 min) foi beneficiado pela
diminui¢do da concentragdo do acido.

Se comparadas ao processo de extracdo convencional extra¢des sob aquecimento
em microondas originaram maiores rendimentos e pectinas com melhores propriedades
(DE, massa molar, teor de dcidos urdnicos). Resultado do aumento da porosidade capilar
do tecido vegetal e do curto periodo de aquecimento. Os maiores rendimentos foram
encontrados para ondas emitidas a 627,9 W de poténcia, 9 minutos de exposi¢do e pH 2,0.
Nestas condi¢des pectinas extraidas com 4cido nitrico apresentaram rendimento de 13,0%,
elevada massa molar, 82,3% de &acidos urdnicos, alto grau de esterificacdo (68,15%) e
como principais actcares constituintes apresentou 4,8% de glucose, 4,1% de arabinose e
3,6% de galactose. Pectinas obtidas pela utilizagdo de 4cido acético apresentaram um
rendimento de 12,91%, elevada massa molar, 80,5% de 4cidos urdnicos, alto grau de
esterificagdo (64,56%), 12,4% de glucose, 9,5% de arabinose e 6,8% de galactose. Os
maiores rendimentos foram obtidos pela utilizacdo do 4cido tartdrico, no entanto, a pectina
extraida apresentou algumas qualidades indesejdveis, tais como: baixo grau de

esterificacdo, massa molar reduzida e teor de dcidos urdnicos (58,5%) inferior a 65%.
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Em relacdo a associagdo da pectina e do alginato na elaboracdo de biofilmes,
obteve-se materiais com propriedades melhoradas quando comparadas as dos filmes
confeccionados a partir dos polimeros puros. Os filmes compostos apresentaram-se
transparentes € homogéneos. Indicando que houve miscibilidade entre as macromoléculas
e total incorporag@o dos componentes adicionados.

Ao analisarmos o efeito do agente reticulante sobre as caracteristicas dos filmes
podemos concluir que este contribui para a diminui¢ao da solubilidade, permeabilidade ao
vapor de dgua além de proporcionar um aumento da resisténcia do material. O agente
plastificante utilizado conferiu maleabilidade aos filmes, no sentido em que aumentou a
elasticidade dos mesmos.

Os filmes foram considerados barreiras moderadas ao vapor de dgua. Apresentando
melhores qualidades quando obtidos a partir de uma solu¢do reticuladora (2° estagio)

composta por 5% (v/v) de glicerol e 7% (m/v) de CaCls,.

9.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como o processo industrial de extracdo de pectina geralmente é realizado pela
utilizacdo de dcidos inorganicos fortes, que sdo altamente corrosivos e poluentes, surge a
necessidade de substituicdo destes agentes por acidos organicos fracos. Neste sentido,
estudos posteriores precisam ser realizados para a determinacdo das condi¢des ideais de
extracdo de pectina a partir do 4cido tartirico com qualidades melhoradas, além de que em
relacdo ao 4cido acético, embora as caracteristicas sejam compardveis as obtidas com o
acido nitrico, estudos para o aprimoramento dos processos de purificagdo da pectina devem
ser realizados para eliminacdo do odor residual do 4cido. H4 também a necessidade de
determinar a concentragao remanescente de dcido presente na pectina apds os processos de
purificacdo e isolamento.

Em relacdo ao residuo de cascas de maracujd gerado apds o processo de extracao de
pectina, hd a necessidade de estudos que busquem o aproveitamento desse rejeito, ainda
rico em fibras e outros nutrientes. Uma alternativa para utilizagdo desse material € a
incorpora¢do do mesmo a racdo de animais ruminantes. Assim, sdo necessdrios estudos
para a caracterizacdo nutricional da farinha de cascas apds submetida ao processo de

extracdo e também a andlise do desempenho da alimentag@o nestes animais.
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Tratando-se da elaboracdo de biofilmes, o processo de geleificacio e
conseqiientemente as propriedades destes materiais sdo afetadas por fatores tais como: o
tamanho molecular, grau de esterificacdo das pectinas, o nimero e arranjo das cadeias
laterais do polimero. Assim, ja que a pectina obtida a partir do pericarpo do maracuja
apresentou algumas caracteristicas distintas das pectinas comerciais € de se esperar que as
propriedades dos filmes sejam diferentes, desta maneira é necessdria a realizagdo de
estudos que promovam a caracterizagdo dos filmes confeccionados a partir da pectina
obtida das cascas de maracujd. Para isto, surge a necessidade da utilizacdo de

equipamentos que permitam extrair maior quantidade de pectina com mais facilidade em

escala de bancada.
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ANEXO A
EXTRACAO DE PECTINA DAS CASCAS DE MARACUJA

O processo de extragdo e isolamento da pectina através da metodologia

convencional estd esquematizado na Figura 38A.

Farinha das cascas de

maracuja (FCM)
 —
Suspensao
(FCM e dgua, razdo Solucido dcida
s6lido liquido 1:50 (w/v))

Aquecimento
Y
Extracdo dcida
(Variaveis controladas:
pH, temperatura, tempo)
Filtracdo em Residuo

tecido sintético L insoldvel

Solugdo contendo
pectina

'

Precipitacdo da pectina
em alcool absoluto
(razdo 1:2 (v/v))
Filtragcdo a vacuo Lavagem com etanol

com filtro de papel absoluto

Gel de pectina

Desidratacao a 50°C l

Pectina seca

Figura 38A — Diagrama de extracdo 4cida e precipitacdo de pectinas a partir da FCM.
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ANEXO B
EXTRACAO DE PECTINA DAS CASCAS DE MARACUJA

DADOS DAS ANALISES ESTATISTICAS

Tabela 11B — Coeficientes dos modelos de regressao para os experimentos realizados com

o 4cido acético, nitrico e tartarico, para o processo de extracdo convencional.

Acido acético Acido tartarico Acido nitrico

Efeito Coef. Erro p Coef. Erro p Coef. Erro p
Intercepto 519,57* 92,954 0,003 641,281°%* 245,767 0,048 458,17* 175,183 0,047
pH -448,83* 86,371 0,004 -676,816% 228,361 0,031 -483,51* 162,775 0,031
pH"2 110,13* 21,189 0,004 173,125%* 56,024 0,027 123,67* 39,933 0,027
T(°C) -1,886% 0,531 0,016 0,600 1,404 0,687 0,427 1,001 0,687
T(CC)N2 0,011* 0,002 0,004 -0,002 0,006 0,688 -0,002 0,004 0,687
t.e.(min) 0,105 0,290 0,732 1,935 0,767 0,053 1,382 0,547 0,053
t.e.(min)"2 0,003* 0,001 0,031 0,009%* 0,003 0,031 0,006%* 0,002 0,030
pH*T(°C) 0,168 0,204 0,448 0,003 0,538 0,996 0,003 0,384 0,995
pH*t.e.(min) 0,019 0,132 0,892 -0,873 0,349 0,054 -0,624 0,249 0,054
T(°C)*t.e.(min) -0,003 0,001 0,081 -0,005 0,004 0,238 -0,003 0,003 0,237

*Coeficientes significativos. O teste t-Student foi realizado com 16 graus de liberdade e um nivel de
significancia de 0,05.
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ANEXO C
EXTRACAO DE PECTINA DAS CASCAS DE MARACUJA

DADOS CROMATOGRAFICOS (HPSEC-MALLS/RI)
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Figura 39C - Perfil de elui¢do comparativo das pectinas extraidas com diferentes dcidos e

processos por HPSEC-MALLS/RL
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Figura 40C — Perfil de elui¢do comparativo (detector RI) das pectinas extraidas com

diferentes 4cidos e processos por HPSEC-MALLS/RI.
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Figura 41C — Perfil de elui¢do comparativo entre as pectinas extraidas com acido acético e

pectina citrica comercial por HPSEC-MALLS/RI.
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Figura 42C — Perfil de elui¢cdo comparativo (detector RI) entre as pectinas extraidas com

acido acético e pectina citrica comercial por HPSEC-MALLS/RI.
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Figura 43C — Perfil de eluicdo comparativo entre as pectinas extraidas com 4cido nitrico e

pectina citrica comercial por HPSEC-MALLS/RI.
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Figura 44C — Perfil de eluicdo comparativo (detector RI) entre as pectinas extraidas com

acido nitrico e pectina citrica comercial por HPSEC-MALLS/RI.
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Figura 45C — Perfil de eluicao comparativo entre as pectinas extraidas com 4cido tartarico

e pectina citrica comercial por HPSEC-MALLS/RI.
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Figura 46C — Perfil de elui¢cdo comparativo (detector RI) entre as pectinas extraidas com

acido tartdrico e pectina citrica comercial por HPSEC-MALLS/RI.



104

ANEXOD
BIOFILMES DE PECTINA E ALGINATO

O fluxograma da Figura 47D esquematiza as etapas de preparacao dos biofilmes.

Glicerol

(0,6g/g macromolécula)

dgua deionisada

Dissolugdo
Alginatode Placa de agecimento I Pectina
sodio (1%) e agitador mecanico (1%)

(30°C, 800 rpm, 1h)

1° Estagio
Pré-reticulagdo
(70°C, 800 rpm)

Secagem
70ml de solu¢do no
molde (d=14 cm)
Estufa a 40°C por 18 h

Filme solivel ) ‘ ‘

2° Estédgio
Reticulacdo
Imers@o por 30 min em 50
ml de solucdo reticuladora
(glicerol e CaCl2.2H20)

Secagem final
A temperatura ambiente
por 24 h

CaCl2.2H20
(30ml, 1ml/min)

Figura 47D - Fluxograma da preparacdo de filmes de pectina e alginato de sddio.

Adaptado de Zactiti, 2004
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ANEXOE
BIOFILMES DE PECTINA E ALGINATO

DADOS DE SOLUBILIDADE E UMIDADE

Tabela 12E— Contetdo de umidade e solubilidade em 4dgua de filmes de pectina e alginato.

Composicao da solucao reticuladora (2°estagio) Umidade Solubilidade
Glicerol (%) (v/v) CaCl; (%) (m/v) (g agua/g filme) (%)

10 3 0,33 (£0,015) 51,98 (+0,96)

10 7 0,28 (+0,014) 36,45 (£ 0,49)

5 7 0,20 (£ 0,056) 32,88 (+0,57)

5 3 0,27 (£ 0,10) 48,50 (£ 1,25)

7 5 0,16 (+0,006) 36,78 (£ 0,42)

Meédia + desvio padrio (3 repeti¢des).

DADOS DE INTUMESCIMENTO

Tabela 13E — Grau de intumescimento de equilibrio e razdo das espessuras final e inicial
dos filmes de pectina e alginato para variagdes na concentracio da solucdo reticuladora do

2° estagio.

Composicao da solucao reticuladora (2° estagio)

Glicerol (%) (v/v) CaCl, (%) (m/v) GI o,/ S,
10 3 2,18 3,63 (£ 0,005)
10 7 1,64 2,76 (+0,006)
5 7 1,09 3,68 (+0,003)
5 3 1,99 3,61 (£0,005)
7 5 1,94 3,35 (£ 0,008)

Meédia + desvio padrdo (5 repetigdes).
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DADOS DE PERMEABILIDADE AO VAPOR DE AGUA

Tabela 14E — Espessura média e permeabilidade ao vapor d’adgua dos filmes de pectina e

alginato para variagdes na concentracao da solugao reticuladora do 2° estagio.

Composicao da solucao reticuladora (2° estagio) Espessura Kpva
- (g.mm)/
Glicerol (%) (v/v) CaCl, (%) (m/v) (mm) (m’.dia.kPa)
10 3 0,076 (+0,001) 9,82 (+0,027)
10 7 0,065 (£0,004) 8,29 (£ 0,039)
5 7 0,051 (£0,005) 7,72 (£0,014)
5 3 0,076 (£ 0,003) 8,77 (+0,025)
7 5 0,063 (+0,004) 8,16 (£ 0,028)

Meédia + desvio padrdo. Para espessura 5 repeticdes e para Kpva 3 repeticdes.

DADOS DAS PROPRIEDADES MECANICAS

Tabela 15E — Propriedades mecanicas dos filmes de pectina e alginato para variacdes na

concentracao da solucao reticuladora do 2° estagio.

Composicao da solucio reticuladora (2° estagio)

Glicerol (%) (v/v) CaCl, (%) (m/v) TR (MPa) E (%)
10 3 25,49 (£ 6,58) 13,99 (£ 3,55)
10 7 28,82 (+9,07) 9,35 (£ 4,65)
5 7 37,22 (+4,55) 2,18 (+2,58)
5 3 27,47 (£6,98) 3,64 (£ 5,25)
7 5 30,31(+8,97) 2,90 (£5,67)

Meédia + desvio padrdo (9 repetigdes).



