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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo investigar as modificagdes fisicas, estruturais
e reoldgicas causadas pelo processo de modificacdo quimica da pectina citrica.
Assim sendo, trés pectinas citricas comerciais com diferentes graus de esterificagcao
foram modificadas quimicamente por um processo sequencial alcalino e hidrolitico
para produzir pectina citrica modificada (MCP) com propriedades especiais. A massa
Molar (Mw), o grau de esterificagao (DE), a composicdo de monossacarideos, RMN
3C, homogeneidade, morfologia e o comportamento reoldgico das pectinas citricas
nativas e modificadas foram investigadas. A modificagdo quimica reduziu o teor de
acido urdnico (até 28,3%) e a massa molar (até 29,98%), contudo, mostrou pouca
influéncia no grau de esterificagdo das pectinas nativas. As pectinas citricas
modificadas apresentaram maiores quantidades de monossacarideos neutros,
principalmente  galactose, arabinose e ramnose, tipicos da regido
ramnogalacturonana (RG-I). Os testes reoldgicos indicaram que as pectinas nativas
e modificadas apresentaram comportamento pseudoplastico, no entanto, as
amostras de MCP foram menos viscosas, em comparacdo com as nativas. As
amostras modificadas apresentaram melhor dissolugdo em agua e géis menos
fracos, com boa estabilidade durante cisalhamento oscilatorio em 25 °C. Este estudo
tem como objetivo compreender melhor as implicagdbes que as modificagdes

quimicas podem impor a estrutura das pectinas citricas.

Palavras-chave: modificacdo quimica, propriedades estruturais, viscosidade.



ABSTRACT

The present study aimed to investigate the physical, structural and rheological
modifications caused by the chemical modification process of citrus pectin.
Therefore, three commercial citrus pectins with different degree of esterification were
chemically modified by sequential alkali and acidic hydrolytic process to produce
modified citrus pectins (MCP) with special properties. The molar mass (Mw), degree
of esterification (DE), monosaccharide composition, 13C NMR spectra, homogeneity,
morphology (SEM) and rheological behavior of both native and modified citrus
pectins (MCP) were investigated. The chemical modification reduced the acid uronic
content (up to 28.3%) and molar mass (up to 29.98%), however, showed little
influence on the degree of esterification of native pectins. Modified citrus pectins
presented higher amounts of neutral monosaccharides, mainly galactose, arabinose
and rhamnose, typical of the Ramnogalacturonana-l (RG-l) region. Rheological tests
indicated that the native and modified citrus pectins presented pseudoplastic
behavior, however, the MCP samples were less viscous, compared to the native
ones. Modified samples presented better dissolution in water and less strong gels,
with good stability during oscillatory shearing at 25 °C. This study aims to better
understand the implications that chemical modifications may impose on the structure

of citrus pectins.

Keywords: chemical modification; structural properties; viscosity.
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1 INTRODUGAO

As pectinas apresentam uma cadeia estruturalmente complexa,
constituida principalmente pelo acido galacturbnico e por outros agucares
neutros nas cadeias laterais. Desempenham varias funcdes estruturais e
funcionais e sdo muito empregadas como agentes estabilizantes e como
agentes gelificantes em uma grande variedade de alimentos e bebidas.

O maior constituinte da pectina € a homogalacturonana (HG), um
polimero de unidades de acido a-D-galacturbnico parcialmente metil-
esterificados em C-6, unidos por ligagdo do tipo (1—4). A pectina contém
também outros elementos estruturais, tais como a ramnogalacturonana | (RG-I)
e a ramnogalacturonana Il (RG-Il), xilogalacturonana, arabinana e
arabinogalactana (MOHNEN, 2008; ZHANG et al., 2015). As pectinas
comerciais sédo classificadas de acordo com o grau de metoxilagdo: pectinas
com alto grau de metoxilagdo (HM), as quais possuem 2=50% de grupos
carboxilicos metil-esterificados, e formam gel na presenca de agucar e em pH
menor ou igual a 3,5, e pectinas com baixo grau de metoxilagdo (LM), as quais
possuem <50% de grupos carboxilicos metil-esterificados, e formam gel na
presenca de ions céalcio e em pH menor que 6 (KAZMIERI, WICKER e
CORREDIG, 2003; RASCON-CHU et al., 2009). Sendo assim, o padrdo de
metil-esterificacdo tem implicagbes comerciais importantes devido ao seu
impacto sobre as propriedades fisico-quimicas das pectinas (DUVETTER et al.,
2009; KIM et al., 2014).

A pectina citrica modificada (MCP) € um polissacarideo soluvel em agua
obtido a partir da casca e de frutas citricas e modificado por meio de tratamento
a pH e temperaturas elevadas, onde ocorre a quebra da sua cadeia em
fragmentos menores, que de acordo com a literatura seriam absorvidos pelo
organismo (CHOURASIA e JAIN, 2004; GLINSKY e RAZ, 2009; MAXWELL et
al., 2012; NANGIA-MAKKER et al., 2002). A MCP é um suplemento dietético
disponivel comercialmente e produzido pela hidrdlise das pectinas, produzindo
uma mistura de acido galacturénico e oligossacarideos ricos em arabinose e

galactose (COURTS, 2013). Além disso, possui elevada afinidade de ligacéo
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com as galectinas da superficie das células cancerigenas, inibindo a agregacao
de células do céncer e as metastases (NANGIA-MAKKER et al., 2002). Muitos
autores relatam a importéncia da pectina modificada (MAXWELL et al., 2012;
NANGIA-MAKKER et al., 2002; WAI, ALKARKHI e EASA, 2010; YAN e KATZ,
2010), porém ha poucos estudos que discutam as suas caracteristicas e
propriedades.

Na literatura, sdo relatados poucos estudos que se aproximam das
propriedades estruturais, fisicas e reoldgicas das pectinas citricas por
modificagdes quimicas usando técnicas analiticas avangadas. O conhecimento
sobre as propriedades das MCPs amplia sua aplicabilidade, especialmente nas
industrias alimenticias e farmacéuticas. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi realizar a modificagdo quimica por tratamento alcalino de pectinas
citricas comerciais e avaliar suas propriedades e caracteristicas fisicas,

quimicas e reoldgicas.
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1.10OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Realizar a modificagcdo quimica por tratamento alcalino de pectinas
citricas de origem comercial e avaliar suas propriedades e caracteristicas

quimicas, fisicas e reoldgicas.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Modificar quimicamente as pectinas citricas nativas de origem
comercial,

e Caracterizar as pectinas nativas e modificadas através da
determinacdo da massa molecular média (My,);

e Caracterizar as pectinas nativas e modificadas quanto a
composi¢cao monossacaridica;

e Analisar as pectinas nativas e modificadas por espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR);

e Analisar por microscopia eletrbnica de varredura (MEV) as
amostras de pectinas nativas e modificadas;

e  Caracterizar o comportamento reolégico das pectinas nativas e

modificadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 PECTINAS

A pectina € um dos principais componentes da parede celular e a mais
complexa macromolécula na natureza, refere-se a uma familia de
oligossacarideos e polissacarideos, com caracteristicas comuns, mas
extremamente diversos em sua estrutura fina. Sabe-se que a estrutura fina
das pectinas pode ser altamente heterogénea entre diferentes tipos de
plantas, entre tecidos e até mesmo dentro de uma unica parede celular. O
esqueleto péctico é primariamente um homopolimero de acido galacturénico
unidos por ligagdes a (1—4), com grau variavel de grupos carboxilas metil
esterificados, como mostra a Figura 1 (KRAVTCHENKO, VORAGEN e
PILNIK, 1992; PEREZ, RODRIGUES-CARVAJAL e DOCO, 2003; RIDLEY,
O'NEILL e MOHNEN, 2001; TSOGA, RICHARDSON e MORRIS, 2004;
VORAGEN et al.,, 1995; VORAGEN et al. , 2009; WILLATS, KNOX e
MIKKELSEN, 2006).

COOH & COOH &

FIGURA 1 — ESTRUTURA QUIMICA DA CADEIA DE PECTINA.
FONTE: ADAPTADO DE CHEN et al., 2006.

Nota: A seta fechada indica o grupo carboxilico esterificado e a seta aberta indica Grupos carboxilicos nao-

esterificados.

Embora a pectina ocorra na maioria das paredes celulares da planta, é
mais abundante em frutos citricos (lima, limdo e laranja) e a estrutura
quimica da pectina varia dependendo da espécie da fruta e também
depende das diferentes fases durante o desenvolvimento do fruto (CHEN et
al., 2006). De acordo com Bemiller (1986) as pectinas provindas dos tecidos

das plantas apresentam grau de esterificagdo por volta de 60-90%.
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O acido galacturénico (GalA) é o componente principal das trés
principais fragdes das pectinas, a Homogalacturonana (HG), a mais abundante
nas pectinas, polimero linear ligados a-(1—4) de unidades de acido
galacturénico e podem ser metil-esterificados em C-6 e O-acetilado em O-2 ou
0-3 (WICKER et al., 2014, YAPO, 2011). Segundo Voragen et al. (2009) é
necessario ressaltar que ndo € s6 a quantidade de metil-esterificacdo que é
importante, mas também a distribuicdo desses ésteres ao longo do polimero.

A Xilogalacturonana € um polimero de homogalacturonana substituido
nas cadeias laterais por uma unidade de B-D-Xylp (1 — 3). Algumas unidades
de GalA estdo metil-esterificado e os metil-ésteres estdo distribuidos entre as
unidades de GalA substituidos e ndo substituidos (SCHOLS et al., 1995). A
apiogalacturonana (APIl) é uma cadeia de HG substituida em O-2 ou O-3 com
D-apiofuranose (MOHNEN, 2008).

O segundo componente mais abundante € a Ramnogalacturonana |
(RG-lI) que apresenta uma cadeia principal de unidades de acido D-
galacturénico ligados a-(1—4) e unidades de ramnose ligadas a-(1—2), as
quais estdo conectadas cadeias laterais formadas por acgucares neutros
(galactose, arabinose, glucose, entre outros agucares) (SCHMELTER et al.,
2002). Tem também as regides xilogalacturonanas e arabinogalactanas | e |l
(WICKER et al., 2014, YAPO, 2011). Segundo Kravtchenko, Voragen e Pilnik
(1992), as unidades GalA da RG-I sao provavelmente nao-esterificados, pois a
ramnogalacturonana nao é degradada em condi¢des de B-eliminagao.

A arabinogalactana | (ARA-I) € composta de uma cadeia principal de -
1,4-D-Galp com unidades de a-L-Araf ligados em O-3 de unidades de
galactose. E a arabinogalactana Il (ARA-II) é composta de uma cadeia principal
de B-1,3-D-Galp, contendo pequenas cadeias laterais de a-L-Araf-(1 — 6)-[3-D-
Galp-(1 — 6)]n, onde n=1, 2 e 3. Nas cadeias laterais as unidades de galactose
podem ser substituidas com unidades de a-L-Araf-(1 — 3), e estd associada
principalmente com as proteinas e podem ser chamadas também de proteinas
arabinogalactanas (VORAGEN et al., 2009).

A Ramnogalacturonana (RG-IlI) tem uma cadeia principal de HG com

cadeias laterais complexas ligados as unidade de GalA (GULLON et al., 2013),
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também se caracteriza por ter presentes agucares raros como fucose, xilose,
apiose e acido acérico, e agucares comuns como arabinose, glucose e GalA
(WILLATS, KNOX e MIKKELSEN, 2006). A representacao da estrutura das

pectinas estao esquematizadas na Figura 2.

diaciuronana n

Xilogalacturonana I

-+ 1 r|f_=u_- : i

1

Apiogalacturlt;;'l”ana.

Ramnogalacturonana l

L Homogalacturonanas

P Metil éster P Acetil éster @ Galactose (Gal)

@ Acido galacturénico (GalA) © Arabinose (Ara)

@ Ramnose (Rha) @ Xilose (Xyl)

@ Apiose (Api) < Acido glucurénico (GlcA)

@ Acido 2-ceto-3-deoxi-D-

® Fycoue (Fuc) mano-octulosdnico (Kdo)
o Acido 2-ceto-3-deoxi-D-lixo- B 2
heptulosarico (Dha) @ Acido acérico (AceA)

FIGURA 2 — REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DAS PECTINAS.
FONTE: VRIESMANN (2012), ADAPTADO DE WILLATS, KNOX e MIKKELSEN (2006)

Um dos fatores mais importantes que definem as propriedades
funcionais da pectina é o grau de esterificagcdo (DE). Com base no grau de
esterificacdo a pectina pode ser subdividida em dois grupos: pectinas de baixo
grau de esterificagdo (LM) com DE < 50% e pectinas com alto grau de
esterificacdo (HM) com DE > 50%. LM pode formar gel sob condi¢gdes acidas
na presenga de concentragbes altas de agucares (EVAGELIOU,
RICHARDSON e MORRIS, 2000). Por outro lado, HM forma géis por interagao
com cations divalentes, principalmente Ca®*, entre grupos carboxilicos livres
(CARDOSO, COIMBRA e SILVA, 2003). As pectinas com alto grau de
esterificacdo possuem poder gelificante consideravel e sdo muito utilizadas na

gelificacao de geleias.
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A presenca de cadeias laterais, principalmente de unidades de
arabinose e galactose, afeta significativamente as propriedades funcionais das
pectinas, tais como solubilidade, gelificacdo, gelatinizagcédo, estabilidade de
congelamento e descongelamento, formagdo de filme e propriedades de
interacéo e reologicas (HWANG e KOKINI, 1991).

Segundo Venzon et al. (2015), a estrutura quimica da pectina varia de
acordo com a fonte, fatores ambientais, condicoes de extracido e técnicas de
modificagdo, que afetam o rendimento da pectina e suas caracteristicas
moleculares, tais como o grau de esterificagdo, o conteudo de acido
galacturénico, massa molar e comportamento reoldgico. Devido a essa
complexidade e variabilidade em sua estrutura, faz de sua caracterizagédo uma

tarefa dificil e de extrema importancia.

2.1.1 Fontes de pectinas

As pectinas citricas foram reconhecidas em 1934, como cadeias lineares
de acido galacturénico e desde entdo, evidenciou-se que a pectina € uma
molécula altamente complexa e o recente desafio € acomodar toda informacao
disponivel em um unico modelo estrutural (VORAGEN et al., 2009).

A producéo industrial de pectina citrica teve inicio no Brasil no ano de
1954, na cidade de Limeira, Sdo Paulo, idealizada por um quimico industrial
italiano, na empresa Citropectina. Essa mesma industria alterou o0 nome para
Braspectina, em 1985, passou a Citrus Colloids S/A, em 1993 e, quando
adquirida pelo grupo Hércules, em 1998, foi denominada CPKelco (RIBEIRO,
2002), sendo a unica fabrica de pectina no pais e maior produtora mundial de
pectina citrica (ACIL, 2012).

Na Tabela 1 encontra-se a composi¢cao tipica de duas pectinas
comerciais obtidas a partir de residuos de frutas citricas e de maca, as duas
grandes fontes de matéria-prima da industria de producdo de pectinas. Sendo
constituidas majoritariamente por acido galacturénico, na sua composi¢cao
existe ainda uma quantidade significativa de acgucares neutros e uma
percentagem residual de proteinas e de compostos fendlicos (THIBAULT e

RALET, 2001). Estima-se também que algumas unidades de acido D-



22

galacturdnico (GalA) se encontrem acetiladas, em um grau de 1,5% para as
pectinas de limdo e de 5% para a pectina de maga. Encontra-se ainda uma
pequena percentagem de compostos inorganicos (principalmente ion sodio e
potassio). A pectina extraida da mac¢éd contém mais agucares neutros e mais
compostos fendlicos, mas menos proteinas que a pectina de limao
(KRAVTCHENKO, VORAGEN e PILNIK, 1992).

TABELA 1 — COMPOSICAO TiPICA DE DUAS PECTINAS COMERCIAIS (REPRESENTADA
EM % DE MASSA SECA).

Componente (%) Citrinos (Lim&o) Maca
Acido galacturénico anidro 76,4 60,8
Grupos Metoxilo (% DE) 4,4 (71,5) 3,6 (74,3)
Grupos acetilo (%) 0,26 (1,4) 0,72 (5,0)
Acucares neutros 8,5 27
Proteinas 3 1,6
Compostos Fendlicos 0,18 0,59
Cinzas 2,38 1,89

FONTE: KRAVTCHENKO, VORAGEN e PILNIK (1992).

A pectina ocorre em citrinos como pectato de calcio das paredes
celulares ou como protopectina. Sdo mais abundantes no albedo das frutas
citricas, mas também estdo bem distribuidas em outras partes do fruto (TING e
ROUSEFF, 1986). A pectina € uma fibra gelatinosa presente, em um grande
numero de vegetais e em todas as frutas, mas é na laranja principalmente que
encontra-se em grande quantidade. Portanto, quando se consome a laranja,
ingere-se pectina, que pode ser extraida industrialmente da parte branca da
laranja (albedo), sendo apresentada como um pé branco (ROUSE, 1953).

O teor em substancias pécticas varia de acordo com a origem botanica
do produto vegetal, sendo trés subprodutos de industrias agricolas e
alimentares ricos em substancias pécticas (teor superior a 15% em base seca):
bagaco de maca, albedo citrico e polpa de beterraba como € mostrado na
Tabela 2. Estas pectinas de varias matérias-primas podem ser diferentes na
estrutura molecular, como, por exemplo, massa molecular, grau de
esterificacdo, conteudo de acetil, teor de acucares neutros, distribuicdo dos
grupos carboxi-metoxilados e, portanto apresentam diferentes propriedades
funcionais (THIBAULT e RALET, 2001).
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A qualidade uniforme e consisténcia estavel das pectinas
comercializadas variam de acordo com a variedade dos frutos, seu grau de

maturacao e as condigdes de cultivo (TROMP et al., 2003).

TABELA 2 — TEOR DE PECTINAS DE ALGUNS FRUTOS

Substancias pécticas % em

Fruto MF % MS

Maca 0,5-1,6 4-7

Bagaco de maga 1,5-25 15-20

Albedo citrico 2,5-4,0 30-35
Casca de laranja 3,5-5,5 -
Casca de maracuja 2,1-3,0 -
Maracuja 0,5 -

Polpa de beterraba - 15-20
Carambola 0,7 -
Cenoura 0,2-0,5 10
Goiaba 0,8-1,0 -
Polpa de limao 25-4,0 -
Abacaxi 0,04 - 0,1 -
Tomate 0,2-0,6 3
Morangos 0,6-0,7 -
Tamarindo 1,71 -

FONTE: THAKUR, SINGH e HANDA, 1997

MF — material-fresca; MS — material-seca.

As pectinas citricas foram reconhecidas em 1934, como cadeias lineares
de acido galacturénico e desde entdo, evidenciou-se que a pectina € uma
molécula altamente complexa e o recente desafio € acomodar toda informacéao
disponivel em um unico modelo estrutural (VORAGEN et al., 2009).

A produgédo industrial de pectina citrica teve inicio no Brasil no ano de
1954, na cidade de Limeira, Sdo Paulo, idealizada por um quimico industrial
italiano, na empresa Citropectina. Essa mesma industria alterou o nome para
Braspectina, em 1985, passou a Citrus Colloids S/A, em 1993 e, quando
adquirida pelo grupo Hércules, em 1998, foi denominada CPKelco (RIBEIRO,
2002), sendo a unica fabrica de pectina no pais e maior produtora mundial de
pectina citrica (ACIL, 2012).
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2.1.2 Aplicagbes e propriedades funcionais das pectinas

A pectina é um polissacarideo comercialmente importante na industria
de processamento de alimentos, € primeiramente utilizada como aditivo
alimentar como agente de gelificagdo, sendo utilizada para dar textura e
estabilizar compotas, geleias, marmeladas, leite e produtos de confeitaria
(KYOMUGASHO et al., 2015). Entre outras propriedades esta a estabilizagéo
de produtos de panificagdo e o aumento do volume e na prevencéao de flotacédo
(VORAGEN et al., 2009).

A funcionalidade da pectina também €& importante em outras industrias,
incluindo a industria farmacéutica, cosméticos e de tratamento de residuos
(SILA et al., 2009). Além disso, a pectina tem boa biocompatibilidade e
biodegradabilidade, ndo é toxica, e apresenta alto valor nutricional (por
exemplo, ligagdo mineral, efeito prebiotico, regulador do colesterol e agéo anti-
cancer), isso faz com que a pectina seja um polissacarideo atraente
(SRIVASTAVA e MALVIYA, 2011), exibindo propriedades funcionais
especificas dependendo de cada aplicagado (FRAEYE et al., 2010).

As pectinas atuam como fibras dietéticas, fazendo com que diminua o
nivel de colesterol e afetando a absor¢do da glucose. E um substituto de
gordura e agucar em alimentos dietéticos (VORAGEN et al., 1995; WILLATS,
KNOX e MIKKELSEN, 2006).

A pectina € utilizada em varios produtos, isto inclui filmes biodegradaveis
e comestiveis, adesivos, substitutos de papel, espumas e plastificantes,
agentes de superficie para produtos médicos, materiais para implantes
biomédicos e sistemas de liberacdo de farmacos (MOHNEN, 2008; apud
CANTERI et al., 2012).

2.1.3 Gelificacdo das pectinas

A gelificagao é devida a formacgao de zonas de jungdes intermoleculares
entre regides nao esterificadas das homogalacturananas de diferentes cadeias.
A habilidade de formacao de gel sofre influéncia de varios fatores: do grau de

esterificacdo, acetilacdo, pH, temperatura, forga i6nica e da quantidade de
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célcio adicionada (AXELOS e THIBAULT, 1991; WILLATS, KNOX e
MIKKELSEN, 2006).

Para a industria de alimentos a capacidade de formar géis € motivo de
utilizagcado por elas, como por exemplo em espessantes de geleias. Os géis
aquosos devem apresentar necessariamente zonas de jungdo entre as
moléculas do polimero, segmentos de jung¢des entre polimeros relativamente
moveis e agua entremeada na rede polimérica (BEMILLER, 1986).

As zonas de juncao estdo relacionadas com a unido entre duas cadeias
poliméricas e podem envolver uma unica ligagdo covalente ou uma
combinagado entre diversas ligagées de hidrogénio e interagbes hidrofébicas
entre as cadeias. Essa etapa € muito critica no processo de gelificagao, porque
prevé a formacdo de uma rede hidratada ou de um precipitado. Os géis de
pectina sao geralmente homogéneos, formadores de uma malha rica em agua
(AXELOS e THIBAULT, 1991).

Pectinas HM geralmente formam géis em meio acido (pH abaixo de 3,6)
na presenca de alta concentragdo de acgucares. Esses agucares sao
responsaveis pela estabilizagao das zonas de juncéo, através da promocgao de
interagdes hidrofébicas entre os grupos metoxi. Em pectinas LM, a formagao de
géis se da pela presenca de ions calcio, que atuam como uma ponte entre os
grupos carboxilicos das cadeias poliméricas (WALKINSHAW e ARNOTT,
1981).

Segundo Takur et al. (1997) os grupos metoxi auxiliam no processo de
gelificacdo, prevenindo a formacédo de zonas de jungdo nos segmentos inter-
jungdes, tornando a malha de gel mais flexivel. Devido a facilidade das
pectinas em formar géis, alguns estudos relatam esse potencial na formacao
de particulas micro e nanométricas. De acordo com Einhorn-Stoll, Kastner e
Drusch (2014) as pectinas podem ser caracterizadas por diferentes parametros
moleculares, os parametros mais importantes sdo o grau de esterificagéo e a

massa molecular.

2.1.4 Modificacdo quimica das pectinas
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Devido a disponibilidade de inumeros grupos funcionais, a modificacéo
quimica dos polissacarideos tem sido bastante estudada como forma de obter
derivados destes com novas caracteristicas e propriedades.

A pectina citrica modificada (MCP) & uma forma de pectina que tenha
sido alterada de modo que ela pode ser facilmente absorvida pelo trato
digestivo. Também conhecida como pectina fracionada, MCP é rica em
unidades de galactose, permitindo uma afinidade com receptores de certas
células cancerigenas. A pectina na sua forma natural ndo pode ser absorvida
pelo corpo e é considerado um tipo de fibra dietética soluvel, enquanto que a
pectina modificada pode ser absorvida pela corrente sanguinea (YAN e KATZ,
2010). A massa molar da pectina varia entre 50.000-150.000 Da, dependendo
do tamanho da cadeia (SRIAMORNSAK, 2003). De acordo com Courts (2013)
a pectina citrica modificada € produzida pela hidrélise das pectinas de plantas e
a produgao é uma mistura de acido galacturénico, galactose e oligossacarideos
ricos em arabinose. Ralet e Thibault (2002) relataram que a modificagao
quimica é frequentemente acompanhada por uma clivagem da cadeia principal
das unidades de acido galacturdnico (GalA) que resulta em pectinas com
massa molecular menor e diferentes propriedades funcionais.

Segundo Morris et al. (2013), a modificagdo quimica e enzimatica da
pectina citrica destina-se principalmente em diminuir a sua massa molar,
através da clivagem da homogalacturonana. A pectina passa por um
tratamento alcalino primeiramente e apdés por um tratamento acido para
diminuir sua massa molar a aproximadamente 10 kDa, com isso tem-se um
aumento efetivo da solubilidade e melhor absorgéo e circulagdo no sangue da
pectina modificada, e esses tratamentos melhoram a acessibilidade de ligagcao
da Gal-3. A GAL-3 é uma proteina de ligacdo a hidratos de carbono,
intimamente relacionada com o crescimento do céncer e metastases, exibem
funcdo bioldgica pleiotropica, que desempenham um papel fundamental em
muitos processos fisioldgicos e patoldgicos (KRZESLAK e LIPINSKA, 2004).

Glinsky e Raz (2009) concluiram que é possivel que uma combinagao de
pH e temperaturas elevadas no tratamento utilizado na preparacédo da MCP
seja ideal para gerar pectinas com capacidade de ligagdo da galectina,

promover a apoptose e ajudar a evitar a propagacéo do cancer. Nangia-Makker
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et al. (2002) relataram que a MCP é rica em galactose e tem elevada afinidade
de ligagado com as galectinas da superficie das células cancerigenas, inibindo a
agregacdo de células do cancer e as metastases. Pienta et al. (1995)
estudaram se a pectina citrica modificada tem o poder de determinar se um
polissacarideo rico em unidades de galactose pode inibir a metastase
espontanea de células de adenocarcinoma da prostata do rato e concluiram
que a ingestao oral de pectina citrica modificada atua como um potente inibidor
da metastase do cancer da prostata em ratos. Gunning, Bongaerts e Morris
(2009) concluiram que uma cadeia lateral de acucar neutro contendo terminais
de galactose na extremidade ndo redutora da cadeia da pectina pode ligar-se a
GAL-3, e que a pectina modificada tem efeito sobre a ag¢do anti-cancer,
demonstrando que os fragmentos bioativos da pectina podem ligar-se
especificamente a GAL-3.

Estudos pré-clinicos indicaram que a MCP ajudou a reduzir a
propagacdo do cancer de proéstata, colon, de mama, no figado e de pele
(HAYASHI, GILLEN e LOTT, 2000; PLAT e RAZ, 1992; YAN e KATZ, 2010).
Yan e Katz (2010) verificaram que houve a indugdo de apoptose de células
cancerigenas de proéstata, tanto em humanos como em ratos com pectina
citrica modificada. E Ramachandan et al. (2011) estudaram a MCP em células
leucémicas e observaram a indugao da apoptose celular.

A pectina sofre alteracdes fisico-quimicas em sua estrutura de acordo
com as condigdes do meio. Quando solubilizadas, as cadeias de pectina
podem degradar-se por meio de duas reagdes opostas, porém esquematizados

em trés tipos de reagcdes como mostrado na Figura 3.
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FIGURA 3 - MECANISMOS MAIS COMUNS DE DEGRADACAO DAS PECTINAS
FONTE: CANTERI et al., 2012.

Em meio acido entre pH 1 a 3 e em temperaturas inferiores a 10 °C,
predominam as desesterificagdes. Ja a despolimerizacao leva a diminuigdo do
tamanho da cadeia polimérica e isso ocorre por hidrolise acida ou enzimatica
das ligagdes a(1—4) ou por reagdes de B-eliminagédo. A despolimerizagéo por
tratamento térmico foi descrito por alguns autores para solu¢des de pectinas
(KRAVTCHENKO, VORAGEN e PILNIK, 1992; MORRIS, FOSTER e
HARDING, 2002; ROLIN, 2002; VORAGEN et al, 1995) e atribuida a B-
eliminacao. Renard e Thibault (1996) e Kravichenko, Voragen e Pilnik (1992),
observaram que o tratamento alcalino da pectina citrica conduziu a reacdes de
B-eliminacdo que resultou na despolimerizacdo da cadeia principal a
homogalacturonana e na desesterificacdo da pectina e que qualquer aumento
na temperatura aumentara a taxa de B-eliminagdo, e que o aumento do pH
aumenta a velocidade de desesterificagao. E Thibault et al. (1993) observaram
que o tratamento acido clivou os agucares neutros, o que é considerado na
ordem Ara-Gal-Rha. Acgucares livres ou oligbmeros de baixa massa molar

podem ser perdidos na precipitagcdo com alcool e na secagem (WANG et al.,
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2010). Em temperaturas maiores, a pectina tende a se contrair, adquirindo uma
nova conformagao (MASUELLI, 2011). Krall e McFeeters (1998) verificaram
que com pH >3,8 ja ocorre a reagao de a 3-eliminagéo. De acordo Fraeye et al.
2007, da reacgao resulta a remogéao do hidrogénio em C-5 e a ruptura da ligacéo
glicosidica com a formagéo entre C-4 e C-5, de dupla ligagdo conjugada com
aquela da fungao carboxilica.

A B-eliminagdo promove o aumento na taxa de acgucares redutores,
proporcional ao aumento na taxa de uronidatos insaturados (KRALL e
MCFEETERS, 1998; DIAZ, ANTHON e BARRET, 2007).

A degradacgao da pectina acarreta em diminuicdo da viscosidade natural
e diminuigdo da massa molar. A viscosidade esta intimamente relacionada com
as caracteristicas intrinsecas ao polimero, como volume, massa molar, cargas
de superficie e deformabilidade, e as caracteristicas do meio, como pH,
temperatura e forca idbnica. Quando em solugao, a pectina pode estar disposta
em diversas conformagdes, como vara, vara segmentada, anéis, areas
circulares ou blocos de moléculas. Essas conformacgdes estdo relacionadas
com a viscosidade (BROWNLEE, 2011; apud MARTINEZ, 2013).

Mais estudos devem ser feitos para se tirar conclusdes definitivas,
porém as primeiras evidéncias mostram que a pectina citrica modificada ajuda
a combater o cancer, o que torna uma arma potencialmente poderosa no

combate a essa doenca.

2.2 REOLOGIA

A reologia € o estudo do fluxo e da deformacdo de materiais,
abrangendo as propriedades de escoamento dos liquidos, em termos de
viscosidade e também em relagdo a varias propriedades viscoelasticas. O
conhecimento dessas propriedades € muito utilizada na industria de alimentos
e € importante para o desenvolvimento de novos produtos alimenticios
(BARNES, HUTTON e WALTERS, 1989). Também tem grande importancia no
controle de qualidade, em projetos de tubulagbes e equipamentos, no
desenvolvimento de novos produtos, e para um melhor entendimento do
comportamento estrutural dos produtos (STEFFE, 1996; SCHRAMM, 2006).
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A reologia foi criada por Eugene Cook Binghan em 1928, e define-se
como a ciéncia da deformacao e de fluxo dos materiais, isto &, trata-se do
estudo da forma na qual os materiais respondem a um estresse ou tensao
aplicada (STEFFE, 1996; SCHRAMM, 2006). Essa deformacao ocorre de trés
maneiras: solidos, liquidos ou gases (STEFFE, 1996).

A primeira lei basica da viscosimetria foi expressa por Isaac Newton

(1687), onde a viscosidade (n) esta relacionada a tensao de cisalhamento (r)e

a taxa de cisalhamento y de acordo com a Equacgéo 1:
T = 77.]'/ (1 )

A tensao de cisalhamento refere-se a forgca aplicada tangencialmente
sobre uma area e sua unidade é pascal (Pa = N/m?).

O comportamento reolégico em solugdo de pectina é altamente
dependente das condicbes ambientais, tais como pH, concentracao,
temperatura, sais e agucares (EVAGELIOU, RICHARDSON e MORRIS, 2000).
As moléculas da pectina em solugdo sdo afastadas umas das outras e sua
conformacao é afetada principalmente pelo soluto e interagbes da pectina. A
viscosidade da solugdo é sensivel a variagdo das condigcdes ambientais
(FRAEYE et al., 2010). Segundo Braccini, Carvajal e Perez (2005) com o
aumento da concentragdo, as moléculas da pectina podem agregar-se para
construir uma estrutura de rede tridimensional, levando a formacdo de uma
solugcado espessa ou gel. As zonas de jungao consistem em cadeias ligadas
entre si ao longo de interagdes que ndo estdo ligadas, tais como ligagdo com
hidrogénio pode trazer uma boa resisténcia as mudangas ambientais.

Um dos parametros que caracterizam o comportamento de fluxo dos
alimentos é a viscosidade, que é uma medida da resisténcia de um fluido em
movimento, quando uma tenséo de cisalhamento é aplicada. O comportamento
de escoamento destes alimentos quando tem-se tensdes aplicadas classificam-
se como newtonianos ou nao-newtonianos. O comportamento de fluxo de um
material durante o processamento pode variar significativamente, porque a

consisténcia e composicdo do material pode ser alterado devido ao
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aquecimento, mistura, arrefecimento, composi¢gdo, homogeneizacao,
cristalizacao, etc (BHATTACHARYA, 1997).

Os fluidos Newtonianos sao independentes da taxa de cisalhamento e
do historico anterior ao cisalhamento, dependendo da composicdo e
temperatura (VIDAL, 2000). E os fluidos n&o-newtonianos ndo apresentam
esse comportamento ideal, podendo ser dependentes ou independentes do
tempo (SCHRAMM, 2006) (Figura 4). Segundo Holdsworth (1971) os fluidos
independentes do tempo sao divididos em: dilatantes, pseudoplasticos e o
plastico de Bingham. Os dilatantes o comportamento é caracterizado pelo
aumento da viscosidade aparente com a taxa de cisalhamento onde provoca a
ruptura da estrutura e a quantidade de liquido ndo é mais suficiente para a
lubrificagao, isso faz com que o atrito aumente.

Em pseudoplasticos, esse comportamento € classificado na grande
maioria dos fluidos estudados. Para esses fluidos a viscosidade aparente
depende da taxa de cisalhamento, mas ndo da duragdo do cisalhamento
(Holdsworth, 1971). Segundo Rao (1987) é caracterizado pela diminuigdo da
viscosidade aparente com o aumento da taxa de cisalhamento, onde a
tangente em cada ponto da curva de escoamento (viscosidade aparente)
diminui com o aumento da taxa de cisalhamento. De acordo com Holdsworth
(1971) este aumento na taxa de cisalhamento modifica a estrutura das
moléculas de cadeias longas, alinhando-se paralelamente as linhas de corrente
diminuindo a resisténcia ao escoamento. O fluido apresenta um
comportamento préximo ao Newtoniano com altas taxas de cisalhamento, essa
classe é representada em solugdes de pectina.

E por ultimo o plastico de Bingham tem comportamento de um sélido sob
condigdes estaticas, onde certa quantidade de forga deve ser aplicada antes
que o fluxo seja induzido (tenséo inicial) (MCCLEMENTS, 2007).

Para fluidos ndo Newtonianos o termo viscosidade é substituido por nap
que € a viscosidade aparente, e é fungcdo do gradiente de velocidade (VIDAL,
2000), Equacao 2:

| =

T )
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Onde:

Nap = Viscosidade aparente (Pa s)
*~ tensdo de cisalhamento (Pa)

¥ Ztaxa de cisalhamento (s™)

Fluidos
|
] ]
Newtcnianos naoc-newionianos
]
] ]
Inelasticos Viscoelasticos
]
[ |
Independentes do lempo Dependentes do tempo
|
[ |
— Pzeudoplastico Tixotrdpico Reopéctico

Dilatante

Plasticos de Bingham

Herschel-Bulkley

— Outros

FIGURA 4 - CLASSIFICACAO DO COMPORTAMENTO REOLOGICO DE FLUIDOS.
FONTE: STEFFE, 1996

O comportamento reoldgico dos fluidos viscoelasticos é analisado
através de ensaios dinamicos, onde o material € submetido a variacdo de
tensdo ou deformacao com o tempo. A composicdo quimica e a estrutura fisica

do material podem influenciar nos resultados (STEFFE, 1996).
2.2.1 Modelos Reoldgicos
Os modelos reoldgicos sao usados para uma melhor descrigdo do

comportamento reoldgico dos fluidos, permitindo relacionar as propriedades

reologicas com grandezas, como concentragdo, temperatura e indice de
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maturagdo. O conhecimento dessas grandezas é indispensavel no controle em
linhas de producédo, no projeto e dimensionamento dos processos (BRANCO,
TELIS e GASPARETTO, 1995).

O modelo da lei da poténcia (Ostwald-De-Waele) tem se mostrado
adequado para os calculos de engenharia e devido a sua simplicidade, tem
sido amplamente utilizado nesta area (RAO E ANANTHESWARAM, 1982).

Um dos modelos mais utilizados para descrever o comportamento nao-
Newtoniano sao: Ostwald-De-Waele (Lei da Poténcia), Bingham, Herschel-
Bulkley, Casson e Mizrahi & Berk. A Tabela 3 mostra as equagdes para alguns

modelos reoldgicos normalmente utilizados (STEFFE, 1996).

TABELA 3 - EQUACOES DOS MODELOS REOLOGICOS.

Modelos Equacao Parametros

Ostwald-de-Waele (Lei

T=Ky" Kjps 1l
da Poténcia)
Bingham T=1T,tKy Hy5 T
Herschel-Bulkley T=1,+K)" K1, T,
Casson =1, +xy? K., K,
Mizrahi-Berki "= +x,() K s Koy o 1

Onde: 7 € a tens&o de cisalhamento (Pa), 7, é a tens&o inicial (Pa), » € a taxa de cisalhamento (s'1), Kip,

Khb,Ke, Mb € kmp S80 indices de consisténcia, koc € kom S80 constantes e n sédo indices de comportamento

dos modelos.

O comportamento reoldgico da maioria dos fluidos em alimentos pode
ser descrito por uma equacao do tipo Ostwald-de-Waele (Lei da poténcia), isso

devido ao seu comportamento pseudoplastico (STEFFE, 1996).
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3 MATERIAL E METODOS

Na Figura 5, é apresentado um fluxograma com o resumo das etapas
presentes na metodologia deste trabalho, que sao descritas detalhadamente
nas segdes seguintes.

Modificagéo da
pectina citrica

Determinagao da
Massa Molar (Mw)

ETAPA | - J
Andlises quimicas

~
Determinacéo da
Composicao de
monossacarideos
Andiises Microscopia
EAPaItlses_ Espectroscopia de infravermelho por eletrdnica de
struturais transformada de Fourier (FT-IR) varredura (MEV)
4 ) Regime Oscilatério
ETAPAIII
Estudo
Comport’amento Preparo das
Reologico amostras
\ ) Regime néo
oscilatério
ETAPA IV
Analise ANOVA
Estatistica Teste de Tukey

FIGURA 5 — FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DAS ANALISES.
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3.1 MATERIA PRIMA

A matéria-prima utilizada neste estudo foram trés pectinas citricas
comerciais com diferentes graus de esterificagcdo (DE), as quais foram
quimicamente modificadas. S&o elas as amostras nomeadas S1 e S2,
fornecidas pela empresa CP Kelco-Brasil (Limeira - SP), cujos DE sao de 69,0
e 58,4, respectivamente, e a Sigma, proveniente da Sigma Aldrich (Brasil), que

nao possui especificacdo de DE, foi denominada S.

3.1.1 Purificagao das pectinas citricas comerciais nativas

As amostras de pectinas citricas comerciais foram solubilizadas em agua
deionizada, precipitadas com dois volumes de etanol e mantidas sob
refrigeragcdo por 16 horas. O material precipitado foi centrifugado, lavado com
etanol e seco em estufa a vacuo EDGCON 5P a (25 + 1)°C por 24 horas,

originando as amostras de pectinas nativas.

3.2 ANALISES QUIMICAS

3.2.1 Modificagéo da pectina citrica

Inicialmente, as amostras de pectinas citricas comerciais foram
solubilizadas a 1,5% em agua destilada, e o seu pH foi elevado para 10,0 com
NaOH (3 N), seguindo através de uma incubacédo de 1 hora a 50-60°C em
banho-maria. Em seguida, as amostras foram resfriadas até temperatura
ambiente, enquanto que o seu pH ajustado para 3,0 com HCI (3 N) e
armazenadas durante a noite em um refrigerador. As amostras foram
precipitadas no dia seguinte com etanol 95% e foram incubadas a 20°C durante
2 horas, filtradas, lavadas com acetona e em seguida secas em estufa a vacuo
a 25°C durante 8 horas. A pectina foi designada como pectina citrica
modificada ou MCP (WAI, ALKARKHI e EASA, 2010).
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3.2.2 Dosagem de acidos urdnicos

A dosagem de acidos urbnicos foi realizada por meio do método
colorimétrico descrito por Blumenkrantz e Asboe-Hansen (1973), adotando
como padrdao o acido galacturbnico, em triplicata, e utilizando um

espectrofotometro SP-22 Biospectro para leitura das absorbancias.

3.2.3 Determinagéo da Composi¢gao Monossacaridica

As amostras de pectinas nativas e modificadas foram hidrolisadas com
acido trifluoracético 2 mol.L™" por 5 horas em banho-maria fervente (ADAMS,
1965; BIERMANN, 1989). Os monossacarideos resultantes foram reduzidos
com boroidreto de sédio (NaBH;) (WOLFROM e THOMPSON, 1963b). Em
seguida adicionou-se a resina trocadora de cations na forma acida para
decompor o excesso de agente redutor e remover os cations sodio. Apos
filtracdo, o material foi evaporado até secura, em evaporador rotatério, seguido
de adicdo de metanol para a remogao do boro, na forma de borato de trimetila,
e os alditdis secos resultantes foram acetilados com piridina (agente
catalisador) e anidrido acético 1:1 v/v (agente acetilante) em tubo de hidrdlise
hermeticamente fechado, por 16 horas a 25°C (WOLFROM e THOMPSON,
1963a).). Os produtos acetilados foram extraidos com cloroférmio e lavados
com solugdo de sulfato de cobre (CuSO4) a 5% (m/v) (WOLFROM e
THOMPSON, 1963b). Apds secagem da fase cloroférmica contendo os
acetatos de alditéis, as amostras foram ressolubilizadas em acetona para
serem analisadas por cromatografia liquido-gasosa (GLC).

As analises por cromatografia liquido-gasosa (GLC) foram efetuadas em
cromatégrafo THERMO Trace GC Ultra, com detector de ionizagdo de chama,
utilizando hélio como gas de arraste 1,0 mL.min"'. Uma coluna capilar de silica
fundida (30 m x 0,25 mm), modelo DB-225 (SLONEKER, 1972).
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3.2.4 Determinagéo da Homogeneidade e massa molar (Mw)

As analises de homogeneidade foram efetuadas em cromatografo de
exclusdo esférica de alta performance (HPSEC) Waters, equipado com
detector de indice de refragcdo diferencial (Rl) Waters modelo 2410 e com
detector de espalhamento de luz laser em multidngulos (MALLS) Wyatt
Technology modelo DAWN DSP, com 18 canais acoplados em série. Utilizou-
se quatro colunas de gel permeagao Waters em série, com limites de exclusao
de 7.10°, 4.10°, 8.10* e 5.10° g.mol™. As analises foram efetuadas a 25°C
utilizando como eluente solugdo de NaNO, 0,1 mol.L”' contendo NaNs; 200
ppm, com fluxo de 0,6 mL.min™", pressdo de 920 psi, monitorados através de
bomba peristaltica Waters 515.

Para fins de calculo da massa molar, as amostras comerciais e
modificadas tiveram seu valor de dn/dc determinado. Para esta analise, as
amostras foram solubilizadas em cinco diferentes concentrac¢des (0,2, 0,4, 0,6,
0,8 e 1,0 mg.mL™") e cada uma das solucdes foi analisada pelo detector de
indice de refracdo. Os calculos de dn/dc e massa molar foram realizados
utilizando o software ASTRA 4.70.07.

3.2.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de C' (**C-RMN)

As amostras de pectinas comerciais e modificadas foram solubilizadas
em Oxido de deutério (D,0O) e as analises efetuadas em tubos de 5 ou 10 mm
de didmetro. As determinacbes de RMN foram realizadas em espectrémetro
BRUKER, modelo AVANCE DRX-400 acoplado a um transformador Fourier,
com ressonancia de "°C, de 400 e 100 MHz respectivamente, utilizando a
temperatura de 70°C. Os deslocamentos (6) foram expressos em ppm,
utilizando a ressonancia dos grupos CH3 da acetona como padréo interno (*°C,
0 30,2).

3.2.6 Determinacao do Grau de Esterificacao das Pectinas — FT-IR
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O grau de esterificagdo das pectinas comerciais e modificadas foi
determinada por meio de espectroscopia de infravermelho (FT-IR - Fourier
Transform-Infrared) usando espectrofotdmetro Vertex 70, marca Brucker. Os
espectros foram coletados no modo de absorbancia na frequéncia de 400-4000
cm”, numa resolugdo de 4 cm™, 32 scans, empregando amostras solidas
pulverizadas. Preparou-se cada pastilha usando brometo de potassio (KBr)
com grau espectroscopico (Merck, Darmstadt, Alemanha) na proporgéo
KBr:amostra de 99:1. Para cada amostra de pectina comercial e modificada, os
espectros de FT-IR foram obtidos em triplicatas e as areas dos picos
correspondentes aos grupos carboxilicos esterificados (1749 cm™) e nao-
esterificados (1630 cm™) foram quantificadas utilizando o software do
equipamento, como descrito por Vriesmann e Petkowicz (2009). As analises de

FT-IR foram realizadas no Departamento de Quimica da UFPR.
3.3 ANALISE MICROSCOPICA
3.3.1 Andlise por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A Microscopia Eletrébnica de Varrredura das amostras de pectinas
comerciais e modificadas foi obtida utilizando o equipamento JEOL 6010LA,
do LAMIR - Laboratério de Analises de Minerais e Rochas do Departamento
de Geologia, da Universidade Federal do Parana. As amostras foram
metalizadas pulverizadas com uma liga de Ouro/Paladio sob condigdes de
vacuo, e apods, foram produzidas imagens microscéopicas das amostras,
auxiliando assim a elucidacdo de caracteristicas de rede de acordo com
Almrhag et al., (2012). O microscopio eletronico de varredura (MEV) é um
equipamento capaz de produzir imagens de alta ampliagdo (até 300.000 x) e

resolucdo. As magnificagdes utilizadas foram em 100 x.

3.4 REOLOGIA

3.4.1 Preparo das amostras para analises reoldgicas
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As solugdes de pectinas comerciais e modificadas foram solubilizadas
em agua deionizada por 16 h a temperatura ambiente sob agitagdo magnética
na concentragao fixa de 5% (m/m), as solu¢des foram mantidas em repouso
por 1 h para entdo serem empregadas nas analises reolégicas (MIN et al,
2011).

3.4.2 Analises reoldgicas

As medidas reolégicas foram realizadas em Redmetro Haake Mars,
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 reologicas, foi determinada a inércia para descontar os valores das
forgcas centrifuga e centripeta geradas durante os experimentos. Durante as
analises, realizadas a 25°C, a temperatura ambiente manteve-se em (20x1) °C.

Inicialmente foram realizadas varreduras de tensao para verificacdo da
faixa viscoelastica linear e selecao da tensao ou deformacido que seriam
empregadas nas analises de varredura de frequéncia. As varreduras de
frequéncia foram conduzidas na tensdo ou deformacdo pré-selecionada,
aumentando a frequéncia oscilatéria com o tempo, na faixa de 0,01-30 Hz. As
curvas de viscosidade foram realizadas a 25°C na faixa de 0,001-100 s™. Os
dados foram coletados e tratados pelo software RHEOWIN.

As curvas de fluxo, foram ajustadas pelo modelo da Lei da Poténcia de

Ostwald-de-Waele, de acordo com a Equacgéo 3:

T=ky" (3)

onde: T e a tensao de cisalhamento (Pa),
¥y é a taxa de cisalhamento (s™), que variou entre 0.0004 e 300 s™; K é o
coeficiente de consisténcia (Pa.s") e n é o indice de comportamento

(adimensional) — n<1 fluido n&o-newtoniano pseudoplastico.
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A viscosidade aparente das solug¢des pectina foi calculada pela Equagao

4, em que n é a viscosidade aparente de um fluido ndo-newtoniano (Pa.s):

n=Ky"? (4)

3.5 ANALISE ESTATISTICA

A avaliagdo dos dados foi efetuada por meio da analise de variancia
ANOVA e teste de Tukey. Os resultados foram expressos como média e erro

padrdao médio. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 CARACTERIZACAO QUIMICA DAS PECTINAS NATIVAS E
MODIFICADAS

A Tabela 4 apresenta os resultados da composicdo monossacaridica
das pectinas citricas nativas e modificadas. Todas as amostras sao
constituidas pelos mesmos monossacarideos, mas em diferentes proporcgoes.
A presenca de ramnose nas pectinas modificadas € caracteristica de pectinas
RG-I, esse monossacarideo se constitui em ponto de ramificagcdo para cadeias
laterais (VORAGEN et al., 1995).

TABELA 4 — COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS PECTINAS CIiTRICAS NATIVAS E
MODIFICADAS.

Monossacarideo Pectinas
(%) S1-N S1-MCP S2-N S2-MCP  S-N  S-MCP
Rha® 4,5 2,1 1,7 4,6 3,6 1,4
Xyl 2,3 0,8 2,3 2,9 - -
Man? 1,6 3,5 2,8 2,6 - 1,7
Gal® 7,0 18,0 12,0 15,1 8,5 10,0
Glc? 11,1 11,2 54 10,9 29 7,0
Fuc? 1,2 - - 1,1 - 4,3
Ara® 9,0 19,1 3,3 3,7 3,6 12,0

Acidos urdnicos® 63,3 45,4 71,8 59,2 80,1 63,2

®agUcares neutros determinados por cromatografia liquido-gasosa, onde: Rha = ramnose; Fuc
= fucose; Ara = arabinose; Xyl = xilose; Man = manose; Gal = galactose e Glc = glucose.

Pacidos urdnicos determinados pelo método de Blumenkrantz e Asboe-Hansen (1973).
Amostras: S1-N pectina nativa, S1-MCP pectina modificada, S2-N pectina nativa, S2-MCP

pectina modificada, S-N pectina nativa, S-MCP pectina modificada.

As pectinas contém acidos urdnicos como componente principal, em
teores maiores para as nativas S1, S2 e SN (63,3, 71,8 e 80,1%
respectivamente) do que para as modificadas S1, S2 e SMCP (45,4, 59,2 e

63,2% respectivamente). Uma diminuicdo do teor de acido urbnico pode ser
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atribuida a reacdo de B-eliminacdo, um dos mecanismos de degradagéo nao
enzimatica das pectinas, que ocorrem principalmente em condi¢des alcalinas.
Esta reacao cliva e desesterifica a regido da homogalacturonana (HG), gerando
oligbmeros de acido poligalacturénico e regides de rhamonogalacturonana |
(RG-I) (GLINSKY e RAZ,2009). Esta reacdo de B-eliminagdo que prossegue
em acidos urdnicos pode resultar na remogéao de atomo de hidrogénio ativado
em C-5 e na unidade glicosidica em C-4 de unidade de acido galacturénico,
levando a compostos intermediarios nao estaveis, como compostos né&o
saturados (BEMILLER e KUMARI, 1972; KISS, 1974). Estes produtos de
reacdes secundarias podem ser indicados por mudancgas de absorvancia a 235
nm (KRAVTCHENKO et al., 1993; KRAVTCHENKO et al, 1992). A
metodologia aplicada neste estudo foi realizada pelo método colorimétrico a
520 nm e uma diminuicdo no teor de acidos urbnicos, pode sugerir que foi
parcialmente degradada na reagdo de [-eliminagdo, como compostos
insaturados que absorvem em outro comprimento de onda.

Em comparacgao as pectinas nativas, a as pectinas modificadas sdo mais
ricas em acucares neutros, principalmente em galactose (18,0% para a S1
MCP, 10% para S MCP e 15,1% para a S2 MCP) quando comparadas com as
nativas (7,0, 8,5 e 12,0%, respectivamente). Seguido pela arabinose (19,1%
para S1 MCP, 3,7% S2 MCP e 12,0% S MCP) e para S1, S2 e S nativas (9,0,
3,3 e 3,6% respectivamente). Renard, Crépeau e Thibault (1995) observaram o
predominio de galactose e arabinose em substancia pécticas de citricos. A
Ramnose teve uma diminuicdo das modificadas S1TMCP e SMCP (2,1 e 1,4%
respectivamente) quando comparadas as nativas S1N e SN (4,5 e 3,6%
respectivamente). Ocorreu um aumento de Ramnose para a amostra S2 MCP
de 4,6% comparada com a S2 nativa 1,7%. A glucose teve um aumento em
todas as amostras modificadas S1, S2 e S (11,2; 10,9 e 7,0% respectivamente)
comparadas com as nativas (11,1; 5,4 e 2,9% respectivamente). Morris et al.
(2010), estudaram a caracterizacdo da homogalacturonana e
ramnogalacturonana da pectina da beterraba e para se caracterizar as
propriedades fisicas e quimicas de regides da ramnogalacturonana (RG-I) foi
necessario degradar a regidao da homogalacturonana (HG). Com a modificagéo

quimica teve-se um aumento na formagcdo de monossacarideos neutros,
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principalmente de galactose, arabinose e ramnose, esses monossacarideos
estdo nas cadeias laterais de regides da RG-l. Zhang et al. (2013)
encontraram em seu estudo regides similares sobre cinética de degradacao de
pectina de maga. Em geral, galactose e glicose foram os principais agucares
neutros em todas as amostras de pectinas, seguida de arabinose e ramnose,
indicando que os agucares neutros sdo predominantemente arabinogalactanas.
Nas regides ramificadas das pectinas, a estrutura xilogalacturonana também
pode estar presente. O mesmo também foi observado por Schols et al. 1995.
Na verdade, a xilose estava presente em amostras S1 e S2 (nativas e
modificadas). Albersheim et al., 1996 relataram que nas partes comestiveis de
frutas e vegetais as pectinas sé podem constituir as regides HG e RG-1, com a
sequéncia Rha-GalA. A afirmacdo parece ser verdadeira para as amostras
analisadas, uma vez que existe a possibilidade de elas também conterem
regides xilogalacturonanas.

Segundo Courts (2013) a pectina citrica modificada € rica em acido
galacturdnico (GalA), com graus variaveis de polimerizagdo e produzidas a
partir da hidrolise alcalina da cadeia principal da regidao da homogalacturonana
(HG). A regidao da ramnogalacturonana (RG-l) tem uma estrutura complexa e
variavel e compreendem uma cadeia alternada de GalA e unidades de
ramnose ramificada com repeticdes de unidades de galactose e arabinose. As
proporcdes, comprimentos de cadeia e ramificacbes da RG-l e suas cadeias
laterais variam de uma fonte de pectina para outra (WILLATS, KNOX e
MIKKELSEN, 2006).

Einhorn-Stool, Kunzek e Dougowski (2007) em seu estudo com pectina
citrica modificada encontraram valores de ramnose de 0,95 a 1,15%, arabinose
2,51 a 3,71%, xilose 0,25 a 0,35%, galactose 4,25 a 4,45% e glucose 0,9%,
valores inferiores aos encontrados nesse estudo.

Foi constatada a presenca de fucose nas pectinas S1N, S2MCP e
SMCP, o que é raro em pectinas, além dos acgucares que constituem a
estrutura da pectina. De acordo com Kravitchenko et al. (1992), os agucares
arabinose, galactose, xilose e glucose estao ligados ao carbono 4 da ramnose,
mesmo que os trés primeiros estejam ligados as unidades de acidos

galacturdnicos e fucose.
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A presenca de glucose sugere que o amido pode estar presente em
baixa proporgdo nas amostras, o que foi confirmado pelo teste do lugol.
Bringard e Denis (1990) também encontraram amido em pectinas do bagago da
maga.

Considerando que o grau de esterificacdo € superior a 50%, esses
dados sugerem que a estrutura das pectinas nativas e modificadas podem
consistir  principalmente de uma  homogalacturonana (HG) e
ramnogalacturonana tipo | (RG-I) altamente esterificada com cadeias laterais
de galactanas ou arabinogalactanas.

A amostra S2 apresentou um comportamento diferente das demais
amostras em relacdo aos acgucares ramnose, xilose e arabinose. Neste caso, a
modificagdo quimica causou um aumento na propor¢cao de agucares de
ramnose e xilose, enquanto o teor de arabinose praticamente ndo mudou. Esta
diferenga no comportamento da composicdo de monossacarideos da amostra
S2 pode ser atribuida ao processo de extracao de pectina. Levigne et al.
(2002), concluiram que as condi¢des de extragao (pH, tempo e temperatura de
extragao) tém efeitos importantes sobre as caracteristicas da pectina extraida
(agucares neutros e acidos, graus de esterificacdo, propriedades fisico-
quimicas e viscosidade intrinseca). Os autores verificaram que as amostras de
pectina extraidas a pH 3,0 apresentaram quantidades mais baixas de ramnose
do que em outras condi¢cdes (pH 1 e 2). Além disso, o tipo de acido como
agente de extracdo influenciou os parametros fisico-quimicos das pectinas
(JIANG et al., 2012). Em nosso estudo, a pectina comercial S2-N apresentou o
menor quantidade de rhamnose (1,7%) em comparagdo com as demais
amostras nativas (4,5% e 3,6%, S1-N e S-N, respectivamente), o que pode
sugerir que as condicdbes de extragdo provavelmente foram diferentes.
Portanto, a freqiéncia em que o Rhamnose interrompe a sequéncia HG na
macromolécula de pectina S2-N foi menor que as demais amostras (S1-N e S-
N). Assim, o método de extragdo utilizado na pectina nativa S2-N pode ter
causado modificagdes estruturais, que influenciaram diretamente a composi¢cao
de monossacarideos obtida apés a modificagdo quimica. Em todos estes
casos, o teor de monossacarideos aumentou apds a modificagdo quimica,

enquanto o conteudo de acido galacturénico foi reduzido.
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Esses valores sugerem que a estrutura das pectinas nativas e
modificadas pode consistir principalmente de uma homogalacturonana (HG) e

de ramnogalacturonana do tipo | (RG-I).

4.2 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL POR ESPECTROSCOPIA DE
INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IR)

A analise de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) é um
excelente método para analise estrutural e quantitativa da pectina,
principalmente para a determinagcdo do grau de esterificacdo, um importante
fator de sua caracterizagcdo. Uma pequena diferenca na estrututura e
composicdo de uma molécula podem causar alteragdes significativas na
intensidade dos picos de absorcéo do FT-IR.

A Tabela 2 mostra valores médios do grau de esterificacdo das pectinas
nativas e modificadas. As pectinas citricas nativas comerciais S1-N e S-N
foram classificadas em pectinas de alto grau de esterificagcdo (HM), ou seja,
com 250% de grupos carboxilicos metil esterificados, com valores de DE
64.1+6.2% e 58.3+9.0%, respectivamente. Por outro lado, a pectina citrica
nativa S2-N apresentou DE < 50%, 47.7+6.8% e foi considerada pectina de

baixo grau de esterificagdo (LM).

TABELA 5 — GRAU DE ESTERIFICAGAO DAS PECTINAS NATIVAS E MODIFICADAS (MCP)

Amostras Pectina citrica Nativa (%) MCP (%)
S1 64.1£6.2° 53.0£2.7°
S2 47.7+6.82 55.7+5.8°
S 58.3+9.0° 57.1+3.42

Caracteres diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significativa entre

as amostras segundo o teste de Tukey (p<0,05).

Podemos justificar que esse decréscimo no DE, pois em meio alcalino

ocorre uma desmetoxilagdo rapida, assim como a degradagao que se inicia
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pela ruptura da ligagdo glicosidica em B (C4) ao grupo carboxilico do éster
(receptor de elétrons). O grupo carboxilico ndo € um bom receptor de elétrons
quando ionizado, dificultando a saida do grupo ligado em C4 (BOBBIO e
BOBBIO, 1992). A reagao de B-eliminagdo se processa sob pH ligeiramente
acido ou basico, ndo ocorrendo quando a acidez do meio € maior (KEIJBETS e
PILNIK, 1974). Em nosso estudo utilizamos pH alcalino. Segundo Fertonani et
al. (2009) a medida que os polissacarideos precipitaveis em alcool estdo sendo
extraidos, estdo sendo degradados ou desesterificados também, levando a
obtencao de pectinas com menores graus de esterificacdo. Apdés a modificacao
quimica, observou-se uma redugdo estatisticamente significativa no DE
(p=<0.05) apenas para a amostra S1-N, dos 17,3%, 0 que corrobora o espectro
FT-IR, onde os grupos carboxilicos livres (COO-) foi ligeiramente superior aos
grupos carboxilicos esterificados. Este comportamento corrobora com os
estudos de Wai, Alkarkhi e Easa (2010) onde relataram que os grupos
carboxilicos livres aumentaram em pectina modificada de durian (Durio
Zibethinus). No entanto, na amostra S2-N, nao foi observada uma reducgéo
significativa no DE apds a modificagdo quimica, porque a probabilidade dos
grupos carboxilicos esterificados predominaram sobre os grupos carboxilicos
livres. Assim, para a amostra S1, esses resultados indicaram diferengas no
%DE das pectinas, e essa modificacao alterou-se com sucesso.

Por meio da utilizagdo do sofware Origin 8.0 foi possivel determinar o
valor das areas dos picos correspondentes aos grupos carboxilicos livres e
esterificados. Os espectros de FT-IR de pectinas nativas (Figuras 6A, 7C e 8E)
e modificadas ilustrados nas Figuras 6B, 7D e 8F mostram bandas mais

intensas entre 1760-1730 cm ™

, causada por estiramento C=0 que representa
os grupos carboxilicos esterificados (-COOCHj3), e entre 1630-1600 cm™, que
representa os grupos carboxilicos livres (-COOH) (SINGTHONG, CUI e GOFF,
2004; FAJARDO et al., 2012; VRIESMANN, TEOFILO e PETKOWICZ, 2012).
Observou-se que os espectros de FT-IR das amostras modificadas S1-
MCP (nativo DE: 64%) e S2-MCP (nativo DE: 47,7%), revelaram bandas mais
intensas entre 1760-1730 cm ™' (grupos carboxilicos esterificados) e em 1630-
1600 cm™ (grupos carboxilicos livres) em comparagdo com as nativas (S1-N e

S2-N). Conforme ilustrado na Figura 7D para amostra S1 modificada, a
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intensidade da absorbancia ou area da banda dos grupos carboxilicos livres

(ions carboxilato) aumenta com o decréscimo do DE. Wai, Alkarkhi e Easa,

(2010), observaram comportamento semelhante para pectinas citricas nativas e

modificadas.
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FIGURA 8 — ESPECTROS FT-IR DAS AMOSTRAS DE PECTINA CITRICA: (E) SN - NATIVA E
(F) SMCP — MODIFICADA.

Segundo Liang et al. (2012), a razdo entre a area do pico do grupo
carboxilico esterificado sobre a soma dos picos dos grupos carboxilicos
esterificados e nao esterificados esta correlacionado com o grau de
esterificagdo das pectinas. Os espectros das pectinas nativas mostraram maior
absorbancia a 1753 cm™ do que em 1630 cm™, que é caracteristico da pectina
de alto grau de esterificagdo. As pectinas modificadas também apresentaram
este comportamento. Estas observagdes estabeleceram a base para a analise
quantitativa do grau de esterificagdo de pectinas por FT-IR (VRIESMANN e
PETKOWICZ, 2009; WAI, ALKARKHI e EASA, 2010).

Todos os espectros de FT-IR das pectinas nativas comparadas com as
pectinas citricas modificadas ilustrados na Figura 9 (A e B), apresentaram
intensa absorcao no intervalo de onda de 800 e 1200 cm'1, considerando como
a regiao dos carboidratos, permitindo identificar os principais grupos quimicos
nos polissacarideos porque a posi¢ao e intensidade da banda é caracteristica
de cada polissacarideo (LIANG et al., 2011).
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De acordo com Gnanasambandam e Proctor (2000), uma pequena
diferenga na estrutura e na composicdo de uma molécula pode resultar em
mudangas significativas na intensidade dos picos de absorgao no FT-IR. Desta
maneira, € esperado que amostras de mesma fonte/origem possuam menores
variagdes espectrais, como € o caso aqui apresentado.

Todas as amostras de pectinas mostraram a presenca de grupos éter,
que correspondem as ligagdes glicosidicas (C-O-C) em bandas com absorgéo
entre 1000 e 1200 cm™, que corresponde as ligacdes éter R-O-R e ciclicas C-C
do anel da estrutura das pectinas (LIU et al., 2010), observando as areas sobre
este pico temos um aumento para a area das pectinas modificadas. As bandas
que aparecem em 2922 cm™' correspondem ao estiramento das ligacdes C-H
de grupos alquila. Todas as amostras de pectinas nativas e modificadas
apresentaram bandas de absor¢éo que correspondem aos grupos carboxilicos
de acidos urdnicos esterificados (1706, 1710, 1697, 1693, 1710, 1716, 1693 e
1689). Observou-se sinais nas regides de 3000 a 3600 cm™ correspondendo

aos grupos O-H, no caso das pectinas, podem ser atribuidas a ligacdo de
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hidrogénio intra e intermolecular do esqueleto do acido galacturénico. As
vibragdes do grupo O-H podem indicar varias caracteristicas de um composto,
incluindo grupos hidroxila livres que esticam as ligagcbes que ocorrem em
amostras em fase de vapor e bandas O-H ligadas ao acido carboxilico. Assim,
um aumento na banda dos grupos O-H esta relacionado ao aumento dos
grupos hidroxila em amostras de pectina apdés modificagdo quimica,
comportamento claramente observado nas amostras S1 e S2. Foram
observadas bandas em torno de 2800 a 3000 cm™ indicando presenca de —CH,
-CH, e —CH3, metil ésteres do acido galacturénico (LIU et al., 2010).

Com base nos valores de DE e nos espectros de FT-IR obtidos para as
pectinas nativas e modificadas, pode-se concluir que a modificagdo quimica
causou diferengcas estruturais nas moléculas de pectina, observadas
principalmente pela propor¢dao de grupos carboxilicos esterificados e grupos
carboxilicos livres. No entanto, a redu¢do do grau de esterificagdo foi apenas

observada para a pectina com maior grau de esterificagcéo (S1).

4.3 ANALISE POR ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR DE CARBONO-13 (RMN C™*)

As amostras de pectina foram analisadas por espectroscopia de 3C-RMN apos
solubilizacdo em D,0. Os espectros apresentaram diversos sinais comuns para
a pectina citrica modificada (MCP) e a pectina nativa com alto grau de
esterificagéo (S1, S2 e S). Na Figura 10A para pectina S1 nativa mostrou a
presenga do acido a-D-galacturénico, os picos encontrados em 100,1 e 99,6
ppm correspondem ao C-1 de unidades esterificadas e nado esterificadas,
respectivamente. Os picos encontrados em 170,6 e 173,5 ppm correspondem
ao C-6 dos grupos carboxilicos metil-esterificados e nao esterificados,
respectivamente, enquanto que o pico em 52,9 ppm representa 0os grupos
metil-éster dos grupos carboxilicos. Comparando os espectros de pectina
nativa (S1) e pectina modificada (S1-MCP), é possivel notar que o grupo
esterificado de metil (170,6 ppm) teve seu sinal reduzido apdés a modificacao
quimica. Isto significa que apds a modificagdo houve uma redugao nos grupos

esterificados, o que pode justificar a redugdo do grau de esterificacdo da
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amostra modificada (64,1% a 53,0%, S1-N e S1-MCP, respectivamente). O
espectro obtido corrobora os resultados obtidos na analise FTIR.

Os sinais dos carbonos das unidades de acido galacturénico aparecem

em 68,2 ppm (C-2), 70,0 ppm (C-3), 78,7 ppm (C-4), 71,7 ppm (C-5).
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*Deslocamentos quimicos expressos em ppm.

Na Figura 10B para pectina S1 modificada observa-se os mesmos
assinalamentos, porém uma diminuicdo nos picos 100,0 e 994 ppm
correspondentes ao C-1 de unidades esterificadas e nao esterificadas,

respectivamente, o que significa que houve uma diminui¢do no conteudo de
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acido urdnico apds a modificacdo quimica, e nos picos 170,6 e 173,5 ppm do
C-6 dos grupos carboxilicos metil-esterificados e nao esterificados,
respectivamente. Os espectros da pectina S nativa (Figura 10C) mostram
assinalamentos em 100,08 e 99,36 ppm para as nativas (C-1 unidades GalA
esterificados e n&o esterificados, respectivamente) e para S modificada (Figura
10D) em 100,04 e 99,53 ppm (C-1 unidades GalA esterificados e néao
esterificados, respectivamente). Na Figura 10E para pectina S2 nativa o pico
em C-1 aparece em 99,6 ppm e para a S2 modificada (Figura 10F) em 99,4 e
99,9 ppm. Houve diminuicbes em todos os assinalamentos do C-1 para as
pectinas modificadas e o sinal de 104,4 ppm foi atribuido ao C-1 de unidades
de galactose e apareceu em todas as amostras nativas e modificadas. A
reducao do pico em relacdo ao sinal 52,9 ppm para as pectinas modificadas
indicam a reducao do DE na analise por FT-IR. O sinal de CH3 das unidades de
ramnose foi encontrado em 16,7 ppm somente para pectina S2 modificada,
corroborando com os dados da composicdo de monossacarideos onde esta
amostra teve um aumento do conteudo de ramnose.

Os sinais de C-2, C-3, C4 e C-5 obtidos para as pectinas nativas e
modificadas (Figura 10C, D, E e F) apresentaram-se semelhantes aos
observados para a pectina S1 nativa e para pectina S1 modificada. Os
assinalamentos foram feitos de acordo com a literatura (HA et al., 2005;
WESTERENG et al., 2006; ZHANG et al., 2013), esses resultados indicam a
presencga de regides de homogalacturonana, ramnogalacturonana | (RG-1) com
arabinose e galactose nas amostras de pectinas nativas e principalmente nas
modificadas, esses resultados s&o consistentes com o0s encontrados na
composicado monossacaridica. Segundo Ha et al. (2005) a correlacao entre a
capacidade para o aumento rapido e o alto conteudo de monossacarideos
neutros galactose, arabinose e ramnose, sao caracteristicas de uma
ramnogalacturonana | (RG-I).

FT-IR e o RMN sado métodos eficazes para determinar estruturas de
polissacarideos, incluindo as pectinas (VORAGEN et al., 1995). O grau de
esterificacdo (DE) e a porcentagem do numero total de grupos carboxila
esterificado tem um efeito significativo na resisténcia do gel e nos mecanismos
de gelificagdo das pectinas (WALTER, 1991).
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4.4 ANALISE DE HOMOGENEIDADE E DE MASSA MOLAR POR HPSEC-
MALLS E MODIFICACAO QUIMICA

A Figura 11 ilustra os perfis de eluicdo das amostras de pectinas citricas
nativas e modificadas obtidos por HPSEC (detector de indice de refracdo - RI -
e espalhamento de luz a 90° - MALLS). Enquanto o detector de RI fornece um
sinal proporcional a concentragcao, o de MALLS evidencia a massa molecular
do composto. Todas as amostras de pectinas nativas e modificadas mostram
um perfil de eluicdo homogéneo: observa-se a presenga de um pico eluindo em
torno de 38 minutos, detectado pelo espalhamento de luz, que coincide com
um pico no indice de refracao, indicando que se trata de um componente de
elevada massa molar. Yapo et al. (2007) e Thibault et al. (1993) encontraram

perfis homogéneos semelhantes com pectina citricas.
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MODIFICADA.

Observa-se nas Figuras 11B, 11D e 11F (referentes as pectinas S1

MCP, S MCP e S2 MCP, respectivamente) um pico evidente no detector de

indice de refragcao, que aparece em torno de 45 minutos. Este coincide com

uma minima intensidade no espalhamento de luz, indicando componentes de

menor massa molar, detectados somente pelo indice de refragdo. Segundo

Kim, Teng e Wicker (2005), a pectina apresenta regides lineares e cadeias

laterais ramificadas, variagdes inter e intramolecular, além de diferentes
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padrées de distribuicdo dos grupos metil-éster ao longo da cadeia
poligalacturénica.

A caracterizagdo da pectina quanto a sua massa molar € importante
visto que esta caracteristica influencia diretamente em sua propriedade
gelificante e a forca do gel formado por este polissacarideo: quanto maior a
massa molecular, maior sera a rigidez do gel (PAGAN e IBARZ, 1999). De
acordo com Diaz, Anthon e Barret (2007) a massa molar € uma caracteristica
importante da pectina que reflete nas suas propriedades funcionais, sendo
estas propriedades responsaveis pela aplicagdo a ser dada a pectina.

A massa molar e dn/dc das pectinas nativas e modificadas foram
determinados por HPSEC/MALLS — RI e estdo apresentados na Tabela 6. A
modificagdo quimica das pectinas resultou em uma diminuicdo da sua massa
molar de 10,50%, 29,98% e 25,29%, para S1, S2 e S, respectivamente. Os
agucares neutros nao foram reduzidos com a modificagcdo quimica, porém o
teor de acido galacturénico foi em vez disso. Assim, a diminuigdo da massa
molar sugere que a cadeia linear do acido galacturénico foi alterada (como
também observado na Tabela 4. A massa molar encontrada para as amostras
de pectina foi além disso similar aos valores encontrados por Mesbahi,
Jamalian e Farahnaky (2005) para pectina de alto grau de esterificacdo
extraida da beterraba (1,53 x 10° g/mol) e pectina citrica comercial de alto grau
de esterificacdo (1,16 x 10° g/mol), ambas analisadas por HPSEC/MALLS.

Segundo lzydorczyk; Cui e Wang (2005), a massa molar média de
pectinas de varias fontes de frutos é da ordem de 10* e 10° Da. Os valores

encontrados neste estudo sdo consistentes com esses valores.

TABELA 6 — MASSA MOLAR e dn/dc DAS AMOSTRAS DE PECTINAS NATIVAS E
MODIFICADAS, DETERMINADOS POR HPSEC/MALLS - RI

, My, (gmolYeED—- M, (gmol’)eED- dn/dc — dn/dc -
Pectinas
nativa modificada nativa modificada
S1 1,846 x 10° (0,6%) 1,652 x 10° (0,6%) 0,130 0,155
S2 1,871 x 10° (0,5%) 1,310 x 10°(0,5%) 0,150 0,124
S 1,546 x 10° (0,7%) 1,155 x 10° (0,7%) 0,113 0,124

*ED: Erro de determinacdo; **dn/dc: indice de refragdo diferencial. S1 — amostra 1, S2 —
amostra 2, S — Padréao.
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Pode-se justificar a diminuicdo anémala da massa molar relativa a
pectina S2 em vista das particularidades da analise de HPSEC-MALLS, que é
bastante delicada, pelos resultados do FT-IR ela praticamente manteve-se
constante e/ou igual. De acordo com Voragen et al. (1995), em muitos casos
sao obtidas discrepancias entre os resultados mesmo quando os experimentos
sao conduzidos com especial cuidado, o que pode ser atribuido a
polidispersao, ao fendbmeno de agregacao (que depende do DE e da
concentragao e interfere na coleta dos dados por espalhamento de luz) e as
dificuldades experimentais, especialmente para amostras com elevada massa
molar. De modo geral, contudo, a massa molar das amostras modificadas
diminuiram em relagao as pectinas nativas, conforme esperado.

A modificagdo das pectinas citricas, que ocorre de forma quimica,
destina-se principalmente a diminuir a sua massa molar com o objetivo de
promover beneficios importantes a saude humana quando consumidos em
formulagdes alimenticias e farmacéuticas. Estes beneficios incluem a reducao
do crescimento de tumores e a inibicdo da formagdo de metastases. Embora
alguns estudos tenham demonstrado o potencial das pectinas citricas
modificadas como agentes terapéuticos de doengas cancerigenas, ainda se
encontra por elucidar os mecanismos pelos quais as pectinas induzem a
apoptose de células cancerigenas e inibem a propagacao de metastases, bem
como ainda nao é claro, devido a sua complexidade estrutural, quais tipos de
estruturas moleculares em particular sdo responsaveis por esta atividade. A
pectina € modificada pelo ajuste de pH e pelo tratamento térmico, o que
acarreta a quebra da sua cadeia em fragmentos menores que teoricamente
podem ser absorvidos pelo organismo. Estudos sugerem que os fragmentos de
pectina com pequena massa molar, ricos em galactose, se ligam a proteina
vinculada a galectina-3 (GAL3) (MAXWELL et al., 2012; MORRIS et al., 2013).

Para fins de modificacdo quimica, primeiramente a pectina passa por um
tratamento alcalino e em seguida por um tratamento acido para diminuir sua
massa molar de aproximadamente 10 kDa (MORRIS et al., 2013). A
degradagao que ocorre como resultado da modificagdo quimica da pectina esta

relacionada com as suas propriedades, tais como grau de esterificagdo e
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massa molecular (FRAYE et al., 2010; KRALL e MCFEETERS, 1998;
MUNARIN et al., 2013).

Tem sido relatado que a fungdo medicinal da pectina é intimamente
relacionada com as suas caracteristicas estruturais. Por exemplo, a pectina
com um baixo teor de esterificacdo e menor massa molar (<10 kDa) mostrou-se
mais eficiente para a prevencao de metastases do cancer, enquanto que a
pectina com um conteudo de alta metoxilagdo e massa molar é um agente de
reducéo do bom colesterol (LIU et al., 2010). Glinsky e Raz (2009) concluiram
que € possivel que uma combinacdo de pH e temperaturas elevadas no
tratamento utilizado na preparacédo da MCP seja ideal para gerar pectinas com
capacidade de inibir a ligacédo da galectina, promover a apoptose e ajudar a
evitar a propagacao do cancer.

Segundo Williams et al. (2007), as pectinas sdo polidispersas e
heterogéneas quanto a massa molar e estrutura quimica e possuem
caracteristicas fisico-quimicas distintas dependendo de sua fonte, forma de
extracao e outras condicbes ambientais.

Nesse estudo, pode-se verificar que a massa molar obtida apoés a
modificacdo quimica foi maior que o valor referenciado para a sua funcéo
medicinal (115,5 a 165,2 kDa, S-MCP e S1-MCP, respectivamente). Assim,
provavelmente as pectinas do presente estudo ndao foram modificadas o
suficiente para serem absorvidas pelo organismo humano.

Embora nao tenha ocorrido uma diminuigéo significativa no DE da S2-
MCP e S-MCP (Tabela 5), é possivel verificar que houve uma diminui¢do na
massa molar de todas as amostras de pectina apés a modificacdo, indicando
que modificacbes estruturais ocorreram nas amostras. Uma vez que os
agucares neutros aumentaram com a modificacdo quimica, independente das
amostra nativa, a reducdo da massa molar pode ser atribuida a degradacao

parcial das cadeias de acidos galacturénicos.
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4.5 CARACTERIZACAO DA MORFOLOGIA DAS PECTINAS POR
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA — MEV

Para caracterizar a superficie das amostras de pectinas nativas e
modificadas foram realizadas medidas de microscopia eletrbnica de varredura
(MEV) com o objetivo de visualizar sua estrutura e morfologia de modo a
compreender qual o nivel de modificacao sofrido pelas pectinas.

Pode-se observar na Figura 12 que as amostras nativas e modificadas
apresentam-se com particulas multiformes e de diversos tamanhos, com

aparéncia de fibras.
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FIGURA 12 — MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DAS AMOSTRAS DE
PECTINA CITRICA: (A) S1 NATIVA; (B) S1 MODIFICADA; (C) S NATIVA; (D) S MODIFICADA,
(E) S2 NATIVA,; (F) S2 MODIFICADA.

*Aumento em (A) e (B) de 100 X, (C) e (D) de 100 X e em (E) e (F) de 100 X

A observacdo precisa das particulas nas amostras de pectinas
modificadas mostra uma estrutura de caracteristica fibrosa, ou pelo menos
rugosa, com tamanhos médios observaveis de 5 a 100 um (Figuras 12B, 12D e
12F). Einhorn-Stoll et al, (2015) encontraram estrutura similar para pectina
citrica modificada. Comparando as amostras nativas com as modificadas nota-
se que variaram de tamanho, as amostras de pectinas nativas (Figuras 12A,
12C e 12E) podem conter partes filamentosas e tem uma superficie um pouco
porosa. Considerando que o tamanho da particula da pectina pode ser
influenciada pelo processo de moagem das particulas e a morfologia da
superficie tem uma maior dependéncia de interacbes intermoleculares e
intramoleculares das moléculas de pectina, isso mostra que as amostras de
pectinas modificadas foram afetadas pelas condicbes do processo de
modificacdo por tratamento alcalino.

Einhorn-Stoll, Hatakeyama e Hatakeyama (2012), observaram que
particulas pequenas irregulares, amorfas e porosas com um elevado numero

de grupos polares podem acelerar a absorgdo de agua e reagir com a agua.
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Porém particulas amorfas maiores mostram taxa mais lenta de absorcdo de
agua e assim, o processo de degradacgao pode ser retardado nestas particulas,

mesmo que a pectina contenha um elevado numero de grupos polares.

46 ANALISES REOLOGICAS (REGIME NAO-OSCILATORIO E
OSCILATORIO)

As medidas reoldgicas possibilitam a caracterizagao de pectinas em
solugdes, o que permite fornecer dados importantes no desenvolvimento dos
processos tecnologicos, no controle de qualidade das matérias-primas e
produtos padronizados e na determinagdo de dados na pesquisa e
desenvolvimento de um material especifico (ENDRESS, DOSCHL-VOLLE e
DENGLER, 1996). De acordo com Fissore, Rojas e Gerschenson (2012), as
propriedades da solugdo desses polissacarideos é de grande interesse para
um grande numero de aplicagdes, como por exemplo, agentes gelificantes e
espessantes de suspensao.

Desta maneira, o modelo da Lei da Poténcia se ajustou apropriadamente
as curvas de fluxo (Figura 13) das solu¢gdes aquosas na concentragdo de 5
g.100g™" das amostras de pectinas nativas e modificadas com alto coeficiente
de determinacdo (R?). Pode-se observar que a modificacdo influenciou
significativamente o comportamento reolégico das pectinas. Apdés serem
modificadas, as pectinas apresentaram uma diminuigdo no seu coeficiente de
consisténcia (K) e um aumento no seu indice de comportamento (n), indicando
mudanca da estrutura molecular e um menor comportamento nao-newtoniano
do tipo pseudoplastico. As pectinas modificadas (MCP) tiveram um decaimento
rapido da tensao de cisalhamento com o aumento da taxa de cisalhamento em
comparagao com as pectinas nativas. Uma diferenca na viscosidade foi
observado entre as amostras de pectina nativas e as modificadas, onde os
valores foram bem inferiores para as pectinas modificadas. Venzon et al.
(2015) observaram o mesmo comportamento para pectinas citricas comerciais
modificadas por tratamento alcalino. E concluiram que valores inferiores na

viscosidade pode ser um fator positivo porque isso significa um menor gasto
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em energia durante o processamento, ao qual ndo requer o aumento da
viscosidade.

Min et al. (2011) em seu estudo com pectinas do bagago da maga,
observaram também na mesma concentracdo do presente estudo

comportamento pseudoplastico.
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FIGURA 13 — CURVAS DE FLUXO DAS SOLUGOES AQUOSAS NA CONCENTRACAO DE 5
g.100g" DAS AMOSTRAS DE PECTINAS NATIVAS: S1N, S2N E SN E DAS AMOSTRAS DE
PECTINAS MODIFICADAS: S1IMCP, S2MCP E SMCP, AJUSTADAS PELO MODELO LEI DA
POTENCIA.

Quanto menor for n, mais as caracteristicas do fluido se afastam das
newtonianas. Para todas as pectinas, o indice de comportamento aumentou
apods a modificagdo quimica, o que indica uma aproximagao do comportamento
newtoniano para as solugdes pécticas. Para fins de operagdes unitarias, esta
caracteristica € interessante dado que facilta o dimensionamento de
pasteurizadores, bombas e tubulagdes. A viscosidade aparente (n) das
amostras nativas revelou-se maior do que das modificadas, sugerindo que a

modificagdo quimica das pectinas alterou suas propriedades reoldgicas, o que
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€ confirmado pelas mudancas nos valores de DE e M, Os valores de
viscosidade aparente maxima e minima apresentados na Tabela 7
correspondem as tensdes de cisalhamento maximo e minimo utilizadas nos
testes reoldgicos. Visto que a perda de carga esta relacionada com a
viscosidade, a diminuigdo desta propriedade reduz custos de producéo ligados
ao transporte de fluidos durante o processamento. A viscosidade da pectina
pode ser afetada por varios fatores, incluindo a M,, a agregacdo, a
conformagao das moléculas, o grau de esterificacao (DE), o pH, a temperatura
e a fonte da pectina (ZHOU et al., 2014; KIM e WICKER, 2009). Tais altera¢des
na viscosidade e M,, podem indicar uma mudanga no padrao de ligagbes de
hidrogénio que mantém juntos os agregados da pectina (FISHMAN et al.,
2000). Os coeficientes de consisténcia (K) conforme mostrados na Tabela 7,
por sua vez, diminuiram cerca de quatro vezes para todas as pectinas a
temperatura de 25°C, de acordo com a analise de varidncia (ANOVA). Em
suma, as pectinas modificadas sofreram uma diminuicdo significativa na
viscosidade aparente e no coeficiente de consisténcia, associada a redugao da
massa molecular. Em seu estudo com pectina citrica, Masuelli (2011)

encontrou comportamento similar.

TABELA 7 — AJUSTES DOS DADOS REOLOGICO§ DAS AMOSTRAS DE PECTINAS
NATIVAS E MODIFICADA PELO MODELO LEI DA POTENCIA.

Amost.ras de K (Pa.s") N R? e (P2LS) Nmin (Pa.s)
pectinas

S1-N 14,033+1,488  0,574+0,021 0,998 397,02+67,96 1,240+0,201
S1-MCP 3,893+0,009 0,729+0,009 0,999 32,558+1,91 0,830+0,061
S2-N 4,625+0,010 0,699+0,003 0,998 48,748+1,18 0,831+0,012
S2-MCP 0,316+0,006 0,881+0,004 0,999 0,801+0,03 0,160+0,002
S-N 4,005+0,004 0,735+0,004 0,995 31,855+1,05 0,844+0,023
S-MCP 1,399+0,051 0,830+0,005 0,988 5,310+0,40 0,530+0,008

n=3, R° — coeficiente de determinagdo; K — coeficiente de consisténcia; n — indice de
comportamento de fluxo; n - viscosidade aparente. S1-N — amostra Nativa 1 (DE 69,0), S1-
MCP — amostra 1, pectina citrica modificada, S2-N — amostra 2 Nativa (DE 58,4), S2-MCP -
amostra 2 pectina citrica modificada, S-N — Nativa padrdo, S-MCP — pectina citrica modificada

padrao.
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Polissacarideos sao materiais viscoelasticos, apresentam caracteristicas
de sdlidos e liquidos, e os mdédulos G’ e G” referem-se ao carater elastico e
viscoso, respectivamente, sendo possivel quantificar a predominancia do
carater sdélido ou liquido de uma amostra através de medigdes dinamicas. A
determinacdo dos modulos G’ e G” em relagdo a frequéncia deve ocorrer na
regido viscoelastica linear, sob condi¢des em que a deformacéo utilizada retém
a estrutura original da amostra, sem perturbacdo significativa do sistema
(IAGHER, REICHER e GANTER, 2002). Na Figura 14 sdo mostrados os
modulos dinamicos (G e G”) das pectinas nativas e modificadas em fungdo da
frequéncia, durante o experimento oscilatério. O mddulo viscoso G” das
solucbes de pectinas modificadas foram superiores do que o modulo de
elasticidade G’, em toda a faixa de frequéncia estudada, indicando um
comportamento viscoso. Segundo Sharma, Mulvaney e Rizvi (2000), os
ensaios oscilatorios sdo uteis para caracterizar a conformagdo macromolecular
e as interagdes intermoleculares em solucdo. Informagdes de varreduras de
frequéncias podem ser usadas para caracterizar uma dispersdo desde que
estes testes se restrinjam ao intervalo de viscoelasticidade linear. As pectinas
nativas apresentaram valores de G’ superiores aos obtidos para as pectinas

modificadas, bem como uma maior diferenga entre G’ e G”.
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FIGURA 14 — MODULOS DE ARMAZENAMENTO G' E MODULOS DE PERDA G’ EM
FUNCAO DA FREQUENCIA PARA AS PECTINAS NATIVAS (N) E MODIFICADAS (MCP) (
7=0,1a0,3 Pa): (A) SIN - AMOSTRA NATIVA 1, SIMCP — AMOSTRA 1, PECTINA CITRICA
MODIFICADA (B) S2N — AMOSTRA 2 NATIVA, S2MCP - AMOSTRA 2 PECTINA CITRICA
MODIFICADA E (C) SN — NATIVA PADRAO, SMCP — PECTINA CITRICA MODIFICADA
PADRAO.

As solugdes de pectina nativa mostraram-se mais viscosas comparadas
com as amostras modificadas, o que € associado com a quantidade de acido

galacturénico encontradas durante as analises quimicas. O acido galacturénico
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esta diretamente relacionado a formacdo de rede da pectina, além disso, a
diferengca pode ser atribuida aos valores do grau de esterificacdo (DE) e a
massa molecular das pectinas. Muitos fatores afetam as caracteristicas
reologicas das pectinas, assim como a forga do gel formado. O comprimento de
cadeia e a natureza quimica das zonas de conexao pelas moléculas de pectina
exercem forte influéncia sobre essas caracteristicas. Sob condi¢des iguais, a
forca do gel aumenta com o aumento da massa molecular e qualquer
tratamento que despolimerize as cadeias de pectinas refletira em géis mais
fracos (HAMINIUK et al., 2006), o que pode justificar a diminuicdo da

consisténcia das solugdes das pectinas modificadas.



70

CONCLUSAO

Nosso estudo indicou que a modificacdo proposta na pectina citrica
influenciou sua estrutura (composicdo de monossacarideos, massa molar,
propriedades reoldgicas) em certa medida.

As pectinas modificadas por tratamento alcalino apresentaram menores
teores de acido urdnico e maior proporcéo de acucares neutros que as nativas.
As pectinas nativas apds modificagdo quimica apresentaram maiores
quantidades de monossacarideos neutros, principalmente galactose, arabinose
e rhamanose, tipico da regido de Ramnogalacturonana-l (RG-I).

Os resultados de C-RMN foram consistentes com os encontrados na
composi¢cao monossacaridica e com a analise de FT-IR.

A massa molar foi influenciada pela modificagdo proposta e, como
esperado, foi reduzida apds o tratamento. No entanto, essa redugdo nao foi
suficiente para afirmar que estas pectinas poderiam ser melhoradas o
suficiente para serem absorvidas pelo organismo humano.

O comportamento reolégico das amostras de pectina foi
significativamente influenciado pelo processo de modificacdo, apresentando
menor viscosidade, sugerindo que ocorreram alteracbes nas estruturas
moleculares das amostras de pectinas nativas. As solugdes de pectinas citricas
modificadas apresentaram boa estabilidade a temperatura ambiente, melhor
dissolugado na agua e comportamento pseudoplastico.

Este estudo contribui para melhor compreender o comportamento das
pectinas submetidas ao tratamento alcalino e como essa modificagao quimica
pode influenciar nas propriedades estruturais de um polissacarideo téo

complexo.
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