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Resumo

A composigio da fragio solivel da polpa de manga industrializada, a estrutura dos
polissacarideos presentes nesta fragdo, e as suas propriedades reologicas foram investigadas.
A fragio solivel mostrou-se heterogénea em analise por SEC-MALLS pela presenca de dois
picos registrados pelo detector de indice de refragdo. A presenca de amido nesta fragdo foi
demonstrada pela reagdo positiva com lugol, em analise por BC-RMN e pela digestio com -
amilase, enquanto que a presenga de polissacarideos pécticos foi evidenciada pelo contetado
de acidos urdnicos em dosagem colorimétrica, sinal de acido urdnico caracteristico em analise
por PC-RMN e por carboxi-redugio. O polissacarideo péctico predominante € 4cido
poligalacturdnico, havendo sinais da presenga de cadeias laterais neutras de
ramnogalacturonana do tipo I e fragmentos de ramnogalacturonana do tipo II. As
propriedades reoldgicas da fragdo solivel de polpa de manga em solugio de NaCl 0,01M
foram analisadas em sistema estatico e dinidmico. Foram determinados os valores da
viscosidade intrinseca ([n]= 700 mL/g) e da constante de Huggins (K’= 0,393) desta fragdo,
assim como a sua concentragdo critica (c* ~ 1,6). O comportamento de fluxo da fragédo
solivel foi analisado nas concentragdes de 0,5 a 30 g/L, e observou-se que para concentragdes
acima de 2 g/L as solugdes mostraram comportamento pseudoplastico. Em experimentos de
tensdo transitoria realizados com as concentragdes de 20 e 30 g/L foi verificado uma
diminuigdo do parimetro de complacéncia (J) para a maior concentra¢do, indicando a maior
elasticidade da solugio a 30 g/L, sendo que em ambas as concentragdes houve
comportamento caracteristico de liquido viscoelastico. As analises realizadas em sistema
dindmico revelaram, através dos modulos G’ € G*°, um carater de gel fraco para solugdes nas
concentragdes de 15, 20 e 30 g/L, com valores de G’ no ponto de inversdo dos modulos de 8,
18 € 40 Pa, respectivamente.
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Introdugdo 1

1. Introducio

Os polissacarideos constituem um dos mais antigos e abundantes reservatérios de
biopolimeros, sdo amplamente distribuidos, e exercem fungdes essenciais para o
desenvolvimento e manutengdo da vida, sendo fonte de energia, agindo com fungdo estrutural
ou ainda regulando ciclos metabdlicos (Pazur, 1994).

Dentre os polissacarideos, aqueles soliveis em agua (hidrocoldides) sao muito utilizados
na industria alimenticia e em outros ramos industriais. Sua aplicagdo nesses campos se deve
ao fato de polissacarideos afetarem o comportamento de escoamento dos fluidos tornando
possivel o controle da viscosidade das fases aquosas, além de apresentarem custos
relativamente baixos e ampla disponibilidade (Whistler, 1993). Além disso, em comparagdo
com polimeros sintéticos, polissacarideos naturais produzem solugSes com altas viscosidades
em concentragdes relativamente baixas (Morris ef al., 1981).

Polissacarideos ocupam um importante lugar dentre os polimeros naturais, sendo que 0s
soliveis em agua (10nicos ou neutros) sao usualmente utilizados como polimeros espessantes
ou geleificantes, especialmente na indistria alimenticia (Glicksman, 1979 e 1991; Sanderson,
1981; Morris ef al, 1981; Rinaudo, 1993). Podem ainda atuar como estabilizantes,
aumentando a viscosidade de emulsdes e impedindo a separagdo de fase e, em alguns casos,
como emulsificantes pela adsor¢do na interface das particulas de 6leo e agua (Glicksman,
1979 e 1991; Sanderson, 1981). As propriedades emulsificantes do propilenoglicol alginato e
derivados de celulose como metilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose e carboximetilcelulose
(Gaonkar, 1991), xantana e succinoglicana (Cao, 1991) e galactomananas de fenugreek (Garti,
1997) tém sido estudadas em sistemas Oleo/agua.

A habilidade de um polissacarideo atuar como espessante, geleificante, estabilizante ou
emulsificante depende de suas propriedades funcionais em solugdo, que por sua vez
dependem da forma molecular do polimero. Sendo que polissacarideos podem apresentar um
vasto nimero de conformacdes diferentes, muitas solugdes com diferentes propriedades
podem ser obtidas (Sanderson, 1981). As principais propriedades de polissacarideos sdo
controladas por sua estrutura primaria e conformagdo molecular (Rinaudo, 1993). Além da
estrutura e conformagdo molecular, outra propriedade fundamental que determina o

comportamento dos polissacarideos em solugdo € a massa molecular.
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Considerando que nos ultimos anos os consumidores tém se tornado particularmente
conscientes a respeito do uso de “aditivos” em alimentos manufaturados, o uso de
hidrocoldides na industria alimenticia tem aumentado devido ao fato de que s3o naturais, nao
oferecem risco a saide e podem demonstrar obvias vantagens no melhoramento da qualidade
dos alimentos, tanto do ponto de vista de textura quanto do ponto de vista nutricional (Lillford
& Norton, 1992).

Os principais polissacarideos utilizados em alimentos processados incluem o amido
(polissacarideo de reserva de vegetais superiores), pectinas (obtidas de extratos de plantas),
goma arabica (de exudatos vegetais), alginatos, carragenanas e agares (extraidos de algas),
galactomananas (presentes em sementes), goma xantana (origem microbiana) e derivados da
celulose como a carboximetilcelulose e metilcelulose (Sanderson, 1981). Os critérios
utilizados para selecionar o polissacarideo mais apropriado sdo o custo e a disponibilidade,
sendo que esta diz respeito a fonte da qual o polimero é derivado. Todos os polissacarideos
s3o obtidos de fontes renovaveis, principalmente plantas (Sanderson, 1998).

O estudo reologico de solugGes polissacaridicas € de grande importancia para avaliar e
compreender em bases moleculares a fungdo destes componentes em sistemas alimenticios.
Além disso, tais propriedades reologicas caracteristicas sdo de interesse em muitas outras
areas industriais, € um desenvolvimento adicional para a utilizagdo destes polimeros pode ser

esperado destes estudos (Castelain ez al., 1987).

1.1. Géis

Géis podem ser considerados como intermediarios entre solidos e liquidos, possuindo
propriedades de ambos (Sanderson, 1981).

Em termos de constituintes quimicos, géis geralmente contém como componente
principal uma substincia de massa molecular relativamente baixa, que em forma pura €
simplesmente um liquido, por exemplo a 4gua. A caracteristica elastica do gel é atribuida a
presenga de um segundo componente de maior massa molecular, que esta presente em menor
quantidade quando comparado com o solvente. Esta substincia de maior massa molecular

pode ser um polimero ou uma substincia coloidal, mas independente da sua natureza, a
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elasticidade do gel usualmente implica que no minimo parte deste material torne-se parte de
uma rede tridimensional (Clark, 1991).

Muitos dos agentes geleificantes disponiveis para a industria alimenticia sdo
polissacarideos, e desta forma a quimica de carboidratos € de grande importancia
particularmente pela habilidade dos polissacarideos formarem estruturas regulares em forma
de hélice ou fita (Oakenfull, 1998). As cadeias poliméricas podem conferir a elevagdo da
viscosidade de solugbes, ou gerar uma rede interconectada com textura e propriedades
caracteristicas, formando géis (Morris, 1995). A estereoregularidade das moléculas e os
processos cooperativos (temperatura, pH, forga idnica) sdo importantes caracteristicas para
controlar a rigidez da molécula ou a conectividade da rede, determinando o comportamento
viscoso ou de gel (Rinaudo & Milas, 1987).

Géis alimenticios s3o sistemas aquosos de biopolimeros com ligagbes cruzadas em
forma de uma rede molecular interconectada que expande o volume no meio liquido. Em
outras palavras, as moléculas de polimero sdo agregadas em uma grande molécula com uma
estrutura tridimensional que preenche o liquido. E esta estrutura em rede que oferece ao gel
suas propriedades reologicas caracteristicas (Oakenfull, 1998).

Polissacarideos que compdem as paredes celulares das células vegetais, tendo, portanto,
fungdo estrutural, como as pectinas por exemplo, revertem de uma forma desordenada para
um estado parcialmente ordenado durante a geleificagdo. Polissacarideos de reserva como o
amido tém sua estrutura granular parcialmente rompida a fim de permitir subseqiiente
geleificagdo (Morris, 1985).

Os géis mais simples contém apenas um tipo de polissacarideo, no entanto, géis
alimenticios sdo freqientemente misturas de biopolimeros (Morris, 1985; Zasypkin ef al.,
1997, Oakenfull, 1998), constituidos por varios componentes como proteinas, polissacarideos,
lipideos e varios co-solutos i6nicos e n3o-idnicos (embora ndo fagam parte da rede de
polimero, tais componentes podem contribuir para 0 comportamento de gel).

Estudos viscosimétricos de sistemas contendo xantana mais galactomanana de Mimosa
scabrella Bentham ou de Schizolobium parahybae indicaram um efeito sinérgico, levando a
formagdo de géis em baixas concentrages (Bresolin ef al., 1997). Misturas de galactomanana
de Mimosa scabrella Bentham e proteinas do leite mostraram interagdo sinérgica levando a
um aumento da elasticidade das solugdes quando analisadas em sistema dinimico em

comparagdo com as solugdes isoladas de leite e galactomanana em solug3o aquosa, sendo que
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a adi¢do de CaCl, ao sistema apresentou um efeito positivo sobre a interagdo galactomanana-
leite (Perissutti, 1999).

Pelo fato de os alimentos formulados usualmente conterem misturas de hidrocol6ides
desenvolvendo alteragGes na consisténcia, a investigagdo das interagGes entre estes
hidrocoloides em solugdes aquosas e géis € necessaria para o melhoramento de alimentos
convencionais, o desenvolvimento de novas formulages de alimentos e para o controle das
propriedades funcionais dos mesmos (Zasypkin ez al., 1997).

Um gel binario é a forma mais simplificada de gel formado por multicomponentes.
Varias estruturas podem surgir quando dois polimeros estdo misturados e geleificados,

conforme os modelos esquematicos mostrados na Figura 1.

Figura 1: Modelos estruturais de géis binarios. A) rede formada pela associagio de um
unico polimero, B) rede interpenetrada, C) rede de fases separadas, e D) rede acoplada (Fonte:
Morris, 1991).

A Figura 1a mostra apenas um polissacarideo formando uma rede. A situa¢do na Figura
1b ocorre quando ambos os polissacarideos formam redes interpenetradas independentes. Se
ocorrer separagdo dos polimeros antes da geleificagdo , entdo uma rede de fases separadas é
formada, como mostra a Figura 1c. Finalmente, se um polissacarideo liga-se ao outro , uma
rede acoplada € formada (Figura 1d) (Morris, 1991).
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Géis formados por varios agentes geleificantes também podem ser divididos em trés
grupos: géis com particulas dispersas (“filled”), misturas de géis e géis complexos (Morris,
1985; Zasypkin et al., 1997). Os géis com particulas dispersas contém uma ou varias redes de
biopolimeros independentes formando uma fase continua preenchida com particulas
dispersas que podem ser de natureza sélida, liquida ou gasosa (Zasypkin ef al., 1997). Estas
particulas dispersas podem ser bolhas de ar, goticulas de agua ou dleo, cristais de gelo ou
gordura, ou ainda grinulos de amido, sendo que mais de um tipo de particula pode estar
presente (Morris, 1985). Misturas de géis consistem de duas ou mais redes independentes, que
se expandem por todo o sistema, mas apresentam interagdes entre si apenas localizadas
(Zasypkin et al., 1997). Géis complexos envolvem associagdo direta entre os diferentes
polimeros e subseqiiente formagao de rede (Zasypkin et al., 1997). Estes tipos de géis também

s3o classificados como sendo géis acoplados, de acordo com Morris (Morris, 1985).

1.2. Reologia

Reologia € o ramo da fisica que estuda a deformagdo e o fluxo da maténia (Schott,
1992). E uma ciéncia que se interessa pela relagio entre a forga agindo sobre um corpo e a
deformag@o resultante (Mitchell, 1984).

Considerando um material em forma de cubo firmemente aderido a uma superficie, ao
se aplicar uma forga sobre este material, perpendicular a superficie, é possivel estica-lo
(tensdo) ou comprimi-lo (compressio). A forga aplicada por unidade de area é conhecida
como “stress” ( T ), ou seja, tens3o ou pressdo, cuja unidade € o pascal (Pa). O aumento ou
decréscimo resultante na altura do material é conhecido como deformagdo ( y ), e €
adimensional (Morris, 1984).

Além de ser submetido a forgas perpendiculares, um material pode sofrer a agio de
forgas tangenciais. Imagine-se um fluido contido entre duas placas paralelas, dividido em
camadas paralelas entre si e em relag@o a placa (Figura 2). Ao se aplicar uma forga constante
F paralela a dire¢do do eixo x a placa superior, a placa inferior se mantém estacionaria. As
velocidades das camadas liquidas estdo representadas por vetores. A camada liquida em

contato com a placa movel se adere a ela e se move com a mesma velocidade v da placa. A
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segunda camada, adjacente a anterior, é arrastada por fric¢do, mas sua velocidade ¢ reduzida
pela resisténcia das camadas subjacentes. A camada inferior se adere a placa estacionaria e
tem velocidade nula. A velocidade das camadas liquidas aumenta na dire¢do do eixo das
ordenadas ( y ), perpendicularmente a dire¢cdo de fluxo (eixo x). O fluxo de liquidos em
camadas paralelas que se movem uma apos a outra e arrastam consigo as camadas adjacentes
denomina-se fluxo laminar, e é limitado a baixas velocidades. Com o passar do tempo, todas
as camadas liquidas sofrem deformagdo, exceto a estatica. O que distingue um fluido do outro

¢ a velocidade com a qual a deformagdo aumenta em relagio ao tempo, a qual é
denominada velocidade de cisalhamento (y), cuja unidade é s™'. Esta velocidade indica com
que rapidez o liquido flui quando a ele se aplica uma tensio de cisalhamento (t) (Schott,

1992).

placa estacionana

Figura 2: Desenho esquematico mostrando o fluxo laminar de um fluido contido entre

duas placas paralelas (adaptado de Schott, 1992).

1.2.1. Viscosidade
Neste contexto, a viscosidade absoluta (n) pode ser definida como a resisténcia ao

movimento relativo de camadas adjacentes de liquido, e pode ser calculada pela relagdo entre

a tens@o de cisalhamento ( 1) e a velocidade de cisalhamento ( y ):

T‘|=‘E/‘;' (Pa.s) 1)
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Os fluidos, quando submetidos a um gradiente crescente de cisalhamento podem ser
descritos de acordo com sua composig¢do. Os liquidos simples, que consistem de pequenas
moléculas ou de solugdes onde o soluto é uma molécula pequena, apresentam um
comportamento dito Newtoniano e obedecem a forma predita na Equagio 1, ou seja, seguem a
Lei de Newton onde a tensdo de cisalhamento é proporcional a velocidade de cisalhamento
(Hiemenz & Rajagopalan, 1997). O grafico de tensdo de cisalhamento contra velocidade de
cisalhamento equivalente a esta equagdo para um liquido viscoso ideal ¢ uma linha reta que
passa pela origem, onde dividindo-se um valor de tensio de cisalhamento por seu
correspondente valor de velocidade de cisalhamento obtém-se o valor da viscosidade
absoluta, o qual € constante para este tipo de fluido (Schramm, 1994).

Solugdes contendo solutos solidos, como polimeros diluidos, comumente tém sua
viscosidade aumentada com o aumento da concentragdo devido a maior possibilidade de
choques entre as particulas e interagdo entre elas. Genericamente, quando submetidas a
crescentes velocidades de cisalhamento, estas solugdes fogem do padrao Newtoniano € sua
viscosidade absoluta cai gradativamente. Estes fluidos sio chamados ndo-Newtonianos e sdo
comparados com um fluido Newtoniano na Figura 3.

Fluidos n3o-Newtonianos, em um grafico de tensdo de cisalhamento em relagdo a
velocidade de cisalhamento, geralmente apresentam um perfil ndo linear indicando que a
viscosidade varia com a velocidade de cisalhamento, ou seja, a deformagdo aumenta de
maneira descontinua a medida que a tens3o ¢é aplicada.

Em um fluido pseudoplastico (Figura 3.2) os valores de velocidade aumentam de forma
mais acentuada enquanto ha pequenas variagdes de tensdo, revelando que a deformagado
ocorreu de forma ndo uniforme permitindo que velocidades maiores fossem alcangadas
devido a menor resisténcia oferecida pelo fluido. O comportamento dilatante (Figura 3.3), ao
contrario do pseudoplastico, revela um “espessamento” do liquido pela pequena alteragio na
velocidade a medida que maior tens3o € aplicada. Liquidos plasticos (plastico de Bingham),
por sua vez, necessitam que um determinado valor de tensdo (valor critico) seja alcangado

para que possam fluir (Figura 3.4).
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Curvas de Fluxo

.

Tenséo de cisalhamento 1

7 & ° -~ )
; .l
Velocidade de Cisalhamento
@ liquido newtoniano @ liquido diiatante
(2) tiquido pseudopléstico (4) Iiquido piéstico

Figura 3: Comportamento de fluxo de fluidos Newtoniano e ndo-Newtonianos

(adaptado de Schramm, 1994).

Muitas substincias tais como emulsdes, suspensGes ou dispersdes de grande
importancia técnica e comercial, inclusive solugGes de polissacarideos, sdo pseudoplasticas,
ou seja, sdo fluidos que se tornam mais viscosos (“menos espessos”) enquanto a velocidade de
cisalhamento aumenta. Algumas razbes pelas quais ocorre o efeito de diminui¢do da
viscosidade neste tipo de material sdo ilustradas na Figura 4.

Nas solugdes de polimeros, o emaranhado de moléculas e a imobilizagao de solvente por
este emaranhado sustentam a estrutura. As cadeias poliméricas formam estruturas na forma de
emaranhados ao acaso (“random coil”), ndo compactas, penetradas por agua. Ao se aplicar
uma tensdo de cisalhamento, um movimento laminar unidirecional se sobrepde a0 movimento
térmico arbitrario das moléculas de dgua e dos segmentos de cadeia polimérica. As cadeias de
polimero tendem a separar-se e alinhar-se na dire¢gio do fluxo, a0 mesmo tempo que a
quantidade de agua no interior do emaranhado se faz menor, o que diminui o tamanho da
unidade de fluxo, e conseqiientemente ocorre a redugdo na viscosidade (Figura 3.2) (Schott,
1992).
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Figura 4: Comportamento de moléculas em repouso (1) e sob cisalhamento (2)

(adaptado de Schramm, 1994).

Viscosidade, portanto, é uma caracteristica reologica passivel de ser analisada
através da aplicagio de forgas tangenciais (forgas de cisalhamento) sobre um material fluido.
Como resultado, um material podera se comportar como um fluido Newtoniano, assim como
O ar e a agua, ou apresentar caracteristicas pseudoplasticas, dilatantes, e outros

comportamentos nao-Newtonianos.

1.2.2. Viscosidade intrinseca

A viscosidade intrinseca de um polimero é determinada experimentalmente através de
medidas de viscosidade de solugdes em concentragdes diluidas (Morris, 1995).

Em solugdes diluidas, onde os polimeros se encontram afastados uns dos outros, €
possivel considerar o comportamento de uma macromolécula independentemente das outras
que a cercam. Desta forma, ¢ em regime diluido, onde o fluido apresenta comportamento
Newtoniano, que se torna possivel determinar os valores de viscosidade relativa (n),
viscosidade especifica (ng) e viscosidade reduzida (neq), necessarios para a obtengdo do

valor de viscosidade intrinseca ([n]).
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A viscosidade relativa ( m. ) € calculada pela razio entre a viscosidade absoluta (1)) de

uma solugio e a viscosidade do solvente puro (n):

Mt = M/ Ms )

A viscosidade especifica (nsp) € obtida pela divisdo entre a viscosidade absoluta (1) da
solugdo diminuida do valor da viscosidade do solvente, e a viscosidade do solvente puro ( 1),

ou ainda, ¢ a viscosidade relativa (1) diminuida de uma unidade:

qu)=n' ns/ns=nrel"1 (3)

A razdo entre a viscosidade especifica (ns) € a concentragdo da solugdo (c) fornece o

valor numérico para a viscosidade reduzida (Treq):

Med = M/ € “

A caracterizag¢do do volume hidrodindmico ocupado por uma cadeia polimérica isolada
pode ser realizada em regime diluido pela determinagdo da viscosidade intrinseca ([n1]). De
acordo com Tager (1978), a variagdo da viscosidade reduzida (ns / ¢) com a concentragdo em

solugdes diluidas € dada por uma linha reta descrita pela equagéo:

Ne/c= K¢[n)* + [n] (5)

onde [n] corresponde ao coeficiente linear da reta e K’ representa o coeficiente angular, sendo
este a constante de Huggins cujo valor depende da qualidade do solvente e da conformagio
das moléculas (Tager, 1978). O grafico da viscosidade reduzida (n.q) contra a concentragdo
(c), correspondente a Equagio 5, esta representado na Figura 5.
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Figura 5: Determinagdo grafica da viscosidade intrinseca ([n]) e constante de
Huggins (K).

A determinagd@o da viscosidade intrinseca ([n]) ¢ feita pela extrapolagdo da viscosidade
reduzida (n.q), expressa em fungio da concentragdo de polimero, a concentragio nula (Figura

5), e pode ser representada da seguinte forma:

] = lim {ng/ct (6)

c—0

onde entende-se que a viscosidade intrinseca ([n]) corresponde a um valor de viscosidade
reduzida (n, / ¢) quando a concentragdo (c) tende a zero (Morris, 1995).

Quando um polimero é um polieletrolito, durante a solubilizagdo em agua sdo
removidos os contra-ions responsaveis pela anulagdo das cargas da macromolécula. Assim, as
cargas existentes nos polimeros sofrem repulsdes eletrostaticas, as cadeias se expandem e
alteram a viscosidade relativa. Devido a este fato, a viscosidade intrinseca dos polieletrolitos
deve ser determinada em solugGes salinas a fim de reduzir as repulsfes intra e

intermoleculares, e o polimero assumir dimensGes equivalentes a de um polimero neutro

(Morris, 1979; Mitchell, 1979).
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1.2.3. Concentracio critica

Em solugSes diluidas as cadeias poliméricas individuais estdo espacialmente separadas,
enquanto que, quando a concentragio da solugdo aumenta, as moléculas individuais s3o
colocadas em contato umas com as outras (Figura 6). Isto é acompanhado por uma mudanga
no comportamento de fluxo e, em particular, por um aumento na viscosidade analisada em

patamar newtoniano (Morris ef al., 1981; Robinson ez al., 1982; Morris, 1995).

Figura 6: Diferentes regimes de concentragdo: A) solugdo diluida (c < c*); B) moléculas
mostrando incipiente sobreposi¢gdo (¢ = c*); C) moléculas emaranhadas (¢ > c*) (Fonte:

Robinson et al., 1982).

A concentragdo critica (c*) é aquela onde as cadeias ocupam todo o volume disponivel
em solugdo, sem que haja entrelagamento entre elas (Figura 6b). A obten¢do do valor
numérico para a concentra¢do critica (c*) se faz pela construgio de um grafico em escala
logaritmica, onde a viscosidade especifica (ng) € plotada contra o volume de ocupagdo do
polimero (Figura 7).

O volume total ocupado por um polimero é caracterizado pelo produto da concentragao
(c, proporcional ao nimero de cadeias presentes) e viscosidade intrinseca ([n], proporcional
ao volume da cadeia), podendo ser expresso por c[n], chamado de “coil overlap” ou
parametro de abrangéncia. A viscosidade medida em plat6 Newtoniano € expressa como
viscosidade especifica (1y) para descontar a influéncia do solvente em baixas concentragdes

(Morris, 1995).
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O volume de cadeia pode variar significativamente de amostra para amostra, com
correspondente variagdo na concentragdo critica, na qual o entrelacamento entre as cadeias
inicia. Entdo, quando as viscosidades especificas medidas sdo plotadas em fun¢do do
parametro de abrangéncia, ao invés de serem plotadas apenas contra a concentra¢do, a
concentragdo critica de polimeros tipo “random coil” ou emaranhado ao acaso, tanto neutros
quanto carregados, é dependente dos valores individuais de concentrag@o (c) e de viscosidade
intrinseca ([n]) (pode existir grande namero de pequenas moléculas ou pequeno nimero de
grandes moléculas) (Morris, 1995).

Os valores de viscosidade especifica (mg) podem ser plotados em fungdo de
c[n]+K’(c[n])? (equagdo de Huggins modificada), onde K’ é a constante de Huggins. O valor
de K’ para polimeros flexiveis ¢ compreendido entre 0,3 a 0,4 em bons solventes e entre 0,5 e
0,8 em solventes 8. No caso de existirem interagdes iﬁtermoleculares, o valor de K’ pode ser
superior a 0,8, e quando os valores obtidos para a constante sdo inferiores a 0,3, significa que
as moléculas foram submetidas a elevadas velocidades de cisalhamento (Tager, 1978).

A faixa linear da curva que relaciona a viscosidade especifica com a equagdo
c[n]+K’(c[n])* (Figura 7b) fornece, por extrapolagdo a curva representada pela Figura 7a, a
concentragio critica.

Quando a viscosidade no regime Newtoniano é considerada, um comportamento comum
para diferentes polimeros ¢ obtido ao se plotar g em fungio de c[n] + K’(c[n])’. Isto porque
nesta equacdo a constante de Huggins € considerada, e esta constante considera a estrutura do
polimero e a qualidade do solvente. Comparando-se o perfil das curvas obtidas com 1, versus
c[n] e nyg versus ¢[n] + K’(c[n])?, sdo observadas diferengas no perfil para diferentes
polimeros quando ng, versus c[n] é considerado (Rinaudo & Milas, 1987). Desta forma, o
valor de concentragdo critica obtido a partir das duas curvas determinadas pelas equagdes
acima é mais confiavel.

Polissacarideos com menor flexibilidade de cadeia apresentam valores mais elevados
para a concentragio critica (Ganter ef al., 1992a).

A concentragdo critica tem importante validade para a indastria pois identifica a
concentragdo minima de polimeros necessaria para a obtengdo de uma viscosidade desejada,

sem desperdigar material para obter o mesmo resultado.
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Figura 7: Tlustragdo esquematica do grafico para a obten¢do da concentrag@o critica (c*).

1.2.4. Comportamento pseudoplistico

O comportamento pseudoplastico de um fluido € observado quando hia perda de

viscosidade absoluta (1)) com o aumento da velocidade de cisalhamento (;').

Para solugbes diluidas, a redugdo na viscosidade com o aumento do cisalhamento é
pequena, e surge do alinhamento de cadeias temporariamente alongadas. Para solu¢Ges
concentradas a perda de viscosidade é muito mais dramatica, e surge por um mecanismo
totalmente diverso. Em baixas velocidades de cisalhamento, as interagGes entre cadeias
poliméricas emaranhadas, que sdo rompidas pela deformag¢do imposta, sdo substituidas por
novas interagdes entre diferentes cadeias, e ndo ocorre redugdo na viscosidade. Esta situagdo
corresponde ao patamar newtoniano, onde a viscosidade permanece com valor constante
(viscosidade igual aquela em auséncia de cisalhamento). O inicio da perda de viscosidade

(“shear thinning™) ocorre quando o padrio de movimento imposto externamente se torna
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maior que o padrdo de formagdo de novas interagOes intercadeias, e entdo a viscosidade
diminui (Morris et al., 1981).

A literatura aponta outra possivel razio para a perda de viscosidade de um material.
Camadas de solvente s3o retiradas das moléculas dissolvidas reduzindo as interagGes
intermoleculares, e assim a resisténcia ao fluxo (Schramm, 1994).

Em velocidades de cisalhamento muito altas, a viscosidade novamente assume um valor
constante, indicando que um cisalhamento maximo foi alcangado. Assim, em baixas e em
altas velocidades de cisalhamento tem-se o primeiro e o segundo patamar newtoniano
respectivamente, onde a viscosidade de liquidos pseudoplasticos (ndo-Newtonianos)

independe da velocidade de cisalhamento, havendo apenas mudangas muito pequenas na

viscosidade (Figura 8).

Curva de Viscosidade

viscosidade n (log)

velocidade de cisalhamentoy (log)
(1) Primeiro patamar newioniano
(3) segundo patamar newtoniano

Figura 8: Dependéncia da viscosidade absoluta (1) de liquidos pseudoplasticos da
velocidade de cisalhamento (}.' ) (adaptado de Schramm, 1994).

Solugdes de um mesmo polimero em diferentes concentragdes podem ser submetidas a
diferentes tensdes de cisalhamento de modo que a velocidade maxima de cisalhamento seja
alcangada em cada concentragdo. Desta forma é possivel observar que, em um grafico onde a
viscosidade absoluta (1) € colocada em fungdo da velocidade de cisalhamento (i(), a medida
em que a concentragio aumenta, cresce a viscosidade em velocidade zero, e a queda da

viscosidade se da em velocidades cada vez menores (Figura 9).
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Figura 9: Representagdo grafica da viscosidade absoluta (n) em fung@o da velocidade
de cisalhamento (a/) de solugbes em varias concentragdes (adaptado de Ganter ef al., 1992a).

A anilise destas curvas de fluxo permite a visualizagdo geral do comportamento de
fluxo de um determinado polimero em solugdo, e contribui para a caracteriza¢do reologica do

material.

1.2.5. Viscoelasticidade

A fim de se entender o comportamento de solugdes poliméricas reais, € interessante
considerar dois extremos ideais: um so6lido perfeito (elastico) e um liquido perfeito
(Newtoniano).

No caso de solidos perfeitos, a forga aplicada é diretamente proporcional a magnitude de
deformagdo gerada. Ocorre uma deformagdo elastica, ou seja, a energia requerida para
provocar a deformagio € totalmente recuperada quando a forga é removida. Ao contrario,

liquidos viscosos ideais deformam-se irreversivelmente, isto €, a energia utilizada na
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deformagdo € dissipada no fluido em forma de calor e ndo pode ser recuperada simplesmente
pela remoc¢io da forga (Schramm, 1994).

O material é dito viscoelastico quando apresenta propriedades de sdlido e liquido
simultaneamente, ou seja, parte da energia aplicada é armazenada e outra parte € dissipada
como calor.

Para os materiais reais a deformagdo depende nio apenas da pressio aplicada mas
também do tempo em que esta forga permanece sobre o corpo. Este tipo de comportamento €
chamado viscoelasticidade (Mitchell, 1984).

Um corpo que n3o é completamente solido ndo mantém uma deformagdo constante sob
pressdo (“stress”) constante, mas continua deformando vagarosamente com o tempo. Quando
tal corpo € submetido a deformagdo constante, a pressio requerida para manter esta
deformagdo diminui gradualmente. Por outro lado, um material que ndo é completamente
liquido pode, enquanto flui sob for¢a constante, armazenar alguma energia ao invés de
dissipa-la toda como calor, e recuperar parte desta deformagido quando a forga € removida.
Materiais cujo comportamento exibe tais caracteristicas sio chamados viscoelasticos (Ferry,

1980).

1.2.6. Medidas de tensao temporaria ou transitoria (“creep and recovery”)

A caracterizagdo de materiais viscoelasticos pode ser realizada através de medidas de
tens3o temporaria em sistema estatico, além das medidas dindmicas.

Quando uma tensdo fixa € aplicada sobre uma amostra, a deformagdo resultante
gradualmente aumentara com o tempo, e a liberagdo da tensdo promovera apenas a parcial
recuperagdo da geometria original das moléculas. Este comportamento pode ser entendido
como um gradual rearranjo da rede polimérica para acomodar a deformagdo aplicada, pela
dissociagdo de jung¢Oes intercadeias pré-existentes e sua substituigdo por novas interagdes
entre diferentes cadeias (Morris, 1984).

Em um experimento de tensdo temporaria, uma tensdo constante € aplicada e a
correspondente deformagdo é acompanhada em fun¢do do tempo. Os resultados sdo expressos
em fun¢do do parametro de complacéncia (“creep compliance™) (Mitchel, 1984), de acordo

com a equagao:
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JO=y(t)/ @)

onde:

J(t) = parametro de complacéncia, relacionado ao tempo
y = deformagdo
Tt =tens3o de cisalhamento

t =tempo

Quanto maior o parametro de complacéncia J(t), mais facilmente uma amostra pode ser
deformada por uma dada tensdo (Schramm, 1994).

Em analises de tensdo temporaria ou de arraste, uma tensdo constante e de pequena
amplitude ¢ aplicada a amostra por meio da placa superior do redmetro (sensor). Esta tensdo,
que ¢ uma tensdo de cisalhamento (Equagdo 7), promove a torg¢do do fluido em analise,
enquanto baixas velocidades de cisalhamento s3o atingidas.

E necessario distinguir a complacéncia, onde os valores de deformagio sio muito
pequenos, do fluxo, onde a deformagio é muito grande (The Pharmaceutical Codex, 1994).

Estudos de complacéncia podem fornecer informagdes sobre o comportamento
reologico de sistemas poliméricos em seu estado nio perturbado. Estes estudos sdo divididos
em fase de arraste e de recuperagio. Na fase de arraste uma tensdo € aplicada e a deformagdo
provocada € monitorada em fun¢do do tempo. Na fase de recuperagdo a tensio € removida e a
resposta da amostra € observada (Rayment et al., 1998).

Experimentos de tensdo temporaria sio usados para obter informagdes sobre
mecanismos viscoelasticos que ocorrem em longas escalas de tempo. Permitem uma disting@o

entre um solido e um liquido viscoelastico (Mitchell, 1984), conforme ilustra a Figura 10.
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Deformagfto ou Complacéncia (J)

Figura 10: Respostas de diferentes materiais em um teste de tensdo temporaria (“creep
and recovery”): a) solido ideal, b) solido viscoelastico, c) liquido viscoelastico, d) liquido

viscoso (adaptado de Mitchell, 1984).

Para um solido elastico ideal (Figura 10a), durante a aplicagdo de uma tens3o fixa, uma
determinada deformagio € alcangada e mantida constante em fungdo do tempo. Quando €
removida a tensdo, a energia utilizada na deformagdo € totalmente e instantaneamente
recuperada, e o solido assume sua forma original. Ao contrario, um liquido viscoso (Figura
10d) deforma-se de maneira ilimitada com a aplicagdo de uma tens3o, e com a retirada desta
tensdo a deformagdo ndo € revertida, pois a energia € perdida em forma de calor. Ja para
materiais viscoelasticos (Figuras 10b e 10c) o comportamento € intermediario, isto ¢é, a
energia utilizada na deformag¢do é armazenada em parte, dependendo das caracteristicas

elasticas ou viscosas destes fluidos.
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Para um sdlido viscoelastico (Figura 10b), em longas escalas de tempo a complacéncia
alcangara um valor de equilibrio que decaira a zero quando a tensdo € removida. Para liquidos
viscoelasticos (Figura 10c), J(t) € uma fungdo linear de tempo em longos periodos de tempo, €
a recuperagdo apds a remogio da tensio atinge um valor constante diferente de zero (Mitchell,

1984).

1.2.7. Medidas reolégicas dinimicas

As medidas dindmicas tomam possivel o estudo do dominio viscoelastico que ocorre
em solugdes poliméricas concentradas, em relagdo ao sistema estatico, separando carater
viscoso de elastico (Ferry, 1980). Na realidade, as.propriedades reologicas de sistemas
polissacaridicos invariavelmente mostram um elemento de ambos os carateres: solido e
liquido (Morris, 1995).

A viscoelasticidade de um material pode ser medida através de analises dindmicas ou
oscilatdrias, onde a solugdo € submetida a uma tensdo ou deformag@o senoidal oscilatoria de
pequena amplitude no decorrer do tempo, a uma dada freqiiéncia.

Quando um material viscoelastico é submetido a uma forga oscilatéria senoidal, a
deformagdo ndo se encontra exatamente em fase com a tensdo (como seria para um solido
perfeito), nem 90° fora de fase (como seria para um liquido viscoso), mas em um angulo
intermediario. Uma parte da energia é armazenada e recuperada em cada ciclo, e uma parte é
dissipada como calor (Ferry, 1980).

Sistemas reais de polissacarideos comportam-se como materiais viscoelasticos, e o grau
de carater solido e liquido pode ser quantificado. O mddulo de cisalhamento elastico (G’) € a
razio entre tensdo aplicada e deformagdo provocada em fase, enquanto que o correspondente
parametro para a resposta fora de fase ¢ o chamado modulo de cisalhamento viscoso (G*)
(Morris, 1995). O médulo de cisalhamento elastico diz respeito ao carater solido do material,
enquanto que o moédulo de cisalhamento viscoso refere-se ao carater liquido. Chama-se
modulo de cisalhamento porque a tensdo € aplicada por rotagdo do sensor, levando a um
escoamento da amostra em camadas, ou seja, a amostra € submetida a uma forga tangencial

(Figura 1), e neste caso, oscilatoria.
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A energia usada na deformag3o de um solido elastico é recuperada quando a amostra
retorna ao seu estado original, enquanto que para um liquido ideal n3o ha tal recuperagdo, e a
energia € perdida. Assim, os modulos G’ e G’ sdo também denominados moédulos de
estocagem e de perda, respectivamente (Morris, 1995; Mitchell, 1984). Para um material
perfeitamente elastico toda a energia é armazenada, a tensio e a deformagdo encontram-se em
fase, e G’” € igual a zero. Para um liquido que ndo possui nenhuma propriedade elastica toda a
energia € dissipada como calor, G’ € igual a zero, e a tensdo e a deformagio estdo fora de fase.

Os modulos de cisalhamento elastico (G’) e viscoso (G’’) sio dados pelas seguintes

equagdes:
G’=(t0/ 7o) . cos d ®)
G = (/7o) .send )
G’IG’=tgd (10)
onde:

G’ = modulo de cisalhamento dindmico elastico
G’ = médulo de cisalhamento dinimico viscoso
1o = amplitude de tensdo

Yo = amplitude de deformagio

6 =angulo de fase

A oscilagdo visualizada na Figura 11 ¢ resultado da aplicagdo e remogdo de tensdao de
modo alternado, produzindo a onda senoidal com o passar do tempo. Na Figura 11b, a
deformagdo e a tensdo encontram-se em fase, ou seja, 0 maximo de tensio corresponde ao
maximo de deformagdo. Um liquido ideal apresenta um comportamento diverso, onde o valor
maximo de tens3o € alcangado na metade do ciclo, quando a deformagdo € nula, e cai para
zero nos extremos de oscilagdo, quando a deformagdo € maxima (Figura 11c). Deformagdo e
tens3o, neste caso, estdo exatamente 90° fora de fase. O comportamento viscoelastico é

caracterizado por apresentar uma defasagem em graus (dngulo de fase §) entre tensdo e

deformag3o que pode variar entre 0 e 90° (Figura 11d) (Mitchell, 1984; Morris, 1995).
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Figura 11: Desenho esquematico mostrando as respostas dos materiais em testes

oscilatorios em fase e fora de fase: a) deformagdo em fungdo do tempo, b) comportamento de
um soélido elastico, c) liquido viscoso e d) material viscoelastico (adaptado de Vélez-Ruiz &

Canovas, 1997).

A resposta global de uma amostra a tensGes e deformagles oscilatorias pode ser
caracterizada pelo modulo de cisalhamento dinimico complexo G* (Schramm, 1994; Morris,

1984; Morris, 1995), que € dado pela seguinte equagio:

G* = ( G,Z + G”2 )1/2 (11)

onde:

G* = médulo de cisalhamento dindmico complexo
G’ = mo6dulo de cisalhamento dindmico elastico
G’’= médulo de cisalhamento dindmico viscoso
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Alternativamente, o médulo dindmico complexo G* pode definir uma viscosidade

complexa (n*), que descreve a resisténcia total para uma medida dindmica (Schramm, 1994),

e ¢ expressa pela equag@o:

n*= G*/f (12)

onde:
n* = viscosidade dindmica complexa
G* = modulo de cisalhamento dindmico complexo

f = freqiéncia

A freqiiéncia (f), expressa em Hz, pode ser considerada como aniloga da
velocidade de cisalhamento (*;), e a viscosidade dindmica complexa (*) como analoga da
viscosidade absoluta (1) (Morris, 1995).

A analise dindmica de um material, através dos modulos de cisalhamento dindmico G’ e
G”’ e da viscosidade dindmica complexa, permite caracteriza-lo como tendo um carater mais
viscoso ou mais elastico, conforme mostra a Figura 12.

Na Figura 12a esta representado o comportamento de um gel tipico de polissacarideo. O
modulo de estocagem (G’) é muito maior que o modulo de perda (G’’) em toda a faixa de
freqiiéncia analisada, revelando uma resposta predominantemente solida, e ambos os modulos
sdo essencialmente independentes da freqiiéncia, como seria esperado para uma rede elastica.
A viscosidade dindmica (n*) decresce abruptamente com o aumento da freqiiéncia (Morris,
1995).

Em baixas freqiéncias de oscilagdo, o espectro mecdnico de solugdes concentradas ou
géis fracos (Figura 12b) € similar aquele de solugdes diluidas: G’’ € maior que G’, ambos os
modulos crescendo com o aumento da freqiiéncia, e a n* é inicialmente independente da
freqiiéncia. Em freqiéncias mais altas, entretanto, 0 comportamento aproxima-se aquele de
gel mostrado na Figura 12a, onde a resposta elastica (G’) predomina sobre o fluxo viscoso
(G), e an* declina.
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Figura 12: Representagio grafica genérica de sistemas polissacaridicos submetidos a
medidas reologicas dinimicas. a) gel forte, b) solugdo concentrada ou gel fraco, e c) solugdo
diluida (Fonte: Morris, 1995).

Em altas freqiéncias, onde o emaranhado entre as cadeias ndo tém tempo suficiente para
separar-se no ciclo de oscilagdo, a rede comporta-se como um gel forte, enquanto que em
baixas freqii€éncias as cadeias tém tempo suficiente para separarem-se e fluirem (Morris,
1984). O comportamento nio-Newtoniano ocorre a altas freqii€ncias e caracteriza-se pela
intersecgdo entre os modulos G’ € G”’, o que indica transi¢io do regime diluido para o semi-
diluido (Ferry, 1980).

A Figura 12c¢c mostra o espectro mecdnico de uma solugdo tipica diluida de
polissacarideo. A viscosidade dinimica (n*) mostra pequena variagdo com a freqiiéncia
(demonstrando um comportamento essencialmente Newtoniano através da faixa de freqiiéncia
alcangada), e 0 médulo de perda G” € substancialmente maior do que o médulo de estocagem
G’. O armazenamento de energia em solu¢des poliméricas diluidas ocorre por contor¢do das

cadeias em conformagdes deformadas, enquanto que a energia é dissipada por movimento
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translacional por entre o solvente. Em baixas freqiiéncias predomina o movimento
translacional (G’ € maior que G’) enquanto que em freqiiéncias mais altas os movimentos
internos tornam-se mais importantes e G’ aproxima-se de G” (Morris, 1984).

As variagdes de G’, G’ e n* fornecem importantes informagdes para a caracterizagio
da escala de tempo das interagGes moleculares em sistemas poliméricos, e estas medidas
reologicas podem ser aplicadas para ambos os sistemas solido ou liquido, monitorando
processos tais como a formagdo de géis fisicos constituidos por polissacarideos (Morris,

1995).

1.3. Polissacarideos de polpa de fruta

A parede celular dos vegetais é constituida por celulose, hemicelulose e pectina, sendo
que nas frutas a parede celular primaria e a lamela média constituem grande proporgido do
tecido, e por isso o conteido de substancias pécticas ¢ alto (Whistler & Corbett, 1957).

Além dos polissacarideos de parede, polissacarideos de reserva, notadamente o amido,

estdo presentes no mesocarpo das frutas.

1.3.1. Amido

O amido consiste primariamente de dois componentes poliméricos, amilose e
amilopectina. Amilose € um polissacarideo essencialmente linear composto de unidades de o~
D-glucopiranose unidas por ligagdes glicosidicas do tipo (1— 4), podendo apresentar um
pequeno numero de ramificagdes. Sua massa molecular varia de acordo com a fonte e método
de extragdo, e ainda da maturidade e condi¢es de crescimento da planta. Em solugdo, a
amilose assume uma conformagdo helicoidal frouxamente enrolada, que se comporta quase
como uma estrutura esférica enrolada ao acaso (“random coil”) (BeMiller, 1993).

As moléculas de amilopectina sio compostas por uma cadeia principal de unidades de
a-D-glucopiranose unidas por ligagdes glicosidicas do tipo (1— 4), e por ramificagdes com a

mesma composi¢do que se inserem na cadeia principal por ligagdes a-(1—6), com
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comprimento de cadeia de 20 a 30 unidades de glucose. Sua massa molecular varia
dependendo das mesmas condi¢gdes que atuam sobre a massa molecular da amilose.
(BeMiller, 1993).

As propriedades geleificantes do amido sdo dependentes principalmente da amilose que,
devido a sua estrutura, pode formar pontes de hidrogénio com moléculas vizinhas e construir
uma rede tridimensional. A amilopectina, sendo altamente ramificada, dificulta a associag¢do
fisica entre moléculas, inibindo a geleificagdo (Glicksman, 1979).

Estudos reoldgicos envolvendo amilose e amilopectina revelaram que ambas as
moléculas apresentaram valores de viscosidade intrinseca ([1]) semelhantes (154 e 127mL/g,
respectivamente), sendo a massa molecular da amilose cerca de 50 vezes menor que a da
amilopectina. Esta menor viscosidade da amilopectina pode ser atribuida a sua estrutura mais
compacta, ocupando um volume hidrodindmico menor quando comparada a amilose, e ainda
a presenga de ramificagdes impedindo associagio intermolecular (Hwang e Kokini, 1991).

O amido encontra-se na forma de granulos aproximadamente esféricos, semi-cristalinos.
Quando dispersos em agua e aquecidos, estes granulos incham e liberam a amilose. Os
granulos inchados sdo dispersos na matriz de amilose, a qual é responsavel pelos estagios
iniciais da geleificagdo, e pela opacidade dos géis de amido. Estes granulos inchados refor¢gam
o gel, tornando-o mais forte com o passar do tempo devido a cristalizagdo envolvendo curtas
ramificagSes da amilopectina dentro dos granulos (Morris, 1985; Morris, 1991).

Os géis de amido, apos aquecimento e subseqiiente resfriamento, sofrem um processo
chamado retrogradagdo. A retrogradagdo ocorre quando moléculas que se tornam
desordenadas pelo aquecimento (cozimento) dos granulos comegam a se reassociar em uma
estrutura ordenada. Primeiramente, moléculas flexiveis de amilose aproximam-se e associam-
se em uma por¢do de seu comprimento, formando uma zona de jungdo e uma rede fraca e
temporaria, que com o tempo € convertida em uma rede forte, permanente e elastica contendo
regides cristalinas. Este processo resulta em um aumento na opacidade da pasta e na
geleificagdo, ou leva a sinérese da pasta ou gel. Geralmente, extensiva retrogradagdo nio €
desejada. O comprimento das cadeias de amilose afeta o grau de retrogradagio: maxima
retrogradagido ocorre quando as cadeias apresentam entre 100 e 200 unidades de glucose
(BeMiller, 1993).

Amilose e amilopectina possuem caracteristicas diferenciadas. A amilose forma

complexos com iodo e varias moléculas organicas, apresenta solubilidade variivel, forma
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pastas opacas e géis que se tornam irreversivelmente mais firmes com o tempo devido a
rapida retrogradagdo. A amilopectina, ao contrario, é solavel, forma pastas sem opacidade,
n3o forma géis ou apenas géis fracos, apresenta pouca retrogradag@o e ndo forma complexos
com outros compostos. Amidos de diferentes fontes apresentam quantidades variadas dos dois
polimeros, de modo que suas caracteristicas em solugdo dependem da razio

amilose:amilopectina (BeMiller, 1993).

1.3.2. Pectinas

Pectinas sdo uma classe de polissacarideos complexos encontrados nas paredes celulares
de vegetais superiores, onde funcionam como agente hidratante e material cimentante para a
rede celuldsica (Thakur ef al., 1997). Como muitos outros polissacarideos de plantas, as
pectinas apresentam-se de maneira polidispersa, € sua composi¢io varia de acordo com a
fonte e as condigGes aplicadas durante o isolamento (Rolin, 1993; Thakur et al., 1997).

A mais alta concentragdo de pectinas na parede celular € vista na lamela média (regido
da interface de paredes celulares primarias de células vizinhas), com gradual decréscimo na
parede primaria em diregdo a4 membrana plasmatica. As pectinas estio envolvidas nos
processos de crescimento e desenvolvimento da planta, e amadurecimento de frutos (Thakur
et al., 1997). Tem sido mostrado que a matriz de pectina determina a porosidade da parede
celular (McCann & Roberts, 1996).

As principais fontes de pectinas incluem polpa de magd, casca de frutas citricas,
beterraba, residuos das sementes de girassol e outras frutas como goiaba, maracuja, banana e
manga, entre outras (Thakur ez al., 1997).

Todas as moléculas de pectina contém segmentos lineares de unidades piranosidicas de
acido D-galacturonico unidas por ligagdes glicosidicas do tipo a (1— 4), com alguns dos
grupos carboxila esterificados com metanol. Unidades de a-L-ramnose piranosidica ocorrem
como pontos de inser¢do dentro do esqueleto de acido galacturénico, onde varios aglcares
neutros s3o ligados formando cadeias laterais (Rolin, 1993). Estes agucares presentes nas
cadeias laterais incluem D-galactose, L-arabinose, D-xilose e L-fucose (Rombouts & Thibault,
1986). Os constituintes neutros mais comuns das cadeias laterais, D-galactose e L-arabinose,
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sdao também encontrados formando galactanas, arabinanas e arabinogalactanas. Arabinanas
consistem de unidades de L-arabinose a-(1— 5) ligadas, dispostas em uma estrutura
altamente ramificada. Ao contrario, as galactanas sdo compostas por unidades de D-galactose
B-(1— 4) ligadas em uma forma relativamente linear (Hwang e Kokini, 1991).

Por degradagdo enzimatica ficou estabelecido que muitas das cadeias laterais estdo
localizadas em relativamente pequenas proporgdes de cadeia principal, distinguindo duas
regides distintas na molécula de pectina: regido “hairy”, que corresponde a regido com grande
nimero de cadeias laterais, e regido “smooth”, relativa a regido isenta de cadeias laterais
(Rombouts & Thibault, 1986).

Os segmentos formados apenas por unidades de acido o-D-galacturénico (regido
“smooth™), com variados graus de esterificagdo, sdo chamados de homogalacturonanas,
enquanto que as regides ricas em unidades de ramnose, de onde partem as cadeias laterais, sdo
classificadas como ramnogalacturonanas do tipo I (RG I). Estas sdo heteropolimeros de
unidades repetidas de (1— 2) a-L-ramnose- (1— 4) acido a-D-galacturdnico, responsaveis
pela complexidade quimica e estrutural das substancias pécticas. Como mostra a Figura 13, as
inser¢Ges de unidades de ramnose s3o incompativeis com a conformagao regular do esqueleto
de acido galacturdnico e por isso nestas inser¢des ocorrem dobras na estrutura do polimero

(Thakur et al., 1997).

\vzadeia lateral
Ramnogalacturonana ~

Galacturonana linear

Figura 13: Representagdo esquematica da estrutura de uma pectina mostrando a regido
ramificada (ramnogalacturonana e cadeias laterais), a regido linear (galacturonana linear), € a
dobra na estrutura entre estas duas regies (Fonte: Thakur et al., 1997)
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Ramnogalacturonanas que apresentam monossacarideos raros nas cadeias laterais, tais
como apiose, 2-O-metil-L-fucose, 2-O-metil-D-xilose, acido-3-deoxi-D-mano-octulosonico,
acido-3-deoxi-D-heptulosarico e acido acérico, além de monossacarideos comuns, sio
classificadas como ramnogalacturonanas do tipo II (RG II). Estas estruturas tém sido
encontradas em produtos derivados de compostos como vinho, suco de magid e suco de
tomate, apOs tratamento enzimatico, como remanescentes do processamento das frutas
(Schols et al., 1990; Pellerin ez al., 1996).

Pectinas podem formar gel por dois mecanismos. Aquelas com alto grau de esterificagdo
requerem uma concentragio relativamente alta de solidos soluveis (sacarose, por exemplo) e
um baixo pH. Pectinas com baixo grau de esterificagdo requerem apenas a presenga de cations
divalentes para haver a interagao entre as cadeias e a geleificag3o (Rolin, 1993).

Pectinas altamente metoxiladas requerem concentragdes de sacarose superiores a 65%.
Este excesso de sacarose diminui a interagdo solvente-polimero, e as associagdes polimero-
polimero sio favorecidas. Entretanto, este aumento na interagdo entre polimeros nio é
suficiente para resultar na formagdo de gel devido as repulsdes de carga entre moléculas de
pectina negativamente carregadas. Isto € sobrepujado pela diminui¢do do pH da solugdo para
niveis inferiores a 4,0, 0 que suprime a ionizagio dos grupamentos carboxila (Dea, 1993).

Pectinas com baixo grau de esterificagdo formam géis firmes do mesmo modo que os
alginatos. Seqiiéncias de acido poligalactur6nico mostram ligagGes cooperativas ao calcio em
cadeias com nimero de unidades acima de 14-16 unidades. A geleificagdo e ligagdo de calcio
pelas pectinas pouco metoxiladas se da pela formagdo de uma estrutura semelhante a “caixa
de ovo”, mecanismo similar ao da geleificagdo do alginato. A forga deste tipo de gel é
drasticamente reduzida em estudos de inibi¢gdo competitiva pela adigio de blocos de acido
poligalacturénico. Segundo Dea (1993), o mecanismo de ligagdo em géis de pectato de calcio
de faz por zonas de jun¢do envolvendo dimerizagdo de cadeias mediadas por calcio.

O uso de pectinas em alimentos é permitido em todos os paises do mundo por ser um
aditivo seguro sem dose/diaria limite, sendo que a quantidade a ser usada depende apenas da
textura desejada a um determinado produto. Estes polimeros podem ser utilizados em grande
numero de alimentos, atuando como agentes geleificantes, espessantes, emulsificantes,
estabilizantes e, recentemente, como substituintes de agicar e gordura em alimentos
dietéticos. Esta multifuncionalidade das pectinas se origina da natureza de suas moléculas, as

quais possuem regiGes polares e ndo-polares que tornam possivel sua incorporagdo em
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diversos sistemas alimenticios. Podem ser usadas em alimentos como geléias, sobremesas,
bebidas dietéticas e molhos (Thakur ez al., 1997).

Em produtos farmacéuticos pode agir como uma substincia natural contra
envenenamento com cations toxicos, atuando efetivamente na remog¢io de chumbo e mercirio
do trato gastrointestinal e respiratorio. Se injetada intravenosamente, a pectina encurta o
tempo de coagulagdo, sendo 1til no controle de hemorragia e sangramento local, ao contrario
da pectina sulfato que pode ser usada como substituinte da heparina, atuando como
anticoagulante. Tem sido também publicado a agdo da pectina na redugdo dos niveis de
colesterol no sangue, sendo que o consumo de no minimo 6g/dia seria necessario para haver

redugdo significativa do colesterol (Thakur ez al., 1997).

1.4. Reologia de produtos obtidos de frutas

A caracterizag@o e a analise do comportamento de fluxo de produtos fluidos de frutas
tem sido assunto de numerosos estudos com o objetivo de obter dados para controle de
qualidade, melhor entendimento da textura dos produtos, bem como controlar a consisténcia
desejada (Mizrahi, 1979; Ibarz et al., 1995).

As caracteristicas de fluxo de produtos fluidos de frutas depende muito de sua
composigdo, sendo o conteudo de particulas de fruta um dos mais importantes fatores. Desta
forma, o uso de pardmetros reologicos pode ser utilizado como instrumento na determinag@o
do conteudo de fruta presente em produtos tais como geléias (Carbonell ez al., 1991).

O comportamento reoldgico de sucos depende do seu conteido de polpa, pectina e de
solidos soliveis como a sacarose. Concentrados despectinados e clarificados mostram
comportamento newtoniano, enquanto sucos com pectina e/ou conteiudo de polpa podem ser
descritos por varios outros modelos reolégicos (Ibarz ef al., 1995).

Saravacos (1970) analisou a viscosidade aparente de dois tipos de sucos de maga:
apenas filtrado (“cloudy”) e despectinizado enzimaticamente. A fragdo despectinizada
mostrou comportamento Newtoniano, enquanto que a fragdo filtrada apresentou
comportamento pseudoplastico, sendo que ambas apresentaram um decréscimo na

viscosidade com a elevag¢do da temperatura. A analise com aumento de temperatura também
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foi realizada com purés de péssego, péra e magd, sendo que o decréscimo progressivo da
viscosidade também foi observado com a elevagdo da temperatura.

Khalil et al. (1989) investigaram o comportamento de fluxo de suco de banana
despectinizado enzimaticamente e concentrado. Foi constatado que este suco despectinizado
comportou-se como um fluido newtoniano em todas as concentragdes, apresentando maior
valor de viscosidade com o aumento da concentragdo. O efeito da temperatura sobre a
viscosidade do suco despectinizado foi avaliado, com um decréscimo na viscosidade
ocorrendo com o aumento da temperatura, sendo este efeito mais pronunciado em mais altas
concentragoes.

Ibarz et al (1989) reportaram o comportamento reologico de suco de péra
comercializado, despectinizado enzimaticamente e sequencialmente clarificado por
sedimentag@o e filtragdo. Este suco comportou-se como um liquido newtoniano, mostrando
um aumento nos valores de viscosidade absoluta com o aumento da concentragdo. Ao se
aplicarem diferentes e crescentes temperaturas sobre cada concentragdo, foi verificado queda
na viscosidade com o aumento da temperatura.

Ibarz et al. (1995) desenvolveram estudos reologicos com suco de kiwi a fim de
verificar a influéncia da temperatura sobre a consisténcia do suco, mostrando o decréscimo da
consisténcia com o aumento da temperatura. Além disso, foi constatado que o aumento do
conteudo solido solivel em uma dada temperatura causa um aumento na consisténcia, e as
amostras tornam-se mais viscosas.

Carbonell et al. (1991) caracterizaram o comportamento de fluxo de geléias de quatro
diferentes frutas: morango, péssego, ameixa e damasco. Produtos finais de cada fruta, em
concentragdes de 30 e 50% de conteido de polpa, foram analisados quanto a viscosidade e
tipo de fluxo, a fim de avaliar a influéncia do conteudo de polpa sobre os parametros
reoldgicos. Os resultados revelaram um comportamento mais pseudoplastico para as amostras
mais concentradas (50% de conteado de polpa).

Guerrero & Alzamorra (1998) verificaram que o comportamento de fluxo de purés de
péssego, manga ¢ mam3o foi similar mostrando pequenas alteragGes com a variagdo na
temperatura ¢ pHL. No entanto, com a adi¢do de agucar (glucose) houve um aumento na
viscosidade reduzida dos purés de manga e mam3o, enquanto que no puré de péssego a adigdo
de glucose teve pouca influéncia. Os autores afirmam que o contetido de pectina nestas frutas

poderia ser uma razdo para as diferengas reoldgicas observadas: no péssego a principal fragio
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de pectina € constituida de protopectina (complexo macromolecular insolivel onde cadeias
individuais de pectina sdo unidas por ligagdes cruzadas, formando um gel com 4gua nos
intersticios da macromolécula), enquanto que na manga e no mamdo as fragdes de pectina
soliiveis em agua e em solvente quelante sdo as principais. As caracteristicas de fluxo dos
purés de manga e mamdo mostraram a mesma dependéncia de glucose que as solugdes
aquosas de pectinas altamente metoxiladas, ou seja, aumento da viscosidade reduzida com o
aumento da concentrag@o de agucar.

Pifiera ef al. (1997) realizaram a analise do comportamento reoldgico de polpa de goiaba
de diferentes variedades, a fim de verificar possiveis diferengas de consisténcia entre elas. A
analise dos valores de viscosidade aparente das diferentes variedades indicou que nem todas
poderiam ser utilizadas na fabrica¢do de polpa (valores de viscosidade aparente entre 15 e 16
Pa.s foram considerados adequados). Foi sugerido como explicagio diferengas nos conteudos
de pectina e outros polissacarideos, além de diferentes tamanhos e formas dos polimeros em
cada variedade da fruta.

Isaacs ef al. (1988) desenvolveram pesquisas com suco de maracuja com o intuito de
verificar as condi¢gdes adequadas para a estabilidade durante o armazenamento. O suco de
maracuja pasteurizado a ser comercializado requer armazenamento e transporte a baixa
temperatura, o que aumenta os custos. Foi verificado que, devido a acidez da fruta, torna-se
mais facil o armazenamento do concentrado da fruta, possibilitando resisténcia a ataques
microbianos e manutengdo do sabor. A investigagdo indica que o concentrado pode ser
guardado em temperatura de —18 °C por seis meses, 4 °C por trés meses € 20 °C por um més.

Senter et al. (1993) investigaram a qualidade do suco de maracuja de diferentes espécies
(Passiflora edulis e Passiflora incarnata), e de um hibrido das duas espécies. Foi verificado
que o nivel de acidez e a quantidade de solidos soliveis foram mais altas no hibrido do que na
espécie P. incarnata. O hibrido proporcionou menor rendimento de suco por fruta do que a
espécie P. edulis. Este estudo foi realizado para verificar as vantagens de produgdo de
determinada espécie em uma regido de clima temperado.

Cooper et al. (1992), pela desramificagdo enzimatica de arabinana isolada de beterraba,
obtiveram um polimero linear capaz de produzir um gel 80 vezes mais forte em uma
concentragdo de 20% do que em concentragdo de 10%. Além disso, ambos os géis
apresentaram-se com potencial para serem utilizados como substituintes de gordura (“fat
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replacement”) pelas suas caracteristicas de gel coesivo e ao mesmo tempo expansivo

(“spreadable™).

1.5. Manga

A manga (Mangifera indica L.) pertence a familia Anacardiaceae, e ¢ nativa da Asia
tropical, sendo a unica espécie do género bem conhecida horticulturalmente. E
extensivamente cultivada nas regides tropicais e subtropicais da Asia, Africa e América
(ITAL, 1981).

Descrita como a mais apreciada fruta dos tropicos, a manga ¢ de grande interesse
econdémico por sua posi¢do no mercado de frutas no mundo: quinto lugar em termos de
produgio e segundo em preferéncia entre as frutas tropicais, sendo a india o maior produtor
mundial (10 milhdes de toneladas/ano, cerca de 60% da produgdo mundial) (Ollé et al., 1996).
Considera-se que a exportagio de polpa de manga da india para outros paises abrange cerca

de 62% do total de exportagdes de frutas e verduras (Sreenath er al., 1995).

Figura 14: Frutos de Mangifera indica L.

O Brasil é o segundo maior produtor de manga da América Latina. A produgio é

bastante difundida em 8 estados, com mais de 2.000 hectares em cada de area plantada.
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Destes 8 estados, Sdo Paulo e Minas Gerais lideram com 50% de toda a area plantada do pais,
seguidos pelos estados do Piaui, Bahia, Paraiba, Ceara, Pernambuco e Rio Grande do Norte.
Segundo dados do IBGE, a produgdo anual de manga no Brasil é de aproximadamente 700
mil toneladas (IBRAF, 1995).

Mais de 14 milhdes de toneladas da fruta sdo produzidas no mundo, sendo que, com o
aumento na produg@o de manga no sul da Flérida, o consumo da fruta nos Estados Unidos
cresceu devido ao aumento da disponibilidade das variedades Keitt e Tommy Atkins
(Mitcham & McDonald, 1992).

Ha centenas de variedades de manga, sendo que nem todas s3o cultivadas em escala
comercial (MacLeod & Pieris, 1984). No Brasil ha cerca de 500 variedades, sendo que na
india s3o reconhecidas mais de 1.000 variedades (ITAL, 1981).

A maior parte da produgdo mundial é consumida cru como sobremesa, e o restante é
destinado ao processamento gerando diversos produtos tais como néctar, sucos, enlatados,
molhos e outros (Oll¢ ez al., 1996).

Alguns estudos a respeito da estrutura quimica de polissacarideos de manga vém sendo
realizados a fim de elucidar as diferengas de composi¢do das frutas verdes e maduras. Isto
porque a manga sofre amadurecimento e amolecimento muito rapido, e a perda de firmeza da
fruta aumenta a susceptibilidade a injiria durante transporte e armazenamento. O
amolecimento de frutos camosos ocorre primariamente devido a modificagoes na parede
celular, e analises da composigdo da parede celular em diferentes estagios de amadurecimento
tém sido desenvolvidas (Mitcham & McDonald, 1992).

Brinson ef al. (1988) avaliaram as mudangas estruturais nos polissacarideos de alta
massa molecular de parede celular de células de mesocarpo de manga variedade Ngowe
durante o amadurecimento da fruta. Foi constatado que em frutos verdes ha um maior
rendimento de polimeros de parede celular em comparagdo com frutos maduros, havendo uma
marcada reciug:ﬁo nos contetidos de arabinose, galactose e acido galacturénico das paredes
celulares do mesocarpo durante o amadurecimento, indicando perda no conteudo de pectina.
A perda acentuada de arabinose e galactose no processo de maturagio geraria um material
com uma maior quantidade proporcional de acido galacturénico, solivel em agua fria. Foi
também verificado que o material hemiceluldsico presente na parede celular sofreu pequenas

modificagdes em comparagdo com o material péctico.
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Ollé et al. (1996) estudaram os polissacarideos soliiveis de quatro variedades diferentes
de manga: Amélie, Palmer, M’Bingue e Téte de Chat. Foi verificado que esses
polissacarideos soliiveis eram essencialmente pécticos de acordo com seu alto conteido de
acido urdnico (de 50 a 60%) e predominancia de arabinose e galactose como agicares neutros.
Um alto grau de metil esterificagdo foi observado para os quatro cultivares. O conteudo de
material de parede celular da polpa de manga foi comparavel aquele encontrado na casca da
maga e no endocarpo e mesocarpo de goiaba.

Mitcham & McDonald (1992) analisaram o processo de amolecimento de dois cultivares
de manga crescidos na Florida: Keitt e Tommy Atkins. Os estudos mostraram um decréscimo
constante nos conteudos de arabinose, ramnose e galactose em ambos os cultivares, bem
como um aumento na quantidade de uronideos solaveis com o amadurecimento. Este aumento
de uronideos soliiveis foi mais acentuado nos primeiros estagios de amadurecimento, sendo
acompanhado por decréscimo continuo do conteudo de pectina na parede celular. A atividade
de poligalacturonase foi similar para as duas variedades quando comparada com a atividade
desta enzima em outras variedades de manga. Consideravel decréscimo na massa molecular
de fragdes hemicelulésicas durante 0 amadurecimento ocorreu nas duas variedades da fruta,
podendo ser em parte devido a atividade da celulase, que foi detectada na variedade Tommy
Atkins.

Muda et al. (1995) também investigaram as mudangas na parede celular do mesocarpo
de manga durante o amadurecimento, e verificaram que as mudangas freqiientemente mais
aparentes envolvem o aumento da solubilidade de pectinas, o decréscimo de massa molecular
destas pectinas e a perda de agucares pécticos neutros tais como galactose e deoxi hexoses.
Os polimeros soliveis extraidos de frutos em processo de maturagdo apresentaram uma
progressiva despolimerizagdo, resultando em decréscimo de massa molecular e aumento da
polidispersidade destes polimeros. A perda de galactose durante o amadurecimento foi
correlacionada com a aumentada atividade da enzima B-galactosidase na manga durante a sua
maturagao.

Ketsa et al. (1999) avaliaram a perda de firmeza de mangas mantidas a temperatura
ambiente apos colheita, e de mangas resfriadas a 4°C pelo periodo de uma a trés semanas. O

retardo na perda de firmeza das frutas submetidas a resfriamento foi atribuido ao decréscimo
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na atividade das enzimas poligalacturonase e B-galactosidase durante este periodo, que
segundo os autores pode ser devido ao decréscimo na sintese destas enzimas.

Kratchanova ef al. (1991) estabeleceram comparagdes entre pectinas extraidas da polpa
e da casca de manga das variedades Ceni e Springfield, em termos de rendimento de
substancias pécticas, quantidade de poliuronideos, conteido de aminoacidos ligados e
composi¢do monossacaridica. O material péctico extraido da casca de ambas as variedades
apresentaram maior rendimento quando comparado ao material extraido da porgdo carnosa da
fruta. O conteudo de poliuronideos foi ligeiramente maior nas pectinas obtidas da casca para a
variedade Ceni, e igual ou menor nas pectinas obtidas da casca na variedade Springfield. O
conteddo de aminodcidos ligado as pectinas das duas variedades foi quantitativa e
qualitativamente semelhante, enquanto que a composi¢do monossacaridica de pectinas
extraidas da casca das duas variedades apresentaram algumas diferengas quantitativas. A
variedade Sprigfield mostrou-se com conteiido significativamente maior de unidades de D-
glucose, e ligeiramente maior de unidades de D-xilose e D-galactose.

Wiirsch & Hood (1981) isolaram amido do carogo de manga da variedade Alphonso,
fracionando-o0 posteriormente em amilose e amilopectina. A amilopectina apresentou uma
estrutura molecular muito semelhante aquelas reportadas para amidos de outras fontes. As
moléculas de amilose apresentaram ramificagdes contendo um numero significante de
unidades de glucose. Os grinulos de amido, quando observados em microscopio eletronico,
mostraram-se em forma elipsoidal, com pequenas ondulagSes em sua superficie externa,
semelhante aos granulos de amido de milho e sorgo.

Arogba (1999) obteve farinha do carogo de manga, e analisou-a em termos de
composi¢do quimica e em um modelo de sistema alimenticio onde poderia atuar como
substituinte para a farinha de trigo em biscoitos. Foi demonstrado que a farinha obtida do
carogo de manga da variedade Ikanekpo apresentou menos umidade e menor conteudo de
proteinas, com maiores porcentagens de gordura, fibras e residuos do que a farinha de trigo
normalmente utilizada. O conteado total de carboidratos para as farinhas de ambas as fontes
foi similar (710 g . kg™), com amido constituindo cerca de 500 g . kg”. Segundo o autor,
biscoitos produzidos com 50% de farinha de trigo e 50% de farinha de carogo de manga
apresentaram boa aceitabilidade e ainda otima suplementagdo em proteina e aumentado

contetdo energético, quando comparados com biscoitos feitos unicamente a base de trigo.
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As variedades de manga exibem aromas e sabores caracteristicos que as distinguem
entre si, € muitos estudos tém sido realizados a esse respeito. MacLeod & Pieris (1984)
avaliaram a variagdo de aroma em trés diferentes cultivares do Sri-Lanka (Parrot, Willard e
Jaffna) cultivados em diferentes épocas do ano, e verificaram a presenca de diferentes
compostos quimicos nas trés variedades. Ramteke & Eipeson (1997) estudaram a estabilidade
do aroma concentrado extraido da variedade Alphonso usando antioxidantes durante um
determinado periodo de armazenamento, verificando que o antioxidante mais efetivo foi o
sulfito de sodio. EI-Nemr & Ismail (1988) analisaram suco de manga apds engarrafamento e
durante armazenamento de 2 a 4 meses, a fim de monitorar as mudangas no aroma do
produto. Foi verificado que o processamento do suco a quente € 0 seu armazenamento
levaram a formagdo de derivados quimicos ndo encontrados no suco fresco, sendo, portanto,
fatores contribuintes para a altera¢do no aroma do suco.

Devido a sua natureza viscosa, a polpa de manga nio pode ser prensada para produgio
de suco. O uso de enzimas para reduzir a viscosidade € particularmente util em liquefazer a
polpa de manga e obter maior quantidade de suco e com baixa viscosidade. Sreenath er al.
(1995) testaram preparagdes comerciais de pectinase (Pectinex) e celulase (Celluclast) em
polpas de manga das variedades Alphonso, Totapuri, Neelum, Malgoa e Raspuri, em
diferentes concentragGes e por tempo variado. A preparagdo Pectinex revelou maior eficiéncia
na redugdo da viscosidade das polpas do que a preparagdo Celluclast, e a combinagdo de
ambas as enzimas foi cerca de 10% mais eficiente que a pectinase. A variedade Raspuri
apresentou maior rendimento de suco que as demais variedades quando as mesmas condigdes
de tempo e concentragio de enzima foram utilizadas.

De acordo com Larrauri (1999), estudos sobre fibras dietéticas tém sido desenvolvidos
com frutas, inclusive com subprodutos de manga. O autor afirma que, embora fibras
dietéticas de cereais sejam mais freqiientemente usadas do que fibras de frutas, estas
apresentam melhor qualidade devido ao maior conteido de fibras soliveis, maior capacidade
de reter agua e menor conteido calorico. Foi verificado que os processos de lavagem e
secagem dos materiais extraidos das frutas s3o as etapas que exigem maior controle a fim de
minimizar perdas no conteiido de fibras soliiveis e na atividade biolégica de compostos

associados tais como flavondides, polifendis e carotenoides.
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1.5.1. Estudos reologicos

Produtos extraidos de manga, além de serem estudados quanto a sua composigio, tém
sido objeto de estudos reologicos, assim como varios produtos obtidos de outras frutas com
interesse comercial.

Rao et al. (1985) analisaram o comportamento pseudoplastico de polpa de manga da
variedade Alphonso em diferentes concentragdes, e em temperaturas variadas. Foi verificado
que o aumento da concentragio era diretamente proporcional ao aumento da viscosidade
absoluta e que a temperatura, ao contrario, era inversamente proporcional, isto é, com o
aumento da temperatura havia uma sensivel queda na viscosidade. Os autores tiveram por
objetivo determinar o coeficiente de consisténcia (K) e o indice de comportamento de fluxo
(n) da polpa de manga através destes estudos, utilizando para isso variagGes na temperatura e
concentragdo. Estes indices foram calculados através da equagio denominada “power law
model™ Tt = K. a(" , onde 1 € a tensdo de cisalhamento, y ¢ a velocidade de cisalhamento, K
¢ o indice de consisténcia e n é o indice de comportamento de fluxo. Este modelo ¢
extensivamente usado para relacionar tensio e velocidade de cisalhamento em fluidos
pseudoplasticos, e valores tipicos de K e n para muitos alimentos sio encontrados na
literatura. Enquanto o indice de consisténcia (K) € uma fung¢do da concentrag@o e temperatura
(o valor de K aumenta com o aumento da concentra¢do, e diminui com a elevagdo da
temperatura), o indice de comportamento de fluxo (n) é constante em todas as condigdes,
sendo que valores maiores indicam uma tendéncia do fluido a assumir comportamento
newtoniano. Neste estudo, o valor numérico de n encontrado para polpa de manga foi de
0,314, apresentando-se em concordancia com o valor encontrado por Rao et al. (1974).

Gunjal & Waghmare (1987) avaliaram o efeito da composigdo, velocidade de
cisalhamento e temperatura sobre as caracteristicas viscosimétricas da polpa, suco e néctar das
variedades de manga Baneshan e Neelum. Os valores de viscosidade absoluta da polpa de
ambas as variedades foram maiores que os do suco, e a viscosidade absoluta deste maior que
a do néctar, quando estes produtos foram submetidos a mesma velocidade de cisalhamento e
mesma temperatura. O maior conteiido de sélidos insoluveis e pectina na polpa justificaria a
maior viscosidade apresentada. Comparativamente, os valores de viscosidade absoluta para a

polpa, suco e néctar em condigdes de velocidade e temperatura semelhantes, foram maiores
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para a variedade Neelum. Pronunciado decréscimo na viscosidade foi constatado com o
aumento da velocidade de cisalhamento, indicando comportamento pseudopléstico em todos
os casos. A viscosidade decresceu consideravelmente para todos os produtos das duas
variedades com o aumento da temperatura.

Dando continuidade aos dois estudos descritos acima, Manojar et al. (1990) estudaram
as propriedades de fluxo da polpa de manga, analisando-as em diferentes temperaturas, e
diferentes conteudos de pectina e solidos soliveis. A polpa de manga integra apresentou
maior coeficiente de consisténcia (K) que a polpa de manga despectinizada enzimaticamente
(1g de TRIZYME para cada 100g de polpa), sendo que a redugdo no contetido de pectina em
5,7% reduziu a viscosidade absoluta em 48%. Os resultados mostraram que, para polpa de
manga despectinizada em uma mesma concentragdo de solidos soliveis, houve queda nos
valores de indice de consisténcia (K) proporcionalmente a despectinizagdo. Para um mesmo
conteido de pectina e solidos soliveis, 0 aumento da temperatura levou ao declinio nos
valores de K. O valor encontrado para o indice de comportamento de fluxo (n) nao foi
alterado com a variagdo no quantidade de sélidos solveis, pectina e temperatura, assumindo
um valor de 0,286. Os autores comentam que as variagdes no valor de n para polpa de manga
em diferentes trabalhos podem ser devidas a variedade da fruta, composi¢do da polpa e
método de medida.

Bhattacharya & Rastogi (1998) estudaram o efeito do tratamento enzimatico com
pectinase (Novo Pectinex 3XL) sobre polpa de manga da variedade Totapuri em diferentes
tempos (30-150 min) e temperaturas (25-60 °C) de tratamento, € em varias concentragdes de
enzima (0,005 — 0,095%), com a finalidade de obter informagdes detalhadas sobre o estado
reologico do produto nas diferentes condigdes de agdo enzimatica. Assim como Sreenath et al.
(1995), os autores deste trabalho mencionam a importancia da redugdo da viscosidade da
polpa a fim de aumentar o rendimento na produgéo de suco. Foi constatado que a polpa bruta
apresentou comportamento pseudoplastico, assim como a polpa tratada enzimaticamente. Esta
apresentou caracteristica pseudoplastica possivelmente devido a presenga de materiais
insoliveis em suspensdo e ao amido presente na polpa de manga, que ndo poderiam ser
degradados pela pectinase. Entretanto, a viscosidade absoluta decresceu na polpa tratada,
provavelmente porque o material péctico integro possui alta capacidade de adsorver agua e
desenvolver com isso uma estrutura em rede coesiva, estrutura esta que € desintegrada pela

agdo da enzima. Um aumento no tempo de tratamento e/ou concentragdo de enzima foi
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associado com o decréscimo na viscosidade da polpa, e a agio da temperatura sobre a
viscosidade absoluta foi negativa. Foi verificado que um aumento no tempo de agdo e/ou
concentra¢do de enzima induz a um aumento no valor do indice de comportamento de fluxo
(n), indicando que a polpa tende a comportar-se como um fluido newtoniano. O coeficiente de
consisténcia (K), definido como sendo igual a viscosidade absoluta em velocidade de
cisalhamento de 1s™, decresceu marcadamente com o aumento da concentragio da enzima,
independentemente do tempo e temperatura do tratamento enzimatico. Concluiu-se, portanto,
que as diferentes condigdes de tempo e temperatura de tratamento, € a concentragdo de
enzima afetam diretamente os diferentes pardmetros reolégicos (viscosidade absoluta, n e K).

Bhattacharya (1999) estudou o comportamento reoldgico da polpa de manga da
variedade Totapuri, e verificou tratar-se de um fluido com propriedades tixotropicas.
Tixotropia descreve o comportamento de substincias que mudam de um estado de alta
viscosidade para uma viscosidade menor como resultado do cisalhamento exercido por um
determinado periodo de tempo, e que recuperam parte da sua viscosidade original quando o
material ¢ mantido em repouso. O autor comenta que a perda de viscosidade com o
cisalhamento poderia ser devido & quebra inicial de floculos ou ainda pela orientagdo ou
deformag@o da estrutura de sélidos suspensos.

Gowda ef al. (1994) compararam as caracteristicas fisico-quimicas e de processamento
de quatro variedades de hibridos de manga, Arka Aruna (H-10), Arka Puneet (H-13), Arka
Anmol (H-17-3) e (H-51), com dois cultivares comerciais, Alphonso e Totapuri. Em termos
de viscosidade absoluta, os autores encontraram valores inferiores para os sucos processados
(enlatados) quando comparados aos valores da polpa das respectivas variedades. A polpa
extraida da variedade Totapuri apresentou a maior viscosidade sendo seguida pela variedade
hibrida Arka Puneet, Alphonso e Arka Anmol. Desses resultados os autores concluiram que
os hibridos Arka Puneet e Arka Anmol poderiam ser usados para a preparagdo suco
processado por apresentarem qualidades comparaveis as da variedade Alphonso, um dos
principais cultivares comercializados devido a sua excelente qualidade e aroma.

A polpa de manga, de acordo com o exposto acima, tem sido alvo de inimeros trabalhos
realizados com o intuito de caracterizar este produto como um todo, tanto do ponto de vista de
composi¢do quimica como do ponto de vista reologico. No entanto a investigagdo do

comportamento reolégico dos polimeros isolados desta fruta € ainda pouco discutida.
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A elevada produgdo de manga no pais e, conseqiientemente, a disponibilidade de seus
produtos, e ainda a analise restrita com rela¢do as caracteristicas reologicas de seus polimeros,
estimulou a investigagdo da estrutura quimica e propriedades reolégicas dos componentes
polissacaridicos da manga presentes na fragdo soluvel da polpa industrializada, com o intuito
de obter e caracterizar um material com potencial aplicagdo em diferentes produtos

comerciais.



OBJETIVOS
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2. Objetivos

Este trabalho tem como objetivo geral investigar a estrutura de polissacarideos obtidos
de polpa de manga, bem como analisar seu comportamento reologico, de acordo com os

seguintes objetivos especificos:

1. Isolamento e analise estrutural de polissacarideos de polpa industrializada de manga,
através de técnicas quimicas, e fisico-quimicas de espectroscopia de “C-RMN e

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa ( GC-MS).

2. Anilise das caracteristicas reologicas da fragdo solivel principal obtida da polpa de

manga, por meio dos seguintes parimetros:

e caracterizagdo do comportamento de fluxo;

¢ determinagdo da viscosidade intrinseca ([n]);

e determinagdo da concentragdo critica (c*);

e anilise do comportamento viscoelastico do material através de medidas reologicas de
tensdo temporaria no sistema estatico (“creep and recovery”), ¢ medidas dindmicas

oscilatorias (G” e G™).



MATERIAIS E
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3. Materiais e Métodos

3.1. Obtencio da polpa

A polpa de manga foi fornecida pela empresa Fruteza S/A, localizada em Dracena-SP.
As frutas utilizadas na fabricagio da polpa foram provenientes de varios produtores do oeste
paulista, e incluem as variedades Bourbom, Tommy Atkins, Espada e Coquinho. Apds
lavagem, as frutas foram primeiramente cortadas em fatiadores e em seguida as rodelas
obtidas foram processadas em batedouros, onde as cascas e os carogos foram separados da
polpa com o auxilio de duas peneiras de diferentes porosidades. Neste processamento
industrial, as cascas e as sementes n3o sio trituradas, e portanto estima-se que na polpa
(mesocarpo da fruta homogeneizado) haja menos de 0,5% de residuos da casca e carogo

coOmo contaminantes.

3.2. Obteng¢io e purificacio dos polissacarideos

A polpa foi centrifugada em centrifuga Hitachi Himac CR21E a 30.200g por 15
minutos, em temperatura de 20°C ( Esquema L, p. 58).

O precipitado foi separado, lavado com agua destilada e centrifugado nas mesmas
condigdes trés vezes sucessivas. Posteriormente foi lavado com etanol comercial e seco em
estufa a vacuo, a temperatura ambiente. O sobrenadante 1 foi submetido a nova centrifugagdo
por 4 horas a 22.200g, em temperatura de 20°C, para remogdo de residuos insoluveis
restantes.

Ao sobrenadante 2 foi adicionado 2 volumes de etanol comercial, sob agitagdo vigorosa
e constante. A separagdo do polissacarideo precipitado ( fragdo solavel 1 — FS1 ) foi feita por
filtragem em‘ tecido limpo e seco, e a secagem foi em estufa a vacuo, a temperatura ambiente.

Obtido o polissacarideo soliavel bruto ( fragdo FS1 ) seco, 1g foi solubilizado em 500mL
de agua destilada durante 15 horas a temperatura ambiente (concentragio de 2g/L), e a
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solugdo filtrada em membranas de nitrocelulose de porosidade decrescente (3,0; 0,8 e
0,45um). Este filtrado foi submetido a 2 horas de centrifuga¢3o a 22.200g em temperatura de
20°C para remog@o de residuos insoluveis remanescentes. Subseqiientemente foi adicionado
aos 500mL de solugdo, 5g de cloreto de sddio ( NaCl ), e entdo 1 2 V de etanol comercial sob
agitagdo vigorosa. O precipitado obtido sofreu lavagens sucessivas com gradiente de etanol
(70% - 100%). O material foi seco em estufa a vicuo em temperatura ambiente e denominado

fragdo soluvel 2 (FS2).

3.3. Preparo das solu¢des para as anailises reolégicas

A fragio FS2-B (fragio obtida da segunda partida de polpa de manga, com a qual foram
desenvolvidos os estudos reologicos) foi pesada com precisdo em balanga analitica e
solubilizada sob agitagio moderada em solugio de NaCl 0,01 mols . L™. A solubilizagio foi
realizada por um periodo de 1 hora e trinta minutos para solugdes de 0,5 a 5g/L , e de 3 horas
e trinta minutos para soluges acima de 5 g/L, para garantir completa solubilizagdo. As
amostras foram solubilizadas em banho-maria com temperatura controlada de 30 - 40°C, n3o

ultrapassando 40°C. As amostras foram mantidas em repouso por 1 hora antes do inicio das

analises, em temperatura ambiente.

3.4. Hidrélise acida total

A amostra a ser hidrolisada foi solubilizada em 1 mL de agua destilada e em seguida foi
adicionado 1 mL de 4cido trifluoracético (TFA) 2 mols . L, permanecendo a solugio em
banho-maria a 100°C por 5 horas.

Ap6s a hidrolise o TFA foi totalmente evaporado em capela a temperatura ambiente e
as amostras foram lavadas com agua destilada até a remog@o total do acido residual (Adams,
1969).
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3.5. Reducao

Os monossacarideos resultantes da hidrolise acida total foram reduzidos em presenga de
boroidreto de sodio (NaBH,) (Wolfrom & Thompson, 1963a) em temperatura ambiente por
pelo menos 3 horas.

Os ions hidreto (H °) fornecidos pelo agente redutor (NaBH, ) reduzem os grupamentos
carbonila da extremidade redutora dos monossacarideos formando alditdis. O excesso de
agente redutor € decomposto € os cations Na* removidos pela adi¢io de resina trocadora de
cations na forma acida (Lewatit S-100). A solugdo foi filtrada em algoddo e o flitrado
evaporado até a secura. O acido bérico formado foi removido pela adigdo de metanol ao
sistema, ocorrendo a formagdo de borato de tetrametila, composto volatil eliminado em

rotaevaporador.

3.6. Acetilacio

Os alditdis resultantes foram acetilados (Wolfrom e Thompson, 1963b) pela adi¢do de
0,5 mL de piridina (agente catalisador) e 0,5 mL de anidrido acético (agente acetilante), em
um tubo de hidrolise hermeticamente fechado, por 24 horas a temperatura ambiente.

A adigdo de gelo ao sistema promove a interrupgdo da reagdo pela degradagdo do
anidrido acético em excesso. Os acetatos de alditois foram extraidos com cloroférmio (cerca
de 3 mL) e 0 excesso de piridina foi complexado com sulfato de cobre (CuSOs) 5% em agua,
formando sulfato de piridina, solivel em agua, sendo assim separado da fase cloroformica e
eliminado pelas sucessivas e intercaladas lavagens com agua destilada.

A fase cloroféormica contendo os acetatos de alditois foi coletada, e apoés evaporagdo

total do cloroférmio em capela, a amostra foi analisada por cromatografia liquido-gasosa

(glc).
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3.7. Dosagem de agucar total

A concentrag@o total de aglicar presente nas fragdes foi determinada pelo método fenol -
acido sulfiirico (Dubois et al, 1956).

A absorbancia foi medida em espectrofotometro Spectronic ® 20 Genesys, em
comprimento de onda de 490nm, utilizando-se como padrao solugdo de glucose (Sigma, nas
concentragdes de 20, 40, 60, 80 e 100 pg/ml) para obtengdo de uma curva de calibragdo.

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.8. Dosagem de proteinas

A determinagio da quantidade de proteina presente nas amostras foi feita pelo método
de Hartree (Hartree, 1972), empregando a soroalbumina bovina (BSA-Sigma) para obtengdo
da curva padrio (concentragdes de 20, 40, 60, 80 e 100 pg/ml) A leitura em
espectrofotometro foi realizada em comprimento de onda de 650nm, em triplicata.

3.9. Dosagem de icidos urdnicos

As dosagens de acido urdnico das fragGes de interesse foram realizadas através do
método de Blumenkrantz & Asboe-Hans (1973), tendo como solugdo padrio acido
glucurdnico (Sigma, concentragdes de 20, 40, 60, 80 e 100 pg/mL).

A absorbancia foi determinada em comprimento de onda de 520 nm, tendo as leituras
sido feitas em triplicata.

3.10. Determinacio qualitativa de amido

As fragdes em concentragdo de 10g/L foram submetidas a teste com lugol [iodo a 1%
(m/v) e iodeto de potassio 5% (m/v)] para verificar a presenca de amido no material. As
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solu¢des a serem analisadas foram colocadas em uma superficie de vidro concava (cerca de 5

mL) e 3 gotas de lugol foram adicionadas.

3.11. Obtencdo da fraciao 4C-4

A fragdo FS2-B (200mg) foi solubilizada em agua destilada (100mL) e submetida a 2
ciclos de centrifuga¢do em centrifuga Hitashi Himac CR21E a 30.200g, por 2 horas cada
ciclo, a 4°C. A cada ciclo, o sobrenadante obtido foi filtrado em membranas de nitrocelulose
de porosidade 0,2 pm. Ao sobrenadante obtido ap6s os.2 ciclos de centrifugagdo e filtragem,
foi adicionado 1 2 V de etanol comercial sob agitagdo vigorosa, e o precipitado resultante foi

lavado em gradiente de etanol e seco em estufa a vacuo. Esta fragdo foi denominada 4C-4.

3.12. Hidrolise enzimatica

A fragdo FS2-B foi submetida a hidrolise enzimatica pela a¢do da enzima a-amilase
salivar (diluigio 1:10 em solugdo de NaCl 5mMols . L™). A amostra foi solubilizada em 4gua
destilada em uma concentragdo de 1%. O sistema permaneceu em encubagdo por 40 minutos
em banho-maria a 37°C, e aliquotas foram coletadas no tempo O ( antes da adi¢io da enzima )
e apos 5, 10, 20 e 40 minutos. Estas aliquotas foram submetidas a teste com lugol. Em seguida
foi adicionado etanol comercial ao sistema contendo polissacarideo e enzima, e .o precipitado
obtido foi lavado exaustivamente com etanol para remogdo de residuos hidrolisados. Apds
secagem em estufa a vacuo a 20°C, a fragdo (FE) foi submetida a analise por SEC-MALLS e
glc..
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3.13. Carboxi-reducio

O tratamento por carbdxi-redugio foi realizado de acordo com o método de Taylor &
Conrad (1972), porém controlando-se o pH do meio reacional com solugdes tampio (Stone &
Anderson, 1985).

A fragdo FS2-B (60 mg) foi solubilizada em tampdo MES 0,2 mols.L™ pH 4,75, sob
agitagdo por 1 hora a temperatura ambiente. Durante este periodo foi adicionado em pequenas
porgdes a carbodiimida (CMC), em uma proporgdo de 3 mg de CMC para 1 mg de
polissacarideo. A reagdo foi conduzida por mais 30 minutos de agitagdo, e neutralizada a pH
7,0 pela adigio de tampdo TES 2 mols.L™" pH 7,0. Em seguida foi adicionado boroidreto de
sodio deuterado (NaBD4) na proporgio de 9 mg de NaBD, para 1 mg de polissacarideo em
pequenas quantidades, ainda sob agitagio até a concentragio de 2 mols.L™ ser atingida.
Pequeno volume de octanol foi utilizado a fim de evitar formagdo excessiva de espuma. A
solugdo ficou em repouso, e posteriormente foi dialisada contra etilenoglicol 10%, NaCl 0,5
mols L e agua destilada, sucessivamente.

Os polissacarideos carboxi-reduzidos foram hidrolisados com TFA 1 mol . L™, por 5

horas a 100°C, e analisados por g.l.c. ¢ GC-MS na forma de acetatos de alditdis.

3.14. Teste de umidade

A fragdo FS2-B foi pesada com precisdo em balanga eletronica analitica e 40 mg foram
igualmente distribuidos em 4 viais (10 mg em cada vial). As amostras foram submetidas a
secagem em estufa a 100°C, e a cada 24 horas foram pesadas na mesma balanga. O

procedimento se repetiu até que 2 pesagens consecutivas nio diferissem entre si.

3.15. Polarimetria

A anilise polarimétrica foi realizada em polarimetro Autopol®III com uma solugio
polissacaridica a 0,5%, em temperatura de 25°C. Para eliminar a turbidez da solugdo, esta foi
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centrifugada a fim de se obter uma amostra passivel de analise. A leitura foi feita utilizando-
se um tubo de 1 dm de caminho 6ptico e os valores experimentais do angulo de desvio da luz

plano-polarizada, fornecidos pelo aparelho, foram utilizados para o célculo da rotagdo optica

especifica ([a]p), de acordo com a equagio:
[alb¥=a/L.c
onde

o = angulo de desvio da luz plano-polarizada;
L = comprimento do caminho 6ptico, em dm,;

¢ = concentragio da solugdo, em g/mL.

3.16. Métodos cromatograficos
3.16.1. Cromatografia liquido-gasosa (g.l.c.)

A analise dos acetatos de alditois foi realizada em cromatografo Hewlett Packard 5890
A Série II, com detector de ionizag¢do de chama ( FID ), e temperatura do detector e injetor de
250°C. O gas de arraste utilizado foi nitrogénio em um fluxo de 2.0 mL/min, a 220°C, e a
coluna capilar utilizada foi modelo DB-225 ( Sloneker, 1972).

3.16.2. SEC-MALLS (Cromatografia de exclusio estérica acoplada a detector de
espalhamento de luz a laser com multidngulos )

As amostras foram solubilizadas em solugdo de nitrito de sodio (NaNO; ) 0,1 mol.L™
contendo azida de s6dio (NaN3) 200 ppm, em concentragio de 3mg/mL, e filtradas em
membranas de acetato de celulose nas porosidades de 0,45 e 0,2 pm sucessivamente. As

amostras foram injetadas no sistema SEC-MALLS com detecgio por indice de refragido (RI)
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WATERS modelo 2410 e pelo detector de espalhamento de luz a laser em multidngulos
(MALLS) WYATT TECHNOLOGY modelo DAWN DSP com 18 canais acoplados em série.
Foram utilizadas 4 colunas de gel permeagio WATERS, com limites de exclusio de 1.10°,
4.10°, 8.10% e 5.10° , em série. O eluente foi 0 mesmo -utilizado para a solubilizagio das
amostras, com fluxo de 0,6 mL/min, pressdo de 920 psi a 30°C, através de bomba peristaltica
WATERS 515.

Foi também utilizado outro sistema (SEC-MALLS) em colaboragdo com o Laboratorio
de Fisica da Universidade de Tulane — New Orleans - USA, onde as amostras foram
solubilizadas em concentragdo de 1 g/L em solugdo de nitrato de amdénia (NHsNOs) 0,1 mol .
L", na qual azida de sodio 0,5 g/L foi adicionada como preservante. As anilises foram
executadas em equipamento de multidetecgdo consistindo de uma bomba isocratica HP 1100,
refratdmetro diferencial ANSPEC ECR-7522, espectrofotometro UV/ visivel Shimadzu SPV-
10AV, fotometro de espalhamento de luz a laser com multidngulos e um viscosimetro capilar
baseado em um transdutor de pressio Validyne P55D adaptado por Dr. Wayne Reed (Reed,
1995). Duas colunas Shodex (OH-pakSB 804 e 806) foram conectadas em série e acopladas

ao equipamento de multidetecgdo.

3.16.3. Fracionamento em coluna de troca ionica DEAE-Trisacryl Plus M

A fragdo 4C4 (10g/L, em agua deionizada) foi cromatografada em coluna de troca-
i6nica DEAE-Trisacryl Plus M (forma CI") de 20 cm de altura por 1,7 cm de didmetro, apds
lavagem exaustiva com 4gua deionizada para remog@o do excesso de NaCl utilizado para
conservacgdo da resina (controle realizado por gotejamento de nitrato de prata). A coluna foi
eluida segiiencialmente com agua deionizada e solugSes aquosas de NaCl 0,5 ¢ 1 mol. L, e
NaOH 0,5 mol.L™.

Apos as eluigbes as fragdes foram neutralizadas (fragdo alcalina), dialisadas,
concentradas, e liofilizadas. Todas as fragdes eluidas foram monitoradas em relagao ao agicar
total pelo método de fenol-sulfarico (Dubois et al , 1956).
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3.17. Ressonincia magnética nuclear de carbono 13 (*C- RMN)

As anilises de °C -RMN das fragdes solubilizadas em 6xido de deutério (D,0) foram
realizadas em tubo de Smm de didmetro, em espectrometro Bruker modelo Avance-DRX-400
acoplado a um transformador de Fourier. Os deslocamentos quimicos (d) foram expressos em

ppm, e os espectros foram obtidos em 100 MHz, a 70°C.

3.18. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa ( GC-MS)

As analises do tipo GC-MS foram feitas em cromatéografo liquido-gasoso VARIAN,
modelo 3300 acoplado a um espectrdmetro de massa FINNINGAM TRAP, modelo 410,
utilizando coluna capilar OV-225. Hélio foi usado como gas de arraste em um fluxo de 2

mL/min, em temperatura inicial de 50°C, seguida de um gradiente de 1°C/min até 220°C
(Harris, 1984).

3.19. Métodos Reolégicos

As andlises reologicas foram realizadas em redmetro HAAKE RS75 Rheostress
acoplado a um banho termostatizado HAAKE K15 e termocirculador de agua DC5B3. Os
testes realizaram-se a uma temperatura constante de 25°C, tanto em sistema estatico quanto
em sistema dindmico, e os sensores utilizados foram o cilindro-coaxial (DG 41AL) (Figura
15, p.52) para amostras nas concentragdes de 0,5 a 10 g/L, e o cone-placa (C60/2°) (Figura
16, p.53) para solugGes em maiores concentragdes (acima de 10g/L).

Antecedendo as analises reologicas, a determinagdo da inércia do aparelho com o sensor
a ser utilizado em posigdo, foi realizada para descontar os valores das forgas centrifuga e
centripeta geradas durante os experimentos. Este procedimento se repetiu a cada troca de
sensor. Os testes reologicos foram executados em triplicata, com as amostras sendo

preparadas diariamente. Durante as analises a temperatura ambiente foi controlada e mantida

entre 25 e 27°C.
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3.19.1 Determinac¢io das viscosidades absolutas (1)

a) Em sensor cilindro-coaxial

Para solugdes poliméricas nas concentragGes de 0,5 a 10 g/L, as viscosidades absolutas
(n) foram medidas em sensor cilindro-coaxial (DG41 AL) do tipo Couette cuja capacidade €
de 6,3 mL de amostra para cada analise.

Neste tipo de sensor o material fica contido em um espago entre um cilindro interno
(mével) e uma cubeta cilindrica externa (fixa), permanecendo entre dois cilindros
concéntricos, conforme indicado na Figura 15. A geometria Couette foi designada para
manipular fluidos de baixas viscosidades por apresentar uma grande superficie de contato que
aumenta a sensibilidade de medida.

Neste sensor uma forga de rotagdo € aplicada ao cilindro mével mantendo-o em uma
velocidade de rotagio constante bem definida contra o arraste viscoso do fluido (Schott,
1992). O movimento do cilindro interno arrasta a camada de liquido mais proéxima por atrito,
e é transmitido a superficie do cilindro externo. Sabendo-se a velocidade de cisalhamento
imposta pela rotagdo do cilindro interno, o torque aplicado pela amostra & superficie do

cilindro externo permite a determinagdo da viscosidade do liquido (Schramm, 1994).

ailindro movel

N

Z

Figura 15: Esquema de um sensor de geometria do tipo cilindro-coaxial (adaptado de
Schramm, 1994).
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As solugdes nas concentragdes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 7,0 e 10 g/L foram
submetidas as tensGes de cisalhamento de 5, 6, 8, 10, 12, 14, 15, 25 e 40 Pa, respectivamente,
com os valores numéricos relativos as viscosidades absolutas correspondendo ao patamar

newtoniano em uma velocidade de cisalhamento nula.

b) Em sensor cone-placa
O sensor cone-placa (C60/2°) foi utilizado para analise de solugdes poliméricas em
concentragdes de 15, 20 e 30 g/L por ser suficientemente sensivel nestas condigdes e ainda
por necessitar de menor quantidade de amostra (cerca de 2,5 mL) para a realiza¢do da medida.
Este instrumento consiste de uma placa plana inferior estacionaria € um cone rotatorio
superior com didmetro de 60 mm e adngulo de 2° (a), como mostra a Figura 16. O fluido
permanece entre a placa e o cone sem derramar-se devido a sua tens3o superficial, e deve

preencher inteiramente o espago entre eles de modo que as medigdes ndo sejam alteradas.
O cone atua em velocidades de cisalhamento (y) controladas, e o arraste viscoso sob o
cone rotativo exerce uma forga de rotagdo que € proporcional a tensdao de cisalhamento (7)

(Schott, 1992).
Para as concentragdes de 15, 20 e 30 g/ foram aplicadas as tensdes de 60, 150 e 250

Pa, respectivamente.

Figura 16: Esquema de um sensor de geometria do tipo cone-placa (adaptado de
Schramm, 1994).
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Em ambos os sensores, a analise das viscosidades absolutas das amostras foi realizada
em uma faixa de velocidade de cisalhamento entre 10° e 2000 s”, correspondente a
capacidade do equipamento. Para solugdes mais diluidas, entretanto, a faixa de velocidade

alcangada foi menor (entre 10 e 2000 s™) devido a limitages na sensibilidade do aparelho.

3.19.2. Determinacio da viscosidade intrinseca ([n])

A viscosidade intrinseca da fragdo FS2-B de Mangifera indica L. foi determinada a
partir da obteng@o dos valores das viscosidades absolutas extrapoladas para y =0 5" no platé
newtoniano, de solugdes diluidas nas concentragdes de 0,79; 1,05; 1,18 e 1,33 g/L, utilizando-
se o sensor cilindro-coaxial DG41 AL. Para cada concentragdo foram realizadas analises em
triplicata, e os valores obtidos de viscosidade absoluta foram aplicados nas Equagdes 2, 3 e 4
(p. 10 e 11), para se obter os valores de viscosidade relativa (1), viscosidade especifica
(ns), € viscosidade reduzida (1req), Tespectivamente.

Cada valor de viscosidade reduzida foi plotado contra seu respectivo valor de
concentragao no programa computacional EXCEL, obtendo-se por regressao linear dos quatro
pontos a equagdo da reta da qual foram extraidos os valores numéricos para a viscosidade
intrinseca (coeficiente linear, que representa o ponto de intersecgdo do prolongamento da reta
com o eixo y) e constante de Huggins (coeficiente angular, que indica o valor da tangente do

angulo formado pela reta e o eixo x).

3.19.3 Estabelecimento das curvas de fluxo

As amostras preparadas nas concentragdes de 0,5 a 10 g/L. foram analisadas em sensor
cilindro-coaxial (conforme descrito no item 3.19.1a), enquanto as solugdes de 15, 20 e 30 g/L
foram estudadas em sensor cone-placa (como mostra o item 3.19.1b). As curvas obtidas
(nx ;') para cada concentragdo, em triplicata, foram reunidas em um unico grafico através do

programa RHEOWIN, podendo ser comparadas quanto ao seu comportamento reologico.
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3.19.4 Determinacio da concentracgio critica (c*)

Os valores de viscosidade especifica (1) obtidos pela Equagdo 3 (p. 10) a partir dos
valores de viscosidade absoluta extrapolados para y.= 0 s’ em platé newtoniano nas
concentragoes de 0,5 a 30 g/, foram plotados contra os valores obtidos das equagGes de
Huggins (c[n]) e Huggins modificada {c[n] + K’ (c[n])*}, em um grafico com escala

logaritmica.

3.19.5 Medidas de tensiao temporaria ou transitoria (“creep and recovery”)

O comportamento viscoelastico das amostras foi analisado no sistema estatico através de
medidas de tenséo temporaria, utilizando-se o sensor cone-placa (60 mm de didmetro e dngulo
de 2°) e solugdes nas concentragdes de 20 e 30 g/L. Estas solugdes foram submetidas a uma
tensdo de cisalhamento (1) constante e de pequena amplitude de 0,017 Pa (tensdo minima
programavel), com as analises ocorrendo por um periodo de 1000 segundos (500 segundos

com tensdo aplicada e 500 segundos com tenséo zero).

3.19.6 Anilise do comportamento dinimico

O comportamento viscoelastico das amostras foi analisado através do sistema dindmico
ou oscilatério em sensor do tipo cone-placa (didmetro de 60 mm e dngulo de 2°), com
solucdes nas concentragdes de 15,20 e 30 g/L.

Primeiramente foi realizada uma varredura de tensio (102 a 10 Pa) a fim de se
determinar a regidio viscoelastica linear das amostras, isto ¢, a regido em que os mddulos
elastico (G’) e viscoso (G’’) permanecem lineares e paralelos, sem variagdo com o aumento
da deformagdo (y). Nesta faixa de deformagdo em que os modulos permanecem estaveis, nao
ocorre perturbag8o significativa na estrutura dos polimeros, e a menor deformagéo possivel é
escolhida para as analises posteriores no sistema dindmico. A deformag&o escolhida dentro da

faixa viscoelastica linear foi de 3%.
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Foram realizadas analises em triplicata nas freqtiéncias de 0,1, 1 e 10 Hz, mas apenas os
resultados obtidos com a freqiiéncia de 1 Hz foram considerados por apresentarem melhor
definigdo.

Apbs a determinagdo da deformagéo a ser utilizada, foram desenvolvidas as varreduras
de freqiiéncia da fragdo FS2-B, nas concentragdes de 15, 20 e 30 g/L, também em sensor
cone-placa. A faixa de freqiiéncia aplicada as amostras foi de 102 a 10 Hz, com deformagio

fixa de 3%.



RESULTADOS E
DISCUSSAQ




Resultados e Discussdo 57

4. Resultados e Discussao

4.1. Obtencao e anailise dos polissacarideos soliveis da polpa de manga

A polpa de manga industrializada foi submetida a centrifugagdo a fim de se separar a
fragdo soluvel do residuo contendo macromoléculas insolaveis, conforme mostra o
Esquema 1.

O residuo (precipitado 1) obtido da centrifugagdo foi lavado trés vezes sucessivas com
agua destilada com centrifugagOes intercaladas, a fim de remover a fragdo solavel
remanescente, ¢ em seguida foi seco em estufa a vacuo. Este residuo (0,7g% de rendimento
em relagdo ao peso inicial da polpa liquida) cuja composi¢ao em agucares neutros foi ramnose
4,5%, fucose 2,5%, arabinose 7%, xilose 17%, manose 4%, galactose 9% e glucose 56%, foi
reservado.

O sobrenadante 1 foi centrifugado por 4 horas sucessivas a 22.200g para remog3o dos
residuos insoliveis que permaneceram apods a primeira centrifugagao.

Ao sobrenadante 2 foi adicionado etanol para a precipitagio dos polissacarideos
soluveis. Este precipitado obtido e seco em estufa a vacuo, apresentou coloragio alaranjada e
odor caracteristico da fruta, e foi denominado FS1 (frag3o solivel 1).

A fragdo FS1 foi submetida 3 purificagdo por resolubilizagio em agua, filtragem em
membranas de nitrocelulose, centrifugagdo, reprecipitag@ao com etanol, lavagens sucessivas
com gradiente de etanol e secagem (Esquema I). Foi entdo obtida a fragio soluvel purificada
(FS2), que apresentou auséncia de aroma e colorag3o esbranquigada.

Para cada 1g de FS1, foi obtido cerca de 0,5g de FS2,

Para ensaios preliminares foi utilizada uma primeira partida de polpa de manga de onde

foi obtida a fragdo FS2 (conforme Esquema I), sendo denominada fraggo FS2-A,
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Esquema I: Obten¢do dos polissacarideos soltveis de polpa de manga.

Polpa de manga }

30.200g /15min/ 20°C
sobrenldante 1 pfégl—;;;taJ(iol (P“l;ﬁ
22, 200g/ 4h/ 20°C 8,05g (peso seco)
. 1
precnpltado 2 ‘ sobrenadante 2 |
descartado etanol 2V

precipitado 3 ,

secagem / estufa a vacuo

fracao soluvel bruta (F Sl) 6 ,14g (peso seco)

solublllzac;ao

B ——

\ solucao 2g/L |

ﬁltragem / membranas nitrocelulose
3;0,8€0,45 um

_

solugdo despigmentada 1 ‘

22.200g/ 2h/ 20°C

soluq,ao desplgmentada 2

5 g NaCl /etanol 1 2 V, sob agita¢do

3 i ]
. precipitado 4

lavagens com gradiente de etanol

7.660g/ Smin/ 20°C

fracao soluvel punﬁcada (FSZ) 3g (peso seco)
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As fragdes FS1 e FS2-A foram analisadas quanto a sua composi¢io monossacaridica,

contetdo protéico e rendimento, como esta demonstrado na Tabela I.

Tabela I: Caracterizagdo das fragdes FS1 e FS2-A

Composi¢do monossacaridica® %

Fragio Rendim® Proteina® Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glu Ac.Urén®
(8%) (%)

FS1 0,57 4 13 02 10 05 3 8 51 26

FS2-A 0,28 4,7 1 01 72 05 13 11,5 524 26

a) rendimento em relag@o ao peso inicial da polpa liquida;

b) determinagdo pelo método de Hartree, 1972,

c) acetatos de alditois analisados por g.l.c.;

d) determinaggo pelo método de Blumenkrantz & Asboe-Hans, 1973.

Os resultados obtidos na Tabela I revelam que as fragdes FS1 e FS2-A sdo
quimicamente semelhantes, porém a fragdo FS2-A apresentou auséncia de aroma e auséncia
de pigmentag@o alaranjada apds o processo de purificagdo descrito no Esquema I (p. 58),
sendo, portanto, mais interessante para os estudos reologicos.

A fragdo FS2-A foi também submetida & analise por cromatografia de excluso estérica
acoplada a detector de ¢spalhamento de luz a laser em multidngulos (SEC-MALLS) e detector
de indice de refragdo, e o perfil obtido encontra-se representado na Figura 17.

O petfil de eluigio registrado pelo detector de espalhamento de luz (LS) mostra a
presenga de um unico pico relativamente homogéneo, enquanto o detector de indice de
refragdo (RI) revela a existéncia de dois picos distintos, Esta analise mostra a heterogeneidade

da frag@o, a qual apresenta polissacarideos com massas moleculares diferentes.
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A grande quantidade de glucose presente na fragdo FS2-A (Tabela I), a qual apresentou
reagdo positiva ao lugol, e a presenca de dois picos registrados pelo detector de indice de

refragdo na analise por SEC-MALLS, sugeriram a existéncia de amido na fragdo, além de

polissacarideo acido.

Fracao FS2 - A

30
20—
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Figura 17: Perfil de eluigdo da fragio FS2-A através de SEC-MALLS utilizando-se

detectores de indice de refragdo (RI) e espalhamento de luz em multidangulos (LS).

De acordo com Brinson ef al.(1988), parte da glucose de preparagdes de parede celular
de mesocarpo de manga é provavelmente derivada do amido que tem sido reportado constituir
cerca de 13% do tecido maduro da fruta. Guilbot & Mercier (1985) também estudaram a
amilose obtida de manga, e os diferentes graus de polimerizagdo (massa molecular) e
capacidade de complexagdo com o iodo dependendo da origem botinica do amido e das
condigdes usadas para fracionamento e purificagao.

Foi realizada analise por >C-RMN da fragio FS2-A, e o espectro obtido esta
demonstrado na Figura 18.

Os sinais encontrados para as unidades de glucose foram semelhantes as atribuigdes

descritas para a glucana a(1—3)-a(1—>4) de Cladonia penicillata (Barreira, 1999), e também
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foram comparados com padrio de amilose (Sigma) e com os sinais para metil-o-D-

glucopiranosideo descritos por Gorin & Mazurek (1975) (Tabela II).

Figura 18: Espectro de *C-RMN da fragio FS2-A.

A ligagio (1—4) entre as unidades de a-D-glucopiranose presentes na fragdo FS2-A fica
evidente através do deslocamento para campo mais baixo do sinal de C-4 (d= 79,2 ppm), e
sugere a presencga de amido na frag3o, cuja estrutura apresenta unidades de a-D-glucopiranose

unidas por ligagdes glicosidicas do tipo a-~(1—4).
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No espectro de *C-RMN (Figura 18) ¢ visivel o sinal em 171,1, correspondente ao sinal
do C-6 de acido urdnico. O sinal em 109,7 é atribuido ao C-1 das unidades de a-L-
arabinofuranose, o sinal em 104,1 ao C-1 das unidades de B-D-galactopiranose ¢ o sinal em

100,6 ao C-1 das unidades de a-D-glucopiranose.

Tabela II: Comparagio dos deslocamentos quimicos (d) de >C-RMN das unidades de
glucose da fragdo FS2-A, padriao de amilose, metil-a-D-glucopiranosideo e glucana com

ligagdes a(1—3)-a(1—->4) de Cladonia penicillata.

d (ppm)
FS2-A*® Padrio de metil-o-D- Glucana a(1—-3)-a(1—>4)
amilose® glucopiranosideo®  ( Cladonia penicillata )*
C-1 100,6 100,0 100,3 100,05
C-2 71,3 71,6 72,5 70,6
C-3 74,1 73,2 74,2 72,0
C-4 79,2 78,9 70,6 79,0
C-5 72,3 72,0 72,7 72,7
C-6 61,6 60,6 61,7 60,5

a) presente trabalho, em D0, 70°C

b) padrdo de amilose Sigma

c¢) Gorin & Mazurek (1975), em D,0, 33°C
c) Barreira (1999), em DMSO-d¢

A fim de disponibilizar material para os estudos reologicos, o procedimento de obteng3o

dos polissacarideos soliveis da polpa de manga, descrito no Esquema I, foi repetido com uma
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partida diferente da polpa industrializada, e a fragdo purificada obtida foi denominada fragdo
FS2-B.

O rendimento da fragdo FS2-B (0,3g%) apresentou-se similar ao rendimento da fragdo
FS2-A (0,28g%), porém a analise por g.l.c. apresentou uma redugio significativa no contetido
de glucose , e aumento relativo de galactose e acido urdnico para a fragdo FS2-B, conforme
mostra a Tabela ITI.

As diferengas na quantidade de glucose, galactose e acido urdnico encontradas entre as

duas fragdes, confirmam a hipotese de existir em cada frago dois polissacarideos distintos.

Tabela III: Analise comparativa das fragoes FS2-A e FS2-B.

Composi¢do monossacaridica® %

Fragio Rendim® Proteina® Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glu Ac.Urén.*
(g%) (%)

FS2-A 0,28 4,7 1 o1 72 05 13 11,5 524 26

FS2-B 03 108 25 02 85 03 08 225 232 42

a) rendimento em relagdo ao peso inicial de polpa liquida;

b) determinagio pelo método de Hartree, 1972;

c) acetatos de alditois analisados por g.l.c.;

d) determinagdo pelo método de Blumenkrantz & Asboe-Hans, 1973.

Embora com menor intensidade que a amostra obtida da primeira partida de polpa, a

fracdo FS2-B também apresentou reagdo positiva para lugol (Figura 19).
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Figura 19: Fotografia ilustrando as diferentes respostas ao teste com lugol das fragdes

A) FS2-A e B) FS2-B, preparadas na mesma concentragdo (10g/L). C) controle.

A coloragdo caracteristica da reagdo com lugol foi menos intensa para a fragdo FS2-B,
indicando menor quantidade de amido comparada a fragdo FS2-A. Este resultado esta de
acordo com a porcentagem de glucose encontrada para cada fragdo, como foi mostrado na
Tabela III.

A respeito da porcentagem de proteinas encontradas na fragdo FS2-B, ha dados na
literatura sobre a presenga de proteinas ligadas em polissacarideos acidos. Foram investigados
polissacarideos e glicoproteinas de parede celular de magd, e verificou-se a presenga de
aminoacidos em preparagdes de poliuronideos soluveis em acido e alcali. Isto implica que
substancias pécticas podem ser provavelmente ligadas covalentemente com proteinas.
Anilises sobre o conteudo protéico de pectinas obtidas da polpa de manga mostraram a
presenca de 5 a 7% de aminoacidos (Kratchanova et al., 1991).

A fragdo FS2-B, que apresentou maior conteudo protéico quando comparada a fragdo
FS2-A (Tabela III), foi submetida a analise pelo método de Peterson (Peterson, 1977) para
determinag@o do contetido protéico sem interferéncia de compostos fenolicos. A porcentagem

de proteinas encontrada foi de 10%, confirmando o resultado obtido pelo ensaio de Hartree
(10,8%).
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O perfil obtido em analise por SEC-MALLS com detector de RI e LS da fragdo FS2-B

foi similar ao anteriormente verificado para a fragdo FS2-A, como mostra a Figura 20.

Fragdo FS2- B
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Figura 20: Perfil de eluigdo da fragdo FS2-B através de SEC-MALLS utilizando-se

detectores de indice de refragdo (RI) e espalhamento de luz em muitiangulos (LS).

A frag@o FS2-B foi também analisada por SEC-MALLS em aparelho contendo além dos
dois detectores descritos, um detector de UV, conforme mostra a Figura 21.

Pela analise desta figura é possivel verificar que a fragdo FS2-B solubilizada em agua
apresentou uma banda de absorgdo de UV (em preto) proxima ao pico de RI (em verde), o que
poderia sugerir a presenga de proteinas ligadas ionicamente ao polissacarideo, e outra banda
ndo coincidente com o pico de RI, provavelmente devido a uma porcentagem de proteina ndo
ligada. Entretanto, a fragio FS2-B solubilizada em sal (NH4NO; / NaNj) ndo mostrou
nenhuma absor¢do em ultravioleta (em azul), sugerindo que as proteinas presentes na fragio,

nestas condigdes, ndo estariam ligadas ao polissacarideo, mas possivelmente retidas no filtro.
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Figura 21. Perfil de eluigdo da fragdo FS2-B através de SEC-MALLS utilizando-se
detectores de indice de refragdo (RI) e ultravioleta (UV).

Na tentativa de purificar a fragdo FS2-B que se mostrou heterogénea, separando os
polissacarideos presentes, dois procedimentos foram realizados: tratamento com a-amilase e

fracionamento por centrifugagdo a baixa temperatura.

4.1.1. Tratamento da fracio FS2-B com a-amilase

A fragdo FS2-B foi tratada com a enzima a-amilase, e durante a incubagido foram
retiradas aliquotas de 0,1 mL nos tempos 0, 5, 10, 20 e 40 minutos. Verificou-se que apos 5
minutos o teste com lugol resultou negativo, sugerindo a degradagio do amido presente. A

aliquota coletada no tempo zero (controle) acusou a presenga de amido pelo teste com lugol.
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Com o sobrenadante da precipitagdo etanolica ap6s incubagdo enzimatica, foi realizada
cromatografia em papel utilizando-se dentre os padrdes, maltose. Sabe-se que a maltose,
dissacarideo constituido por duas unidades de glucose unidas glicosidicamente por ligagdo do
tipo a~(1—4), ¢ um produto de hidrélise do amido por a-amilase salivar. Foi verificada a
presen¢a de maltose neste sobrenadante analisado, sugerindo a presenga de amido na frag3o
FS2-B.

A fragio resultante da precipitagdo etandlica do sistema polissacarideo-enzima,
denominada fragdo FE, foi submetida a analise por g.l.c., e o resultado encontra-se na Tabela
Iv.

Tabela IV: Comparagdo das composigdes monossacaridicas das fragdes FS2-B e FE.

Composi¢do monossacaridica® %

Fragao Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glu
FS2-B 45 0,4 14,5 0,6 14 386 40
FE 5,5 0,5 20 1 2 53 18

a) acetatos de alditois analisados por g.l.c.

Os valores adotados na Tabela IV para a fragdo FS2-B ndo incluem a porcentagem de
acidos urénicos a fim de ser possivel a comparagdo com os valores obtidos para a fragdo FE,
cuja dosagem colorimétrica de acidos urdnicos nio foi efetuada.

Pela analise comparativa da quantidade de glucose presente nas fragdes FS2-B e FE, ¢
possivel constatar o decréscimo ocorrido na fragdo tratada com a enzima. Este resultado
sugere que parte da glucose presente na fragdo FS2-B € proveniente do amido.

A fragdo FE foi analisada por SEC-MALLS, e o perfil obtido é demonstrado na Figura
22.
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Figura 22: Perfil de eluigio da fragdo FE através de SEC-MALLS utilizando-se

detectores de indice de refragdo (RI) e espalhamento de luz em multidangulos (LS).

4.1.2. Tratamento da fracdo FS2-B por centrifugaciio a baixa temperatura

A fragdo FS2-B foi centrifugada em temperatura de 4°C, filtrada em membrana de
nitrocelulose e tratada com etanol (conforme descrito no item 3.11), e o precipitado obtido foi
denominado fragdo 4C-4 (fragdo obtida apos centrifugagdo a 4°C, por 4 horas). O objetivo da
centrifuga¢do a baixa temperatura foi diminuir a solubilidade do amido presente, facilitando
sua precipitagdo em alta velocidade (30.200g). A fragio 4C-4 foi analisada quanto a sua
composi¢do monossacaridica, conteudo de acido urdnico e conteudo protéico, conforme
mostra a Tabela V.

Por este procedimento, o conteido de glucose na fragdo 4C-4 diminuiu em relagio a
fracdo FS2-B.
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Tabela V: Analise comparativa entre as fragdes FS2-B e 4C-4.

Composigdo monossacaridica’ %

Fragdo  Proteina® Ram  Fuc Ara Xil Man  Gal Glu

(%)
FS2-B 10,8 45 04 145 06 14 386 40
4C-4 6,8 6 06 31 1 0,4 46 15

* o conteudo de acidos urdnicos da fragio 4C-4 foi de 45,5%, e da fragdo FS2-B foi de 42%

(método de Blumenkrantz & Asboe-Hans, 1973).
a) determinagdo pelo método de Hartree, 1972;

b) acetatos de alditois analisados por g.l.c;

A analise por SEC-MALLS da fragdo 4C-4 revelou um perfil heterogéneo registrado

pelo detector de indice de refragdo, similar aqueles registrados para as fragoes FS2-B e FE.

Fragdo 4C-4
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Figura 23: Perfil de eluigdo da fragdio 4C-4 através de SEC-MALLS utilizando-se

detectores de indice de refragdo (RI) e espalhamento de luz em multidngulos (LS).
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4.1.3. Fracionamento em coluna de troca ionica

A fragdo 4C-4 foi cromatografada em coluna de troca idnica DEAE-Trisacryl Plus M
(CT), sendo que o primeiro solvente a ser utilizado na elui¢@o foi agua, seguido por solugdo de
NaC10,5 e 1 mol . L, e hidréxido de sodio (NaOH) 0,5 mol . L.

A fragdo neutra eluida com agua foi hidrolisada e analisada por gl.c., e a fragdo acida
obtida em maior rendimento, elida com NaCl 0,5 mol . L™, foi submetida 4 analise por gl.c.,
e dosagem de acido urdnico. As fragdes eluidas com NaCl 1 mol . L e com NaOH 0,5 mol .

L™ ndo foram analisadas devido ao seu baixo rendimento.

Tabela VI: Rendimento e composi¢do monossacaridica das fragdes obtidas por

fracionamento em DEAE-Trisacryl Plus M da fragdo 4C4.

Composigio monossacaridica’ %

Eluente Rend.? Ram Ara Xil Man Gal Glu

(%)
agua 10 9.5 20 3 2 20 45,5
NaCl
0,5 mol.L! 58,6 9 33,5 0,5 - 54 3

* 0 contetdo de acidos urdnicos determinado para a fragdo eluida da coluna com NaCl 0,5
mol. L™ foi de 44,5% (método de Blumenkrantz & Asboe-Hans, 1973).
a) rendimento em relag3o a fragdo aplicada na coluna;

b) acetatos de alditéis analisados por g.l.c.;

O rendimento total obtido da coluna de DEAE-Trsacryl Plus M foi de 83,6%,
considerando que dos 100mg da fragdo aplicada , 58,6mg foram recuperados pela eluigdo com
NaCl 0,5 mol L7, 10mg com NaOH 0,5 mol L 10mg com agua e Smg NaCl 1 mol Lt
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A presenga de grande quantidade de glucose na fragdo neutra é provavelmente
proveniente do amido, uma vez que a reagdo de parte desta fragio com lugol foi positiva. Mas
além de glucose, que era o monossacarideo esperado na fragdo, foi observado um contetido
significativo de arabinose e galactose.

Segundo Brett ¢ Waldron (1990), ramnogalacturonanas do tipo I (RG I), que sdo
componentes da lamela média e parede celular primaria de plantas dicotiledoneas, podem
conter diferentes cadeias laterais sendo compostas principalmente por arabinose e galactose.

Arabinanas foram isoladas de parede celular de raizes, sementes e frutos de varias
espécies, estando geralmente associadas com material péctico (Zawadzki-Baggio et al., 1992).

Considerando que o material utilizado como fonte de polissacarideos é um produto
industrializado, e que as frutas apresentam grande quantidade de pectina em suas paredes
celulares, provavelmente o conteido de arabinose e galactose na fragdo neutra € originario de
arabinanas, galactanas ou arabinogalactanas neutras que podem constituir as cadeias laterais
das ramnogalacturonanas do tipo L.

A fragdo acida eluida com NaCl 0,5 mol . L, foi analisada quanto a sua homogeneidade

por SEC-MALLS, e o perfil obtido esta apresentado na Figura 24.
O perfil obtido em ambos os detectores revela a heterogeneidade da fragdo, sendo que
polimeros de menor massa molecular (correspondentes aos dois ultimos picos no detector LS)
se encontram em maior quantidade. Esta anélise sugere que a fragdo 4cida eluida com sal €
constituida de diferentes fragmentos de polimero acido.

Analisando-se os perfis obtidos por SEC-MALLS das fragdes FS2-B (Figura 20), FE
(Figura 22) e 4C-4 (Figura 23) é possivel verificar que o pico registrado pelo detector de
espalhamento de luz (LS) no tempo de eluigdo de 35 minutos para as fragdes FE ¢ 4C-4
apresenta-se mais estreito (“sharp”) do que na fragio de origem (FS2-B). Considerando que as
fracdes FE e 4C-4 resultam de tratamentos para redugdo da quantidade de amido na amostra,
estes resultados sugerem que o pico registrado em LS e o pico correspondente em RI
(primeiro pico) na fragdo FS2-B referem-se ao amido juntamente com outro polimero. Esta
hipétese é reforgada pelo perfil obtido da fragdo acida eluida da coluna (Figura 24), onde o
pico em LS no tempo de 35 minutos apresenta-se reduzido, sem o pico em RI correspondente,

indicando que ha uma quantidade muito pequena destas moléculas.
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Figura 24: Perfil de eluigdo da fragio acida eluida com NaCl 0,5 molL" da coluna de
DEAE-Trisacryl Plus M através de SEC-MALLS, utilizando-se detectores de indice de
refragdo (RI) e espalhamento de luz em multidngulos (LS).

4.1.4. Anilise das fragdes por >C-RMN

As fragées FS2-B, 4C-4 e a fragdo acida de maior rendimento obtida da coluna foram
analisadas por "C-RMN, como mostram as Figuras 25 e 26.

O espectro mostrado na Figura 25 apresentou-se similar ao da fragdo FS2-A mostrado
anteriormente (Figura 18, p.61), porém com sinais menos intensos referentes a glucose,
predominando os sinais referentes ao polissacarideo acido. E caracteristico neste espectro o
sinal em 170,6 ppm referente ao C-6 de acido urdnico, e o sinal em 100,0 ppm correspondente

ao C-1 de acido urdnico.
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Figura 25: Espectro de "C-RMN da fragio FS2-B.

O espectro a mostrado na Figura 26 (fragdo 4C-4) evidenciou os sinais menos intensos
presentes no espectro da fragdo FS2-B (Figura 25), indicando uma subfragdo com menor
conteido de polissacarideo péctico que provavelmente foi perdido durante os processos de
centrifugagdo e filtragem. O sinal caracteristico do C-6 de acido urdnico em 170,5 ppm
apresentou-se menos intenso que na fragdo FS2-B. Na regido de C-1 € possivel atribuir os
sinais em 109,1 e 107,4 ao C-1 das unidades de a-L-arabinofuranose (Beleski-Carneiro et al.,
1999, Zawadzki-Baggio et al., 1992), o sinal em 103,3 ao C-1 das unidades de B-D-
galactopiranose e o sinal em 100,3 ao C-1 das unidades de acido urdnico.

O espectro b mostrado na Figura 26 (correspondente a fragdo eluida da coluna de troca
iOnica com sal) apresentou nimero menor de sinais comparado com a fragdo que lhe deu
origem (4C-4). E caracteristico o sinal em 174,5 ppm referente ao C-6 de acido urdnico, em
108,5 ppm ao C-1 das unidades de a-L-arabinofuranose, em 104,7 ppm ao C-1 das unidades

de B-D-galactopiranose e em 100,6 ppm ao C-1 de acido ur6nico.
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Nos espectros de *C-RMN das fragdes FS2-B (Figura 25), 4C-4 (Figura 26a), fragio
acida obtida da coluna (Figura 26b), bem como da fragio FS2-A (Figura 18, p.61) sdo
encontrados sinais em 52,8; 52,8; 54,0 e 53,5 ppm, respectivamente, que correspondem ao
grupamento O-metil das unidades de acido urdnico metil-esterificadas (Breitmaier & Voelter,
1987).

Considerando estes resultados, a fragdo FS2-B foi escolhida para os estudos que se

seguiram.

4.1.5. Carboxi-reduciio da fragio FS2-B

Para esclarecer se o monossacarideo acido presente na fragdo FS2-B seria acido
galacturdnico, a amostra foi carboxi-reduzida conforme descrito no item 3.13.

Analise por GC-MS da fragdo FS2-B acetilada e FS2-B carboxi-reduzida, mostrou nesta
um aumento da proporgao relativa de galactose, sugerindo a presenga de acido galacturdnico
na composi¢do da fragdo. Estudo detalhado da fragmentagdo dos picos obtidos foi realizado
para confirmar se no tempo de retengdo relativo a galactose os fragmentos deuterados

presentes eram referentes ao C-6.

H
............. 2
145 HC—0Ac
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DC—OAc
D

Figura 27: Representagdo esquematica da molécula de acido galacturdnico apds carboxi-
redugio com boroidreto deuterado (NaBDy), hidrélise, redugdo e acetilagdo (Fonte: Carpita &
Shea, 1989).
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Nesta figura estdo apresentados os valores de unidade de massa de cada fragmento da
molécula de 4cido galacturdnico possivel de ser formado, sendo que os valores encontrados
abaixo da linha pontilhada se referem ao fragmento também localizado abaixo da linha, e
portanto, incluem o C-6 deuterado (identificado na figura).

No espectro de GC-MS da amostra carboxi-reduzida, no tempo de retengdo relativo a
galactose, foram encontrados 3 fragmentos n3o existentes no padrio (amostra apenas
acetilada): 159, 129¢ 117.

O fragmento secundario de massa 159 provavelmente resulta da saida de uma molécula
de acido acético (60) do fragmento primario de massa 219. O fragmento de massa 129 é
terciario<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>