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RESUMO

O cupuagu (Theobroma grandiflorum Schum, Familia Sterculiaceae) € um fruto
nativo da regido amazénica. Sua polpa apresenta um forte aroma e um agradavel
sabor &cido, sendo empregada em doces, sorvetes e geléias caseiras. Neste
trabalho, a polpa dos frutos de cupuacgu foi triturada, tratada com metanol-agua e
deslipidificada com tolueno-etanol. O residuo obtido (4% em relagcédo a polpa fresca)
foi submetido a extracdes seqlenciais com agua, solucdes aquosas de acido citrico
e de hidroxido de sédio. As extracbes aquosas solubilizaram principalmente
pectinas, enquanto que as extragdes acidas, em sua maioria, solubilizaram amido.
Em geral, as fracdes alcalinas apresentaram um elevado teor de Xyl, Man, Gal e Gic,
indicando a presenca de hemiceluloses. As fragbes polissacaridicas obtidas
apresentaram rendimento entre 0,3 e 15% em relagcdao ao material de partida. As
principais fracoes foram extraidas com agua a 25°C (fragdo W-1, 7% de rendimento),
com &cido citrico a 0,1% a 100°C (fracao 0.1CA-2, 15% de rendimento) e com acido
citrico a 0,5% a 100°C (fragéo 0.5CA-2, 8% de rendimento). As duas ultimas fracoes
foram constituidas majoritariamente por amido, enquanto que a fragdo W-1 é uma
fracdo péctica. Analises quimicas e espectroscdpicas mostraram que a fragdo W-1 é
composta majoritariamente por uma homogalacturonana altamente esterificada (DE
53,1%; DA 1,7%) com algumas insercbes de ramnogalacturonanas, com cadeias
laterais contendo galactose e arabinose, além de conter uma pequena proporcao de
amido. O amido, presente como contaminante, foi removido da fragdo W-1 por
tratamento com a-amilase e amiloglucosidase resultando na fragcdo PW-1, livre de
amido. Ambas as fracdes pécticas, W-1 e PW-1, foram analisadas reologicamente.
Os géis de pectina (1-3%, p/p) foram preparados em pH acido (3,0) na presenca de
elevada concentragdo de sacarose (55-65%). De maneira geral, tanto o aumento da
concentracdo de pectina como o0 aumento da concentracdo de sacarose
influenciaram positivamente os géis, sendo que os géis mais fortes foram obtidos
para a fracdo W-1, tanto em termos de comportamento viscoelastico quanto em
relagdo a termoestabilidade. A fragcdo 0.1CA-2, rica em amido, foi analisada através
de espectroscopia de '°C RMN, apresentando os sinais caracteristicos de moléculas
de amilose. Esta fragdo também foi analisada quanto as suas propriedades
reolégicas. Para as analises reoldgicas, os géis foram preparados variando a
concentracdo da fragdo (4-7%, p/p). Quanto maior a concentragdo de amostra,
maiores foram a viscosidade e a for¢a dos géis, embora os géis de pectinas tenham
apresentado propriedades reoldgicas superiores aos géis de amido. Os resultados
obtidos mostraram a presenca de pectinas e amido com altas capacidades
geleificantes na polpa dos frutos de cupuagu.

Palavras-chave: Theobroma grandiflorum. Cupuacu. Polissacarideos. Pectinas.
Amido. Reologia.



ABSTRACT

The cupuassu (Theobroma grandiflorum Schum, Sterculiaceae) is a native
Amazonian fruit. Its pulp has a pleasant acidic taste and a strong fragrance and is
used in candies, ice cream, domestic jellies, and jams. We now milled the fruit pulp,
treated with methanol-water and defatted with toluene-ethanol. The resulting residue
(4% related to the fresh pulp) was submitted to successive extractions with water,
citric acid and NaOH. Aqueous extractions solubilized principally pectins, while acid
extractions mainly solubilized starch. In general, alkaline polysaccharide fractions
had a high content of Xyl, Man, Gal and Glc, indicating the presence of
hemicellulose. The polysaccharide fractions had yields from 0.3% to 15% depending
on the starting material. The main fractions were those extracted with water at 25°C
(W-1 fraction, 7% yield), 0.1% citric acid at 100°C (0.1CA-2 fraction, 15% yield) and
0.5% citric acid at 100°C (0.5CA-2 fraction, 8% yield). The last two fractions were
composed mainly of starch, while W-1 was a pectic fraction. Chemical and
spectroscopic analysis showed that W-1 is composed mainly by a highly esterified
homogalacturonan (DE 53.1%; DA 1.7%) with some insertions of
rhamnogalacturonan, with side chains containing galactose and arabinose, besides
starch in a low proportion. Starch, present as contaminant, was removed from the
W-1 fraction by treatment with a-amylase and amyloglucosidase, yielding starch-free
PW-1 fraction. Both pectic fractions, W-1 and PW-1, were submitted to rheological
experiments. Pectin gels (1-3%, w/w) were prepared at pH 3.0 in the presence of a
high sucrose concentration (55-65%). In general, gels were influenced positively by
increases in pectin and sucrose content, the stronger gels being those obtained for
fraction W-1, in terms of viscoelastic behavior as well as in relation to thermal
stability. Starch-rich 0.1CA-2 fraction was analyzed by '°C NMR, having
characteristic signals of amylose. It was also analyzed for its rheologic properties. For
rheological analysis, gels were prepared varying the fraction concentration (4-7%,
w/w). Depending on a high concentration of the fraction, the gel viscosity and
strength were greater, although pectin gels had better rheologic properties than
starch gels. The obtained results showed the presence of pectins and starch with
high geleificant capabilities in the pulp of the cupuassu fruit.

Keywords: Theobroma grandiflorum. Cupuassu. Polysaccharides. Pectins. Starch.
Rheology.
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1 INTRODUGAO

Os polissacarideos extraidos de plantas abrangem uma consideravel fonte de
polimeros para diversas aplicagdes industriais. O amido domina o mercado mundial
na industria alimenticia, mas outros polissacarideos também vém sendo
empregados em quantidades crescentes como agentes espessantes, estabilizantes,
emulsificantes, suspensores e geleificantes.

Por exemplo, as pectinas, presentes em quantidades significativas em muitos
frutos, sdo amplamente empregadas em doces, bebidas e molhos, onde atuam
principalmente como agente geleificante, estabilizante e espessante.

Todos os frutos e verduras contém carboidratos. Em frutos frescos, parte
deles esta presente na parede celular como celulose, hemiceluloses e pectinas,
cujas proporgdes variam de acordo com a espécie (GRASSIN; FAUQUEMBERGUE,
1996; MEYER, 1960).

Apds ampla revisdo bibliografica ndo foram encontrados dados na literatura
sobre a caracterizagdo dos carboidratos dos frutos de Theobroma grandiflorum,
conhecido popularmente como cupuacgu. Neste trabalho isolou-se e caracterizou-se

polissacarideos da polpa do cupuagu.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PAREDE CELULAR VEGETAL

A parede celular vegetal € uma estrutura dindmica, cuja forma, composi¢ao e
propriedades sdo constantemente alteradas ao longo da vida celular em resposta ao
crescimento, diferenciacdo, ambiente e atividades da célula. Nas células vivas, a
parede celular influencia a taxa e a diregdo do crescimento celular, exercendo uma
profunda influéncia no desenvolvimento e morfologia vegetal. Assim, determina a
forma da célula, a textura do tecido e a forma final do 6rgdo vegetal (CARPITA;
McCANN, 2000; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

As células de plantas em crescimento, de tecidos vegetais suculentos e
células parenquimaticas de folhas e frutos apresentam uma parede primaria, capaz
de se expandir. Os polissacarideos somam cerca de 90% dos polimeros estruturais
das paredes celulares primarias. Quando uma célula cresce, as ligacdes entre os
polissacarideos da parede sao rompidas, a célula se expande e novos
polissacarideos sdo sintetizados e inseridos entre os ja4 existentes. Este processo
envolve o rompimento e a formacdo de numerosas ligacbes covalentes e nao
covalentes. Desse modo as células podem aumentar muitas vezes seu
comprimento, sem enfraquecimento da parede (ALBERSHEIM et al, 1996;
CARPITA; McCANN, 2000; FRESHOUR et al, 1996; PEREZ, MAZEAU; du
PENHOAT, 2000; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

A regido que une as paredes primarias de células vizinhas é a lamela média,
uma camada rica em pectinas. Muitas células apresentam uma parede secundaria,
que se desenvolve a partir da primaria e se localiza internamente a esta, sendo
caracterizada pela presenca de lignina, que interrompe o crescimento celular,
resultando na diferenciagéo terminal da célula por conferir resisténcia a compressao
e rigidez a parede (ALBERSHEIM et al., 1996; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

A parede celular é uma estrutura altamente organizada composta de
diferentes polissacarideos, proteinas e substancias aromaticas. Os principais
polissacarideos presentes em paredes celulares sao celulose, hemiceluloses e
pectinas (CARPITA; McCANN, 2000).
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2.1.1 Celulose e hemiceluloses

A celulose é o mais abundante polissacarideo da parede celular vegetal,
presente tanto nas paredes primarias quanto nas secundarias. Ela constitui cerca de
15 a 30% da matéria seca de parede celular primaria e ocupa cerca de 15% de seu
volume (CARPITA; McCANN, 2000; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001; VARNER,;
LIN, 1989). E o composto que fornece resisténcia (forca) aos tecidos vegetais, sendo
formado por unidades de D-glucose unidas por ligagdes glicosidicas B-(1—4)
(MEYER, 1960). A celulose esta presente como microfibrilas localizadas numa
matriz entremeada por moléculas ndo-celuldsicas, incluindo hemiceluloses, pectinas
e glicoproteinas (CARPITA; McCANN, 2000; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

As hemiceluloses sao polissacarideos da matriz da parede celular, distintos
de celulose e pectinas, soluveis em alcali e encontrados em paredes celulares
primarias e secundarias. Constituem cerca de 20% do peso seco da parede celular e
representam um grupo heterogéneo de polissacarideos em relagdo aos tipos de
monossacarideos e a natureza das ligagdes glicosidicas (DEY; HARBORNE, 1997;
WILKIE, 1979; WONG; SADDLER, 1993). Em geral se associam a celulose e a
lignina na parede celular e sdo constituidas de longas cadeias, muitas vezes com
numerosas ramificagdes curtas, constituidas de uma ou varias unidades
monossacaridicas, que normalmente sao diferentes daquelas que constituem a
cadeia principal (WHISTLER, 1993).

Os principais monossacarideos que compdem as hemiceluloses de plantas
terrestres sdo D-xilose, D-galactose, D-glucose, L-arabinose, D-manose, acido D-
glucurénico e acido 4-O-metilglucurénico (ALBERSHEIM et al, 1996; PULS;
SCHUSEIL, 1993; TIMELL, 1964). As principais hemiceluloses sao as xiloglucanas e
glucuronoarabinoxilanas - que sao constituintes de paredes celulares primarias -
além de mananas, glucomananas e galactoglucomananas (ALBERSHEIM et al.,
1996; TIMELL, 1964).
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2.1.2 Pectinas

As pectinas somam cerca de um terco da matéria seca da parede celular de
dicotiledéneas e muitas monocotileddneas, onde exercem diferentes fungbes. A
maior parte destes polissacarideos é encontrada na lamela média das paredes
celulares vegetais, onde sdo importantes para a adesao célula-célula. Ja as pectinas
presentes na parede celular primaria contribuem para a retencdo de agua e
formacdo de géis, que influenciam as propriedades mecanicas da parede celular
(CARPITA; McCANN, 2000; JARVIS, 1988; MacDOUGALL et al., 1996; MELFORD;
DEY, 1986; Van BUREN, 1991).

As cadeias de pectina podem estabelecer ligagdes cruzadas com ions calcio
nas chamadas zonas de juncdo. A extensdo dessas zonas e 0 padrdao de
substituicdo na cadeia principal permitem a formagao de um gel que fornece um fino
controle da porosidade da parede, regulando a difusao de ions, nutrientes e enzimas
da parede celular, modulando o pH e o balango i6nico. Por limitar a porosidade da
parede, as pectinas podem afetar o crescimento celular, regulando o acesso de
enzimas aos seus substratos. Além disso, as pectinas servem como moléculas de
reconhecimento que sinalizam a presencga de organismos simbidticos, patégenos e
insetos nas plantas (CARPITA; McCANN, 2000; McCANN et al., 1995).

A textura de frutos e verduras durante o crescimento, amadurecimento e
armazenamento é fortemente influenciada pela quantidade e natureza das pectinas
presentes. Modificacbes importantes das propriedades de frutos, verduras e outros
produtos vegetais durante a estocagem e processamento estdo relacionadas a
alteracdes dos componentes pécticos (VORAGEN et al., 1995).

Como outros polissacarideos vegetais, as pectinas sédo polidispersas,
exibindo uma significante heterogeneidade com respeito a estrutura quimica e a
massa molecular (PEREZ, MAZEAU; du PENHOAT, 2000).

Quimicamente, as pectinas compreendem uma familia de polissacarideos
constituida por homogalacturonanas (HG) e ramnogalacturonanas (RG), ilustradas
na Figura 1. Homogalacturonanas constituem a regido lisa ou smooth region das
cadeias de pectinas e sdao homopolimeros de unidades de &cido D-galacturdnico
unidas por ligacbes glicosidicas do tipo a-(1—4) nas quais muitos dos grupos

acidos estao metil-esterificados. Elas também podem, dependendo do tipo de planta,
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estar parcialmente O-acetiladas em C-3 ou C-2 (RIDLEY; O’NEILL; MOHNEM,
2001).

Ramnogalacturonanas constituem a regidao ramificada ou hairy region das
pectinas e sdo divididas em dois tipos: ramnogalacturonanas | (RG-1) e
ramnogalacturonanas Il (RG-Il). RG-I consiste de uma cadeia principal de unidades
alternantes de &cido D-galacturénico ligadas a-(1—4) e ramnose ligadas o-(1—2), a
qual se ligam cadeias laterais neutras tais como arabinanas e arabinogalactanas (De
VRIES, 1988; SCHOLS; VORAGEN, 2002). Outros agucares que podem estar
ligados nas cadeias laterais s&o: D-xilose, D-glucose, D-manose, L-fucose e acido D-
glucurénico (VORAGEN et al., 1995).

As arabinanas sao polissacarideos que apresentam uma cadeia principal de
unidades furanosidicas de L-arabinose unidas por ligacdes glicosidicas a-(1—5),
com ramificacbes ligadas a varias unidades da cadeia principal na posicao O-2 e/ou
O-3 (PEREZ, MAZEAU; du PENHOAT, 2000; VORAGEN et al., 1995).

As arabinogalactanas ocorrem em duas formas estruturalmente diferentes. As
arabinogalactanas do tipo | tém uma cadeia linear de unidades piranosidicas de D-
galactose ligadas B-(1—4) com 20-40% de unidades furanosidicas de L-arabinose
ligadas a-(1—5) presentes em cadeias laterais curtas conectadas na posi¢cao O-3
das unidades de galactose (PEREZ, MAZEAU; du PENHOAT, 2000; VORAGEN et
al., 1995).

Ja as arabinogalactanas do tipo Il sdo polissacarideos altamente ramificados,
com cadeias de unidades de [B-D-galactopiranose unidas por ligagées (1—3) e
(1—6). As ligagbes (1—3) predominam nas cadeias internas, enquanto que as
ligagbes (1—6) ocorrem principalmente nas cadeias externas, que sdo geralmente
terminadas por unidades L-arabinofuranosil e em algum grau por unidades L-
arabinopiranosil (VORAGEN et al., 1995).

RG-Il € o menor e mais complexo polissacarideo péctico das paredes
celulares vegetais (PELLERIN et al., 1996). Contém uma alta proporcao de unidades
de ramnose ligadas (1—-3) e (1-2,3,4) e como unidades terminais (VORAGEN et
al., 1995). Varios autores descrevem este polissacarideo apresentando uma cadeia
principal de 8-10 unidades de &cido galacturébnico com quatro cadeias laterais
complexas consistindo de 12 monossacarideos diferentes e 20 ligagdes distintas
(MELTON et al., 1986; PELLERIN et al., 1996; RODRIGUEZ-CARVAJAL et al.,
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2003; VIDAL et al., 2000). E caracteristica de RG-Il a presenca de aglicares raros,
tais como apiose (DARVILL; McNEILL; ALBERSHEIM, 1978), acido acérico (ou 3-C-
carboxi-5-deoxi-L-xilose) (SPELLMAN et al., 1983), 2-O-metil-fucose (BARRETT;
NORTHCOT, 1965; DARVILL; McNEILL; ALBERSHEIM, 1978), 2-O-metil-xilose
(BARRETT; NORTHCOT, 1965; DARVILL; McNEILL; ALBERSHEIM, 1978), Kdo
(acido 2-ceto-3-deoxi-D-mano-octulosénico) (STEVENSON; DARVILL;
ALBERSHEIM, 1988) e Dha (acido 3-deoxi-D-lixo-2-heptulosarico) (YORK et al.,
1985). As unidades de apiose da cadeia lateral de dois mon6meros de RG-Il sdo
esterificadas com acido bérico, formando dimeros de RG-Il (ISHIl et al., 1999;
KOBAYASHI; MATOH; AZUMA, 1996).

.
<+ = ssccenpensos 'lﬁ#
~

Homogalacturonana e

Ramnogalacturonana ll

Ramnogalacturonana |

P Acetil éster P Metil éster ® Galactose (Gal)

@ Acido galacturénico (GalA) © Arabinose (Ara)

® Ramnose (Rha) © Xilose (Xyl)

® Apiose (Api) < Acido glucurénico (GlcA)

e Acido 2-ceto-3-deoxi-D-

@ Fucose (Fuc) mano-octulosénico (Kdo)

o Acido 3-deoxi-D-lixo- o N
heptulosarico (Dha) @ Acido acérico (AceA)

Figura 1 - Representacao esquemaética das estruturas de pectinas
ADAPTADO DE: WILLATS; KNOX e MIKKELSEN (2006).

A presenca de xilogalacturonanas ou galacturonanas ricas em xilose foi

identificada em grdos de soja, ervilha, melancia, casca de limdo e maca. As
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unidades de xilose estao presentes como cadeias laterais de uma Unica unidade
ligada a posicdo O-3 das unidades piranosidicas de acido galacturénico
(ALBERSHEIM et al., 1996; VORAGEN et al., 1995).

Todas as moléculas de pectina contém segmentos lineares de &cido
galacturénico cujos grupos carboxilicos podem estar esterificados com metanol
(ROLIN, 1993). A proporcao de grupos carboxilicos metil-esterificados nas pectinas
€ expressa como grau de esterificagdo (DE). Dependendo do grau de esterificagao,
as pectinas sao divididas em dois grupos: pectinas com alto teor de esterificagao
(HM), com um DE superior a 50%, e pectinas com baixo teor de esterificagdo (LM),
com um DE inferior a 50% (VORAGEN et al., 1995).

2.1.2.1 Propriedades e aplicacdes das pectinas

Pectinas formam gel sob certas circunstancias e esta propriedade as torna um
importante aditivo na industria farmacéutica e de alimentos (PEREZ, MAZEAU; du
PENHOAT, 2000; VORAGEN et al, 1995). Devido as suas propriedades
estabilizantes e espessantes, as pectinas sao utilizadas como importantes aditivos
em geléias, maionese, cremes para saladas, molhos, sucos concentrados, bebidas e
sorvetes (VORAGEN et al., 1995).

Pela estabilidade em baixos valores de pH, as pectinas apresentam
aplicagdes em alimentos acidos, estabilizando bebidas lacteas e suas combinagdes
com sucos de frutas (MAY, 1990; ROLIN, 1993). S&do amplamente empregadas
como texturizador, estabilizante e emulsificante numa grande variedade de produtos.
Seu uso como substituto de agucar e gordura em alimentos dietéticos esta
crescendo, com a maior demanda destes produtos. As pectinas atuam como fibras
dietéticas, diminuem o nivel do colesterol sanglineo e afetam a absorcédo de
glucose, reduzindo a resposta do organismo a curva glicémica (VORAGEN et al.,
1995).

As pectinas comerciais sdo normalmente provenientes das cascas de frutas
citricas ou do bagagco da maca, subprodutos da fabricacdo de sucos (ROLIN, 1993;
WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006). A composicao da pectina varia com a fonte

da qual esta é isolada, bem como com as condi¢ces usadas durante seu isolamento
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e purificacdo (ROLIN; NIELSEN; GLAHN, 1998). No baga¢co de maca, dependendo
do tipo de extracdo, pode-se obter de 13,3 a 20,9% de substancias pécticas
(CANTERI-SCHEMIN, 2005), e para citricos, o rendimento varia de 20 a 26%
(KRAVTCHENKO; VORAGEN; PILNIK, 1992).

Outras fontes de pectinas que vém sendo estudadas incluem as polpas de
beterraba e de batata, as cascas de soja, os residuos de sementes de girassol e de
frutas como cacau, caja, maracuja e manga (IAGHER; REICHER; GANTER, 2002;
IGLESIAS; LOZANO, 2004; KALAPATHY; PROCTOR, 2001; KOUBALA et al., 2008;
MOLLEA; CHIAMPO; CONTI, 2007; OOSTERVELD et al., 2000; PINHEIRO, 2007;
TURQUOQIS et al., 1999; YAPO et al., 2007; YAPO; KOFFI, 2006).

2.1.2.2 Geleificacao de pectinas

A geleificagdo de pectinas ocorre somente sob certas condi¢coes. Fatores
determinantes da ocorréncia da geleificagdo e que influenciam as caracteristicas do
gel incluem: temperatura, concentracdo de pectina, pH, concentracdo de solutos
(acUcares) e concentracdo de fons, como o Ca*? (ROLIN, 1993).

Os limites estabelecidos por estes fatores € os modos nos quais eles
influenciam a geleificacdo sao dependentes das propriedades moleculares das
pectinas, como massa molecular, grau de esterificagdo e de amidacgao, presenca de
ésteres de acetila em O-2 e O-3 na cadeia de galacturonana, distribuicdo de
ramnose causando tor¢bes na cadeia de pectina e distribuicdo (randémica ou em
blocos) dos grupos ésteres ao longo da molécula (AXELOS; THIBAULT, 1991;
ROLIN, 1993). Desta maneira, pectinas de fontes distintas apresentam variagdes
nestes fatores, e suas capacidades geleificantes serdo diferenciadas (SATO et al.,
2004).

Os mecanismos de geleificagcdo sao diferentes para pectinas de alto teor de
esterificacdo (HM) e de baixo teor de esterificacdo (LM) (OAKENFULL, 1991;
ROLIN, 1993; THAKUR; SINGH; HANDA, 1997).

A geleificacdo de solugdes aquosas de pectinas HM é freqlientemente
observada em pH acido (inferior a 3,5), na presenca de grandes quantidades de

acucares ou co-solutos semelhantes (tipicamente 60-65% de sacarose); sendo este
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o procedimento usado na producdo convencional de geléias (BULONE et al., 2002;
CHRISTENSEN, 1986; MAY, 1990; OAKENFULL; SCOTT, 1984; REES, 1969).

A alta concentracdo de co-solutos cria condi¢cdes de baixa atividade da agua,
onde as interacbes cadeia-cadeia predominam em relacdo as interacdes cadeia-
solvente, enquanto que o pH acido reduz as cargas negativas dos grupos
carboxilicos, diminuindo assim as repulsdes eletrostaticas entre as cadeias (ROLIN,
1993; VORAGEN et al., 1995).

Com a reducao das repulsdes e da disponibilidade de agua para solvatacao
das pectinas HM, ha aproximagdo das cadeias e a formagédo de zonas de jungéo,
que sdo estabilizadas por interagdes hidrofdbicas entre os grupos éster metilicos e
por pontes de hidrogénio entre grupos carboxilicos n&o-dissociados e alcoois
secundarios, como demonstrado na Figura 2(B) (THAKUR; SINGH; HANDA, 1997;
VORAGEN et al., 1995; WALKINSHAW; ARNOTT, 1981).

Sob condicbes semelhantes, pectinas HM com maior massa molecular
formam géis mais fortes. Grupos acetilicos em proporcdes elevadas impedem a
geleificacdo das pectinas e o grau de esterificacdo, dentro do grupo das pectinas
HM, determina seu nivel de geleificacdo em termos de temperatura e pH, desde
pectinas ultra-rapidas até lentas (VORAGEN et al., 1995).

Tsoga, Richardson e Morris (2004) estudaram o comportamento de géis de
pectinas comerciais com DE 70% (a 1%) empregando como co-solutos soélidos xilitol,
sorbitol, glucose, frutose ou sacarose em concentracdes de 50, 55, 60 e 65%,
variando a temperatura de 5-90°C e em pH fixo em 3,0. Os géis mais fortes foram
obtidos com a sacarose.

Usando uma pectina comercial com DE 70,3% na concentragdo de 0,5% e
65% de sacarose e pH variando entre 3,0 e 4,7, Evageliou, Richardson e Morris
(2000) mostraram que a forga dos géis aumentou com a redugao do pH.

Sharma, Liptay e Le Maguer (1998) verificaram que quando as pectinas HM
obtidas da polpa de tomates foram usadas para geleificagdo na presencga de varias
concentragbes de sacarose (50-70%) em diferentes pH (2,0 a 5,0) houve formagéo
de géis com 60% de sacarose em pH inferior a 3,0. A forca do gel aumentou com a
reducao do pH e com 0 aumento da concentragdo de pectina de 1 para 2%.

El-Nawawi e Heikel (1997) utilizaram sacarose nas concentragdes de 55, 65 e
75% para a geleificacdo de pectinas HM de citricos a 0,4%, variando o pH de 2,2 a

3,4. A tendéncia a formacao dos géis pareceu ser afetada tanto pelo pH quanto pela
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concentracao de sacarose. Os melhores géis foram obtidos com 75% de sacarose
em pH 3,2 e 65% em pH 3,0.

Segundo Rolin e de Vries (1990) o pH de 3,1 seria o ideal para a geleificacao
de pectinas HM. Os autores demonstraram que valores de pH muito baixos séo
criticos para a geleificacdo deste tipo de pectina e que ndo ocorre formacao de géis
em pH superior a 3,5.

No caso de pectinas LM, com grau de esterificacdo abaixo de 50%, a
geleificagcdo acontece na presenca de cations divalentes, como o calcio, que age
como uma ponte entre pares de grupos carboxilicos de diferentes cadeias de
pectinas numa ampla faixa de pH, formando zonas de jungédo, como demonstrado na
Figura 2(A) (MALOVIKOWA; RINAUDO; MILAS, 1994; MORRIS, 1986; REES, 1969;
THIBAULT; RINAUDO, 1986).

(A)

(B)

2
H,0

o>

sacarose

Figura 2 - Mecanismos de ligacdao cruzada de moléculas de pectinas: (A) LM na
presenca de célcio; (B) HM em meio &cido
ADAPTADO DE: RINAUDO (1996).
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Este tipo de formacéo de zonas de juncao pode ser descrito pelo modelo egg
box, onde as cadeias de pectato sdo hélices duplas e nas zonas de jung¢do, com seu
arranjo antiparalelo, estas cadeias formam espacos ou fendas de ligacao, as quais
aprisionam ions calcio, que ligam as cadeias entre si. A geleificacao aparentemente
envolve dois estagios, sendo o primeiro a formagéao de dimeros (caixa de ovos) e 0
segundo a condensacao dos dimeros em agregados (muitas caixas de ovos sao
posicionadas juntas) (ROLIN, 1993).

Pela natureza eletrostatica das ligacbes, os géis de pectinas LM sdao muito
sensiveis a parametros intrinsecos que podem modificar o ambiente dos grupos
carboxilicos, como a natureza, distribuicao e quantidade de substituintes ao longo da
cadeia galacturénica. Assim, a capacidade de formagdo de gel aumenta com o
decréscimo do DE, e pectinas LM com grupos carboxilicos livres distribuidos em
blocos sdo muito sensiveis a baixos niveis de célcio. A acetilagdo reduz a afinidade
das pectinas para com o calcio e a amidagao (presenca de grupo amida em C-6)
melhora a capacidade das pectinas LM de formar géis (VORAGEN et al., 1995).

O processo de geleificagdo de pectinas LM também depende de fatores
externos, como temperatura, pH, forgca ibnica e quantidade de calcio adicionada. Se
a sacarose estiver presente, seu efeito combinado com o pH permite geleificacdo a
menores niveis de calcio por promover interacdes cadeia-cadeia (VORAGEN et al.,
1995).

A influéncia da concentracdo de calcio e do pH em géis de pectinas LM
amidadas e ndo-amidadas foi investigada por Lootens e colaboradores (2003). Os
autores verificaram que, para este ultimo tipo de pectina, em pH abaixo de 3,0 houve
um enfraquecimento do gel formado por célcio, enquanto que para pectinas
amidadas, o gel foi fortalecido.

Cardoso, Coimbra e Lopes da Silva (2003), semelhantemente a Fu e Rao
(2001), observaram que tanto uma elevagao na concentragdo de pectina quanto na
concentragdo de sacarose favorecem a formacao de géis de pectina LM.

lglesias e Lozano (2004) reportaram a importancia da adicdo simultanea de
sacarose e calcio em géis de pectinas LM. Grosso e Rao (1998) observaram que o
aumento da concentracdo de calcio com concentragao fixa de solidos soluveis,
melhorava a qualidade do gel de forma mais significativa do que a variacdo da

concentracao de solidos sollveis com concentracao fixa de calcio.
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Na maioria dos casos, um gel de pectina é preparado sob aquecimento e
entdo solidificado por resfriamento. Quando resfriado abaixo da temperatura de
geleificacdo, sistemas contendo pectinas LM geleificardo quase que
instantaneamente, enquanto que sistemas com pectinas HM geleificardao apds certo
tempo. Uma vez formado, o gel de pectina HM nédo pode ser desfeito, mas um gel de
pectina LM pode, na maioria dos casos, ser desfeito e reconstituido repetidamente,
ou seja, é termorreversivel (ROLIN, 1993).

Pelas caracteristicas de sua geleificagdo, pectinas LM podem ser usadas em
produtos com baixo teor de agucar, tais como géis e geléias de baixo teor caldrico,
produtos de confeitaria, e outras aplicagdes que envolvam restricdo no contetdo de
acucar. A reversibilidade térmica de géis LM permite o uso destes em geléias e géis
para vitrificagdo, recheios e coberturas de produtos de padarias e confeitarias que
passam por procedimentos de esterilizacdo ou pasteurizacdo, ou ainda aquecimento
em microondas (IGLESIAS; LOZANO, 2004).

As pectinas comerciais LM podem ser obtidas através da desesterificacao de
pectinas HM por tratamento com acidos, alcalis, aménia ou enzimas (MAY, 1990).

Uma vez que as caracteristicas dos géis de pectina podem determinar
diferentes tipos de aplicacdes, a analise de suas propriedades fisico-quimicas torna-
se um passo imprescindivel para a sua adequada utilizacao.

2.2 AMIDO

O amido é o principal polissacarideo de reserva de muitas plantas,
encontrado na forma de granulos insoluveis em &gua fria. Ele apresenta
propriedades unicas, que determinam sua funcionalidade em muitas aplicagdes
alimenticias, tanto como fonte de energia na dieta humana quanto como agente para
textura (Van HUNG; MAEDA; MORITA, 2006; ZOBEL; STEPHEN, 1995).

Do ponto de vista comercial, os dois aspectos mais importantes do amido séo
o seu custo, e o fato de sua ocorréncia em forma de granulos, num arranjo que
fornece propriedades distintas das outras gomas. Além de ser utilizado na forma
nativa, o amido pode ser modificado quimicamente gerando novas possibilidades de
aplicacdes (BeMILLER, 1993).
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Graos de cereais, sementes de leguminosas, tubérculos e certos frutos
contém de 30 a 85% de amido em relagcao ao peso seco. A principal fonte comercial
de amido é o milho amarelo, seguido da batata. Em menores quantidades ele é
obtido do trigo, da mandioca, do arroz e do sorgo. Entre as frutas e verduras, o
amido pode desaparecer com o amadurecimento (BeMILLER, 1993; MEYER, 1960;
ZOBEL; STEPHEN, 1995).

Amidos de cereais, raizes e tubérculos vém sendo extensivamente
estudados, mas poucos estudos tém sido feitos na caracterizacdo de amidos de
frutos, alguns destes incluindo a maga e a abdbora (STEVENSON; DOMOTO;
JANE, 2006; STEVENSON et al., 2005).

Ha numerosos amidos que se diferenciam de acordo com suas origens e
modos de obtencao. Estas diferengas englobam a morfologia dos gréanulos (tamanho
e forma), o peso molecular, a composicao (grau de ramificacado das macromoléculas
polissacaridicas) e as propriedades fisico-quimicas (organizacdo molecular
complexa e propriedades em solucao) (BeMILLER, 1993; ZOBEL; STEPHEN, 1995).

O amido é uma mistura de polissacarideos, 0s quais apresentam na sua
composicao dois tipos de polimeros da glucose: amilose e amilopectina, cujas
proporcoes tipicas variam entre 25-28 e 72-75%, respectivamente, dependendo da
origem (Van HUNG; MAEDA; MORITA, 2006; ZOBEL; STEPHEN, 1995).

A razao amilose: amilopectina determina muitas propriedades de géis de
amido, tais como limpidez, viscosidade, textura, tendéncia a retrogradacao, e
habilidade de resistir a &cidos, agitacdo e extremos de temperatura (BeMILLER,
1993).

A amilose € uma molécula essencialmente linear, consistindo de unidades
piranosidicas de D-glucose ligadas a-(1—4), com uma pequena quantidade de
ramificacoes (cerca de 10 pontos de ramificacdo por macromolécula) em ligacdes a-
(1—6) (Van HUNG; MAEDA; MORITA, 2006; ZOBEL; STEPHEN, 1995).

Em contraste, a amilopectina é uma molécula altamente ramificada. E
composta de cadeias de unidades piranosidicas de D-glucose ligadas a-(1—4), de
varios comprimentos, unidas por ligagdes a-(1—6) a outras cadeias semelhantes
(BeMILLER, 1993; Van HUNG; MAEDA; MORITA, 2006; ZOBEL; STEPHEN, 1995).

Nos amidos nativos, ambas as moléculas estdo organizadas em micelas com

quantidades limitadas de agua, formando os granulos. Estes granulos sdo densos,
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insoliveis em agua, somente pouco hidratados e esferocristalinos (BeMILLER, 1993;
ZOBEL; STEPHEN, 1995).

Quando o amido é misturado com agua fria, os granulos nao se dissolvem,
apenas embebem &gua reversivelmente e incham suavemente, de modo que
nenhuma mudancga aparente na estrutura e na viscosidade acontece (BeMILLER,
1993; MEYER, 1960).

Quando a mistura é submetida a aquecimento, os granulos se incham
rapidamente, ocorre liberagdo das moléculas de amido mais solUveis, quebra de
pontes de hidrogénio, perda da birrefringéncia e solubilizagdo, causando mudancgas
aparentes e irreversiveis nos granulos. O inchamento prossegue, e o0s granulos
ficam ainda maiores e finalmente se rompem, liberando mais amido no liquido
circulante. As moléculas de amido de granulos adjacentes se atraem e se prendem
umas as outras, levando ao aumento da viscosidade da mistura. Se a concentracao
de amido é suficientemente alta, um gel é formado através de uma rede
tridimensional de moléculas de amido, em especial nas cadeias lineares longas de
amilose, que se entrelacam por forcas atrativas (BeMILLER, 1993; MEYER, 1960;
ZOBEL; STEPHEN, 1995).

Muitas vezes, se a suspensdo de amido nao forma gel na temperatura
elevada, ele sera formado quando a mistura é resfriada. O processo de formacéao de
gel de amido é chamado de gelatinizacdo e depende de varios fatores. A
temperatura na qual a gelatinizagdo se inicia e as mudancgas exatas no decorrer da
gelatinizagdo séo caracteristicas primeiramente, da variedade do amido. O pH, a
temperatura e o tempo de aquecimento sdo importantes, e a gelatinizacao também é
influenciada pelo tamanho e forma dos granulos e pela concentracdo de amido
(BeMILLER, 1993; MEYER, 1960).

Géis de amido podem ser facilmente desfeitos por forgas de cisalhamento e
séo reduzidos a liquidos sendo chamados géis tixotrépicos. Este fendbmeno é muitas
vezes importante na preparacéo de alimentos, uma vez que a agitagdo rompe o gel,
e em repouso, o gel se refaz (KHONDAR et al., 2007; MEYER, 1960; ROSALINA;
BHATTACHARYA, 2002; ZOBEL; STEPHEN, 1995).

As propriedades do amido estdo diretamente relacionadas a sua origem e
composicao, e suas caracteristicas, assim como para outras gomas, podem ser

avaliadas através da reologia.
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2.3 POLISSACARIDEOS E REOLOGIA

A maioria das aplicagcdes praticas dos polissacarideos envolve sua habilidade
de alterar as propriedades fisicas do meio onde se encontram, seja por conferir alta
viscosidade a solugdes ou por criar redes intermoleculares coesivas (MORRIS,
1995).

A formacao de géis € um processo muito importante, pois a estrutura do gel
influencia as propriedades das células vivas (animais e vegetais) e também o
processamento dos mais diversos produtos, de modo que propriedades reolégicas
dos polissacarideos tém despertado grande interesse ao longo dos anos (MEYER,
1960; MORRIS, 1995).

2.3.1 Reologia, viscosidade e comportamento de fluidos

A reologia € a ciéncia que estuda a deformacdo e o fluxo da matéria sob
influéncia de tensées. O comportamento reolégico dos materiais esta relacionado
com suas respostas a uma tensao aplicada e depende do tempo do processo de
deformagdo (BARNES; HUTTON; WALTERS, 1989; SCHRAMM, 2006).

A propriedade fisica de um liquido de resistir ao fluxo induzido pela tenséo
aplicada (cisalhamento) € descrita pela viscosidade. Ela é dependente da natureza
fisico-quimica da substéncia, da temperatura, da pressao, da taxa de cisalhamento e
do tempo (SCHRAMM, 2006).

Isaac Newton foi o primeiro a expressar a lei basica da viscosimetria (1687),
onde a viscosidade (1) esta relacionada a tensédo de cisalhamento (1) e a taxa de

cisalhamento (7) de acordo com a equagao:

T="N.1

A tenséo de cisalhamento refere-se a for¢a aplicada tangencialmente sobre
uma area e sua unidade é o Pascal (Pa = N/m?). Considerando-se o modelo onde
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um fluido é mantido entre duas placas paralelas, onde a superior € mével e a inferior
estacionaria, ao se aplicar paralelamente uma forca F na placa superior, a
velocidade do fluxo gerado € maxima na camada ligada diretamente a placa moével e
decresce paralelamente através das camadas adjacentes do fluido, até chegar a
zero na camada ligada a placa estacionaria. Isso ocorre devido a resisténcia interna
do fluido, ou seja, sua viscosidade (BARNES; HUTTON; WALTERS, 1989;
SCHRAMM, 2006).

O fluxo de liquidos em camadas paralelas infinitamente finas que deslizam
umas sobre as outras arrastando consigo as camadas adjacentes é chamado de
fluxo laminar. Com o tempo, as camadas liquidas sofrem deformacéao, e a velocidade
com a qual a deformacdo aumenta em relagdo ao tempo é chamada de taxa de
cisalhamento e sua unidade é s'. Matematicamente, a taxa de cisalhamento é
definida pela velocidade relativa das camadas liquidas dividida pela distancia entre
elas, indicando a rapidez com que o liquido flui ao se aplicar uma tensdo de
cisalhamento sobre ele (BARNES; HUTTON; WALTERS, 1989; SCHOTT, 1992;
SCHRAMM, 2006).

A viscosidade (n =t/ “.7’) tem como unidade N/m2.s, que equivale a Pa.s.

Para os fluidos que seguem a lei de Newton da viscosimetria a viscosidade
ndo varia com as mudanc¢as na taxa de cisalhamento, ou seja, a viscosidade € uma
constante da relagdo entre a tensdo e a taxa de cisalhamento. Esses liquidos séo
conhecidos por liquidos Newtonianos e a agua é um deles. Entretanto, a maioria das
solugdes nao apresenta este comportamento, sendo denominados liquidos nao-
Newtonianos, onde a viscosidade é uma funcdo da tensdo e da taxa de
cisalhamento (BARNES; HUTTON, WALTERS, 1989; SCHRAMM, 2006).

Os liquidos nao-Newtonianos, sob certas condicoes de tensdo e taxa de
cisalhamento, independentemente do tempo, podem ter um comportamento de fluxo
pseudoplastico (shear thinning), dilatante (shear thickening) ou plastico, conforme
demonstrado na Figura 3.
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Curvas de fluxo Curvas de viscosidade
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Figura 3 - Tipos comuns de comportamento de fluxo
ADAPTADO DE: SCHRAMM (2006).

Os liquidos pseudoplasticos apresentam uma diminuigdo da viscosidade com
o aumento da taxa de cisalhamento, que depende principalmente da
orientagdo/alinhamento de moléculas ou particulas na direcao do fluxo, superando o
movimento Browniano de moléculas. Em taxas de cisalhamento muito baixas, o
movimento Browniano das moléculas as mantém numa ordem interna irregular, sem
alteracao significativa da estrutura tridimensional, apesar dos efeitos iniciais da
orientacdo de cisalhamento. Deste modo, o liquido apresenta um comportamento
semelhante ao dos liquidos Newtonianos, com a viscosidade independente da taxa
de cisalhamento. Quando o cisalhamento excede o efeito aleatério do movimento
Browniano, a viscosidade cai drasticamente pela inducdo do alinhamento das
moléculas na dire¢cdo do fluxo. Em taxas de cisalhamento extremamente altas, a
viscosidade se aproxima a um nivel finito constante. Taxas de cisalhamento ainda
maiores nao sao mais capazes de reduzir a viscosidade, pois o 6timo da
orientagdo/alinhamento das moléculas foi alcangado. Este alinhamento se perde
quando o cisalhamento diminui ou € interrompido. Dentre os liquidos
pseudoplasticos estdo diversas substancias de alta importancia técnica e comercial,
tais como solugdes poliméricas, emulsdes, suspensdes ou dispersdes (BARNES;
HUTTON; WALTERS, 1989; SCHOTT, 1992; SCHRAMM, 2006).
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A reducdo da viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento torna-se
importante quando se aumenta a concentracao do polimero e a massa molecular.
Exceto para concentragdes baixas de hidrocolbides, a viscosidade é dependente da
taxa de cisalhamento e diminui com o aumento desta, ou seja, o0 comportamento é
pseudoplastico (ENDRESS; DOSCHL-VOLLE; DENGLER, 1996).

Os liquidos dilatantes, apesar de pouco comuns, sdo encontrados, por
exemplo, em suspensdes altamente concentradas em particulas solidas, que néo
apresentam tendéncia de associacao, desde que a quantidade de liquido presente
nao seja muito maior que a quantidade necessaria para preencher 0s espagos
vazios entre elas. Eles mostram um aumento da viscosidade quando a taxa de
cisalhamento aumenta, pois as particulas exigem um espago maior para o0
movimento, e havendo liquido disponivel para ocupar 0s novos espagos, o fluido se
dilata (SCHOTT, 1992; SCHRAMM, 2006).

Os fluidos plasticos ndo fluem até que uma tensdo de cisalhamento critica
(yield point) seja excedida. O sistema em repouso apresenta um carater sélido, com
uma viscosidade extremamente alta em razdo das forcas das ligacoes
intermoleculares, as quais restringem mudancas de posicdo de elementos de
volume, e impedem o fluxo. Quando a forca externa excede as forcas das ligacoes,
verifica-se um ponto de ruptura, onde a estrutura entra em colapso, os elementos de
volume podem mudar de posicao irreversivelmente, o solido se torna liquido e
comeca a fluir. Em outras palavras, a plasticidade descreve liquidos pseudoplasticos
com limite de escoamento, tais como graxa, massas para batom, pasta de dentes e
borrachas naturais (BARNES; HUTTON; WALTERS, 1989; SCHOTT, 1992;
SCHRAMM, 2006).

Fluidos nao-Newtonianos cujo comportamento reolégico € dependente do
tempo de cisalhamento s&o classificados em tixotropicos ou reopéticos. No primeiro
caso, observa-se uma reducdo na viscosidade durante o tempo de cisalhamento.
Quando o cisalhamento é reduzido gradativamente até a condig&o inicial, o fluido
serd menos viscoso ao chegar ao valor minimo de tensédo de cisalhamento. Ja os
liquidos reopéticos, também conhecidos como anti-tixotropicos, apresentam o
comportamento oposto (BARNES; HUTTON; WALTERS, 1989; SCHRAMM, 2006).
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2.3.2 Viscoelasticidade e solugdes poliméricas

A grande maioria dos fluidos apresenta um comportamento reolégico que os
classifica entre os liquidos e solidos: eles sdo chamados de viscoelasticos. Deste
modo, a viscosidade e a elasticidade sdo duas possibilidades de resposta a tenséo a
que sao submetidos. O comportamento sélido (distens&do) ou liquido (fluxo) vai
depender das caracteristicas relacionadas ao tempo natural de relaxagdo e ao
tempo de duracéo do experimento (SCHRAMM, 2006).

Nas solugbes poliméricas, como aquelas contendo polissacarideos, o
comportamento é dominado pelo fendmeno viscoelastico. Cada molécula flexivel
espalha-se num volume médio muito maior que as dimensbes de suas unidades
repetitivas e esta continuamente mudando a forma de seu contorno com sua energia
térmica. Estas moléculas apresentam-se num estado minimo de energia. Uma
deformacao alonga a molécula ou seus segmentos na direcao da forca aplicada e
parte da energia aplicada é armazenada (propriedade de sélidos) e outra parte é
dissipada como calor (propriedade de liquidos). O estiramento aumenta os angulos
de ligacao e o estado de energia das moléculas. Quando a forca da deformacéao é
removida, estas tentam retornar a conformagéo inicial e ao estado de menor energia
(FERRY, 1980; SCHRAMM, 2006).

As moléculas de cadeia longa ndo atuam sozinhas em um espago vazio: o
que realmente ocorre € que milhdes de moléculas similares se entrelagam,
produzindo uma acao intermolecular. Algumas jungcées nao permanentes sao
formadas nos pontos de entrelagamento, formando uma rede extensa de cadeias
que se conectam por segmentos moleculares (SCHRAMM, 2006).

A investigacao do comportamento viscoelastico em testes reoldgicos requer a
aplicacdo de uma forgca sobre o material sob investigacdo e a medicdo de sua
deformagéao, ou, equivalentemente, a aplicacdo de uma deformagédo e a medida da
sua resisténcia. Em andlises em sistemas viscoelasticos lineares, uma tensao
oscilatéria é aplicada a amostra e a resisténcia a deformagdo € medida.
Deformacdes ideais esperadas devem ser inferiores a 10% (MORRIS, 1995; NAE,
1993).

Em viscoelasticidade existem limites para o uso do redmetro, distinguindo-se

viscoelasticidade linear de nao-linear. Na primeira, h4 uma relacao linear entre a
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deformacao sofrida e a tensdo aplicada ao material, ou seja, a deformacao é, a
qualquer tempo, proporcional a tensdo aplicada e ndo ha alteracdo da estrutura
original da amostra. Geralmente as tensdes que mantém as amostras dentro de sua
faixa de viscoelasticidade linear sdo pequenas (SCHRAMM, 2006).

Na viscoelasticidade ndo-linear a amostra € deformada até o ponto em que
ligacbes internas temporarias de moléculas ou agregados sao destruidas, ocorre
perda de viscosidade e grande parte da energia introduzida é irreversivelmente
perdida como calor. Os dados obtidos ndao sdo absolutos, e desta forma nao serao
reprodutiveis em outro reémetro (SCHRAMM, 2006).

A consequéncia da importancia da faixa de viscoelasticidade linear é que
qualquer teste dindmico para amostras desconhecidas deve comecar com uma
varredura de tensdo, onde podera ser determinada a amplitude que mantém a
regiao de viscoelasticidade linear para a amostra, e assim pode-se proceder a outros
testes reoldgicos para verificar o comportamento da amostra (SCHRAMM, 2006).

Em sistemas reais de polissacarideos, com comportamento viscoelastico, o
carater sélido e o liquido podem ser quantificados, respectivamente, através do
moédulo de armazenamento (G’) e moédulo de perda (G”), ambos expressos em
Pascal (Pa) e que sdo componentes do médulo de cisalhamento complexo (G*), que
representa a resisténcia total & deformacao (NAE, 1993).

O médulo de armazenamento, G’, também denominado modulo de
cisalhamento elastico, € a razdo entre a tensao aplicada e a deformacao provocada
em fase; indica que a energia de tensdo € armazenada temporariamente durante o
teste e pode ser recuperada mais tarde (MORRIS, 1995; SCHRAMM, 2006).

O modulo de perda, G”, também denominado moddulo de cisalhamento
viscoso, é a razao entre a tensado aplicada e a deformagéo provocada fora de fase;
faz alusdo ao fato de que a energia usada para iniciar o fluxo € irreversivelmente
dissipada ou perdida, sendo transformada em calor de cisalhamento (MORRIS,
1995; SCHRAMM, 2006).

O médulo de cisalhamento complexo (G*), por sua vez, pode definir uma
viscosidade dinamica complexa n*, considerada analoga da viscosidade absoluta n,

sendo a razao entre G* e a frequéncia (f). A frequiéncia, expressa em Hz, pode ser

*
[
|

considerada como analoga da taxa de cisalhamento (7) (SCHRAMM, 2006).

O estudo do comportamento viscoelastico dos diferentes sistemas é baseado
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na dependéncia de G’ e G” em funcao da freqtiéncia (KAVANAGH; ROSS-MURPHY,
1998; MORRIS, 1995).

Numa varredura de freqiiéncia, a freqiéncia da deformacédo é aumentada
passo a passo. A Figura 4 mostra a representacdo grafica para sistemas

polissacaridicos submetidos a medidas reoldgicas dinamicas.
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Figura 4 - Representacao grafica de sistemas polissacaridicos tipicos: (A) gel forte;

(B) solugao concentrada; (C) solugao diluida
ADAPTADO DE: MORRIS (1995).

A Figura 4(A) representa um perfil caracteristico de um gel de polissacarideo.

O modulo G' é muito maior que G” em toda a faixa de freqUéncia utilizada no
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experimento, isto é, apresenta uma resposta predominantemente sélida, e ambos os
mobdulos G’ e G” sdo essencialmente independentes da freqiiéncia, como esperado
para uma rede elastica. Quanto maior o valor de G’, maior é o carater solido do gel e
as deformacbes serdo elasticas ou recuperaveis (KAVANAGH; ROSS-MURPHY,
1998; RAO, 1992; WALTER, 1998). A viscosidade dinamica complexa n* diminui
linearmente com aumento da freqiéncia (MORRIS, 1995).

Solugbdes concentradas de polimeros apresentam comportamento de fluxo
semelhante ao de um liquido em baixas freqiéncias, onde ha predominio de G”,
devido a reorganizagdo da rede enquanto a frequéncia é baixa (Figura 4(B)).
Quando a freqUéncia vai aumentando em relagéao a reorganizagdo molecular, ocorre
distorcao da rede, com G’ aumentando mais rapidamente que G”. Deste modo, os
mddulos tornam-se praticamente iguais e se cruzam em determinado ponto, que € o
ponto de geleificacao, a partir do qual G’ € maior que G” e ha predominio do carater
solido (KAVANAGH; ROSS-MURPHY, 1998; MORRIS, 1984).

O comportamento tipico de uma solucao polimérica diluida é demonstrado na
Figura 4(C), onde o médulo G’ é significativamente mais baixo que o médulo G”, e
ambos tendem a zero quando a frequéncia tende a zero. Em baixas frequiéncias
predomina o movimento translacional, onde a energia & dissipada por entre o
solvente. Em frequéncias mais altas, ocorre maior movimento de contor¢gdo das
cadeias e armazenamento de energia, e G’ aproxima-se de G”. A viscosidade
dinamica complexa n* apresenta um comportamento essencialmente linear com o
aumento da freqtiéncia (MORRIS, 1984).

Deste modo, a variacdo de G’ e G” e n* com a freqliéncia permite caracterizar

o comportamento viscoelastico dos sistemas polissacaridicos.

2.4 CUPUAGU

O cupuagu (Theobroma grandiflorum Schum) é uma espécie nativa
pertencente a familia Sterculiaceae, a mesma familia do cacau (Theobroma cacao
L.). A arvore (Figura 5) cresce espontaneamente no sul e sudoeste do Para, onde

pode ser ainda encontrada em estado silvestre na mata virgem alta de varias
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localidades e chega a atingir até 18 metros de altura. O cupuacu é fregientemente
cultivado em quase toda a area amazodnica, incluindo a porgdo noroeste do
Maranhdo, mas nestes casos, a arvore apresenta até 8 metros de altura. Fora do
Brasil, o cultivo ocorre em paises tropicais americanos, como a Venezuela, Equador,
Costa Rica e Colédmbia. A frutificagdo acontece no primeiro semestre do ano, com o
pico nos meses de fevereiro a abril (CAVALCANTE, 1991; VENTURIERI, 1993).

Theobroma grandiflorum
(Cupuagu)

Figura 5 - Arvore de Theobroma grandiflorum, e seu fruto, o cupuagu
FONTE: REISDORFF (2007).

Os frutos, de epicarpo lenhoso, apresentam forma elipséide ou oblonga, com
as extremidades arredondadas ou obtusas, variando de 12 a 25 cm de comprimento
e 10 a 12 cm de didmetro e chegam a pesar até 1,5 kg (Figuras 5 e 6). Sua polpa,
que contém vitamina C, € acida (pH = 3,2) e fibrosa, com coloragcdo amarelo-clara e
com um agradavel e pronunciado aroma, sendo amplamente consumida em
refrescos, sorvetes, geléias, compotas, iogurtes e doces (AZEVEDO; KOPCAK;
MOHAMED, 2003; CAVALCANTE, 1991; CHAAR, 1980; VIEIRA; TEIXEIRA; SILVA,
2000). Existem ainda muitas outras formas de utilizar a polpa do cupuagu, como em
recheios de balas e bombons, bolos e tortas, pudim, creme nevado, suco
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concentrado, licor e, apesar de menos preferida, in natura (CAVALCANTE, 1991).

Os compostos volateis presentes na polpa do cupuagcu vém sendo
extensivamente estudados (ALVES; JENNINGS, 1979; BOULANGER; CROUZET,
2000; FISCHER; HAMMERSCHIMDT; BRUNHE, 1995; FRANCO; SHIBAMOTO,
2000; QUIJANO; PINO, 2007) e dentre eles destacam-se o etil butanoato, o etil
hexanoato (ALVES; JENNINGS, 1979; FRANCO; SHIBAMOTO, 2000; QUIJANO;
PINO, 2007), e o linalool (QUIJANO; PINO, 2007).

Figura 6 - Fruto de cupuagu aberto (Theobroma grandiflorum)
FONTE: TISKITA (2008).

As sementes do cupuacgu, que sdo envolvidas pela polpa, contém um alto teor
lipidico (cerca de 60%) (MEDEIROS et al., 2006; VENTURIERI; AGUIAR, 1988). A
gordura das sementes do cupuagu é muito semelhante a manteiga do cacau e sua
aplicagéo na industria de doces € muito interessante. Elas podem ser processadas
para produzir, de forma semelhante ao cacau, o chocolate de cupuacu ou cupulate,
o qual apresenta um bom potencial de mercado como um substituto do chocolate
(MEDEIROS et al., 2006; NAZARE, 1992).

Embora ja se tenham estudos sobre a composi¢cao das sementes de cupuacu
(AZEVEDO; KOPCAK; MOHAMED, 2003; CHAISERI et al., 1989; VASCONCELOS
et al., 1975) e sobre as pectinas da casca do cacau (MOLLEA; CHIAMPO; CONTI,
2007), pertencente a mesma familia do cupuacu, apés ampla revisao bibliografica,
nao foi encontrado nenhum artigo a respeito dos polissacarideos dos frutos do
cupuagu. Sendo assim, neste trabalho isolou-se e caracterizou-se 0s

polissacarideos de sua polpa, em especial as pectinas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar aspectos estruturais e reoldgicos de polissacarideos extraidos da
polpa dos frutos do cupuacu (Theobroma grandiflorum).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Obter os polissacarideos da polpa dos frutos do cupuagu (Theobroma
grandiflorum) através de extragcbes seqglenciais aquosas, acidas e
alcalinas;

Caracterizar as fragdes obtidas quanto a composicdo monossacaridica;
Caracterizar as fragdes pécticas obtidas quanto ao grau de esterificacao;

Caracterizar estruturalmente a fracao péctica de maior rendimento;

D N NI NN

Analisar o comportamento reoldgico das fragcdes de maior rendimento.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DOS FRUTOS DE CUPUAGCU (Theobroma grandiflorum)

Os frutos frescos inteiros de cupuagu foram adquiridos por Ari Zugman em um
mercado em Belém (Pard), trazidos até Curitiba e mantidos sob refrigeracéo até o

processamento.

4.2 ISOLAMENTO DA POLPA DO CUPUAGU, INATIVACAO ENZIMATICA E
DESLIPIDIFICACAO

Os frutos inteiros lavados (~5,3 kg) foram despolpados e a polpa obtida (~2,2
kg) foi triturada em liquidificador e submetida a inativagdo enzimatica numa mistura
de metanol-agua (4:1) em ebulicao sob refluxo por 20 minutos. Apds resfriamento
em banho de gelo, o material foi centrifugado. O sobrenadante foi concentrado e
congelado, e o residuo foi lavado com etanol, e seco em estufa a vacuo. Apos
trituracao, o residuo foi deslipidificado com uma mistura de tolueno: etanol (2:1, v/v),
por aproximadamente 60 horas, em aparelho extrator de Soxhlet. O residuo seco foi
entdo utilizado para a extracao dos polissacarideos.

4.3 OBTENGAO DOS POLISSACARIDEOS DA POLPA DO CUPUAGU

Foram utilizados solventes e reagentes com grau de pureza PA-ACS.

As etapas de extracao foram realizadas em agitador mecanico FISATON 713.

As etapas de centrifugagao foram realizadas em centrifugas HITACHI HIMAC
CR 21E e SORVALL T6000D. A secagem sob pressao reduzida foi efetuada em
estufa EDGCON 5P a 25°C.
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As determinagbes de pH foram realizadas em um equipamento QUIMIS
digital, modelo Q400A.

Para a remoc¢ao dos solventes foi utilizado evaporador rotatério, a vacuo, em
temperatura inferior a 50°C.

O material deslipidificado foi submetido ao esquema de extragbes
representado na Figura 7. As sucessivas extragcées foram realizadas em agitador
mecanico. Apds cada extracao, as dispersdes foram centrifugadas a 15400xg por 20
minutos, separando o sobrenadante do residuo, que era utilizado para as extragdes
subsequentes. O sobrenadante das extragbes foi concentrado e os polissacarideos
foram precipitados utilizando dois volumes de etanol. O material precipitado foi
lavado trés vezes com etanol absoluto e entdo seco em estufa a vacuo, originando a
respectiva fragéo.

As extracbes aquosas sequienciais foram efetuadas em temperatura de 25°C
(90 minutos, 2x) e em banho-maria a 60°C (180 minutos). As extragdes acidas
sequenciais foram feitas com acido citrico em diferentes concentracdes (0,1%; 0,5%;
1%; 2,5% e 5%) e em temperaturas distintas para cada concentracao (banho-maria
a 50°C e banho-maria fervente), por 60 minutos. As extracdes alcalinas foram
realizadas com NaOH 2 mol.L" e 4 mol.L" (25°C, 120 minutos) na presenca de
NaBH4, e depois da separacdo do extrato, este foi neutralizado com solucédo de
acido acético a 50% (v/v). Ocorreu precipitacdo de polissacarideos, e estes foram
separados por centrifugacdo e denominados HemiA, e o sobrenadante resultante foi

dialisado, concentrado e entdo precipitado, originando a fracdo HemiB.
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POLPA DESLIPIDIFICADA
Extracoes aquosas:

1) H20, 25°C, 90 min *—» W-1
2) H,0, 25°C, 90 min *— W-2
3) H20, banho-maria 60°C, 180 min *—» HW

Residuo |

Extracoes acidas:

1) Ac. Citrico 0,1%, banho-maria 50°C, 60 min *— 0.1CA

2) Ac. Citrico 0,1%, banho-maria fervente, 60 min *— 0.1CA-2
3) Ac. Citrico 0,5%, banho-maria 50°C, 60 min *— 0.5CA

4) Ac. Citrico 0,5%, banho-maria fervente, 60 min *— 0.5CA-2
5) Ac. Citrico 1%, banho-maria 50°C, 60 min *— 1CA

6) Ac. Citrico 1%, banho-maria fervente, 60 min *— 1CA-2

7) Ac. Citrico 2,5%, banho-maria 50°C, 60 min *— 2.5CA

8) Ac. Citrico 2,5%, banho-maria fervente, 60 min *— 2.5CA-2
9) Ac. Citrico 5%, banho-maria 50°C, 60 min *— 5CA

10) Ac. Citrico 5%, banho-maria fervente, 60 min *— 5CA-2

Residuo I

Extracoes alcalinas:
# 2M-HemiA
1) NaOH 2 mol.L™" + NaBH4, 25°C, 120 min Z» + 2M-HemiB
2) NaOH 4 mol.L™" + NaBH,, 25°C, 120 min —» # 4M-HemiA
+ 4M-HemiB

Residuo final

Figura 7 - Procedimento de extracao dos polissacarideos da polpa do cupuagu

*: Centrifugacao, separagao do residuo para extragdo seguinte, e precipitagao do extrato com etanol.
#: Centrifugacdo, separacdo do residuo para extragdo seguinte, neutralizacdo do extrato e nova
centrifugagéo, obtendo-se o precipitado (HemiA) e o sobrenadante.

+: Didlise do sobrenadante da HemiA, e precipitagdo do extrato com etanol ap6s concentra-lo.

4.4 DOSAGENS COLORIMETRICAS

Apbs obtencao das fracdes, as mesmas foram secas a vacuo, e o rendimento
calculado. Em seguida as fracées foram analisadas quanto ao seu teor em acgucar
total, acidos urénicos e proteinas. Todas as andlises foram efetuadas em triplicata.

A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro SP-22 Biospectro®.
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Acucares totais foram determinados pelo método fenol-acido sulfarico
(DUBOIS et al.,, 1956), leitura efetuada em comprimento de onda de 490 nm,
utilizando como padrao solugdo de glucose nas concentracdes de 20-100 pug.mL™.

A dosagem de acidos urbnicos foi realizada através do método de Filisetti-
Cozzi e Carpita (1991), tendo como solugdo padrdao &cido galacturbnico nas
concentragées de 20-100 ug.mL™ e leitura em 525 nm.

Os teores de proteinas foram determinados pelo método de Hartree (1972)
sendo a leitura efetuada em 650 nm. O padrao empregado foi soroalbumina bovina
(BSA-SIGMA) nas concentragdes de 20-100 pug.mL™.

A dosagem de acetil foi efetuada de acordo com Hestrin (1949), utilizando
como padrao solugdes de eritritol tetraacetato nas concentragdes de 0,05-5 umol.L™

e leitura em 540 nm.

4.5 DETERMINACAO DA COMPOSICAO MONOSSACARIDICA

4.5.1 Hidrélises acidas totais

As hidrélises acidas totais das fragbes obtidas foram realizadas com &cido
trifluoracético (TFA) 2 mol.L”" em tubo hermeticamente fechado, a 100°C, durante 5
horas. Apds a hidrolise, o excesso de acido foi removido por evaporacao (ADAMS,
1965; BIERMANN, 1989). O material hidrolisado foi lavado duas vezes com agua
destilada, e esta evaporada.

A hidrdlise acida total do residuo final foi efetuada de acordo com Saeman et
al. (1954), em tubo hermeticamente fechado. Utilizou-se H,SO4 72% (p/p) em banho
de gelo por uma hora, com agitacées, seguido de diluicao para 8%, a 100°C, durante
15 horas. Apds a hidrdlise, o acido sulfarico foi neutralizado com BaCOs; e o sal
resultante foi removido por filtragao.
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4.5.2 Reducéo, acetilacéo e extracao dos produtos acetilados

Os monossacarideos resultantes da hidrolise acida total foram reduzidos com
boroidreto de sodio (NaBHs) em temperatura ambiente por 16 h em meio aquoso
(WOLFROM; THOMPSON, 1963b). Os ions hidreto (H") fornecidos pelo agente
redutor (NaBHs;) promovem reducdo dos grupamentos carbonila dos
monossacarideos, formando alditéis.

Em seguida adicionou-se resina Lewatit S-100 (resina trocadora de cations na
forma acida) para decompor o excesso de agente redutor e remover os cations Na*.

A solucao foi filtrada em algodado e o filirado evaporado até a secura.
Lavagens sucessivas com 3 mL de metanol (3 vezes) foram feitas para remover o
acido bérico remanescente por co-destilacdo, na forma de borato de trimetila.

Os alditdis secos resultantes foram acetilados com piridina (agente
catalisador) - anidrido acético (agente acetilante) (1:1 v/v), em tubo de hidrélise
hermeticamente fechado, por 16 h a 25°C (WOLFROM; THOMPSON, 1963a).

Este processo foi interrompido por adicdo de gelo moido ao sistema, e os
acetatos de alditéis foram extraidos com 1 mL de cloroférmio. A piridina residual foi
complexada com solucdo aquosa de sulfato de cobre (CuSQO4) a 5% (p/v), sendo
assim separada da fase cloroférmica e eliminada por sucessivas e intercaladas
lavagens com agua destilada e CuSQOg.

A fase cloroférmica contendo os acetatos de alditéis foi coletada, e apds
secura, a amostra foi ressolubilizada em acetona para ser analisada por
cromatografia liquido-gasosa (GLC).

As analises por GLC foram efetuadas em cromatégrafo gasoso Hewlett
Packard modelo 5890 A Série Il, com detector de ioniza¢do de chama (FID) e injetor
a temperatura de 250°C, coluna capilar DB-210 (30 m x 0,25 mm de didmetro
interno), com espessura de filme de 0,25um a 220°C, e nitrogénio como gas de
arraste em fluxo de 2,0 mL.min" (SLONEKER, 1972).
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4.6 DETERMINACAO DA HOMOGENEIDADE

As amostras foram solubilizadas em solucéao de nitrito de sédio (NaNO,) 0,1
mol.L™" contendo azida de sédio (NaNs) 200 ppm, em concentracéo de 1-3 mg.mL™,
e filtradas em membrana de acetato de celulose (Millipore) com porosidade de 0,2
um.

As amostras foram injetadas em cromatografo de exclusdo estérica de alta
pressdao (HPSEC) Waters, equipado com um detector de indice de refracado
diferencial (Rl) Waters modelo 2410 e com detector de espalhamento de luz laser
em multiangulos (MALLS) Wyatt Technology modelo Dawn DSP, com 18 canais
acoplados em série. Utilizou-se 4 colunas de gel permeacado Waters em série, com
limites de exclusdo de 7.10° 4.10° 8.10* e 5.10° g.mol'. As andlises foram
efetuadas a 25°C utilizando como eluente solugdo de NaNO, 0,1 mol.L”" contendo
NaN;z 200 ppm, com fluxo de 0,6 mL.min™", monitorado através de bomba peristaltica
Waters 515.

4.7 DETERMINAGAO DO GRAU DE ESTERIFICAGAO DAS PECTINAS

O grau de esterificacdo das pectinas foi determinado através de
espectroscopia de infravermelho (FT-IR - Fourier transform-infrared), em
espectrofotdmetro BOMEM MB-100 (Hartman & Braun, Canada).

Os espectros foram coletados no modo de absorbancia na freqiiéncia de
4000-400 cm™', numa resolugédo de 4 cm™, 32 scans, empregando amostras sélidas
pulverizadas. Utilizou-se brometo de potassio (KBr) de grau espectroscopico e
preparou-se cada pastilha usando uma proporcédo de 90:10 (p/p) de KBr:amostra.
Como branco empregou-se uma pastilha de KBr, para correcado da absorcédo do CO,
e mistura de ar antes das analises (KALAPATHY; PROCTOR, 2001; MONSOOR,
2005).

Padrbes de pectinas com grau de esterificacdo de 22 e 89% foram adquiridos
da SIGMA (Alemanha). Pectinas padrdo com diferentes graus de esterificagéo (35,
44, 55, 66 e 75%) foram preparadas misturando-se quantidades apropriadas dos
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dois padrbes. Para cada padrdao de pectinas, duas amostras independentes foram
preparadas, seus espectros de FT-IR foram obtidos e as areas dos picos
correspondentes aos grupos carboxilicos esterificados (1749 cm) e néo-
esterificados (1630 cm™') foram quantificadas utilizando o software do equipamento.
Calculou-se a razdo da area da banda dos grupos carboxilicos metil-
esterificados (1749 cm™ - COO-R) em relagdo a &rea total dos grupos carboxilicos

[soma das &reas de 1749 cm ' (COO-R) e 1630 cm”' (COO)] das duplicatas dos
padroes de pectina. Para cada padrao, obteve-se uma média, que foi entdo plotada
contra seu respectivo grau de esterificacdo. Assim, obteve-se uma curva de
calibracdo para determinar o grau de esterificagdo (DE) das amostras
desconhecidas.

Previamente as analises por FT-IR, o KBr foi desidratado a 120°C durante 24
horas, e os padrdes de pectinas e as amostras de pectinas com grau de
esterificacdo desconhecido foram dessecadas em pistola a vacuo contendo P2Os.
Os espectros de FT-IR das amostras de pectinas foram obtidos exatamente da
mesma forma que os espectros dos padrées de pectinas. Para a pesagem das
pectinas e do KBr utilizou-se uma balanga OHAUS Analytical Plus, com precisao de
0,00001g.

Para confirmagéo da validade do método, o DE da amostra W-1 foi também
determinado utilizando experimentos de espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de préton ("H RMN) em espectrofotdmetro BRUKER, modelo AVANCE DRX-
400, incorporando transformador Fourier (FT). A amostra previamente desidratada
foi dissolvida em éxido de deutério (D20O) a 10 mg.mL™ e transferida para tubos de 5
mm de didmetro. Os espectros foram obtidos a 80°C (256 scans). Os deslocamentos
quimicos dos prétons dos experimentos de 'H NMR foram expressos em relacdo a
ressonancia do deutério. A quantificagdo do DE foi feita na regido de baixo campo
de acordo com Grasdalen; Bakei e Larsen (1988), empregando-se a seguinte
equagao:

la—IB
DE (%)= —— x 100
|A+ IB

Onde o numerador é a soma das intensidades das ressonancias de H-1 e H-5
em unidades de GalA esterificadas, e o denominador é o total das intensidades

destas ressonancias em unidades esterificadas e livres de GalA.
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4.8 DETERMINACAO DO GRAU DE ACETILACAO POR 'H RMN

O grau de acetilagdo da fracdo W-1 foi determinado por experimentos de 'H
NMR no espectrofotbmetro BRUKER, modelo AVANCE DRX-400, incorporando
transformador Fourier (FT). A amostra previamente desidratada (5 mg) foi dissolvida
em DO a 10 mg.mL'. Os espectros foram obtidos a 80°C (256 scans). Os
deslocamentos quimicos dos prétons dos experimentos de 'H NMR foram
determinados utilizando as sequéncias de pulsos convencionais providas pelo
equipamento e foram expressos em relagdo a ressonancia do deutério. A
quantificacdo do acetato foi feita em relacdo ao H-4 do &cido galacturdnico,
baseando-se no método de Bédouet; Courtois e Courtois (2003).

4.9 CARBOXI-REDUCAO DA FRAGAO W-1

Os grupos carboxilicos das unidades de acidos urbnicos da fracao W-1 foram
reduzidos as suas correspondentes unidades glicosidicas de 6,6-dideutério por uma
variagdo (STONE; ANDERSON, 1985) do método de Taylor e Conrad (1972).

A fragdo W-1 (200 mg) foi solubilizada em 7,5 mL de tampao MES (acido 2-
(N-morfolina)-etanossulfénico) 0,2 mol.L™', pH 4,75. A seguir, adicionou-se, aos
poucos e sob agitacao, 3,266g de 1-ciclo-hexil-3-(2-morfolinoetil)carbodiimida meta-
p-toluenossulfonato (CMC). A mistura permaneceu por duas horas sob agitacao e
entdo adicionou-se tampéo TRIS (acido N-tris[hidroximetil]metil-2-
aminioetanossulfénico) 2 mol.L™!, pH 7,0 até estabilizacdo do pH da mistura em 7,0
(5,025 mL). Posteriormente, acrescentou-se NaBD4 aos poucos, sob agitagdo, na
presenca de octanol, até concentracdo final de 2 mol.L™ (1,05g). A mistura
permaneceu sob agitagdo por 16 h e a redugéo foi interrompida pela adi¢gdo de &cido
acético, em banho de gelo, até pH 5,0. O material foi submetido a didlise em
membranas com limite de exclusdo de 12000 Da durante 48 h, e entdo foi congelado
e liofilizado. Por fim, o material seco foi lavado trés vezes com metanol,
ressolubilizado em agua destilada, congelado e novamente liofilizado. Devido ao

fato de a amostra ainda conter quantidades significantes de acidos urdnicos, o
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processo da carboxi-reducédo foi repetido e as quantidades dos reagentes foram
adicionadas proporcionalmente aos teores de &cidos urbnicos ainda presentes. A
fracdo carboxi-reduzida assim obtida (148 mg) foi denominada RW-1, e sua
composicao monossacaridica foi determinada conforme o item 4.5, com a diferenca
de que a andlise foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa (GLC-MS), de modo a identificar as unidades de acidos urénicos da fragao
pelo perfil de fragmentagéo.

As analises por GLC-MS foram realizadas em Cromatdgrafo Gasoso Varian
3800 ligado a um espectrémetro de massa Varian 2000 R-12, utilizando hélio como
gas de arraste (fluxo de 2.0 mL.min™") e coluna capilar DB-225 (30 m x 0,25 mm de
didmetro interno), mantida a 50°C durante a injecdo, e entdo programada para
40°C.min™" até atingir 220°C (temperatura constante).

4.10 METILACAO

A fracdo RW-1 foi metilada de acordo com Ciucanu e Kerek (1984). O
polissacarideo (4 mg) foi solubilizado em 0,3 mL de Me,SO. Sob agitacao,
adicionou-se 20 mg de NaOH pulverizado e seco, e a seguir acrescentou-se 0,1 mL
de CHjsl. O material permaneceu sob agitagdo por 6 minutos e entao se acrescentou
1 mL de 4gua destilada e extraiu-se o metilado com 1 mL de cloroférmio (em trés
vezes). A fase cloroférmica foi lavada trés vezes com agua destilada (10 mL) e
evaporada em atmosfera de nitrogénio. Realizou-se um segundo procedimento de
metilacdo. O material metilado obtido foi hidrolisado com 1 mL de solu¢do de &cido
formico a 45% (v/v) por 15 h. O material hidrolisado foi congelado, liofilizado,
ressolubilizado em agua destilada, reduzido por 16 h com NaBD4 e acetilado (item
4.5.2). Os acetatos de alditéis parcialmente metilados foram analisados por GLC-MS
e identificados de acordo com seus tempos de retencado e perfis de fragmentagéao
(CARPITA; SHEA, 1989; JANSSON et al., 1976).
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4.11 PURIFICACAO DA FRAGCAO W-1

A fracao W-1 foi solubilizada em agua destilada (1:40, p/v) e submetida a
digestdo enzimatica sob agitagdo para retirada do amido. Foram utilizadas as
enzimas amiloglucosidase (Megazyme) e a-amilase termoestavel (SIGMA) dentro
das condi¢bes recomendadas pelos fabricantes. O acompanhamento da degradagéo
do amido foi realizado pelo teste do lugol. Apés 30 minutos a 55°C e pH 5,6 ndo se
verificou mais reacdo do lugol positiva. A mistura permaneceu por mais 30 minutos
nestas condigdes e depois foi submetida a inativagdo enzimética através de fervura
por 15 minutos. O material foi centrifugado, € o residuo contendo as enzimas
desnaturadas foi descartado. O sobrenadante foi precipitado com dois volumes de
etanol e mantido sob refrigeracdo por 16 h. O material foi entdo centrifugado, o
residuo lavado com etanol, ressolubilizado e dialisado por 48 h em membranas com
limite de exclusao de 12000 Da. Apds nova precipitacdo, a amostra livre de amido foi
centrifugada, lavada trés vezes com etanol e seca em estufa a vacuo, resultando na

fracdo denominada PW-1.

4.12 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

As fracdes W-1, 0.1CA-2 e PW-1 foram solubilizadas em D,O e as analises
efetuadas em tubos de 5 mm de didmetro. As determinagdes de RMN foram
realizadas no aparelho BRUKER, modelo AVANCE DRX-400 acoplado a um
transformador Fourier, com ressonancia de 'H e '°C, de 100 e 400MHz
respectivamente, utilizando a temperatura de 70°C para o polissacarideo. Os
deslocamentos (8) foram expressos em ppm, utilizando a ressonancia dos grupos

CHs da acetona como padrao interno (°C, § 30.2).
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4.13 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA AS ANALISES REOLOGICAS

As solugdes poliméricas de pectina (W-1 e PW-1) foram preparadas em pH
3,0 em duas condic¢des diferentes:

v variando a concentracdo de sacarose (55, 60 e 65%, p/p) utilizando a

concentracao fixa de 2% (p/p) da amostra;

v variando a concentragdo da amostra (1, 2 e 3%, p/p) com concentragao

fixa de sacarose (65%, p/p).

As amostras foram primeiramente solubilizadas em agua deionizada por
agitacdo por 16 h a temperatura ambiente. A seguir, acrescentou-se a sacarose na
propor¢do adequada, e cada mistura permaneceu sob agitacdo até maxima
solubilizacdo da sacarose. As amostras foram posteriormente submetidas a
aquecimento em banho-maria sob agitacdo e quando sua temperatura atingia 92°C,
estas permaneciam por 15 minutos nesta condi¢cdo, sob agitacao. As solucdes
poliméricas de pectinas com sacarose foram mantidas em repouso até atingir a
temperatura ambiente e entdo o pH foi corrigido para 3,0 com a utilizacdo de uma
solugdo saturada de acido citrico. Finalmente, acertou-se o peso final de cada
amostra com agua deionizada, homogeneizou-se e deixou-se em repouso sob
refrigeragdo por 16 h, para entdo ser empregada nas analises reoldgicas.

As solugdes poliméricas de amido (0.1CA-2) foram preparadas variando a
concentracdo da amostra (4, 5, 6 e 7%, p/p). Cada amostra foi solubilizada na
totalidade da agua deionizada para o peso final da solugédo, por agitacao por 16 h a
temperatura ambiente. Posteriormente as solugdes poliméricas foram submetidas a
aquecimento em banho-maria sob agitacdo e quando sua temperatura atingia 92°C,
estas permaneciam por 15 minutos nesta condi¢ao, sob agitacdo. Deixou-se resfriar
sob agitacdo a temperatura ambiente. Mediu-se o pH de cada solugdo polimérica,
que permaneceu em repouso sob refrigeracéo por 16 h, para entdo ser empregada

nas analises reoldgicas.
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4.14 ANALISES REOLOGICAS

As medidas reoldgicas foram realizadas em Redmetro Haake Rheostress 75,
acoplado a um banho termoestatizado HAAKE K15, a um termocirculador de agua
DC5, e a um controlador térmico TC 81 (Peltier), utilizando os sensores cone-placa
(C60 2Ti) e placa-placa (PP 20 Ti; PP 35 Ti).

Previamente as analises reoldgicas, foi determinada a inércia para descontar
os valores das forgas centrifuga e centripeta geradas durante os experimentos.
Durante as andlises, a temperatura ambiente manteve-se em 20 + 1°C.

As solugbes poliméricas foram preparadas em diferentes condigdes para a
obtencdo de géis, conforme o item 4.13 e as analises foram realizadas a 25°C.
Inicialmente realizou-se uma varredura de tensao na frequéncia de 1 Hz para
verificacdo da faixa viscoelastica linear e selecdo da tensdo ou deformagédo que
seriam empregadas nas analises de varredura de freqiéncia e rampas de
temperatura, de modo a preservar a estrutura do gel em analise.

As varreduras de freqiiéncia foram conduzidas na tensao ou deformacao pré-
selecionada, aumentando a frequiéncia oscilatéria com o tempo, na faixa de 0,1-50
Hz. As curvas de viscosidade foram realizadas a 25°C na faixa de 0,1-100 5™,

O comportamento das amostras foi avaliado frente a variacbes de
temperatura utilizando um programa de aquecimento de 12C.min™", nas temperaturas
crescentes de 5-95°C, seguida de resfriamento de 95-5°C, em frequiéncia fixa de 1
Hz. Para prevenir a evaporacdo do solvente foi aplicada uma camada de dleo

mineral ao redor da placa de analise.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPOSICAO QUIMICA DOS POLISSACARIDEOS DA POLPA DO
CUPUACU

A polpa do cupuacgu (Theobroma grandiflorum) foi isolada dos frutos frescos,
triturada e imediatamente tratada com metanol-agua para inativar as enzimas
hidroliticas que poderiam agir nos polissacarideos da parede celular, sendo este um
passo essencial antes das extragcées. Apos inativacdo enzimatica, o material foi
deslipidificado, totalizando 11,3% de compostos lipossoluveis em relagdo a polpa
seca e inativada, ou 0,51% em relagéo a polpa fresca.

Frutas e verduras ndo sdo comumente tidas como fontes de lipidios, mas a
maioria delas contém entre 0,1 e 1% de lipidios totais, normalmente denominados
como gordura (MEYER, 1960).

Apbs a deslipidificacao, obteve-se 4% de material seco em relacdo a polpa
fresca inicial e este foi o material de partida para as extracées dos polissacarideos
(Figura 7).

Fracbes de pectinas sao obtidas de parede celular vegetal por extracdes
seqlienciais com agua fria ou quente, solugcdes tampao, solugcdes de agentes
quelantes a frio ou a quente, solugdes de acidos diluidos a quente, e finalmente
solugdes diluidas de NaOH a frio ou de carbonato de sddio (NaxCOs) a frio ou a
quente (VORAGEN et al., 1995).

Neste trabalho, na tentativa de obter fragdes pécticas, inicialmente empregou-
se a agua, que, segundo Voragen e colaboradores (1995), solubiliza pectinas
altamente esterificadas, seguida de extragdes a quente com &cido citrico diluido, que
extrai pectinas firmemente ancoradas nas paredes celulares. O emprego de
solugdes acidas diluidas a quente € utilizado industrialmente para a obtencao das
pectinas do bagagco de macas e de casca de citricos (VORAGEN et al., 1995). Ja as
extracoes alcalinas foram realizadas visando obter fracées hemicelulésicas da polpa

do cupuagu.
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As fragbes polissacaridicas obtidas foram nomeadas de acordo com as
condicdes de extracdo. Para as extragcdes aquosas, os nomes escolhidos foram: W-1
para a primeira extracao a 25°C (water-1), W-2 para a segunda extracao a 25°C
(water-2) e HW para a extracao a quente (hot water).

Para as extragbes acidas, os nomes indicam a concentracdo do acido citrico
empregado, seguido das iniciais CA (citric acid) para a primeira extracdo a quente
(banho-maria a 50°C), ou CA-2 para a segunda extracdo a quente (banho-maria
fervente), por exemplo, 0.1CA-2 € a fragdo obtida em banho-maria fervente depois
da extracao a 50°C empregando &cido citrico a 0,1%.

Finalmente, para os extratos alcalinos, os nomes iniciam com a concentragao
de NaOH empregada, seguidos por HemiA se os polissacarideos precipitaram apos
neutralizacdo do extrato com acido acético, ou por HemiB se os polissacarideos
permaneceram no extrato dialisado e precipitaram somente apés a adicao de etanol.

Deste modo, 17 frages foram obtidas e seus rendimentos e teores de agucar
total e de proteinas estdo apresentados na Tabela 1. A composicao
monossacaridica das fracées estd mostrada na Tabela 2.

O rendimento dos polissacarideos extraidos variou de 0,3 a 15% em relacao a
polpa seca e deslipidificada. O maior rendimento foi obtido na extracdo com &cido
citrico a 0,1%, por 60 minutos em banho-maria fervente (fracdo 0.1CA-2). Verificou-
se um aumento no rendimento das fragcbes ao se aumentar a temperatura da

extracdo quando a concentracao de acido citrico permaneceu constante.
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Tabela 1 - Rendimento, teor de carboidratos e de proteinas das fracdes
polissacaridicas obtidas a partir da polpa do cupuagu (Theobroma grandiflorum)

Rendimento® Acucar Total® Proteinas®

FRACAO
%

W-1 7,0 61,0 5,9
W-2 1,0 57,5 12,6
HW 1,5 55,4 15,8
0.1CA 0,5 56,6 13,2
0.1CA-2 14,7 90,8 1,1
0.5CA 1,5 84,0 4,6
0.5CA-2 7,7 93,4 4,3
1CA 0,3 97,8 0,9
1CA-2 4,5 82,4 3,8
2.5CA 0,4 77,1 15,9
2.5CA-2 0,5 43,5 25,2
5CA 0,6 56,6 2,0
5CA-2 1,0 36,9 35,6
2M-HemiA 3,4 19,4 56,1
2M-HemiB 3,7 68,3 13,6
4M-HemiA 1,3 77,4 tr
4M-HemiB 0,4 77,3 12,7

a: em relagao a polpa deslipidificada e seca.

b: determinado por método colorimétrico, Dubois et al., 1956.
c¢: determinado por método colorimétrico, Hartree, 1972.

tr: tragos.

A maioria dos rendimentos das fracbes é comparavel aos obtidos para
pectinas da polpa do araca (VRIESMANN et al. 2004a), dos frutos do cambui
(VRIESMANN et al., 2004b) e do lupulo (OOSTERVELD; VORAGEN; SCHOLS,
2002), mas sdo menores que os rendimentos para as pectinas da polpa da manga
(IAGHER; REICHER; GANTER, 2002), do marmelo (FORNI; PENCI; POLLESELLO,
1994) e da maga (MARCON, 2004; KRAVTCHENKO; VORAGEN; PILNIK, 1992); e
muito menor que aquele encontrado para pectinas extraidas da farinha da casca do
maracuja (PINHEIRO, 2007) e para pectinas de citricos (KRAVTCHENKO;
VORAGEN; PILNIK, 1992).
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O teor de acgucar total das fracdes polissacaridicas ficou compreendido entre
19,4% e 97,8%. Em geral, estes valores estdo em concordancia com os teores
encontrados para polissacarideos extraidos por outros pesquisadores (MARCON,
2004; OOSTERVELD; VORAGEN; SCHOLS, 2002; REDGWELL; SELVENDRAN,
1986; SANTOS, 2006; VRIESMANN et al., 2004a; VRIESMANN et al., 2004b).

Todas as fracdes polissacaridicas obtidas da polpa do cupuacu apresentaram
proteinas em diferentes proporgdes (Tabela 1). Apesar de pectinas de varias fontes
serem descritas contendo materiais protéicos (IAGHER; REICHER; GANTER, 2002;
MARCON, 2004; OOSTERVELD; VORAGEN; SCHOLS, 2002; PINHEIRO, 2007;
SANTOS, 2006; SINGTHONG et al., 2005; YAPO et al., 2007; YAPO; KOFFI, 2006),
os valores encontrados para as fragdes da polpa do cupuagu podem estar
superestimados, pois compostos fendlicos, quando presentes, interferem no método
utilizado (HARTREE, 1972).

A composicdo das pectinas varia de acordo com a fonte da qual elas séo
isoladas, bem como com as condicbes aplicadas durante seu isolamento e
purificacdo (ROLIN, 1993). Fracbes pécticas sao geralmente caracterizadas pela
presenca predominante de &cido galacturdnico (que € o constituinte da cadeia
principal), e dos monossacarideos neutros ramnose, arabinose e galactose,
responsaveis pelas ramificacdes. Diferentes subpopulacées pécticas podem ser
distinguidas por sua composicdo monossacaridica e teor de &cidos urdnicos
(REDGWELL; SELVENDRAN, 1986; VORAGEN et al., 1995).
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Tabela 2 - Composigcéo monossacaridica’ dos polissacarideos obtidos da polpa do
cupuacgu (Theobroma grandiflorum)

) Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc Ac.Urénicos®
FRACAO
mol%

W-1 33 06 59 39 1,0 128 7,1 65,4
W-2 23 12 66 11,2 20 142 147 47,8
HW 28 12 63 47 23 149 271 40,7
0.1CA 1,8 12 6,2 244 23 12,7 244 27,0
0.1CA-2 0,6 - 04 04 0,2 1,0 90,8 6,6
0.5CA 0,7 - 1,0 1.2 - 2,1 79,3 15,7
0.5CA-2 0,8 - 06 0,6 0,3 1,5 87,2 9,0
1CA 04 02 11 08 1,6 3,1 823 10,5
1CA-2 0,3 - 04 0,2 0,1 04 976 1,0
2.5CA 0,7 - 1,5 0,6 1,0 52 66,1 24,9
2.5CA-2 09 04 31 14 1,3 13,4 65,6 13,9
5CA 38 07 49 18 1,8 28,2 19,2 44,6
5CA-2 0,4 - - - 41 39,5 30,6 25,4
2M-HemiA 0,8 - - - 172 25,6 564 -
2M-HemiB 2,0 - 25 40,7 142 13,1 25,5 2,0
4M-HemiA 05 01 34 16,8 33,0 11,6 34,6 -
4M-HemiB 1,5 - 86 240 265 114 27,0 1,0
Residuo 1,7 01 17,9 57 2,0 52 674 nd

a: determinada por glc, mol%.
b: determinado por método colorimétrico, Filisetti-Cozzi; Carpita, 1991.
nd: ndo determinado.

Neste trabalho, a principal fragdo péctica obtida foi aquela oriunda da primeira

extracdo aquosa (W-1, rendimento de 7% em relagdo ao peso seco da polpa

inativada e deslipidificada ou 0,3% em relacdo a polpa fresca). Este rendimento foi

superior ao encontrado para a pectina solivel em agua extraida da casca do

maracuja amarelo (2,9%) por Yapo e Koffi (2006). Como mostrado na Tabela 2, esta

fracdo exibe o maior teor relativo de acidos urdnicos (65,4 mol%) em comparagao

com todas as outras fracdes e foi escolhida para uma melhor caracterizagdo

estrutural.
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Outras frac6es com teor consideravel de acidos urénicos e monossacarideos
tipicos de pectinas foram W-2, HW e 5CA. As duas primeiras fracées apresentaram
composi¢cdes monossacaridicas semelhantes, enquanto a ultima mostrou maior teor
de galactose. O teor de acidos urdnicos encontrado nestas fragdes (entre 40 e 48
mol%) é comparavel aqueles encontrados por Yapo e colaboradores (2007) e
Ptitchkina e colaboradores (1994) e é superior aos valores encontrados para as
pectinas da polpa do araca vermelho (SANTOS, 2006) e para as pectinas obtidas da
farinha do bagaco da maca (MARCON, 2004).

Entre os agucares neutros que compdem as pectinas, verificou-se que em
todas as fragches pécticas obtidas da polpa do cupuagu, a galactose foi o
monossacarideo predominante, com menores quantidades de arabinose. Estes
resultados sdo semelhantes a aqueles obtidos para as pectinas de um tipo de
abobrinha (butter squash fruit) (O'DONOGHUE; SOMERFIELD, 2007), da polpa de
beterraba (YAPO et al., 2007), do lupulo (OOSTERVELD; VORAGEN; SCHOLS,
2002), de frutos de marmelo (FORNI; PENCI; POLLESELLO, 1994) e da cebola
(REDGWELL; SELVENDRAN, 1986). Entretanto, sdo diferentes dos resultados
obtidos para a pectina do maracuja (PINHEIRO, 2007), da polpa do araca vermelho
(SANTOS, 2006), da linhaca (DIAZ-ROJAS et al., 2004), da casca dos frutos de um
cactus (Opuntia ficus-indica) (HABIBI et al., 2004), da farinha do bagagco da maca
(MARCON, 2004), do araca (VRIESMANN et al., 2004a), do limao (ROS; SCHOLS;
VORAGEN, 1998), da macga (SCHOLS et al., 1995c) e do girassol (MIYAMOTO;
CHANG, 1992), cujo teor de arabinose é maior que o de galactose. Assim, pode-se
sugerir que as ramificacées das fracbes pécticas obtidas da polpa do cupuagcu séao
constituidas principalmente de galactanas ou arabinogalactanas.

Através de espectroscopia de FT-IR foi possivel determinar o grau de
esterificacdo (DE) das pectinas obtidas, como mostrado na Tabela 3. As principais
vantagens da espectroscopia no infravermelho (FT-IR) sobre os outros métodos
existentes para determinacéo do grau de esterificacdo de moléculas de pectinas séo
a sua simplicidade, a rapidez de cada analise e a ndo-destruicdo das amostras, além
de permitir a identificacdo dos principais grupos funcionais presentes nas moléculas
a partir de uma pequena por¢ao de amostra (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
2006; VIGNON; GARCIA-JALDON, 1996).

Espectros de FT-IR de pectinas mostram bandas mais intensas entre 1760-

1730 cm™, e 1630-1600 cm™: a banda em 1760-1730 cm™ representa os grupos
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carboxilicos esterificados, enquanto que a banda em 1630-1600 cm™ representa os
grupos carboxilicos livres (CHATJIGAKIS et al., 1998; MANRIQUE; LAJOLO, 2002;
SINGTHONG et al., 2004). Com o aumento do DE, a intensidade da absorbancia ou
area da banda dos grupos carboxilicos esterificados aumenta, enquanto a
intensidade da absorbéncia ou area da banda estendida do carboxilato diminui. De
maneira semelhante, a intensidade da absorbéancia ou area da banda dos grupos
carboxilicos livres (ions carboxilato) aumenta com o decréscimo do DE. Estas
observacdes estabeleceram a base para a analise quantitativa do grau de
esterificacao de pectinas por FT-IR (SINGTHONG et al., 2004).

O DE das pectinas foi quantificado pelo uso de uma curva de calibragao
construida com base em padrées de pectina com DE conhecido. As areas de
interesse foram obtidas pelo software do equipamento e a curva de calibragéo foi
estabelecida pela razdo das areas das absorbancias: A 1749 / (A 1749 + A 1630)
contra os valores de DE dos padrdes, como apresentado na Figura 8.
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Figura 8 - Curva de calibragcao para determinacao do DE por FT-IR
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Para a determinagdo do DE foram selecionadas as fracbes com teor de
acidos urbnicos acima de 20%. Pectinas com grau de esterificacao superior a 50%
(pectinas HM) e inferior a 50% (pectinas LM) foram encontradas nas fracdes obtidas
da polpa do cupuacu (Tabela 3). O grau de esterificacdo variou de 38,8 a 53,1%.
Deste modo, verifica-se que todas as fragdes pécticas obtidas apresentaram DE
superior ao das pectinas da casca dos frutos de um cactus (FORNI; PENCI;
POLLESELLO, 1994) e a maioria delas sao pectinas LM.

Tabela 3 - Grau de esterificagdo (DE), determinado por FT-IR, das pectinas obtidas
da polpa do cupuacu.

FRACAO DE (%)

W-1 53,1
W-2 42,2
HW 39,9
0.1CA 39,4
2.5CA 50,4
5CA 52,4
5CA-2 38,8

Como pode ser verificado na Tabela 2, a glucose esta presente como
principal monossacarideo em muitas das fracées obtidas da polpa do cupuagu, em
especial nas fracdes extraidas com acido citrico. Isto sugeriu a presenca de amido,
que foi confirmada pelo teste do lugol, fornecendo uma coloracao azul intensa com a
solucédo de Io/KI.

O’Donoghue e Somerfield (2007) também obtiveram fra¢des ricas em amido a
partir de frutos de um tipo abobrinha (buttercup squash) empregando acido cloridrico
e acido citrico como agentes extratores visando a obtencao de pectinas, de modo
que o teor de amido foi praticamente o dobro do teor de pectinas. De acordo com
Zobel e Stephen (1995), certos frutos, cereais, legumes e tubérculos podem conter
30 a 85% de amido em relagao ao peso seco.

As hemiceluloses, mais recentemente chamadas glicanas de ligacbes
cruzadas (CARPITA; McCANN, 2000; REDGWELL; MELTON; BRASCH, 1988),

foram extraidas pelas solugdes alcalinas de NaOH, rendendo fragdes compostas
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principalmente de xilose, manose, galactose e glucose, monossacarideos tipicos das
hemiceluloses, sugerindo a presenca de xilanas, galactomananas,
galactoglucomananas e/ou glucomananas.

O residuo final é constituido principalmente por glucose, indicando a
predominancia de celulose.

Além dos dados da composicdo monossacaridica, analises por HPSEC-
MALLS confirmaram que todas as fragoes polissacaridicas extraidas da polpa do
cupuacu sao heterogéneas (dados nao mostrados).

5.2 CARACTERIZACAO DA FRAGAO W-1

5.2.1 Composi¢ao quimica

A principal fracao péctica deste trabalho, denominada W-1, contém 61% de
carboidratos e 6% de proteinas. Estes valores sdo semelhantes aqueles obtidos
para as pectinas da polpa da beterraba (YAPO et al, 2007) e do lapulo
(OOSTERVELD; VORAGEN; SCHOLS, 2002).

A carboxi-reducao de W-1 indicou que a fragdo consiste de 65,4 mol% de
acido galacturdnico. Teor semelhante de acidos urénicos foi encontrado para a
pectina da casca do maracuja extraida com acido citrico a 0,086% (60 min) por
Pinheiro (2007), sendo consistente com o predominio de regides lisas (smooth
region).

O grau de esterificagao é de 53,1% e o grau de acetilagdo € de 1,7%, muito
menor que os valores obtidos para as pectinas hidrossolUveis das cascas da jaca
(5,5%) e do limao Tahiti (6%) (KOUBALA et al., 2008). O grau de acetilagdo da
fracdo W-1 é ligeiramente menor que aquele reportado para a pectina LM da casca
do maracuja amarelo extraida por agua (1,9%) (YAPO; KOFFI, 2006) e ligeiramente
maior que o da pectina HM comercial do limdo (1,5%) (KRAVTCHENKO;
VORAGEN; PILNIK, 1992), sendo que ambas apresentaram um teor superior de

acidos uroénicos (76,3 e 72%, respectivamente) em relacao a fragao W-1.
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Dentre os monossacarideos neutros tipicos de pectinas, na fracdo W-1 houve
predominio da galactose (12,8 mol%), arabinose (5,9 mol%) e ramnose (3,3 Mol%).
Em adicdo ao grau de esterificacao (53,1%), esses dados sugerem que a estrutura
da pectina extraida poderia consistir principalmente de uma homogalacturonana
(HG) altamente esterificada e de ramnogalacturonana do tipo | (RG-I) com cadeias
laterais de galactanas ou arabinogalactanas. Nas regides ramificadas das pectinas,
uma xilogalacturonana poderia também estar presente. Este tipo de subunidade foi
encontrado em graos de soja (NAKAMURA et al., 2002), em ervilhas (Le GOFF et
al., 2001), em pectinas de magas (SCHOLS et al., 1995b), e poderia estar presente
na fracdo W-1 do cupuacgu, cujo teor de xilose foi de 3,9 mol%. Entretanto, existe
também a possibilidade deste monossacarideo ser um contaminante devido a co-
extracdo de hemiceluloses.

Schols e Voragen (1996) e Albersheim et al. (1996) comentam que as
pectinas presentes na porgcdo comestivel de frutas e vegetais podem somente
consistir de regides de HG e segmentos como RG-I com seqiiéncias estritamente
alternantes de Rha-GalA. Para a pectina sollvel em agua extraida da polpa do
cupuacu, esta afirmacéo parece ser consistente, embora exista a possibilidade de
que ela contenha ainda regides de xilogalacturonanas.

O célculo da razao da Rha para GalA, deduzido da Tabela 2, sugere que as
pectinas da fracdo W-1 poderiam consistir principalmente de regides lisas (smooth
region) ricas em acido poligalacturénico, tipicamente encontradas em pectinas da
lamela média (McCANN; ROBERTS, 1991). Assumindo que as unidades de Rha sao
parcialmente substituidas, uma razdo Rha:GalA alta poderia indicar que as pectinas
estdo mais altamente ramificadas. Além disso, a razdo molar de Rha/(Ara + Gal) é
indicativa do grau de ramificagdo de cadeias laterais, e, neste caso, a fragcdo W-1
parece ser pouco ramificada.

Além dos monossacarideos caracteristicos de pectinas, a fracado W-1 também
contém pequenas quantidades de manose, glucose e fucose, que foram entdo
considerados contaminantes. A manose foi encontrada em diferentes propor¢gées em
pectinas isoladas de varias fontes (HABIBI et al., 2004; HILZ et al., 2006; IAGHER,;
REICHER; GANTER, 2002; KOUBALA et al., 2008; MIYAMOTO; CHANG, 1992;
O’'DONOGHUE; SOMERFIELD, 2007; OOSTERVELD; VORAGEN; SCHOLS, 2002;
PINHEIRO, 2007; ROS; SCHOLS; VORAGEN, 1998; SCHOLS et al., 1995a; YAPO
et al., 2007).
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A presenca de glucose sugeriu que o amido poderia estar presente numa
baixa proporcao na fragdo W-1, o que foi confirmado pelo teste do lugol. O amido foi
também encontrado em pectinas isoladas de frutos de um tipo de abobrinha
(buttercup squash) (O’'DONOGHUE; SOMERFIELD, 2007), na pectina da casca do
maracuja amarelo (PINHEIRO, 2007), em pectinas do bagag¢o da magca (MARCON,
2004; BRINGARD et al, 1990) e na pectina da polpa de manga (IAGHER;
REICHER; GANTER, 2002).

5.2.2 Andlise por HPSEC-MALLS

A Figura 9 mostra o perfil de eluicdo da fragdo W-1 obtido por HPSEC
(detector de indice de refragcao - Rl e espalhamento de luz a 90° - MALLS). O indice
de refracdo fornece um sinal proporcional a concentragdo, enquanto que a resposta

do espalhamento de luz depende principalmente da massa molecular.
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Figura 9 - Perfil de eluigdo por HPSEC-MALLS da fragao W-1

A fracdo W-1 mostra um perfil heterogéneo, provavelmente oriundo de uma
mistura de polissacarideos pécticos e amido. Observa-se a presenca de um pico
eluindo em torno de 38 minutos, detectado com muita intensidade pelo
espalhamento de luz, que coincide com uma minima intensidade no indice de
refracdo, indicando que se trata de um componente de elevada massa molecular
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presente em uma concentracdo muito baixa. Este pico poderia ser devido a
presenca do amido ou ainda resultado de agregacao molecular.

Um pico evidente no detector de indice de refracdo aparece em torno de 50
minutos. Este coincide com uma minima intensidade no espalhamento de luz,
indicando a presenca de um polimero com massa molecular menor, em elevada
concentracdo, provavelmente a pectina.

Pinheiro (2007), Santos (2006), Marcon (2004) e lagher, Reicher e Ganter
(2002) também obtiveram fracdes heterogéneas para pectinas da casca do maracuja
amarelo, da polpa do aragd, do bagaco da magd e da polpa da manga,
respectivamente, demonstrando que dificilmente se obtém uma pectina pura a partir
de materiais vegetais.

Assim, a determinagdo da massa molecular exata de uma pectina € uma
tarefa extremamente dificil, devido a natureza heterogénea desses polissacarideos,
que apresentam regides lineares e cadeias laterais ramificadas, variagdes inter e
intramolecular, além de diferentes padrdes de distribuicdo dos grupos metil-éster ao
longo da cadeia poligalacturénica (KIM; TENG; WICKER, 2005).

5.2.3 Determinacéo do grau de esterificacao e de acetilacao

O grau de esterificacao da fragdo W-1 foi determinado por espectroscopia de
infravermelho (FT-IR) e por espectroscopia de 'H RMN.

O espectro de FT-IR da fragdo W-1 é mostrado na Figura 10 e apresenta as
bandas caracteristicas de pectinas esterificadas: entre 1760-1730 cm™ oriundas dos
grupos carboxilicos esterificados, e bandas um pouco menos intensas entre 1650-
1600 cm™ correspondentes as vibragées dos ions carboxilato. Estas bandas foram
utilizadas para determinacdo do grau de esterificacdo, que foi de 53,1%,
caracterizando uma pectina HM.
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Figura 10 - Espectro de FT-IR da fracdo W-1

Ainda, as areas intensas e amplas entre 3600 e 3000 cm™' sdo causadas pela
absorcao de O-H devido as pontes de hidrogénio inter e intra-moleculares da cadeia
principal de &cido galacturonico. As bandas por volta de 2950 cm™ se referem &
absorcao de C-H, incluindo as vibracdées e inclinacdes de CH, CH, e CH3 (COIMBRA
et al, 1998; FILIPPOV, 1992; GNANASAMBANDAM; PROCTOR, 2000;
KACURAKOVA et al., 2000).

O grau de esterificacdo da pectina da fragdo W-1 foi confirmado por 'H RMN,
de acordo com Grasdalen; Bakei e Larsen (1988), sendo a analise efetuada em
triplicata. A regido de campo baixo de um dos espectros obtidos esta mostrada na
Figura 11. Dentre os cinco sinais observados na regido indicada por A (em torno de
4,9-5,2 ppm), os trés primeiros (1-3) sdo atribuidos a H-1 das unidades de acido
galacturénico os outros dois picos (4-5) a H-5, ambos de unidades esterificadas de
acido galacturdnico. As areas relativas das duas ressonancias H-5 das unidades de
acido galacturdnico esterificadas indicam uma distribuicdo randémica dos grupos
éster. O sinal indicado com o nimero 4 predomina em valores de DE altos e deve
ser oriundo de uma unidade esterificada vizinha de outra também esterificada,
enquanto que ha um predominio do pico 5 em pectinas com DE baixo,
representando H-5 em uma unidade esterificada vizinha de uma n&o-esterificada.
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Figura 11 - Regido de campo baixo do espectro de 'H RMN da fragdo W-1

Quantitativamente, os valores de DE estdo relacionados as intensidades (l)

dos picos em A e B pela seguinte relagdo:

la—IB
DE (%)= — x 100
|A+ IB

Onde B denota os trés sinais de H-5 de unidades de GalA ndo-esterificadas e
A representa 0s cinco sinais em campo baixo, incluindo aqueles de H-1 e H-5 das
unidades esterificadas. O numerador na equagao acima é a soma das intensidades
das ressonéancias de H-1 e H-5 em unidades de GalA esterificadas, e 0 denominador
é o total das intensidades destas ressonancias em unidades esterificadas e ngo-
esterificadas de GalA.

Desta forma, apés integragao utilizando o software MestreC 4.7, obteve-se o
grau de esterificacdo da fracao W-1, cuja média de triplicatas foi de 56%, valor muito
préoximo aquele encontrado por FT-IR (53,1%).

Pode-se dizer que os dois métodos para determinagcdo do grau de

esterificagdo sdo validos, uma vez que o método por 'H RMN foi testado
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inicialmente com o padrao de pectina SIGMA com DE 89% e se obteve um valor de

grau de esterificacao de 88,7% para o mesmo (Figura 12).

Ia-1
DE (%) = I‘“" E x 100 = 88,7%
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Figura 12 - Regido de campo baixo do espectro de '"H RMN do padrdo de pectina
SIGMA com DE 89%

A determinagédo do grau de acetilagdo da pectina da fracao W-1 foi realizada
baseando-se no método de Bédouet, Courtois e Courtois (2003), também por meio
de experimentos de 'H RMN. A quantificacdo foi realizada utilizando-se a
ressonancia do H-4 do acido galacturénico, que nos espectros aparece em torno de
4.5 ppm, representando 100% das unidades presentes na amostra. As ressonancias
dos grupos acetilicos em O-2 e/ou O-3 das unidades de acido galacturdnico
apareceram como 3 picos entre 2 e 2,2 ppm, que foram integrados utilizando o
software MestreC 4.7, resultando num grau de acetilacdo de 1,7% (média das

triplicatas).
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Figura 13 - Espectro de '"H RMN utilizado para uma das determinacdes do grau de
acetilagéo da fragdo W-1

O grau de acetilagdo encontrado foi confirmado por dosagem colorimétrica, de
acordo com Hestrin (1949), onde se obteve um valor de 1,6% das unidades de acido
galacturénico acetiladas. O grau de acetilacdo € um parametro importante quando
se considera a capacidade de geleificacdo das pectinas, uma vez que polimeros
com DA de 12,5% ou superior nao formam géis. Este fator tem sido uma limitagéo
para o0 aproveitamento das pectinas da polpa de beterraba (ROLIN, 1993;
BEMILLER, 1986). Muitos estudos tém sido focalizados na remocao enzimatica dos
grupamentos acetil de pectinas extraidas da beterraba, resultando em melhora das
propriedades geleificantes (FAULDS; WILLIAMSON, 1990; MATTHEW et al., 1990;
OOSTERVELD et al., 2000), e, portanto, confirmando que elevado grau de

acetilacao pode atrapalhar a geleificacao de pectinas.



71

5.2.4 Andlise por espectroscopia de *C-RMN

A fracdo W-1 foi analisada por espectroscopia de "C-RMN (Figura 14). O
acido a-D-galacturénico foi evidenciado pelos sinais em 100,1 ppm e 99,3 ppm
correspondentes, respectivamente, ao C-1 de unidades esterificadas e nao-
esterificadas, e dois sinais em campo muito baixo a 170,4 ppm e 174,6 ppm
correspondentes aos grupos  carboxilicos  metil-esterificados e  livres,
respectivamente. Os grupos metil-éster dos grupos carboxilicos apareceram em 52,8
ppm. Os sinais dos carbonos 2-5 das unidades de acido galacturbnico foram
assinalados, respectivamente, em 68,0; 70,5; 78,6 e 71,5 ppm.
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Figura 14 - Espectro de '°C RMN da fragdo W-1 em D0, obtido a 70°C
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O sinal em 97,8 ppm foi atribuido ao C-1 de unidades de a-L-ramnose. O sinal
de CHs; das unidades de ramnose foi encontrado em campo alto, em 16,7 ppm.
Todos o0s assinalamentos foram feitos por comparacdo com a literatura
(COZZOLINO et al., 2006; MUKHIDDINQV et al., 2000; TAMAKI et al., 2007; WANG;
LIU; FANG, 2005; WESTERENG et al, 2007). Os resultados encontrados sao
consistentes com a presenga de uma homogalacturonana com algumas insergoes
de RG na fracao W-1.

5.2.5 Andlises de carboxi-reducao e metilagao

Para confirmar a identidade das unidades de acido urdnico, a fracao W-1 foi
submetida ao processo de carboxi-reducado. A reducao dos grupos carboxilicos dos
acidos urénicos da fragdo W-1 com NaBD, originou a fracado RW-1 (reduced W-1).

Apo6s hidrolise e derivatizacdo da fracdo RW-1, a analise por GLC-MS
mostrou um pico principal correspondente ao da galactose, indicando que a fragao
W-1 é composta de acido galacturdnico, conforme esperado para pectinas.

Apos a carboxi-redugcado, a maioria dos teores de monossacarideos diminuiu
proporcionalmente em relagéo a fracdo W-1 nativa, sendo a ramnose uma excecao,
cujo teor aumentou, como mostrado na Tabela 4. Isto pode ser explicado pela maior
sensibilidade a hidrolise acida da ligacao glicosidica entre Gal-Rha em relagéo a
aquela entre Rha-GalA (BIERMAN, 1989; YAPO et al., 2007).

Tabela 4 - Comparagéao entre a composicado monossacaridica da fracdo W-1 nativa e
carboxi-reduzida (RW-1)

Rha Fuc Ara Xyl Man GIc Gal Ac.Urénicos

FRACAO

mol%
W-1 33 06 59 39 10 71 128 65,4
RW-1 39 02 18 1,7 03 34 887 -

A andlise de metilagcdo da fracdo RW-1 mostrou que as unidades de &cido

galacturénico estao unidas por ligagées (1—4), pois o principal derivado obtido foi o
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1,4,5-tri-O-acetil-2,3,6-tri-O-metil  galactitol (78,2%), com uma fragmentagao
caracteristica a m/z 235, confirmando a natureza péctica da fragao W-1. A presenga
de ramnose ligada (1—2,4) foi evidenciada pela presenga do derivado 1,2,4,5-tetra-
O-acetil-6-deoxi-3-O-metil ramnitol (4,1%). Os resultados indicam que a cadeia
principal da pectina da fracdo W-1 €& constituida principalmente por uma
homogalacturonana com algumas inser¢ées de ramnogalacturonana. Cadeias
laterais de monossacarideos neutros estao ligadas na posicdo O-4 da ramnose, e
entre os derivados obtidos encontraram-se alguns daqueles tipicos de
arabinogalactanas.

5.2.6 Andlises reoldgicas

As medidas reoldgicas possibilitam a caracterizacdo de pectinas em solugdes
e géis, permitindo o fornecimento de dados importantes para o desenvolvimento dos
processos tecnolégicos, para o controle de qualidade das matérias-primas e
produtos padronizados, e para a determinacdo de dados na pesquisa e
desenvolvimento de um material especifico (ENDRESS; DOSCHL-VOLLE;
DENGLER, 1996).

Desta maneira, ap0s a caracterizagdo quimica, a fragdo W-1 foi submetida a
analises reologicas. Por tratar-se de pectina HM (DE 583,1%), os géis foram
preparados em pH 3,0 na presenca de sacarose. Embora outros co-solutos possam
ser utilizados na producédo de géis de pectinas HM, Tsoga, Richardson e Morris
(2004) demonstraram que a adicao de sacarose produziu melhores resultados com
pectinas comerciais de DE 70%. O pH abaixo do pKa do acido galacturdnico reduz a
densidade de cargas da cadeia poligalacturonica, diminuindo a repulsao eletrostatica
e assim facilitando a associacdo das cadeias por pontes de hidrogénio e interacoes
hidrofébicas. A sacarose, adicionada em elevadas concentragdes a uma solucao de
pectinas, reduz a atividade da agua, favorecendo as interagcdes polimero-polimero
em relagdo as interagbes polimero-solvente (EVAGELIOU; RICHARDSON;
MORRIS, 2000; LOFGREN; HERMANSSON, 2007; TSOGA; RICHARDSON;
MORRIS, 2004).
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Inicialmente a fragdo W-1 foi analisada na concentracéo fixa de 2% variando-
se a concentracao de sacarose de 55-65%, em pH 3,0. Apds varredura de tensao e
selecdo da deformacdo de acordo com a faixa de viscoelasticidade linear, as
amostras da fracao W-1 a 2% com 55, 60 e 65% de sacarose foram submetidas a
testes de varredura de freqiéncia, e suas respostas ao aumento da freqiéncia de
oscilacao estao representadas na Figura 15. Os valores de deformacao utilizados
em analises reoldgicas de polissacarideos normalmente variam de 1 a 10%
(BHATTACHARYA, 1999; CHRONAKIS; KASAPIS; RICHARDSON, 1996;
COURRAZE; GROSSIORDI, 1991). As deformagbes empregadas nas varreduras de
frequiéncia deste estudo variaram de 0,12 a 0,7%.
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Figura 15 - Varreduras de frequéncia a 25°C da fracdo W-1 a 2% com
concentragbes de sacarose de 55, 60 e 65% nas deformacbes de 0,27; 0,7 e
0,12%, respectivamente



75

A fracao W-1 apresentou um predominio do carater solido (G’ > G”) em todas
as concentracdes de sacarose utilizadas. Observa-se que os médulos G’ e G” sédo
independentes por toda a faixa de freqiiéncia analisada. Este comportamento reflete
a existéncia de uma rede tridimensional (ENDRESS; DOSCHL-VOLLE; DENGLER,
1996). Verifica-se, também, que G’ é muito maior que G” em toda a frequéncia
analisada, caracterizando um gel forte (MORRIS, 1995).

O médulo de armazenamento (G’) é fortemente afetado pela concentragéo de
sélidos soluveis e, para os géis da fracao W-1, seu valor aumenta com o aumento da
concentracdo de sacarose, que promove a reducdo da atividade da agua. O
aumento da concentragéo eficaz de pectina que ocorre pode também contribuir ao
aumento de G’ nas amostras (LOFGREN; HERMANSSON, 2007).

Sharma, Liptay e Le Maguer (1998) verificaram que a forca dos géis de
pectina HM da polpa de tomates, em pH constante, aumenta com o aumento da
concentracdo de sacarose de 50 para 70%, semelhantemente as observagdes de
BeMiller (1986), provavelmente devido ao aumento do numero e do tamanho das
zonas de juncao formadas durante a geleificacéo.

As amostras foram submetidas a variacbes de temperatura, de 5 a 95°C,
iniciando com aquecimento, seguido de resfriamento. A Figura 16 esta
demonstrando uma discreta reducdo do médulo de armazenamento (G’) de todas as
amostras durante o aquecimento, sendo os géis mais termoestaveis aqueles

contendo 55 e 60% de sacarose.
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Figura 16 - Variacdo do mddulo de armazenamento (G’) durante o aquecimento dos
géis da fracdo W-1 a 2% contendo 55-65% de sacarose na freqiiéncia de 1Hz

Com o aumento da temperatura, é sabido que as pontes de hidrogénio sao
enfraquecidas (JOESTEN; SCHAAD, 1974) e as interagdes hidrofdbicas sao
fortalecidas (BEN-NAIM, 1980; OAKENFULL; FENWICK, 1977). Em baixas
temperaturas, as pontes de hidrogénio sao favorecidas, reforcando as zonas de
juncdo e G’ aumenta. Em temperaturas elevadas, a perda da associagao por pontes
de hidrogénio € compensada com algum refor¢co das interacdes hidrofobicas. Os
dois efeitos opostos podem explicar o comportamento apresentado pelos géis com a
mudanca na temperatura (ALONSO-MOUGAN et al., 2002; LOPES da SILVA;
GONGCALVES; RAO, 1994; OAKENFULL; FENWICK, 1977; OAKENFULL; SCOTT,
1984).

Comportamento diferenciado ao dos géis da fracdo W-1 foi encontrado,
durante o aquecimento de géis de pectinas HM, por Evageliou, Richardson e Morris
(2000) para géis contendo sacarose como co-soluto, e por Tsoga, Richardson e
Morris (2004) para géis empregando xilitol e outros co-solutos, onde houve uma
inicial reducao de G’, mas em maiores temperaturas, 0 modulo aumentou.

No primeiro caso, 0 comportamento foi atribuido a formacao de uma rede de

acido pectinico termicamente reversivel em baixa temperatura, com associagdes
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hidrofébicas entre os substituintes metil-éster (OAKENFULL, 1991; OAKENFULL;
SCOTT, 1984; WALKINSHAW; ARNOTT, 1981) ocasionando o subseqilente
aumento nos médulos durante o aquecimento e no segundo caso foi atribuido a um
aumento no grau de ligacbes cruzadas das interacées hidrofébicas no decorrer do
aquecimento.

O comportamento dos médulos de armazenamento (G’) e de perda (G”) do

gel com 60% de sacarose em um ciclo aquecimento-resfriamento estd mostrado na

Figura 17.
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Figura 17 - Rampa de temperatura do gel da fragdo W-1 a 2% com 60% de
sacarose na frequéncia de 1Hz

Observa-se que o aquecimento seguido de resfriamento ndo causa
modificagdes marcantes da textura do gel. Ap6s o aquecimento seguido de
resfriamento a 5°C, hd um ligeiro aumento dos mddulos em relagdo aos valores
iniciais. Um comportamento semelhante foi observado para o gel obtido com 55% de
sacarose (dados nao mostrados). O gel contendo 65% de sacarose apresentou um
comportamento diferenciado com reduc&o acentuada dos valores de G’ ao retornar a
5°C (dados ndao mostrados).

Os dados obtidos para os géis da fracdo W-1 com 55 e 60% de sacarose

sugerem que a estabilidade térmica total pode ser oriunda da simples preservacao e



78

estabilizacdo das estruturas formadas durante o resfriamento apds o preparo do gel,
ndao havendo indicacdo da formacao de novas associagbes intermoleculares
significantes durante o aquecimento (TSOGA; RICHARDSON; MORRIS, 2004).

O gel contendo 65% de sacarose foi selecionado para avaliar do efeito da
concentracdo de pectina. Foram preparados géis com a fragago W-1 nas
concentracbes de 1, 2 e 3%, mantendo-se fixos o pH (3,0) e a concentracédo de
sacarose (65%). Os resultados das varreduras de freqUéncia estdo representados na
Figura 18. As deformacbes empregadas nas varreduras de freqiéncia deste estudo

foram selecionadas dentro da regido viscoelastica linear e variaram de 0,04 a 0,4%.
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Figura 18 - Varreduras de freqiiéncia a 25°C da fracdo W-1 a 1, 2 e 3% com 65% de
sacarose nas deformacgdes de 0,4; 0,12 e 0,04%, respectivamente
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Todos os géis apresentaram G’ superior a G” em toda a faixa de freqiiéncia
analisada, caracterizando géis fortes, com predominio do carater sélido, conforme
esperado para uma rede tridimensional (ENDRESS; DOSCHL-VOLLE; DENGLER,
1996; MORRIS, 1995).

Na menor concentragdo de pectina (1%) houve pequena dependéncia de G’ e
G” com o aumento da frequéncia. Quando a concentracdo de polissacarideos é
reduzida ha um aumento da probabilidade da formagéo intramolecular de zonas de
juncado, de modo que nao ha contribuicdo para as ligacbes cruzadas da rede
intermolecular (MORRIS, 1995).

A magnitude dos mdédulos G’ e G” aumenta com a concentracao de pectina,
semelhantemente ao comportamento observado com o aumento da concentragéo de
sacarose. Segundo Glicksman (1984), a resisténcia de géis de pectinas HM é
aumentada quando se eleva a concentracdo do polissacarideo e também pelo
aumento do peso molecular.

Géis obtidos com 3% de pectinas HM isoladas da polpa do araga vermelho
empregando 70% de sacarose (SANTOS, 2006) tiveram seus valores de G’ e G”
inferiores aos obtidos para o gel da fracdo W-1 na mesma concentracdo de amostra
e com 65% de sacarose. Provavelmente, os fatores responsaveis estao relacionados
as propriedades moleculares das duas pectinas, como massa molecular,
composicao monossacaridica, distribuicdo dos grupamentos metil-esterificados ao
longo da cadeia galacturbnica e presenca de ramificagbes na cadeia péctica
(AXELOS; THIBAULT, 1991; ROLIN, 1993).

Os géis com concentracdes crescentes da fracdo W-1 (pH 3,0 e 65% de
sacarose) foram submetidos a variagbes de temperatura, de 5 a 95°C, iniciando com
aquecimento, seguido de resfriamento. A Figura 19 esta demonstrando a variagédo
do mddulo de armazenamento (G’) de todas as amostras durante o aquecimento.



80

100000 -
o )
e

: 10000 =
o ]
0] ]
1000 -

100 I I I I I I I I I 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Temperatura (2C)

Figura 19 - Variacdo do médulo de armazenamento (G’) durante o aquecimento dos
géis da fracao W-1 a 1, 2 e 3% com 65% de sacarose na freqiiéncia de 1Hz

Para as trés concentracdes da fracdo W-1, G’ apresentou um decréscimo
durante o aquecimento, embora permanecga superior a G” durante todo o processo,
demonstrando o predominio do carater sélido dos géis. Os médulos de
armazenamento e de perda apresentam uma complexa dependéncia da
temperatura, que pode ser atribuida aos diferentes comportamentos térmicos das
forcas intermoleculares que estabilizam as ligagdes cruzadas, ndo permanentes da
rede de gel (LOPES da SILVA; GONCALVES, 1999).

A amostra contendo 3% da fracao W-1 com 65% de sacarose apresentou 0s
maiores valores de G’ e G”. No entanto, também se caracterizou pelo maior
decréscimo nos valores destes modulos durante 0 aquecimento, e mesmo apos o
resfriamento e retorno a temperatura inicial (5°C), seus valores ficaram mais de dez
vezes inferiores aos iniciais.

O comportamento dos médulos de armazenamento (G’) e de perda (G”)
durante o aquecimento e resfriamento do gel a 1% da fracdo W-1 com 65% de

sacarose esta mostrado na Figura 20.
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Figura 20 - Rampa de temperatura do gel da fracdo W-1 a 1% com 65% de
sacarose na frequéncia de 1Hz

As amostras a 1, 2 e 3% da fragdo W-1 apresentaram comportamento
semelhante, onde os modulos de armazenamento (G’) e de perda (G”) tiveram seus
valores reduzidos com o0 aumento da temperatura, e durante o resfriamento néao
retornaram aos seus valores iniciais. Este perfil pode ser novamente atribuido pelo
enfraquecimento das pontes de hidrogénio (JOESTEN; SCHAAD, 1974) e
fortalecimento das interagdes hidrofébicas (BEN-NAIM, 1980; OAKENFULL;
FENWICK, 1977) durante o aquecimento, mas que ocorreu de uma maneira nao
totalmente compensatoria.

Como a fracao W-1 apresentou um grau de esterificacao ligeiramente superior
a 50%, também se testou sua habilidade de formacéo de géis na presenca de ions
célcio. Inicialmente, as amostras foram preparadas a 1% (p/p) com concentracao de
célcio de 0,1% (p/p) na presenca de 20% (p/p) de sacarose em pH 3,0. Apos
aquecimento, resfriamento e repouso sob refrigeracdo, nao se verificou geleificacao.
Foram efetuados testes aumentando-se o pH, a concentracdo de célcio e a
concentracdo de sacarose e também nao se evidenciou a formacdo de géis.
Segundo Voragen et al. (1995), a afinidade de ions calcio em relagdo a pectinas com
grupos carboxilicos carregados distribuidos ao acaso sofre modificagées em um DE
em torno de 50% e acima deste valor, o comportamento das pectinas em relagdo a
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geleificacao induzida por cations é aquele previsto pela teoria. Assim, pectinas HM
formarao géis em pH &cido na presencga de elevadas concentracdées de co-solutos,
nao necessitando de ions calcio.

Para avaliar a contribuigdo do amido, contaminante da fracdo W-1, no
comportamento dos géis, a fragcdo W-1 foi submetida a purificagédo para remocéao do
amido e entdo analisada quanto as suas propriedades reoldgicas.

5.3 PURIFICAGAO DA FRACAO W-1, CARACTERIZACAO E ANALISES
REOLOGICAS DA PECTINA PURIFICADA

5.3.1 Purificagcéo e caracterizacao

A fragado W-1 foi submetida a tratamento enzimatico com a-amilase e
amiloglucosidase para remog¢ao do amido. Apds digestao enzimatica, a fracao obtida
foi denominada PW-1 (purified W-1), com rendimento de 70% em relacdo a fragao
W-1.

A fracdo apresentou 58,3% de carboidratos totais e 5,5% de proteinas. Sua
composicao monossacaridica esta apresentada na Tabela 5 juntamente com aquela
da fracdo W-1 (nativa).

Tabela 5 - Composigdo monossacaridica® das fragbes PW-1 e W-1 obtidas da polpa
do cupuacu

Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc Ac. Urénicos®

FRACAO

mol%
PW-1 19 - 39 08 09 98 08 81,9
W-1 33 06 59 39 10 128 7,1 65,4

a: determinada por glc, mol%.
b: determinado por método colorimétrico, Filisetti-Cozzi; Carpita, 1991.
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Nota-se que a fracdo PW-1 é constituida majoritariamente por acidos urénicos
(81,9%), valor superior ao encontrado por Koubala et al. (2008) para pectinas
soluveis em agua da casca de caja (72,7%) e para pectinas soluveis em agua do
limao Tahiti (49,3%).

Apoés o tratamento enzimatico, houve reducéo dos teores relativos dos outros
monossacarideos. Pode-se verificar que restou apenas um teor residual de Gic,
indicando que a maioria do amido presente na fragéo foi removida. O’Donoghue e
Somerfield (2007) trataram extratos contendo pectinas e amido com amilase,
amiloglucosidase e pululanase e também restou um teor residual de amido nas
pectinas isoladas de um tipo de abobrinha.

A reducado dos teores dos outros monossacarideos pode ser devido ao
processamento efetuado durante a purificagdo, levando a perda de cadeias laterais.
Procedimentos que envolvem aquecimento de solugcdes de pectinas a elevadas
temperaturas podem levar a despolimerizacao, hidrélise das ligagbes glicosidicas e
desesterificacdo (GLICKSMAN, 1984).

Apesar da remog¢ao do amido, o perfil de eluicdo da fragcado PW-1 por HPSEC-
MALLS revelou que a amostra ndao apresentou homogeneidade, conforme mostrado
na Figura 21. Ao se comparar os perfis da fracdo W-1 antes e depois do tratamento
enzimatico, na fracdo nativa percebe-se que o composto que elui em torno de 38
minutos, detectado em grande intensidade pelo espalhamento de luz e em pouca
intensidade pelo indice de refracdo, praticamente desaparece apds o tratamento
com as enzimas, sendo somente visivel pelo espalhamento de luz, sugerindo tratar-

se do amido.
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Figura 21 - Perfis de eluicao por HPSEC-MALLS das fragées W-1 nativa (A) e PW-1
(apbs tratamento com a-amilase e amiloglucosidase) (B)

O espectro de FT-IR obtido para a fragdo PW-1 estd mostrado na Figura 22, e
o DE determinado para o polissacarideo foi de 51,3%, levemente inferior ao valor da

fracdo W-1, embora ainda seja caracterizada como uma pectina HM.
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Figura 22 - Espectro de FT-IR da fracao PW-1

O polissacarideo purificado também foi analisado por espectroscopia de '*C
RMN, sendo os sinais obtidos semelhantes a fracdo original, W-1 (dados nao

mostrados).
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5.8.2 Andlises reoldgicas da fracao PW-1

A fracdo PW-1, correspondente a fragdo péctica W-1 livre de amido, foi
analisada reologicamente nas mesmas condi¢des da fracdo W-1.

As varreduras de frequliéncia da pectina purificada, PW-1, a 2% com diferentes
concentracbes de sacarose estdo mostradas na Figura 23. As deformacdes

empregadas nestes experimentos variaram de 0,3 a 4,0%.
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Figura 23 - Varreduras de frequéncia a 25°C da fracdo PW-1 a 2% com
concentracdes de sacarose de 55, 60 e 65% nas deformacdes de 4,0; 0,4 e 0,3%,
respectivamente

A magnitude do modulo de armazenamento (G’) dos géis da fragdo PW-1
aumenta com o aumento da concentracdo de sacarose, semelhantemente a fracao
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W-1. E possivel verificar o predominio do carater sélido na presenca de todas as
concentracdes de sacarose (G’ > G”).

Na presenca de menores concentracbes de sacarose (55%) ha uma maior
dependéncia de G’ e G” em relacado a freqiéncia de oscilacdo, especialmente no
modulo G”.

Ao se comparar os géis da fracdo PW-1 com os da fracao W-1, nas mesmas
condi¢coes de analise, percebe-se que os géis da fracdo PW-1 apresentam valores
menores de G’ e G” e sao mais sensiveis as variagdes da freqiiéncia de deformacéo,
indicando uma maior fragilidade da estrutura, conforme demonstrado na Figura 24
para os géis com 60% de sacarose e 2% da fragao.
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Figura 24 - Varreduras de frequéncia a 25°C das fragcbes W-1 e PW-1 a 2% com
60% de sacarose nas deformacgdes de 0,7 e 0,4%, respectivamente
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As amostras de géis da fracdo PW-1 a 2% (pH 3,0) com diferentes
concentracbes de sacarose foram submetidas a variacbes de temperatura, de 5 a
95°C, iniciando com aquecimento, seguido de resfriamento (dados nao mostrados).
Pbéde-se perceber que os géis obtidos com a fracdo PW-1 sdo mais sensiveis a
mudancgas de temperatura que aqueles obtidos com a fracdo W-1. Para os géis com
55 e 60% de sacarose, apés o resfriamento e retorno a temperatura de 5°C, obteve-
se um valor superior de ambos os modulos em relagéo ao valor inicial. J& para o gel
da fracdo PW-1 a 2% com 65% de sacarose, apos o resfriamento, G’ e G” ndo
retornaram aos valores iniciais.

Tsoga, Richardson e Morris (2004) observaram que no resfriamento até 5°C
apos o aquecimento de seus géis de pectina HM, houve um aumento adicional de G’
e G”, semelhante aos resultados obtidos por Evageliou, Richardson e Morris (2000).
Isto foi atribuido a uma progressiva segregacao, durante o ciclo térmico, de
seqliéncias com um teor de éster menor do que a média total para a amostra de
pectina, causando jungdes de acido pectinico mais estaveis, e de seqliiéncias de teor
de éster maior que a média, realgcando as interacdes hidrofdbicas.

A fragdo PW-1 foi analisada nas concentragbes de 1, 2 e 3% com 65% de
sacarose. As varreduras de freqUéncia estdo representadas na Figura 25. As

deformacbes empregadas nos experimentos variaram de 0,22 a 2%.
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Figura 25 - Varreduras de freqiéncia a 25°C da fracao PW-1 a 1, 2 e 3% com 65%
de sacarose nas deformacdes de 2,0; 0,3 e 0,22%, respectivamente

Em todas as concentra¢des houve predominio do médulo elastico, G’ sobre o
mddulo viscoso, G” por toda a faixa de frequéncia analisada, como esperado para
um gel (ENDRESS; DOSCHL-VOLLE; DENGLER, 1996; MORRIS, 1995). Em
concentragdes menores da PW-1 hd uma maior dependéncia dos médulos G’ e G”
em relagdo a frequéncia, sendo que G” € mais dependente da frequéncia. O efeito
observado é mais pronunciado do que para a fragao W-1.

A magnitude dos mdédulos G’ e G” aumenta com a concentracdo de pectina,
semelhantemente ao comportamento observado com o aumento da concentragao de
sacarose.

O gel a 3% da fracado PW-1 apresentou uma forca superior aquele

semelhante obtido da fracdo W-1, com uma maior magnitude e diferenca entre os
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valores de G’ e G” (Figura 26), especialmente em freqliéncias mais baixas. Este
comportamento, observado somente para esta concentracédo de pectina, poderia ser
atribuido a uma melhor solubilizacdo do polissacarideo da fragdo PW-1 nesta

concentragao, evidenciada visualmente durante o preparo dos géis.
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Figura 26 - Varreduras de freqiéncia a 25°C das fragbes W-1 e PW-1 a 3% com
65% de sacarose nas deformacgdes de 0,04 e 0,22%, respectivamente

Com 2% da fracao PW-1, a diferenca entre os médulos G’ e G” foi menor do
que aquela obtida para o gel semelhante da fragdo W-1, embora a magnitude dos
seus valores seja superior. No gel a 1% de PW-1, tanto o valor dos modulos quanto
a diferencga entre eles foram inferiores aqueles da fracdo W-1.

As amostras também foram submetidas a variagdes de temperatura, de 5 a

95°C, iniciando com aquecimento, seguido de resfriamento. O perfil obtido para a
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amostra na concentragdo de 1% esta mostrado na Figura 27. As demais amostras
apresentaram comportamento semelhante, onde os médulos de armazenamento
(G’) e de perda (G”) tiveram seus valores reduzidos com o aumento da temperatura,

e durante o resfriamento G’ ndo retornou aos seus valores iniciais.
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Figura 27 - Rampa de temperatura do gel da fragdo PW-1 a 1% com 65% de
sacarose na frequéncia de 1Hz

Um comportamento parecido foi observado por Tsoga, Richardson e Morris
(2004) para o gel a 1% de pectina HM empregando 60% ou mais de xilitol, sorbitol,
glucose ou sacarose, como co-solutos. Segundo estes autores, a redugdo nos
mobdulos, observada em elevada temperatura durante o aquecimento de géis de
pectinas formados com alta concentragdo de co-solutos sélidos, indica que as
associacoes hidrofébicas podem também causar uma deplecéo da forca do gel. Uma
provavel interpretacdo é que a reducao dos moédulos (e forgca do gel) vem de uma
associagao excessiva, levando a formagao de grandes agregados empacotados de
cadeias de pectinas unidas por interacdes hidrofébicas que nao contribuem
significativamente para a rede do gel.

Por todos os resultados apresentados, pode-se sugerir que 0 amido
apresenta efeito sinérgico na formacao dos géis da pectina obtida da polpa do
cupuagu, principalmente em fatores relacionados a termoestabilidade. O amido
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poderia estar auxiliando na formacdo e estabilizacdo das interagcdes entre as
moléculas de pectina. E possivel que a presenca do amido estabilize determinadas
conformacdes das cadeias de pectinas que sejam mais propicias ao

estabelecimento de interagdes intermoleculares.

5.4 CARACTERIZACAO DA FRACAO 0.1CA-2

5.4.1 Composi¢ao quimica

A fracdo 0.1CA-2, obtida por extracdo com &acido citrico a 0,1% em banho-
maria fervente por 60 minutos, foi a principal fragdo obtida da polpa do cupuagu, em
termos quantitativos, com 15% de rendimento em relacdo ao material de partida
seco e deslipidificado. Conforme estd demonstrado na Tabela 2, esta fragdo é
constituida por 91% de glucose, sugerindo a presenca majoritaria de amido, que foi
confirmada pelo teste do lugol. O teor de carboidratos totais (Tabela 1) foi de
aproximadamente 91%, valor muito proximo aos encontrados por Freitas et al.
(2004) para amidos do cara (Dioscorea alata) (88%) e da mandioca (Manihot
utilissima) (87,4%). Monossacarideos tipicos de pectinas também estdo presentes

em quantidades reduzidas (Tabela 2).

5.4.2 Andlise por HPSEC-MALLS

A Figura 28 mostra o perfil de eluicdo da fracdo 0.1CA-2, obtido por HPSEC-
MALLS. Em adicdo aos dados de composicdo monossacaridica, verifica-se que a
fragcdo apresenta um perfil heterogéneo, oriundo possivelmente da mistura de amido

com pectinas.
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Figura 28 - Perfil de eluicao por HPSEC-MALLS da fracao 0.1CA-2

Observa-se a presenca de um pico principal eluindo em torno de 38 minutos,
detectado com muita intensidade pelo espalhamento de luz, e cuja porgéo final
apresenta outro pico sobreposto. Ja pelo detector de indice de refracdo € possivel
verificar a presenca de vérias moléculas de diferentes massas moleculares e em
distintas concentragdes, provavelmente devido as pectinas presentes na fragcao e ao

amido, que é um polissacarideo polimolecular e polidisperso.

5.4.3 Andlise por espectrometria de *C-RMN

A fracao 0.1CA-2 foi analisada por espectrometria de "*C-RMN (Figura 29(A)).
O espectro é semelhante ao apresentado por Freitas (2003) para uma amostra de
amido de milho com alto teor de amilose, indicando que a fracdo € constituida
predominantemente por este tipo de molécula. Na regiao anomérica observa-se a
presenca de um sinal em 99,5 ppm, referente ao C-1 de unidades piranosidicas de
a-D-glucose em ligagédo (1—4). O sinal em 60,6 ppm refere-se ao C-6 livre dessas
unidades, confirmado por experimentos de dept-135, onde houve inversdo deste
sinal (Inser¢do (B) na Figura 29). Em 77,4 ppm aparece o sinal referente ao C-4 de
unidades de a-D-Glcp nao-substituidas. Os deslocamentos em 73,2; 71,5 e 71,2

ppm referem-se, respectivamente, aos carbonos 3, 2 e 5 de unidades de a-D-Glcp.
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Figura 29 - Espectro de '*C RMN em D;O a 70°C, (A) fracdo 0.1CA-2; (B) dept-135
da fragdo 0.1CA-2

5.4.4 Andlises reoldgicas

Por ser a fracado de maior rendimento obtida a partir da polpa do cupuacu e
por ser constituida principalmente por amido, um biopolimero amplamente
empregado na industria alimenticia (WHISTLER; BeMILLER, 1997), a fracdo 0.1CA-
2 foi analisada reologicamente. Os géis foram preparados em concentracdes de 4 a
7% de polimero.

As varreduras de freqiiéncia para a fracao rica em amido, nas concentragdes
de 4 a 7% estdao demonstradas na Figura 30. As anadlises foram efetuadas dentro do

limite da viscoelasticidade linear com tensdes variando de 1 a 4 Pa.
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Figura 30 - Varreduras de freqiéncia a 25°C da fragdo 0.1CA-2 a 4, 5, 6 € 7% nas
tensdes de 1,5; 4,0; 1,0 e 3,0 Pa, respectivamente

Os médulos elasticos (G’) foram relativamente independentes da freqiéncia,
enquanto que os modulos viscosos (G”) sdo levemente dependentes da frequéncia.
Ha um gradual aumento de G” com a freqiéncia em todas as concentragdes da
fragcdo 0.1CA-2.

Resultados semelhantes foram obtidos por Rosalina e Bhattacharya (2002)
para amidos de milho nativos e modificados, e por Khondkar et al. (2007) para
alguns géis de amido de milho (waxy) ligados e nao-ligados a pectinas LM.

O resultado das analises oscilatorias dindmicas para as amostras da fracao
0.1CA-2 mostrou que o médulo de armazenamento (G’) apresentou-se muito
superior ao médulo de perda (G”) em toda a faixa de freqléncia analisada,

caracterizando a presenca de uma estrutura em rede ou gel forte (CLARK; ROSS-
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MURPHY, 1987; MORRIS, 1995). A magnitude do médulo de armazenamento e de
perda aumentou com o0 aumento da concentracao da fragdo 0.1CA-2.

Os resultados indicam que a forca do gel aumenta com o aumento da
concentracdo de amido. Para a amostra a 7% verifica-se que G’ é cerca de dez
vezes superior a G”, caracterizando um gel forte.

Rao e colaboradores (1997), de maneira semelhante, observaram que G’ é
fortemente dependente da concentragdo de amido. Quando a concentragdo de
amido waxy (rico em amilopectina) aumentou de 3 para 4%, G’ aumentou de 15 para
75 Pa, e de 4 para 5%, G’ aumentou de 75 para 105 Pa. O valor de G’ foi também
correlacionado positivamente com o teor de amilose e a forga do gel de amido de
milho (CASE et al., 1998).

Evans e Haisman (1979) estudaram a reologia de amidos de milho e batata
através de uma escala regular de concentracées e observaram uma relacao linear
entre 0 mddulo elastico (G’) e a concentracdo. Resultados semelhantes foram
encontrados por Ring (1985) para o amido do trigo e do milho; e por Steeneken
(1989) e Keetels, van Vliet e Walstra (1996) para amidos de batata e waxy de milho.

As amostras foram submetidas a variacbes de temperatura, de 5 a 95°C,
iniciando com aquecimento, seguido de resfriamento. O comportamento do moédulo

de armazenamento durante o aquecimento esta demonstrado na Figura 31.
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Figura 31 - Variacdo do médulo de armazenamento (G’) durante o aquecimento dos
géis da fracao 0.1CA-2 na freqiéncia de 1Hz

Com o aumento da temperatura, houve decréscimo de G’ de uma maneira
mais lenta até cerca de 50°C, havendo uma rapida diminuicdo do modulo em
temperaturas mais elevadas. Resultado semelhante foi obtido durante o
aquecimento do amido do arroz (TAKO; HIZUKURI, 1999).

Ahmed et al. (2008) avaliaram o efeito da concentragdo de amido do arroz
basmati sobre G’ durante a varredura de temperatura em freqiiéncia constante.
Observaram que a elasticidade (G’) do gel de amido tratado termicamente aumentou
como fungéo da concentracdo de amido e diminuiu com a taxa de aquecimento. Isto
também pbde ser visualizado para os géis da fracao 0.1CA-2.

A rampa de temperatura do gel contendo 5% da fracdo 0.1CA-2 para um ciclo
aquecimento seguido de resfriamento esta mostrada na Figura 32.
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Figura 32 - Rampa de temperatura do gel da fragdo 0.1 CA-2 a 5% na frequiéncia de
1Hz

Percebe-se que o valor do médulo G’ sofre um decréscimo de cerca de dez
vezes durante o aquecimento, aproximadamente o dobro daquele apresentado por
G”, e durante o resfriamento, ambos 0os modulos sofrem um aumento gradual, bem
mais pronunciado em G”, de modo que ao atingir 5°C, seu valor apresenta-se
superior aquele do inicio do experimento. Desta maneira, apds a variacao térmica, a
amostra apresentou um menor carater solido do que no inicio do experimento.

O comportamento térmico de amidos é complexo devido as varias
modificacbes que acontecem durante 0 aquecimento, podendo envolver
gelatinizagado, cristalizacdo, expansdo do volume, degradacdo molecular e
movimento da agua, entre outros (YU; CHRISTIE, 2001).

A viscosidade de amidos gelatinizados é influenciada pela extensdo do
inchamento dos granulos antes de sua quebra, bem como pela expansao e
dispersao dos granulos de amido remanescentes depois que a estrutura granular é
quebrada. O volume dos granulos inchados e sua deformabilidade inerente séo
importantes na determinagéo da viscosidade de pastas de amido (HAN et al., 2002).

A Figura 33 mostra curvas de viscosidade para a fracdo 0.1CA-2 nas
concentragcdes 4-7%. Nota-se um decréscimo da viscosidade com o aumento da
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taxa de cisalhamento, caracterizando um comportamento pseudoplastico desta
fracdo nas condigbes avaliadas. Sob cisalhamento, a estrutura dos granulos de
amido gelatinizados é quebrada, o que causa uma queda na viscosidade
(CHRISTIANSON; BAGLEY, 1983; TSAI; LI; LI, 1997).
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Figura 33 - Influéncia da taxa de cisalhamento na viscosidade absoluta dos géis da
fracdo 0.1CA-2 a 25°C

Para um polimero com uma dada massa molecular, a viscosidade da solugéao
aumenta com a concentracdo, até atingir uma concentragdo critica (GLASS;
SCHULZ; ZUKOSKI, 1991). Pela observacao da Figura 33, verifica-se que o valor da
viscosidade aumenta com o aumento da concentragcdo da fragdo 0.1CA-2. Por
exemplo, em uma taxa de cisalhamento de 1,2 s, a viscosidade para as
concentracbes de 4, 5, 6 e 7% foi, respectivamente, de 14120; 37230; 63960 e
90410 mPa.s.

Os resultados obtidos mostram que a polpa do cupuagu (Theobroma
grandiflorum) apresenta amido e pectinas com alta viscosidade e capacidade

geleificante.
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6 CONCLUSOES

A partir da polpa seca de frutos do cupuacu (Theobroma grandiflorum)
inativada e deslipidificada foram obtidas fracées contendo pectinas, amido e
hemiceluloses.

As extragdes aquosas solubilizaram principalmente pectinas, enquanto que as
extragbes acidas, em sua maioria, solubilizaram amido. Ja as fracdes obtidas por
extracoes alcalinas foram constituidas por hemiceluloses.

A principal fragdo péctica, denominada W-1, foi obtida por extracdo aquosa a
252 C por 90 minutos (7% de rendimento em relagdo ao material seco) e € composta
principalmente por segmentos de homogalacturonanas com alto grau de
esterificacao (DE 53,1%; DA 1,7%) e de ramnogalacturonanas com cadeias laterais
constituidas de galactose e arabinose, além de conter uma pequena propor¢cao de
amido.

As andlises reologicas da fracao péctica nativa (W-1) e apds remocao do
amido por tratamento enzimatico (PW-1), mostraram que os géis da fracdo W-1 séo
positivamente afetados pelo aumento da concentracdo de pectina e pelo aumento da
concentracao de sacarose, e que sao relativamente estaveis termicamente. Os géis
da fracao PW-1 apresentaram o mesmo padrdo de comportamento, embora sua
termoestabilidade e sua estrutura viscoelastica pareceram ser mais frageis do que
aquelas da fragdo W-1.

A principal fracao de amido, denominada 0.1CA-2, foi obtida empregando-se
acido citrico a 0,1% em banho-maria fervente por 60 minutos (15% de rendimento
em relacdo ao material seco). Apresentando 90,8 mol% de glucose, esta fragéo
mostrou-se constituida principalmente por amido com alto teor de amilose. Quando
analisadas reologicamente, as solu¢cbes da fracdo 0.1CA-2 em diferentes
concentragbes apresentaram comportamento pseudoplastico. A forca e a
viscosidade dos géis obtidos aumentaram com o aumento da concentracdo da
fracdo, embora as caracteristicas dos géis e estabilidade térmica sejam inferiores
aquelas observadas para as fragbes pécticas (W-1 e PW-1).
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