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RESUMO

O cultivo do cacto colunar Cereus peruvianus foi realizado em uma
fazenda da Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil. A producao de
fitobiomassa foi estimada em torno de 300 toneladas/hectare ano.
Polissacarideos dos parénquimas foram extraidos mais eficientemente através de
processos que incluem etapas de prensagem mecanica automatizada, atingido
um rendimento de 2,22% de massa seca em relagdo a massa total do
parénquima.

O fracionamento do extrato bruto, apos precipitagdo com etanol, foi
realizada por cromatografia de troca idbnica em DEAE-celulose. Todas as fragbes
acidicas apresentaram a mesma composicdo monomérica como avaliados por
hidrolise acida ou enzimdtica. Arabinose e galactose foram prontamente
recuperados, enquanto ramnose e Aacido galacturdnico foram os ultimos
mondmeros detectados em ambos produtos hidroliticos. O componente uronila foi
seletivamente confirmado por eletroforese em papel. Analise espectroscopica,
Ressonancia Magnética Nuclear do " C, do polimero nativo mostra claramente a
contribuicdo de (C-1) de unidades de B-D-galactopiranosil e a-L-arabinofuranosil
bem como de (-CH3) de L-ramnopiranosil e (-C=0) de
a-D-galactopiranosilurénico. Também foi deduzido do espectro a condigdo
O-acetilada da goma nativa uma vez que 0s sinais respectivos ao campo baixo
(-C=0) e alto (-CH3) foram facilmente distinguiveis.

A polidisperséo e distribuicdo da goma acidica, foi avaliada por
Cromatografia de Exclus&o Estérica (SEC).

A goma acidica crua foi usada eficientemente na clarificagdo de
extratos de Stévia rebaudiana levando a obtengdo de formas pura do
esteviosideo. A goma na concentragdo de 50 ppm permitiu uma economia
significativa de coagulante primario (sulfato de aluminio) no processo de

clarificagdo do cha de folhas de Stevia rebaudiana Bertoni.
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Estudando as propriedades reologicas do heteropolissacarideo
acidico, verificou-se que a adi¢do de hidrolisados protéicos recuperados de
residuos de curtumes, resultou em efeito sinergistico, como medido pelo aumento
da viscosidade absoluta.

A cuticula cerosa pecto-celuldsica dos cladédios de Cereus
peruvianus também foi submetida a analise bioquimica e avaliacdo de possiveis
aplicagées. Seu conteudo lipidico foi de 10,3% em relagdo a massa seca. A
cuticula deslipidificada foi submetida a extracdo de substancias pécticas com uma
solucdo sequestrante de cdations divalentes (EDTA/Oxalato de amoénio). O
rendimento de pectato foi surpreendentemente alto (39,2% em relagdo a massa
séca). Rendimento de 52% foi obtido em condigdes otimizadas, empregando-se
um método rapido de extragcdo em duas etapas, baseado no tratamento com acido
mineral concentrado seguido de dlcali. A substancia péctica foi caracterizada
como um homogalacturonato por analise de metilagdo e Ressonancia Magnética
do ™C. A substancia foi carboxireduzida, obtendo-se uma D-galactana.
Cromatografia de exclusdo estérica indicou um valor de massa molar ponderal
média (Mw) de 140.000 kD. A homogalacturonana teve a sua capacidade de
geleificagdo ensaiada, segundo metodologia preconizada para pectina de baixo

metoxil.
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ABSTRACT

The cultivation of Cereus peruvianus columnar cactus was carried
out in the farm of State University of Maringa, Parana, Brazil. The production of
fresh biomass was estimated in about 300 tons/halyear. Soft parenchymatous
polysaccharides were more efficiently extracted by automated mechanical press,

reaching 2.22% dry weight basis of the total parenchyma.

The fractionation of crude polysaccharide extract, following the
precipitation with ethanol, was performed by an ionic exchange chromatography
on a DEAE-cellulose column. All the acidic fractions showed the same monomeric
composition as evaluated by acid or enzymatic hydrolyses. Arabinose and
galactose were promptly released, while rhamnose and galacturonic acid were
the last monomers detected in both hydrolytic products. The uronyl component
was selectively confirmed by high voltage paper electrophoresis. Spectroscopic
analysis and C Nuclear Magnetic Resonance (NMR) of the native gum, clearly
confirmed the contribution not only of B-D-galactopyranosyl and
o-L-arabinofuranosyl units (C-1) but also of L-rhamnopyranosyl (-CH3) and
a-D-galactopiranosiluronic (-C=0) units. The O-acetylation condition of the native
gum was also deduced from the spectrum once the respective signals at down

(-C=0) and up-field (-CH3) were easily distinguishable.

The polydispersion and molecular mass distribution of acidic gum,

was evaluated by steric exclusion chromatography (SEC).

The raw acidic gum was efficiently used to clarify Stévia rebaudiana
extracts to obtain stevioside sweetener. Gum concentration of 50ppm allowed
significant savings of primary coagulant, namely aluminum sulfate, in the process

of purification of the Stevia rebaudiana Bertoni leaf tea.
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Studying the rheological properties of the acidic
heteropolysaccharide, it was verified that the addition of protein hydrolyzates
released from tannery shavings resulted in a synergistic effect, as measured by

the increase in absolute viscosity.

The waxy pecto-cellulosic cuticle of Cereus peruvianus cladodes was
also submitted to biochemical analysis and evaluation for other potential
applications. Its lipid content was of 10.3% (dry weight basis). The lipid-free
cuticle was submitted to the extraction of pectic substances through a
demineralizing action of a double chelator extractant (EDTA + ammonium oxalate).
The pectate yield was surprisingly high (39.2% dry weight basis). An yield of 52%
was achieved in optimized conditions, using a fast two-step extraction, based upon
the treatment with concentrated mineral acid, followed by alkali. The pectic
substance was characterized as an homo-polygalacturonate by methylation
analysis, and by "°C Nuclear Magnetic Resonance (NMR). Its near-to-completion
carboxy-reduction lead to a neutral a-D-galactan. Steric exclusion chromatography
of the acid/alkali extracted polypectate indicated a molar mass (Mw) of about 140
kdaltons. The homogalacturonate had its capacity of jellyfication tested according

to a preconized methodology employed for pectin of low metoxil.
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INTRODUGAO

1. CACTACEAS

A familia Cactacea foi descrita pela primeira vez por Jussieu em
1789, sob o nome de Cacti (apud HUNT, 1967). O termo Cactacea,
empregado atualmente, foi publicado por Lindrey em 1830 (apud GIBSON,
1986).

Oviedo em 1526 (apud GIBSON, 1986) fez pela primeira vez a
descricdo de plantas do solo mexicano pertencentes a esta familia. Estas
plantas foram levadas para a Europa, cultivadas em casas de vegetagéo e ja
citadas em obras do século XVI. Segundo BRITTON & ROSE (1923), os dois
primeiros géneros descritos foram Hariota ANDERSON (1763) e Cassyta
J.MILLER (1771).

SCHURMANN (1899) revisou o assunto, reconhecendo 21
géneros e dividindo a familia em trés subfamilias, divisédo que persiste até hoje,
a saber, Cereoideae (hoje, Cactoideae), Opuntioideae e Pereskiodeae.

Apds a revisdao de BRITTON & ROSE (1923) que reconheceu 124
géneros e 1235 espécies, seguiram-se os trabalhos de BACKEBERG (1935) e
BACKEGERG (1959), os quais listaram 220 géneros e cerca de 3000 espécies.

| Com a introdugdo de formas modernas de classificagdo
filogenética, houve uma redugdo no numero de géneros , sendo que HUNT
(1967) reconheceu 84 géneros e cerca de 2000 espécies. Valores proximos a
estes foram ratificados no Encontro Internacional para o Estudo de Plantas
Suculentas, realizado em 1986, onde cerca de 90 géneros e 2000 espécies
foram reconhecidas pelos participantes do encontro (HUNT & TAYLOR,
1986).

As cactaceas sdo plantas fanerogamas dicotileddneas, nativas
das Américas e se distribuem amplamente desde o Canada até a Patagonia,
extremo sul da Argentina. De modo geral, podem se desenvolver em
ambientes que variam desde desertos e locais pedregosos até o interior de
matas tropicais, sendo fator comum a todos estes diferentes ambientes, a
irregularidade do suprimento hidrico (GUDSHORORN, 1975).



Para que as cactaceas possam sobreviver em tais meios, elas
possuem mecanismos eficientes que as tornam capazes de se adaptar em
lugares pobres de nutrientes e agua, mesmo sob a agdo direta de raios solares
e temperaturas elevadas. Estes mecanismos processam-se através de uma
série de modificagbes morfofisioldgicas que Ihes conferem a capacidade de
consumir e perder o minimo de agua que armazenam, apresentando
caracteristicas de plantas xerofitas. Possuem, portanto, sistemas radiculares
superficiais e extensos, elevada relagdo volume/superficie e dispositivos que
favorecem a retengdo hidrica, j& que a maior parte do tecido interno do caule
consiste de células altamente especializadas em armazenar agua (tecido
parenquimatico). Além desta funcdo, encontram-se ainda substéncias
mucilaginosas no seu interior, capazes de absorver agua do meio circundante.
Outra caracteristica é a transpiracdo reduzida  através de algumas
modificagbes, principalmente nas partes aéreas do caule, tais como: cuticulas
espessas, revestimento ceroso e células epidérmicas apresentando paredes
espessas, frequentemente lignificadas (METCALFE & CHALK, 1972).

Cereus peruvianus (figura 1), € uma espécie de cacto colunar
pertecente ao género Cereus , subfamilia Cactoideae e familia Cactacea se
distribuindo pelo sudeste da America do Sul. E uma planta arborescente de até
oito metros de altura, de ramos (cladddios) carnosos, compridos com
estrangulamentos de 0,50 a 0,70 m, sulcadas e com arestas e espinhos
agrupados. Quando nova, apresenta uma tonalidade levemente azulada que
desaparece na planta adulta (BRITTON & ROSE, 1923).



Figura 01- Cladédios de uma planta de Cereus peruvianus com
aproximadamente 8 m de altura.



2. MUCILAGENS DE CACTACEAS

2.1. Aspectos Estruturais

A mucilagem da Opuntia fulgida ou goma cholla foi a primeira das
mucilagens de cactaceas a ser investigada quimicamente. Os trabalhos iniciais
(YOSHIMURA, K 1895; YOSHIMURA, K. 1896) identificaram apenas a galactose
na estrutura da goma. Em 1902 foi relatada a presenga de galactose e arabinose
na estrutura do polissacarideo . A natureza acidica da mesma foi descrita
quando SANDS & KLAAS (1929) apresentaram a seguinte composi¢ao
monomérica para a mucilagem da Opuntia fulgida: arabinose, galactose, ramnose
e acido galacturdonico. BROW et alii (1949) identificaram na estrutura da mesma a
xilose, além dos constituintes descritos anteriormente.

Parikh & Jones com base em trabalhos minunciosos e detalhados a
respeito de caracteristicas estruturais do polissacarideo, propuseram que 0
mesmo seria constituido de uma cadeia principal formada por unidades de
D-galactose unidas através de ligagdes do tipo B(1—6) e apresentando cadeias
laterais ligadas ao carbono 3 constituidas dos seguintes mondmeros: galactose,
arabinose, ramnose , acido galacturonico e xilose (figura 2). Parte da arabinose
estaria como extremidade ndo-redutora na forma furanosidica (PARIKH & JONES,
1966a; PARIKH & JONES, 1966b) .

As mucilagens de Opuntia nopalea-coccinellifera, Opuntia
monocantha, (MINDT et alii, 1975) , Opuntia aurantiaca e Opuntia brasiliensis
(MOYNA & DIFABIO, 1978) e Opuntia ficus-indica (McGARVIE & PAROLIS,1981)
apresentaram composigao monomeérica similares a composi¢cdo determinada para
Opuntia fulgida: arabinose, galactose, ramnose, xilose e acido galacturdnico
(BROW et alii, 1949).
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Figura 2 - Unidade estrutural basica da goma chofla (mucilagem da Opuntia
fulgida ).

McGARVIE (1981) apds minunciosas analises por metilacdo do
polissacarideo obtido do parénquima da Opuntia ficus-indica, € com base em seus
trabalhos anteriores (McGARVIE & PAROLIS, 1979a; McGARVIE & PAROLIS,
1979b) realizados com o polissacarideo integral e parcialmente degradado,
ratificou as andlises de composigdo monomérica obtidas por outros
pesquisadores e propds uma estrutura (figura 3) para a goma da Opuntia
ficus-indica que difere em alguns aspectos da estrutura da mucilagem da Opuntia
fulgida (figura 2), proposta por PARIKH & JONES (1966)b. Nesta estrutura a
cadeia principal € composta de unidades de acido galacturdnico alternados com
unidades de ramnose. Todas as unidades de ramnose da cadeia principal estao

substituidas no carbono 4 por cadeias curtas constituidas por unidades de



galactose unidas através de ligagdes (1—6), sendo que estas cadeias laterais
podem apresentar ramificagdes unidas aos carbonos 3 e 4. As unidades de
arabinofuranose e xilopiranose estdo presentes como extremidades
ndo-redutoras. Portanto, o acido galacturonico e a ramnose formariam um nucleo
com maior resisténcia a hidrolise que as cadeias laterais, constituidas de

arabinose, galactose e xilose.

R R
| |

GalAa(1-2)Ramp(1-4)GalAa(1-2)Ramp(1-4)GalAa(1-2)RamB(1-4)GalA(1-2)

Figura 3 - Estrutura parcial proposta para a mucilagem da Opuntia ficus-indica.
R , cadeias laterais constituidas de unidades de D-galactose unidas através de

ligacdes do tipo B(1-6).

TABAK & PUESCHEL (1969) isolaram um polissacarideo com 15%
de rendimento em relagéo a massa séca do cacto Cereus triangularis, composto
de galactose, arabinose, ramnose e acido galacturdnico, ndo sendo observada a
presenca de xilose, como em espécies do género Opuntia . Este polissacarideo
também apresentou uma nucleo bastante resistente a hidrélise contendo todo o
acido galacturdnico detectado.

MINDT et alii (1975) realizaram analises estruturais em mucitagens
de quatro espécies de cactdceas (Opuntia monacantha, Opuntia
nopalea-coccinellifera, Cereus peruvianus, Wigginsia erinacea) . O teor de &cido
galacturdnico variou entre 20 e 51% nas espécies analisadas. A mucilagem do
Cereus peruvianus apresentou teor de acido galacturénico de 40% e os seguintes
agucares neutros: ramnose, galactose e arabinose, nao sendo observada a

presenca de xilose. A analise de metilagdo mostrou que parte da arabinose



(2,3,5 - tri-O-metil-arabinose) ocupa extreminadades terminais ndo-redutoras
na forma furanosidica . O autor concluiu ainda, que as mucilagens do Cereus
peruvianus e da Wiggincea erinacea sdo similares em termos de composigao
monomeérica e estruturais.

Segundo MOYNA & TUBIO (1977) a maioria das mucilagens de
plantas suculentas tem em comum a presenca de L-arabinose, D-galactose,
L-ramnose , &cido D-galacturbnico, cuja cadeia principal (“backbone” ) é

constituida pelo acido urdnico e pelo deoxi-agucar.

2.2. Usos de mucilagens e outros produtos de cactaceas

CRUSE (1949) , em uma revisdo a respeito da flora do deserto do
sudoeste dos Estados Unidos, relaciona uma série de patentes e publicacdes que
preconizam a viabilidade da utilizagdo da flora do deserto, em especial as
cactaceas, como fonte de alimento forrageiro para animais, agucares
fermentesciveis, celulose, amidos, resinas, gomas, alcaloides, fitoterapicos, oleos
e outros produtos extrativos.

FERNANDEZ (1954) relata os resultados de suas pesquisas com
as "folhas " e frutos da Opuntia ficus-indica, sugerindo que as "palmas" poderiam
ser utilizadas como alimento para o gado e discute ainda a viabilidade econdmica
da obtengcdo de d6leo a partir de suas sementes, bem como a possibilidade de
extracdo e fermentacdo de agucares das mesmas.

MEDEIROS (1958) analisando as cactaceas: Cereus jamacaru,
Opuntia nopalea-coccinellifera e Opuntia ficus-indica, em relagdo ao conteudo de
proteinas, lipidios, cinzas, carboidratos e sais minerais, concluiu que a planta
seca pode ser utilizada como aditivo alimentar para o gado devido ao alto
conteudo de sais de calcio e fosforo.

CAMPELLO e CORREA (1960) descreveram os resultados de uma
pesquisa a respeito do cultivo e utilizagdo de variedades de cactaceas

forrageiras sem espinhos. Procuraram também estabelecer a classificagao



botanica das espécies existentes nas regides éridas de Pernambuco e a forma
adequada de manejo do gado com fitobiomassa provenientes de cactaceas. Os
autores concluiram que "é indiscutivel a necessidade de fomentar, o mais
intensamente possivel, a cultura das palmatorias na zona seca de Pernambuco, a

fim de que o sertanejo e seu gado ndo peregcam".

CORREA (1963) publica uma revisdo onde discute o valor nutritivo
de algumas espécies de palmas e 0s resultados de estudos realizados pelo
Instituto de Pesquisas Agrondmicas de Pernambuco com o objetivo de resolver
problemas da cultura de palma gigante (Opuntia ficus-indica), palma redonda e
miuda (Opuntia nopalea-coccinellifera), as quais sdo utilizadas no nordeste
brasileiro como forrageira para o gado.

MELLA (1958) publicou resultados de avaliagbes bromatologicas
realizadas com frutos de Opuntia ficus-indica e de Pyrus communis provenientes
do Chile. Os resultados levaram a conclusdo que o fruto da ficus-indica possui

alto valor nutritivo em fungao do seu conteudo de sais minerais e vitaminas.

Em 1968, VIDAL & VARELA realizaram um “screening” de
aminoacidos da Opuntia ficus-indica, o qual indicou um conteudo aceitavel de
aminodcidos, embora lisina, um dos aminoacidos essénciais, seja limitante.
Dietas com 25% de proteina de Opuntia ficus-indica e 75% de proteina de
farinha de peixe s&o totalmente aceitaveis do ponto de vista nutricional.

BICALHO & PENTEADO (1981) relataram resultados de avaliagées
bromatolégicas realizadas com "folhas" e frutos da Opuntia ficus-indica. O valor
nutricional do fruto anunciado por outros pesquisadores foi comprovado nas
analises realizadas por Bicalho e colaboradores que também determinaram alta
percentagem de calcio, fosforo e vitaminas no fruto. BICALHO & PENTEADO
(1982) determinaram o periodo ideal para colheita dos frutos consumidos

"in natura" ou processado.



VILLAREAL et ali (1964) relataram os resultados obtidos com
sucos extraidos de frutos de seis espécies de cactos (Opuntia megacantha;
Opuntia spp.; Opuntia streptacantha;, Opuntia robusta, Opuntia amyclaea; e
Opuntia ficus-indica). As pesquisas tiveram como objetivos determinar condigdes
ideais de processamento e avaliar a qualidade dos sucos enlatados. Os melhores
resultados foram obtidos com o suco extraido dos frutos da Opuntia

Streptacantha.

OSPINA (1971) relatou a determinacdo da levulose em frutos de
Opuntia ospinae e ESPINOSA (1973) identificou os seguintes agucares soluveis
no suco obtido de Opuntia ficus-indica: frutose, glucose e galactose, além de

descrever as condigdes de preservagao do suco.

LERCKER et alii (1976) identificaram os seguintes agucares soluveis
no fruto da Opuntia ficus-indica: glucose, frutose e em menor quantidade
sacarose. O 6leo obtido a partir das sementes apresentou alto conteudo de acido
linoléico (65%), ndo sendo detectada qualquer substancia que possa impedir
seu uso na alimentagdo humana. Os autores sugeriram o uso da Opuntia como
uma fonte alimentar do tipo convencional. O fruto de uma cactacea (Cereus
(Carnegiea) gigantea Eng.) foi utilizado pelos indios como alimento em grande
escala. O xarope obtido da polpa era fermentado para fabricacdo de vinho e
\)inagre e as sementes serviam como fonte de proteinas.

PIMIENTA-BARRIOS & NOBEL (1993) descreveram a distribuicdo
geografica no territério mexicano do cacto colunar Stenocereus, que produz
frutos denominados de Pitayas e comparou caracteristicas quimicas e
morfolégicas de frutos de espécies nativas com frutos de espécies selecionadas e

cultivadas em grandes plantagées.



VILLAREAL et alli (1963) relataram resultados de pesquisas
realizadas com seis espécies de cactos. Com base nos resultados . foi discutida a

possivel utilizacdo de cactaceas como fonte de pectinas e celulose.

COSTA et alli (1992) relataram o desenvolvimento de um método de
extracdo de pectinas da cuticula do Cereus peruvianus, pelo qual se obteve um

rendimento de 40% em relagdo a massa seca da cuticula.

Com relagdo a principios ativos ndo glicidicos, Head e
colaboradores em 1960 (apud CRUSE, 1973) isolaram o composto
7-stigmasten-3pB-ol do cacto Tophocereus schotti, 0 qual mostrou ser essencial ao

ciclo de vida de Drosophila phacea .

Hartwell em 1960 (apud CRUSE, 1973) relatou a cura de um
adenocarcinoma abdominal, histologicamente diagnosticado, pelo emprego de
duas cactaceas uma espécie de Opuntia proveniente do México e outra da Africa
do Sul (Opuntia maxima).

No periodo de 1978 a 1983 foram publicados uma série de artigos
que avaliam a eficiéncia de extrato de Opuntia streptacantha, largamente utilizado
no México como agente hipoglicemiante. Segundo os autores, os resultados
obtidos comprovam a eficiéncia destes extratos e validam, portanto, a utilizagéo
dos mesmos (IBANEZ- CAMACHO et alii, 1983) .

Brambilla em 1957 (apud CRUSE,1973) obteve dos frutos e das
folhas da Opuntia ficus-indica mucilagem com propriedade emoliente e hidratante
com a qual foi preparada uma emulsdo cosmética contendo 2,5% com 2% de
sélidos totais.

ALDERETE (1955) descreveu o uso de mucilagens obtidas de
cactaceas (Opuntia quimilo, Opuntia ficus-indica, Opuntia kiska-loro, Cereus
validus e Cereus coryne) em processos de clarificacdo de agua, além das
propriedades adsorventes das mesmas em solugbes aquosas para alguns

compostos quimicos.
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RODRIGUEZ (1984) obteve mucilagens do Cereus peruvianus
através de diversos métodos e avaliou o potencial da mesma em processos de
clarificacdo de agua. Constatou que a mucilagem, na faixa de 0,2 ppm a 1
ppm, funciona como um auxiliar de floculagdo, conduzindo a uma economia do
coagulante primario, sulfato de aluminio.

NOZAKI et alii (1993) empregaram a mucilagem do Cereus
peruvianus, obtida de acordo com os métodos descritos por RODRIGUEZ (1984)
e avaliaram o potencial da mesma na remog¢éo do cromo |l de aguas residuais de
curtumes.

NERD et alii (1993) descrevem uma tentativa de adaptag&o de cinco
espécies de cactaceas colunares, entre elas o Cereus peruvianus, no Deserto de
Negv de Israel. Segundo os autores, Cereus peruvianus tem excelentes chances
de ser domesticado, tendo apresentado excelente taxa de creécimento e de
rendimento de biomassa anual (2 kg de massa séca por metro quadrado) e ainda
colheita precoce de frutos comestiveis de boa qualidade em relagéo as demais

espécies estudadas.
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3. PECTINAS

3.1 Aspectos gerais

Os trés principais polissacarideos que entram na composicao

da parede celular de plantas sdo : celulose, hemilcelulose e substancias

pécticas.

As substancias pécticas se localizam principalmente na lamela
mediana e parede celular primaria, desempenhando importante papel na
manutencdo da integridade e aderéncia dos tecidos da planta. Desta forma, a
natureza e a quantidade de substancias pécticas presentes exercem grande

influéncia sobre a textura das plantas e vegetais (VAN BUREN, 1979) .

Nos frutos verdes a maior parte das substancias pécticas se
encontra sob a forma de protopectina, substancia cimentante entre as células,
a qual pode ser hidrolizada enzimaticamente até pectina soluvel durante o
processo de maturagdo que, por sua vez, pode ser decomposta formando
alcool metilico e acido péctico, durante o amadurecimento excessivo ou
apodrecimento da fruta. Embora a base bioguimica do amadurecimento e
envelhecimento, associado ao amolecimento ndo tenha uma explicagdo clara,
a dissolucdo da lamela, separagcdo e perdas de ions Ca*?, foram sugeridas

como fatores que contribuem para o amolecimento das frutas.

Muitos vegetais, pré-aquecidos a temperaturas moderadas
(60-70°C), por 20 a 30 minutos, e logo postos em &agua fervendo durante
15-30 minutos, apresentam maior rigidez que aqueles mantidos na ultima
condicdo diretamente, ou seja, sem pré-aquecimento. A maior rigidez deve-se
provavelmente a acdo da pectinesterase sobre as paredes celulares,
especialmente sobre as substancias pécticas que sdo desmetiladas com uma
posterior formacdo de pontes de ions Ca*?, ocorrendo portanto, aumento no
conteudo de pectinas do tipo quelantes soluveis (BARTOLOME & HOFF,
1972) . Segundo SAJJAANANTAKUL et ali (1989 ) o efeito texturizante
provocado pelo pré-aquecimento seria resultado ndo apenas do aumento do

calcio ligante, mas também da reducéo do processo de B-eliminagao, o
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qual provoca despolimerizacdo das substancias pécticas segundo um
mecanismo alternativo a simples quebra hidrolitica, ou seja formag&o de um

hexuronato insaturado entre C-4 e C-5 (agdo enziméatica das pectinas liases).

Pectinas foram pioneiramente caracterizadas como agentes
geleificantes em frutas (BRACONNOT, 1825). Desde entdo, estudos
bioquimicos tém levado a um entendimento detalhado da estrutura quimica de
varias fontes (ASPINALL ,1969) e, condi¢cdes otimas para a preparagédo de
importantes pectinas comerciais foram descritas (TOWLE & CHRISTENSEN,
1973).

As substancias pécticas sdo, basicamente, polissacarideos
constituidos por residuos do acido D-galacturdnico unidos através de ligagbes
do tipo a(1—4), podendo apresentar em sua estrutura, curtas sequéncias de
ramnose unidas através de ligagdes do tipo a(1—2) e ainda pequenas
ramificagcbes de xilose, ramnose e arabinose. Nas pectinas, parte das
unidades de acido D-galacturbnico se encontram esterificadas por grupo
metila, sendo que o grau de esterificagdo € um parametro que divide as
pectinas em dois grandes grupos: pectinas com baixo teor de metoxila (abaixo
de 50%) e pectinas com alto teor de metoxilas (acima de 50%) . Esta
classificacdo é muito importante, pois pectinas pertencentes a grupos
diferentes, exibem comportamentos distintos de geleificagdo, sendo que, as
pectinas de alto teor de metoxilas (ATM) sao habeis em formar géis na
presenca de acidos organicos (citrico, malico, etc.) e sacarose enquanto que
as pectinas de baixo teor de metoxila (BTM) podem formar géis mesmo na
auséncia de tais complementos, exige, entretanto, uma pequena quantidade
de ions divalentes (calcio e/ou magneésio), dai a grande importancia deste tipo
de pectinas, uma vez que podem ser utilizadas, mais facilmente na fabricagéo
de produtos dietéticos ou com baixo teor de calorias (GRUESS, 1973). As
principais fontes de pectinas s&o as frutas citricas (lima, limao e laranja) e
bagaco de magad (McCREADY & McCOMB, 1952).

Numa designagdo mais genérica, as substancias pécticas foram

definidas como derivados coloidais de carboidratos, porque o acido
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galacturdnico em vegetais é derivado da galactose via oxidagdo do grupo
alcodlico do carbono 6. Ha grande proporgdo de unidades de acido anidro

galacturénico, formando uma cadeia polimérica basica linear.

Na década de 40, em decorréncia das controversias existentes a
respeito da nomenclatura das substancias pécticas, um comité instituido pela
Sociedade Americana de Quimica adotou a “Nomenclatura Revisada de
Substancias Pécticas” que até hoje € aceita como padrdo. De acordo com esta
nomenclatura substancias pécticas formam um grupo constituido pelas
seguintes substancias: protopectina, acidos pectinicos, pectinatos, pectinas,
acidos pécticos e pectatos (CHRISTENSEN, 1986). As definicbes s&o dadas a
seguir. Protopectina é a substancia péctica matriz, insolivel em agua e
presente nos tecidos de plantas que originam as demais substancias pécticas.
Acidos pectinicos sdo 4&cidos poligalacturdnicos com grau varidvel de
metilagdo, os quais dependendo do teor de metoxilagdo, podem formar géis
com sacarose em meio acido, ou em presenga de cations divalentes.
Pectinatos sdo sais de acidos pectinicos. Pectinas sdo os acidos pectinicos
soliveis em agua com teor de metoxil e grau de neutralizagdo variavel,
podendo também geleificar com agucar e acido sob condigbes apropriadas.
Acidos pécticos sdo representados pelos &cidos poligalacturdnicos totalmente

desesterificados (livres de metoxila). Pectatos sdo os sais de acidos pécticos.

Os grupos carboxila da cadeia poligalacturénica podem ent&o ser
encontrados parcialmente esterificados com grupos metila ou, completamente
neutralizados por uma ou mais bases. O grau de esterificagdo varia com a
procedéncia da pectina e método de extragdo (FISHMAN et alii, 1978; PILNIK
& VORAGEN, 1970) . A “Nomenclatura Revisada de Substancias Pécticas *
esta sendo criticada por ndo prever a presenga de agucares neutros ou
ramificagcOes laterais. Moléculas de pectinas podem ser divididas em duas
regides basicamente lineares distintas (figura 4), regido “smooth”
(homogalacturonana) e regido “hairy” (ramnogalacturonana) em fungdo das
cadeias laterais de agucares neutros ligadas covalentemente (DE VRIES et ali,
1982; DE VRIES et alii 1983).
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:‘/ Cadeia lateral
Raminogalacturonana
Galacturonana linear

Figura 4 - Representacdo esquematica da cadeia principal de uma pectina
mostrando a regido nao-ramificada (homogalacturonana) e regido ramificada
(ramnogalacturonana).

As caracteristicas estruturais de pectinas sdo sumarizadas na
tabela 1. As cadeias laterais sdo compostas principalmente de D-galactose,
L-arabinose, D-xilose, e em menor frequéncia: D-manose, L-fucose, acido
D-glucurdnico e ainda acgucares metilados como 2-O-metil-D-Xilose,
2-O-metil-L-fucose e D-apiose. As cadeias laterais ligam-se covalentemente a
cadeia principal através do carbono 4 de unidades de ramnose pertencentes a
cadeia principal. Deve ser salientado que substituicées também ocorrem nas
unidades de Aacido galacturdnico da cadeia principal em C-2 e C-3
(SELVENDRAN et alii, 1987). Algumas hidroxilas do C-2 e C-3 podem estar
acetiladas, existindo valores de acetilagdo que variam de 0,2% no caso da
pectina citrica e de magd podendo chegar até 35% em pectina extraida de
bagaco de beterraba (ROMBOUTS & THIBAULT, 1986) . Os agucares
metilados ocorrem exclusivamente como grupos terminais, enquanto o0s
agucares neutros mais comuns como D-galactose, L-arabinose s&o
encontrados na forma de arabinanas, galactanas e arabinogalactanas
(ASPINALL, 1980).
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Tabela 1 - Caracteristicas Estruturais de Moléculas de Pectinas

Cadeia Principal Galacturonana
Ramnogalacturonana

Cadeias Laterais (Maiores) Arabinanas
Galactanas

Arabinogalactanas

Cadeias Laterais (Menores) B-D-Xil-(1-3)-
L-ara-(1-3)-
B-D-Gal- (1-2)-B-D-Xil-(1-3)-
a-L-Fuc-(1,2)-B-D-Xil-(1-3)-
D-Api-(1-3)-D-Api-(1-
B-D-GIcA-(1,6)-D-Gal-(1-

3.2 Histoérico

TUTIN (1921) observou a produgdo de metanol e acido péctico
pela agdo enzimatica ou de alcali sobre pectinas. MYERS & BACKER (1927)
constataram a redugéo na viscosidade de solugdes de pectina devido a adig&o

de alcali.

PAUL & GRANDSEIGNE (1929) verificaram que pectinas
submetidas a acdo da pectase eram sensiveis a metais alcalinos terrosgs, ou
seja, estes eram capazes de promoverem a geleificagdo, resultando em gel
firme. Estas mesmas pectinas, enzimaticamente tratadas, quando misturadas

com leite levavam a formacéo de gel.

JOSEPH (1930) observando que a pectina tratada
enzimaticamente coagulava em presencga de leite, concluiu que a geleificagéo

se dava em fungdo do calcio presente no leite.
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Um método de preparacdo de agentes geleificantes utilizando
pectinas de baixo teor de metoxila ( variando entre 3,0 e 6,5) pela adi¢cdo de
cations foi patenteado por BAKER & GOLWIN (1941).

KAUFMAN et alii (1942) observaram que a formagdo de géis
utilizando pectinas de baixo teor de metoxila em presenga de cailcio era
influenciada pelo tamanho da cadeia, isto €, quanto maior a cadeia mais firme

era o gel produzido.

McCREADY et alii (1944) verificaram que pectinas citricas eram
desmetoxiladas e despolimerizadas pelo tratamento alcalino, sendo que a
velocidade de desmetoxilagdo em relagédo a despolimerizagdo dependia do pH
e da temperatura, ou seja, controlando-se tais parametros era possivel ajustar
um processo de desesterificacdo, de forma que a velocidade de desmetilagéo
fosse mais rapida que a despolimerizagdo. Os autores sugeriram que para
valores de pH superiores a 10, a temperatura ndo podia ultrapassar a 5°C. A
influéncia de sais também foi estudada pelos mesmos autores sendo
constatado que a presenca de alguns sais influenciavam a velocidade de
desmetilacdo. A influéncia dos sais de metais divalentes como Ca*? e Mg* era

maior que a dos sais de Na“ e K'.

LINEWAVER (1945) estudando o efeito da concentracdo de
eletrélitos sobre a desesterificagdo de pectinas citricas, verificou um aumento
de 400% na velocidade de desesterificagdo em fungdo da concentragéo
eletrolitica, concluiu que a aceleragdo da velocidade de desesterificagcdo se
dava em funcgdo da neutralizagdo de carga do grupo carboxila, o que segundo

o autor facilitaria a aproximagéo do agente de hidrélise, o ion hidroxila.

SHULTS et alii (1945) comparando a desesterificagdo de pectinas
através de tratamentos enzimatico e alcalino, perceberam que os acidos
pectinicos enzimaticamente desesterificados eram menos dissociados do que
aqueles desesterificados por tratamento alcalino. Esta diferenga no
comportamento de dissociagdo foi explicada em termos da distribuicdo de

grupos carboxilas gerados. Segundo Shultz, agentes alcalinos provocam
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desesterificagdo ao acaso. gerando uma distribui¢éo irregular ou aleatoria de
grupos carboxilicos, enquanto que na desesterificagdo enzimatica, obtem-se
varios grupos desesterificados lado a lado, que em blocos atrairiam os ions

mais firmemente que os grupos carboxilicos distribuidos aleatoriamente .

SPEISER et alii (1945), estudando o efeito da concentragdo de
acido e temperatura sobre o processo de desmetilagdo de pectinas citricas,
verificaram que o acido ndo apenas promovia a desmetilagdo como também
removia outros compostos, sem entretanto, causar degradagido excessiva da
molécula. Portanto, na desmetilagdo acida obtem-se acidos pectinicos com
maior grau de "pureza'. A anadlise de parametros cinéticos mostrou que a
reacdo de desesterificacdo era de primeira ordem, similar & hidrolise de
ésteres de baixa massa molecular, o que indicava que a hidrélise era
independente do resto da molécula. Foi observado, ainda, que a velocidade de
desmetilacdo era diretamente dependente da temperatura. Os autores
verificaram ainda, que sob a agdo da pectase em pH 6,0, a diferentes
temperaturas, a reagdo de desesterificacdo era muito mais rapida que a
remogao de outros componentes, obtendo-se uma maxima velocidade de

desesterificagdoa 50 °C.

MERILL & WEEKS (1945) estudando o efeito do aquecimento
sobre a reologia de solugdes de pectina a 1%, verificaram que alteragcdes na
viscosidade relativa estavam associadas a alteragbes na viscosidade
intrinseca. Os autores sugeriram que a reducdo de viscosidade se dava em
fungao, preferencialmente, da estrutura primaria que da estrutura secundaria.
Estudando o efeito do pH e da temperatura sobre o processo” de
desesterificagdo de pectinas em meio acido, obtidas a partir de maca,
verificaram que a reagéo era de primeira ordem. Observaram, também, que a
adicdo de acido aumentava a velocidade de desesterificacdo em relagdo a
despolimerizagdo, ou seja, o acido era mais eficiente na catalise da
desmetilagcdo do que na catélise da despolimerizagdo. Observaram ainda que
a adicdo de sais provocava um aumento do pH e na velocidade de

desesterificacdo. Segundo os pesquisadores essas mudancas eram
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provocadas pelos céations que atuavam especificamente sobre 0s grupos

carboxilas.

O efeito dispersante da sacarose e dextrose sobre pectinas de
baixo teor de grupos metoxilas foram estudados em 1946 por WOODMANSEE
et alii (1946). A sacarose foi mais efetiva em pH 3,35, enquanto a dextrose em
pH 2,95. Os mesmo autores verificaram a influéncia de agucares na forma de
po na obtencdo de geleias, sendo que apresentaram melhores caracteristicas
de textura aquelas produzidas com uma mistura de sacarose e dextrose. Nas
géleias em que foi adicionada somente dextrose, ocorreu cristalizagdo e
naquelas preparadas com sacarose, observou-se uma textura granulosa.
Ainda estudando o efeito do tempo sobre géis de uvas preparadas com
pectinas de baixo teor de grupos metoxila, o autor verificou que a rigidez dos

géis aumenta com o tempo de armazenamento, mas perde em elasticidade.

SPEISER & EDDY (1946), utilizando pectinas de magas
desesterificas enzimaticamente e por tratamento &cido, prepararam géis
visando determinar a influéncia do método de desesterificacdo e da massa
molar. Os géis preparados com pectinas obtidas através de desesterificagdo
enzimatica eram menos firmes que o0s géis preparados com pectinas
desmetoxiladas por tratamento &cido. Verificaram que nos géis preparados
com 65% de solidos a firmeza dependia da massa molar, enquanto que nos
preparados em presenca de calcio a firmeza dependia fundamentalmente do

grau de metoxilagao.

OWENS & MACLAY (1948) patentearam um processo de
producdo de pectinas de baixo teor de grupos metoxila e alta massa molar. O
método consistia em tratar o tecido vegetal com alcali na faixa de pH de 6 a 10,
com temperaturas variando de 0 a 60 °C. O processo extrativo/preparativo era
interrompido pela adi¢cdo de acido e, entdo, a mistura aquecida a ebuligdo em

presenga de um auxiliar de filtrag&o, para a obteng¢do da pectina.

OWENS et ali (1949), estudando a geleificagdo de pectinas de

alto e baixo teor de grupos metoxilas, sugeriram que pontes de hidrogénio
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eram as responsaveis pela geleificagdo de pectinas de alto teor de grupos
metoxilas em presenca de alto teor de solidos, enquanto que as pectinas de
baixo teor de grupos metoxilas tinham a geleificagdo governada por pontes de

ions suplementadas pelas pontes de hidrogénio.

Numa outra patente, McCCREADY et alii (1948) descreveram a
obtengdo de 4&cidos pectinicos de baixo teor de grupos metoxilas,
desesterificados com diferentes agentes. A pectina foi precipitada por

acidificacdo e o precipitado lavado até um pH méaximo de 2,2.

JOSEPH et ali (1949) observaram que a desesterificagido
produzida pelo hidréxido de amonio levava a amidagédo da pectina, isto € , a
hidrolise do éster se processava conjuntamente com a formacdo de grupos
amida, tanto em sistemas alcodlicos como aquosos sob altas concentragdes de
hidroxido de amonio. Verificaram também que a velocidade de amidagéo era
maior nos sistemas alcodlicos em relagdo aos sistemas aquosos, em fungdo da
concentragcdo da amonia ser maior que ions amoénio em sistemas alcodlicos, a
qual reagia com os ésteres formando o grupo amida. Os mesmos autores
enfatizaram que com o controle da concentragdo de hidréxido de amonio,
temperatura e tempo de reacgdo, pectinas amidadas seriam obtidas com
praticamente a mesma massa molar da pectina tratada, a qual poderia ser
empregada comercialmente. Ainda, segundo JOSEPH e coloboradores, as
pectinas amidadas requerem a mesma quantidade de calcio para produzirem
um gel com determinada firmeza, mesmo quando no processo utilizou-se
elevada concentracdo de hidroxido de amoénio. Os autores observaram
também que o grupo amida ndo reagia com os ions calcio no processo de
geleificagdo, uma vez que o conteudo de nitrogénio amidico permanecia

constante antes e ap6és a geleificacio.

Estudos eletroforéticos de pectinas desesterificadas
enzimaticamente (HILLS et alii 1949) , demostraram que a enzima hidrolizava
os grupos metoxilas em posic&o especificas. Também observaram que os géis
preparados com tais enzimas eram pouco firmes e que a firmeza aumentava

com o aumento da desesterificacdo, sugerindo que este aumento de firmeza
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era em decorréncia do aumento da homogeneidade de cargas sobre a cadeia

da pectina.

BRYANT (1949) obteve uma patente para produgdo de pectinas
de baixo teor de grupos metoxilas, empregando uma quantidade 16 vezes
superior a quantidade de hidroxido de amonio necessario para rompimento das
ligacbes ésteres. Com este processo, Bryant obteve um produto contendo de
12 a 20 % de grupos carboxilas livres e sais de amoénio na faixa de 15 a 35%.

Sendo que este produto sé necessitava de calcio para geleificagéo.

OWENS et alii (1950) desenvolveram um método de preparagao
de pectinas de baixo teor de grupos metoxilas, a qual ao final do processo era
separada por precipitacdo utilizando-se solu¢do de NaCl 2 a 10% e pH entre 3
eb.

MITCHELL (1950), estudando a desmetoxilagdo de pectinas via
tratamento com hidroxido de amonio, verificou que o aumento de grupos

carboxilas livres ndo correspondia ao aumento de grupos desmetoxilados.

GRAHAM & SHEPHERD (1953) estudando a despolimerizagao
de pectinas citricas com hidroxido de amoénio, verificaram que a degradagéo
poderia ser reduzida conduzindo o processo a baixas temperaturas e também
que a neutralizagdo parcial de pectinas de baixo teor de grupos metoxilas

aumentava a solubilidade e a estabilidade durante o armazenamento.

KACHALSK & FEITELSON (1954) estudaram a desesterificagao
com hidréxido de sédio a 4°C e verificaram que a constante de velocidade
decrescia com o tempo reacional, o que sugere, segundo os autores, que O
campo eletrostatico fortemente negativo dos grupos carboxilas, formados

durante a hidrélise, causava redugédo na velocidade de reagéo.

NEUKON E DEUEL (1958), através de estudos reoldgicos de
pectatos de sédio obtidos por desesterificagdo alcalina com hidroxido de sédio
sob diferentes temperaturas, concluiram que sendo as pectinas

polissacarideos oxidados, as ligagdes glicosidicas seriam facilmente rompidas
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por alcali produzindo compostos de menor massa molar. O rompimento da

ligagbes, segundo estes autores, seriam em decorréncia do fendmeno de

B-eliminagéo (figura 5).

Pectina
0
C— OCH,
RO "
OH
OH
+H"||-H’
?- -
C—OCH,
o
OH
OH |

0
C~—0OCH,
/ 0
RO + OH
OH

Figura 5 - Esquema da B-eliminacao
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ALBERSHEIN et alii (1960) observaram que a despolimerizagéo
de pectinas em pH 6.8 com temperatura entre 60 e 90 °C, aumentava com a
temperatura e era maior no inicio da reagdo. De acordo com os autores, a
reducdo na velocidade de degradagdo da molécula com o tempo de
aquecimento era devido a diminuicdo do conteudo de grupos metila. Ainda de
acordo com Albershein , as unidades de acido galacturdnico deveriam estar na
conformagdo C-1, de forma que os dois substituintes diretamente envolvidos
na B-eliminagdo estariam situados em posi¢do axial e a eliminagdo se daria
de acordo com o esquema mostrado na figura 5; no caso de esteres de acido
alginico a degradacéo ocorre de forma mais lenta, uma vez que o hidrogénio

do carbono 5 e o residuo glicosidico ndo estarem em posi¢&o axial.

DI GIACOMO & RISPOLI (1961) verificaram que a
desesterificacdo com hidroxido de amoénio em meio alcodlico podia ser

controlada mais facilmente pelo fato de ser menos rapida.

RISPOLI & DI GIACOMO (1962), também, estudaram a influéncia
de fatores como: pH, soélidos soluveis e grupos metoxila na preparagao de
géis utilizando pectinas de baixo teor de grupos metoxilas. A influéncia do
calcio foi mais pronunciada a medida que houve reduc¢do do teor de metoxila,
sendo que a necessidade de célcio também aumentou com a redugéo do teor

de solidos totais

LEO & TAYLOR (1962) patentearam um método de preparacgéao
de géis, utilizando pectinas de baixo metoxila, a frio e sem a necessidade de

adicao de agucar.

BOCK E LANGE (1963), estudando a desesterificacdo de
pectinas com hidréxido de ambénio em meio aquoso, no intervalo de
temperatura de 10 a 30°C e valores de pH entre 9 a 10,3, observaram que
para este intervalo de pH, o poder de geleificagcdo dos produtos aumentava
com o decréscimo da temperatura . Segundo estes autores o pH e a
concentracdo de hidréxidos, empregados no processo de desmetilagdo nao

tiveram influéncia significativa sobre a capacidade de geleificacdo dos
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produtos obtidos. Estes autores determinaram que o0s produtos
desesterificados sob temperaturas entre 10 a 15 °C, apresentavam capacidade
étima de geleificagdo em relagdo aos produtos obtidos em temperaturas mais

elevadas.

LOPES & LI-HSIENG (1968), estudando a influéncia de sodlidos
totais, pH e teor de calcio, em relacdo a firmeza de géis preparados com
pectinas de baixo teor de metoxila e contendo grupos amidas, verificaram que
embora seja possivel a obtencdo de géis preparados com pectinas de baixo
teor de metoxila em um amplo intervalo de pH, o pH era extremamente
importante na qualidade e estabilidade de géis preparados em presenga de
calcio e baixo conteudo de sdlidos. Os autores também verificaram que em
determinado pH e conteudo de célcio, a quantidade de pectina necesséria
para a obtencdo de gel com uma determinada firmeza decrescia com 0
aumento do teor de sdlidos soluveis. Verificaram ainda que, fora dos
intervalos 6timos de concentragdo de pectina de baixo teor de metoxila e
conteudo de calcio, ou seja, tanto acima como abaixo do intervalo, géis fracos
eram formados. Observaram ainda que o emprego de grandes quantidades de
pectina promovia turvagdo no gel. Estes mesmos autores, verificaram que
durante o armazenamento, a firmeza do gel aumentava enquanto a
elasticidade decrescia. Eles sugeriram que tais mudangas estavam
relacionadas com a redugdo do conteudo de metoxil, levando portanto a um

aumento do numero efetivo de pontes de ions estabelecidas entre as cadeias.

KOHN (1969) determinando a constante de estabilidade para
complexos formados entre pectinas de beterraba e ions calcio, observou que
as pectinas desesterificadas enzimaticamente apresentavam segmentos de
cadeia com alta densidade de carga, possibilitando a ligagdo a ions caicio,
mesmo aquelas com conteudo relativamente alto de grupos metoxila. O autor
também verificou que a afinidade de ions calcio pelas pectinas aumentava com
o decréscimo do teor de metoxila. Estudando a constante de estabilidade de
pectatos de calcio e de pectinato de caicio acetilado, Kohn verificou que o

aumento do grau de acetilagdo provocava diminui¢do no grau de estabilidade,
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e que tal redugdo na constante era decorrente de impedimento estérico
acarretado pelos grupos acetilicos.Com bases nestes estudos, o autor sugeriu

que a ligagdo entre caicio e a pectina se dava atraves de forgas eletrostaticas.

SMIT & BRYANT (1969) metilaram pectinas com diazometano
sob temperatura de 30 °C, e constataram reducd&o na viscosidade. Esta
reducdo foi relacionada a diminuicdo da massa molar provocada pela

despolimerizag&o durante o processo .

SEWER-LEWANDOWSKA et alii (1972), estudando a rigidez de
pectinas de baixo teor de grupos metoxilas proximo a pH 3, observaram que a
sensibilidade ao calcio aumentava com o decrescimo do teor de grupos

metoxila.

BLACK & SMIT (1972) estudando a desesterificagdo através de
diferentes métodos, observaram que entre 5 e 7°C e pH 8, o processo de
desmetilagdo com hidroxido de sédio era extremamente rapido a ponto de néo
permitir a obtengcdo de pectinas com determinados graus de metoxilagdo. A
desesterificagdo conduzida com &cido cloridrico 1,4 N mostrou-se muito lenta
em relagdo a reacao processada em meio alcalino, mas com a vantagem de
produzir menor despolimerizacdo. Os mesmos autores, comparando géis
produzidos com pectinas obtidas por diferentes agentes de desesterificagdo
(acido, hidroxido de amoénio ou hidroxido de calcio), observaram que os
mesmos apresentavam valores de firmeza semelhantes, quando as massas
molares e o teor de metoxila eram aproximadamente iguais. Observaram
também, que géis feitos com pectinas de mesmo teor de metoxila e com a
mesma percentagem de grupos carboxila livres, de pectinas obtidas por
hidréxido de amoénio ou hidroxido de sodio, apresentavam comportamento
diferente. Os autores sugeriram que a maior firmeza dos géis de pectinas

desesterificados via hidroxido de amonio era devido a formag&o de pontes de

hidrogénio suplementares pelos grupos amida.

KAWABATA & SAWAYAMA (1975), estudando geleificagdo de

pectinas de baixo teor de metoxila em presenca de ions célcio e magnésio,
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observou que seria necessario 0 emprego de quantidades de magnesio trés
vezes superiores a quantidade de calcio necessaria para produzir um gel de

mesma firmeza.
3.3 Tipos de géis e graduagao

As pectinas de alto teor de metoxila, pertencentes ao grupo ATM,
s&o aquelas que apresentam mais de 50% dos residuos de acido galacturdnico
esterificados (WALKINSHAW & ARNOTT, 1981), tendo as suas propriedades
de geleificacdo influenciadas pelo grau de esterificagdo. De acordo com o grau
de esterificagdo as pectinas podem ser subclassificadas em: pectinas de
deposicdo rapida, de deposigao semi-rapida e pectinas de deposigéo
lenta. DOESBURG E GREVERS (1960) definiram o tempo de deposigao como
sendo aquele entre 0 momento em que todos os ingredientes necessarios a
formagdo da geléia estdo presentes na solugdo aquecida em correta
propor¢éo, € o momento que ocorre a formagédo da geléia. A tabela 2 mostra,
de forma sumarizada, a relagdo entre grau de esterificagdo, o tempo e a
temperatura de deposicdo para os diferentes tipos de pectinas de alto metoxila

disponiveis comercialmente.

Tabela 2. Diferentes tipos de pectinas de Alto Teor de grupos metoxilas

TIPO DE PECTINA GRAU DE TEMPERATUA DE
METOXILACAO (%)  GELEIFICACAO (C)

Deposicdo Rapida 70-76 75-85

Deposicdo semi-rapida 66-70 55-75

Deposicdo lenta 60-66 45-60

As pectinas de deposicao rapida apresentam grau de metoxilagao
entre 70 e 76%, s&o indicadas quando se utiliza embalagens pequenas e/ou
na preparagao de geléias contendo pedagos de frutas. A rapida deposi¢do ou
geleificacdo deste tipo de pectinas em temperaturas elevadas (75-85°C)
previne a flotacdo de pedagos de frutas. Pectinas habeis em promover a
formacédo do gel entre 55-75°C s&o denominadas de pectinas de deposigao

semi-rapida e sado utilizadas com as mesmas finalidades das pectinas de
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deposicdo rapida, apresentam grau de metoxilacdo entre (66-70%). As
pectinas com grau de metoxilagdo entre 60 e 66% geleificam em temperaturas
entre 45 e 60 °C e sdo denominadas de pectinas de deposicéo lenta. Estas
pectinas sdo indicadas quando se utiliza recipientes grandes. O tempo
relativamente grande requerido para sua geleificagdo permite encher grandes
recipientes. Portanto, para pectinas de alto teor de grupos metoxilas (tipo
ATM), o tempo e temperatura de deposi¢do sdo diretamente proporcionais ao

grau de metoxilag&do da pectina.

A velocidade de deposicdo € um parametro que pode ser
regulado tambémpelo controle do pH do meio de geleificagdo. Sais-tampé&o,
tais como acetato de sodio, tartarato acido de soédio, fosfato bissddico,
carbonato de calcio e citrato bissddico sdo frequentemente utilizados na
preparacdo de pectinas comerciais tendo como finalidade controlar a

velocidade de deposi¢éo do gel.

Pectinas de baixo teor de grupos metoxilas (BTM), tem a
caracteristica de fomargel em uma extensa faixa de pH, sdo menos sensiveis
as variagdes de pH em relagdo as pectinas pertencentes ao grupo ATM, além
disso geleificam sob baixas concentragbes de cossoluto, sacarose por
exemplo, ou mesmo na auséncia deste. Entretanto, requerem a presenga de
ions divalentes como Ca* e Mg™. As pectinas comerciais, pertencentes ao
grupo BTM, devem conter especificagdes relativas a quantidade de cossoluto
(sacarose) e calcio por grama de pectina necessaria para a formagéao do gel.
Altas concentragbes de ions divalentes podem provocar a precipitacdo da
pectina sem formagdo do gel. De modo diferente das pectinas de alto teor de
grupos metoxilas (ATM), as pectinas do tipo BTM produzem geis cuja
velocidade de deposicao é reduzida com o aumento do grau de metoxilagéo.
As pectinas do tipo BTM s&o utilizadas na fabricagdo de geléias com restricdo
calérica e outros produtos dietéticos como pudins, sopas gelatinosas, suco de

frutas, purés e molhos.
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A quantidade de sacarose (em gramas) necessaria para geleificar
um grama de pectina & uma medida do poder de geleificagdo e € expresso em
graus, resultando em um gel com caracteristicas texturais padronizadas sob
condicbes predeterminadas. Ha varios métodos que podem ser empregados
para determinar o grau ou poder de geleificagdo de uma pectina. O mais
utilizado € o USA-SAG. Quando 150 g de sacarose forma uma geléia perfeita
com 1 g de pectina a partir de uma mistura com 65% de solidos e pH ajustado

para 3, esta pectina apresenta grau 150 SAG.

Pectinas obtidas a partir de polpa de macas e pele de citricos,
comercializadas sob a forma de pods, normalmente s&o padronizadas com
glicose para grau 100 ou 150 SAG. Embora as pectinas também sejam
disponiveis comercialmente na forma liquida, a preferéncia recai sob as
pectinas na forma de pds uma vez que sdo mais estaveis e mais apropriadas

para a preparagao de geléias.

3.4 Geleificagcao de pectinas de alto teor de grupos metoxilas

As condigbes necessdrias para promover a geleificagdo de
acidos pectinicos de alto teor de metoxila foram amplamente estudadas e
existe um consenso a respeito dos requerimentos basicos, quais sejam:
concentragdo de agucar relativamente elevada; faixa de pH apropriada,
massa molar e grau de metoxilagdo também elevados. Ja em 1965 RAUCH
apresentava, de forma esquematica (figura 6), a relagéo existente entre as
principais condicdes necessarias a formagdo de gel com pectinas do tipo

ATM, apontando valores limites que continuam sendo observados.

Em relacdo ao mecanismo de geleificagdo ndo existe o0 mesmo
nivel de consenso. A teoria mais simples e antiga, de acordo com GAVA

(1986) , propde que os agucares tém um efeito desidratante, ou seja, os
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mesmos removeriam a camada de agua protetora das moléculas de pectina,
possibiltando assim a sua aproximagdo, e consequentemente, o0
estabelecimento de pontes de hidrogénio entre as moléculas de pectina.
Outros acreditam que a adi¢do de agucar conduz & formag&o de pontes de
hidrogénio, mas estas seriam estabelecidas entre as moléculas de pectina e as
moléculas de agucar como mostra a figura 7. Para outros, o mecanismo de
formagao do gel ndo pode envolver somente o estabelecimento de pontes de
hidrogénio entre moléculas de pectinas, agucares e agua, devido ao fato de

serem demasiadamente fracas (FIZMAN, 1989).

{——v GRAU DE GELEIFICAGAO

Uniformidade Rigidez da estrutura
da estrutura

l !

Conc. da pectina (%) Acidez Concentragao de agucar
05 10 15
T pH 640 675 710
v ¢t 44
Otimo 27 283032 34 36 37 Geléia Otimo Formagéo
(Depende do tipo T 1 T 1 T 1 T mole de cristais
de pectina) Geléia A Geléia
dura mole
Otimo

Figura 6 - Diagrama de RAUCH (1965): formacdo de geléia em fungdo da
combinagdo de seus componentes basicos.

De acordo com DESROSIER (1964), a pectina em solugéo se
comporta como uma particula coloidal carregada negativamente. A adig&o do
acucar provocaria a desestabilizagao destas particulas , as quais precipitariam

na forma de uma rede e teriam a capacidade de reter liquido em sua estrutura
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supramolecular. A continuidade da rede e a densidade das fibras que a
constituem seriam tanto maiores quanto maior fosse a concentragcdo de
pectina. A firmeza da malha seria influenciada pela concentracéo de agucar e
pela acidez. Quanto maior a concentragdo de agucar maior seria o efeito
desidratante. Acidez elevada- resultaria em géis firmes, embora pudesse
provocar a ruptura da molécula de pectina por hidrélise e consequentemente o
colapso do gél. Sob baixo valores de acidez as fibras tornar-se-iam fracas,

ndo suportando o liquido, com consequente ruptura do gél.

H
/H
pectina——-of /O‘.
H H H—oO0— agucar —o__
] S 0
0. s

g
pectina

Figura 7- Interag&o agucar-pectina-agua por meio de pontes de hidrogénio

Segundo BOBBIO & BOBBIO (1984 ) as moléculas de pettinas
estariam suspensas em meio aquoso na forma de micelas carregadas
negativamente e altamente hidratadas. Para que ocorra a formacgdo do gel
haveria a necessidade de promover a aproximacdo entre as micelas. Esta
aproximacdo seria possivel pela desidratagdo parcial e pela redugdo da
repulsdo eletrostatica. O agucar exerceria o efeito desidratante e a acidez
elevada (valores de pH entre 2,8 e 3,3) provocaria a reducdo da repulsdo

eletrostatica.
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Considerando-se R-COOnH,O como representacdo da molécula de pectina

hidratada, a geleificagdo se daria segundo o seguinte esquema:
R-COOnH,0 + H* —> R-COOHNH;0
R-COOH.nH,0 + agucar —* (R-COOH (n-m)H,0 + agucar m H,0)

WALKINSHAW e ARNOTT (1981) realizando medidas em
estruturas no estado sdlido, propuseram que as interagdes hidrofobicas
poderiam desempenhar importante papel no mecanismo de geleificagdo de
pectinas com alto teor grupos metoxilas. As interagdes hidrofébicas seriam
estabelecidas entre os grupos metoxilas (figura 08). Este trabalho se constitui
num marco, pois fornece as primeiras evidéncias experimentais da existéncia

de um outro tipo de interacdo além das pontes de hidrogénio.

OAKENFULL e SCOTT  (1984) estudaram a interagéo
hidrofébica na formacdo de géis de pectinas de alta teor de grupos metoxilas e
concluiram que a rede de moléculas de polissacarideos nesses géis é
estabilizada por uma combinacdo de interagdes hidrofébicas e ligagbes de
hidrogénio. A contribuicdo da interagcdo hidrofébica a energia livre de
formagao de zonas de juncdo é metade daquela da ligagao de hidrogénio, mas
€@ uma exigéncia esséncial, desde que a ligagdo de hidrogénio sozinha €
insuficiente para vencer a barreira entropica para a formagao do gel. As zonas
de juncdo consistem de dois segmentos adjacentes de cadeias de
polissacarideos, variando o comprimento desses segmentos de 18 até perto
de 250 unidades de acido galacturbnico, aumentando com o grau de
metoxilagdo. A exigéncia de alta concentragao de sacarose (ou outro cossoluto

similar) na preparacdo de géis de pectinas € explicada pela estabilizagdo de
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interagdes hidrofébicas por certos agucares (sacarose por exemplo). O papel
sifnificante da interagdo hidrofébica pode, também, explicar como as
propriedades reolégicas desses geis dependem da temperatura, e séo
afetados pela substituicdo de outros agucares ou cossolutos similares a
sacarose. Portanto, os autores ndo sé confirmam a existéncia e a importancia
das interagdes hidrofébicas na formacéo de pectinas com alto teor de metoxila
como, também, demonstram que o agucar ou outros poliois desempenham a

funcdo de estabilizar a interagdo hidrofobica.

Figura 8 - Estrutura das zonas de jungdes em géis de pectinas de alto teor de
metoxila baseado em estudos de difragdo de Raios-X. Os atomos de
hidrogénio dos grupos metilicos hidrofdbicos sdo representados por circulos
fechados e as pontes de hidrogénio séo representadas por linhas tracejadas.
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De acordo com GROSSO (1992) a capacidade de geleificagéo
de pectinas de alto teor de metoxila depende da capacidade de hidratagdo do
agucar empregado e, também, de sua capacidade de interagir com a pectina.
Géis obtidos com sorbitol apresentaram resultados texturais (dureza)

superiores aos obtidos com sacarose ou com glucose.

Parece existir um certo consenso de que a pectina, em condigées
adequadas a geleificagédo, sofre uma desidratagéo parcial e precipita-se ou fica
num estado intermediario, entre a solugdo e a precipitagdo, na forma de uma
rede capaz de suportar liquidos mantidas por pontes de hidrogénio e

interagbes hidrofdbicas (MAY, 1990), como mostra a figura 9.

Figura 9 - Representagdo esquematica da rede de sustentagdo de um gel. As
areas interconectadas representam zonas de jungées

3.5 Geleificagao de pectinas de baixo teor de metoxila

Industrialmente a obtencdo de pectinas com baixo teor de
metoxilas tem sido realizada pela desesterificagdo controlada de pectinas de
alto teor de metoxila extraidas de pele de citrus e bagago de magés. JOSEPH
et alii (1949) classificaram os métodos de desesterificagdo em quatro grupos
de acordo com o agente empregado: grupo 1 (agentes acidos), grupo 2

(agentes alcalinos), grupo 3 (agentes enzimaticos) e grupo 4 ( amodnia em
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sistemas alcodlicos ou amodnia concentrada em sistemas aquosos). Os
métodos industriais mais empregados atualmente pertencem aos grupos 1 e 4.
Pela desesterificagcdo acida obtém-se pectinas de baixo teor de metoxila com
distribuicdo randdmica de grupos carboxila metil esterificados ao longo da
cadeia de pectina, enquanto pelo emprego de métodos do grupo 4 obtéem-se
pectinas de baixo teor de metoxila amidadas, ou seja, parte dos grupos
carboxilas sdo amidados durante o processo (RACAPE et alii, 1989). Os
métodos que empregam agentes enzimaticos na obtencdo de pectinas de
baixo teor de metoxila tem sido utilizados apenas em escala laboratorial.

A possibilidade de obtengdo de pectinas de baixo teor de
metoxila em escala comercial, como um subproduto da industria de extrag&o
de 6leos de semente de girassol, tem sido intensamente estudada desde que
COLIN & LIMOYNE (1940) relataram a obtencdo de substancias pécticas de
girassol. Pectinas de girassol sdo consideradas pectinas de baixo teor de
metoxila de ocorréncia natural, sendo empregado na extragdo das mesmas
agentes sequestrantes tais como EDTA, oxalato ou hexametafosfato
(LIN et alii ,(1975).

3.5.1 Conformagao da molécula de pectina

Estudos de difracdo de raios-X demostraram que a conformagéo
geral dos polissacarideos pécticos € determinada pelas dimensdes dos
angulos ¢ e y das ligagdes glicosidicas. Esses angulos fazem com que a
cadeia polissacaridica assuma uma conformag¢do helicoidal. Em solugéo,
devido a interagao entre solvente e o polissacarideo, ocorre uma redistribuicao
dos valores dos angulos ¢ e y levando o polissacarideo assumir
conformacao semi-rigida . DURAND et alii (1990) relataram os resultados de
estudos empregando técnicas de espalhamento de luz laser de baixo angulo e
neutrons com pectinas de diferentes grau de metoxilagédo, onde demonstraram
valores de comprimento de persisténcia para as substancias pecticas
estudadas em torno de 20 mondmeros. Com base nestes resultados,
concluiram que moléculas de pectinas sdo muito mais flexiveis que moléculas

de xantana para a qual um comprimento de 250 mondmeros foi relatado (LIU &
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NORISUYE, 1988) e, sdo mais rigidas que moléculas de amilose, que
apresentam comprimento de persisténcia entre 3 e 8 monodmeros
(RING et alii, 1985).

3.5.2 Mecanismos e estruturas das zonas de jungdes

O modélo “caixa de ovos”, proposto por REES (1982), ¢é
considerado a base do mecanismo de geleificagdo de pectinas de baixo teor
de metoxila. Segundo tal mecanismo, a associagdo entre cadeias se da
através do ordenamento paralelo de sequéncias especificas, estabelecendo-
se zonas de jungbes entre cadeias de polissacarideos, interligadas através
de ligagdes idnicas e eletrostaticas dos grupos carboxila (figura 10). Os
atomos de oxigénio dos grupos hidroxila, atomos de oxigénio do anel, e os
atomos de oxigénio ligantes das unidades monossacaridicas participam do
processo através de seus pares de elétrons livres (KOHN,1987). A
estabilidade das jun¢des dependem das interagdes eletrostaticas, exigindo um
minimo de sete grupos carboxila livres consecutivos no interior de cada
segmento de cadeia participante da zona de jungdo (POWELL et alii, 1982). A
extensdo das zonas de jungbes sdo limitadas pela presenga de grupos

carboxilas metil esterificados.
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Figura 10 - Representacdo esquematica do calcio ligante as sequéncias de
acido poligalacturdnico: (a) dimero “caixa de ovos”, (b) agregacdo de dimeros
e ( ¢) uma cavidade da “caixa de ovos”
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3.5.3 Parametros intrinsecos de geleificagao

3.5.3.1 O efeito da massa molar

Um dos parametros moleculares extremamente importante na
geleificacdo de pectinas de baixo teor de gupos metoxilas € a massa molar.
Quanto maior a massa molar de uma pectina, maior o nimero de jungdes e,
consequentemente, maior sera a rigidez do gel obtido ( VAN DEVENTER -
SCHRINGER & PLINK 1987). Portanto, € muito importante o controle dos
processos de extragdo no sentido de que seja evitada, tanto quanto possivel, a

despolimerizag&o da cadeia polissacaridica.

3.5.3.2 O efeito da distribuigdo de carga

Ligacdes cooperativas do calcio ndo sao suficientemente fortes
para promover a geleificacdo de pectinas de baixo metoxila quando mais de 40
% dos grupos carboxila estdo estatisticamente esterificados. Segundo
THIBAULD & RINAUDO (1985), as pectinas enzimaticamente desesterificadas
sdo caracterizadas por um baixo coeficiente de atividade, mostrando a
existéncia nessas moléculas de segmentos com um arranjo em blocos
contendo 15 unidades de grupos carboxila. Isto corresponde a um minimo de

sete residuos ndo esterificados ocorrendo ao longo de cada face do polimero.

3.5.3.3 O efeito da ramnose

A presenca de ramnose na estrutura primaria da molécula de
pectina (figura 11) provoca dobras na cadeia, que impedem a orientagado
apropriada das mesmas para a formagéo das zonas de jungbes. A ramnose em
pectinas citricas e de magéds, normalmente, estdo associadas com aqueles
segmentos da cadeia definidos como regides ramificadas , ou seja, sé&o
regides onde cadeias curtas de agucares neutros se ligam a cadeia principal.

Portanto, a molécula de pectina pode ser visualizada como sendo constituida
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de dois tipos de regides: uma linear e outra ramificada. A linear & compativel
com a formacdo de zonas de juncdes, pois 0s mondmeros estdo em uma
disposigéo que satisfazem as exigéncias geométricas restritivas das zonas de
jungdes, enquanto a regido ramificada, contendo ramnose e cadeias laterais
n&o podem formar zonas de jungdes. Logo, o conteudo de ramnose afeta as
propriedades geleificantes das pectinas, e também, as propriedades do gel
formado. O efeito do conteido de ramnose tem sido pouco estudado. A
obtengdo de pectinas de mesma massa molar e grau de esterificaggdo, mas
com diferentes conteudos de ramnose poderia ser importante para um melhor
entendimento do efeito da ramnose. A presenca deste deoxi-agucar introduz

dobras na cadeia da molécula de pectina .
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Figura 11 - Representacdo esquematica mostrando como insergbes de
ramnose (Ram) provocam dobras na cadeia do acido poligalacturdnico.

3.5.3.4 Efeito do grupo acetila

Os residuos de acido galacturbnico acetilados apresentam
dimensdes que sdo incompativeis com as severas restricdes geometricas das
associagdes intercadeias dentro das zonas de jungbes (KOHN & FURDA,

1968). Assim, os residuos acetilados reduzem as propriedades geleificantes de
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pectinas, como no caso de pectinas de beterraba, que apresentam alto teor de
acetila e pobres caracteristicas geleificantes. A geleificagdo do alginato

também é reduzida pela acetilagéo.
3.5.3.5 Efeito de grupos amida

A amidacdo afeta positivamente as propriedades geleificantes de
pectinas de baixo teor de grupos metoxilas, ou seja, aumenta a habilidade
geleificante. Pectinas de baixo teor de grupos metoxilas amidadas apresentam
a vantagem de requererem menos calcio para geleificarem e s&o menos
propensas a precipitacdo em funcdo de altas concentragbes de caicio. Em
outras palavras, sdo menos sensiveis a presenga de calcio. Segundo KIM et
ali (1978 ) o aumento de grupos amida nas pectinas de baixo metoxila,
obtidas a partir de girassol, resultou em géis mais elasticos e fortes, que
aqueles obtidos com pectinas de baixo nivel de amidacdo. RACAPE et alii
(1989) sugeriram que a geleificagdo de pectinas amidadas ndo pode ser
completamente explicada pelo modelo “caixa de ovos”, e que grupos amidados

levam a outros tipos de associagdes.
3.5.4 Parametros extrinsecos

As caracteristicas estruturais moleculares da pectina de baixo
teor de grupos metoxilas, como na de alto teor de grupos metoxilas, sdo
considerados fatores intrinsecos e governam as propriedades geleificantes;
mas existem outros fatores, ditos extrinsecos, que se referem as condigdes nas
quais é conduzido o processo de geleificagéo tais como: pH, temperatura,
concentracdo de sdlidos totais, forga idnica, concentracdo de pectina e

concentracgao de calcio.

39



3.5.4.1 Efeito da concentragao de pectina e calcio

A figura 12 mostra um diagrama de fases para a pectina de baixo
teor de grupos metoxilas (grau de metoxilagéo 28%) em pH 7. Este diagrama
mostra, basicamente, a presenca de trés dominios: no primeiro ndo ocorre a
geleificagdo e abrange aquelas regides onde a concentragdo de pectina €
menor que C, e R ( R= 2 Ca*¥/CO0O’) menor que R1; no segundo dominio
para valores de R maiores que R1 e dispersbes de pectina acima de C,, no
qual a mistura pode existir na forma de sol, gel ou em um estado de equilibrio
sol-gel; e um terceiro dominio para dispersdes de pectina acima de C, e
valores de R maiores que R2 no qual o gel esta sujeito a sineresis. O diagrama
de fases € muito util, pois fornece para uma dada pectina, as concentragées

dos ingredientes necessarios a geleificagcdo.

Sinerese
' fo
0 1 5 ¢ glitro 10

Figura 12 - Diagrama de fase de uma solugdo de pectina com GM 28% (sem
adicdo de agucar) em NaCl 0,05M , em pH 7 . R = 2 (Ca®* / (COO ); C,
concentragdo de pectina (g/litro).
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3.5.4.2 Efeito do pH

A formagéo de gel com pectina de baixo teor de metoxila sem a
adicdo de um cossoluto, como por exemplo a sacarose, & pouco sensivel a
mudangas de pH, porém para valores de pH abaixo de 3,5 a quantidade de
calcio necessaria a geleificagcao é superior a quantidade requerida para pH 7,
uma vez que ocorre um decréscimo no numero de grupos carboxilas
dissociados em fungdo da acidez elevada. Para valores muito baixos de pH, as
cargas nas zonas de jungbes sdo neutralizadas pelos ions hidrogénios,

podendo levar a agregacéo e precipitagéo de pectinas.

3.5.4.3 Efeito da forga idnica.

AXELOS (1990) demostrou que, para um dado conjunto de
parametros para uma pectina de baixo teor de metoxila em presenca de NaCl,
formam-se géis mais rigidos que na auséncia de NaCl. Este efeito poderia ser
explicado em termos de comportamento eletrolitico. Concentracdes crescentes
de eletrolito provocaria uma blindagem progressiva das cargas eletrostaticas
localizadas ao longo da cadeia polissacaridica, de forma que ocorreria a
aproximacao entre cadeias e por outro lado também, é claro, uma redugéo do
nimero de fungdes idnicas ligantes. E possivel que, em fungdo da
aproximacado de cadeias e de uma velocidade menor de geleificagdo, possa
iniciar-se um numero maior de pequenas zonas de jungdes, as quais
confeririam maior estabilidade e for¢ca mecanica ao gel formado. Com o
aumento da forga idnica, parece ocorrer também uma redugdo na quantidade

de calcio necessaria a geleificagao.
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3.5.4.4 Efeito da temperatura

O fato de géis preparados com pectinas de baixo teor de
metoxila serem termoreversiveis, possibilita que os mesmos sejam preparados
pela dispersdo da pectina em solucbes de calcio aquosas aquecidas a 70 °C e
entdo esfriadas lentamente. A temperatura de transicdo sol-gel pode ser
aumentada pelo aumento do conteudo de pectina e calcio e redugéo do grau

de metilag&o, e reduzida pelo aumento da forga idnica.
3.6. Contetdo de sélidos soluveis

A pectina de baixo teor de metoxila tem a capacidade de
geleificar na auséncia de acucar. De modo geral a adigéo de solidos soluveis
tem o efeito de aumentar a temperatura de deposi¢do e a forca do gel
enquanto reduz a sinerese (CHRISTENSEN,1986). Em pH apropriado a
adicdo de sacarose leva a uma reducdo na quantidade de calcio necessaria a

geleificagéo.
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4. REOLOGIA

4.1 Alguns fundamentos de reologia

Reologia é a ciéncia que estuda a deformacdo do fluxo da
matéria (do grego ‘rheos” = fluxo e “logos” = ciéncia). Segundo BARNES et alii
(1989), a viscosidade é sindnimo de fricgdo interna e € uma medida da
resisténcia do fluxo. Conforme a figura 13, a for¢a tangencial por unidade de
area necessdria para produzir movimento entre moléculas € dada por F/A.
Sendo simbolizada por t e conhecida como tensdo de cisalhamento (shear

stress).

P
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Figura 13 - Planos paralelos, com area A, separados por um liquido sob
cisalhamento, nos quais € aplicada uma forga tangencial F.

Sob fluxo laminar, existem gradientes de velocidade entre as camadas que
fluem. O gradiente de velocidade, y , neste regime, é dado pela raz&o entre a

velocidade dv das varias camadas e a distancia dx em relagdo a parede

¥ =dv/dx (1.1)

e é conhecido como velocidade de cisalhamento (shear rate). A viscosidade n
€ a constante de proporcionalidade entretevy:

T=ny (1.2)

ou n=tvy (1.2a)
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4.2 Caracterizagao de fluxo

A caracterizacdo reologica de um hidrocoldide natural em
solugdo é realizada pela determinagdo de suas caracteristicas de fluxo. Um
reograma tipico representando a tensdo de cisalhamento (tr) em fungao da
velocidade ou gradiente de cisalhamento (y) permite classificar o
comportamento do fluido: Newtoniano, dilatante ou pseudoplastico (figura14).
Em liquidos Newtonianos a razdo entre t e y & constante, ou seja, n €

constante , em qualquer velocidade de cisalhamento.

1Y )

OILATANTE
VALOR DO
RENOIMENTO

NEWTONIANO

PSEUDOPLASTICO

Figura 14 - Relacdo entre tensdo de cisalhamento (1) e velocidade de
cisalhamento (y) para fluidos exibindo diferentes comportamentos de fluxo.

A maioria das macromoléculas naturais em solugdo exibem
comportamento pseudoplastico. A figura 15 mostra uma curva de fluxo tipica
de um hidrocoldide com comportamento pseudoplastico. Observa-se que para
valores extremos de velocidade de cisalhamento, o hidrocoloide apresenta
fluxo Newtoniano, caracterizado por dois patamares que delimitam a faixa de
velocidade de cisalhamento onde o mesmo exibe comportamento

pseudoplastico .
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Figura 15 - Curva de fluxo tipica para um fluido pseudoplastico.

A relacdo entre a tensdo de cisalhamento, velocidade de
cisalhamento e viscosidade na por¢&o do reograma onde o hidrocoldide exibe

pseudoplasticidade (shear thinning) pode ser descrita pelas sequintes

expressoes:
=Ky (2.3)
n= Z/’/ =K },n-1 (24)

onde K € o indice de consiténcia e n € um numero adimensional que mede o
desvio do comportamento Newtoniano. Para o comportamento pseudoplastico

n assume valores menores que 1. Fluidos com comportamento dilatante
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exibem n maiores do que 1. e para n=1 a equagéo 3 se reduz a equagéo 1, ou

seja, o fluido apresenta fluxo Newtoniano.

4.3 Reologia e dimensbdes moleculares

O estudo reoldgico, além de permitir a caracterizagdo do fluxo,
isto é, a relacdo entre velocidade de cisalhamento e tens&o de cisalhamento
como funcdo de uma série de condigdes como concentragdo. pH e
temperatura, que sdo parametros importantes no desenvolvimento de
produtos e processos, permite através de medidas de viscosidade, em
condi¢des especificas , a obtengdo de informagbes acerca das dimensodes de
macromoléculas em soluc¢éo.

A viscosidade intrinseca /n/ €& um parametro viscosimétrico
obtido a partir de solucdes diluidas e em condigdes de fluxo Newtoniano, que é
aquela situagdo onde se considera que as moléculas estdo isoladas uma das
outras, ndo ocorrendo nem um tipo de interagcdo entre as mesmas. A

viscosidade intrinseca € dada pela sequinte relagdo:

fn/=1lim [ ns/C] (3.1)
c—0

onde 75, € a viscosidade especifica e C a concentragdo do polimero em
diluicao infinita. Como se observa pela equacgéo 3.1, a viscosiddade intrinseca
esta relacionada com a viscosidade especifica. A viscosidade especifica pode
ser definida como o aumento de viscosidade do solvente provocado pela
dissolugdo do soluto, no caso o hidrocoldide, e pode ser representada pela

seguinte expressao:

Nsp = N-10/10 (3.2)

onde 7 e no sdo, respectivamente, a viscosidade do solvente puro e da
solucdo. A viscosidade especifica esta diretamente relacionada com a

viscosidade relativa através da sequinte expresséo:

Nsp = Nrei -1. (33)
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A razéo entre viscosidade especifica e a concentragdo na qual a mesma foi
determinada, nos da um valor conhecido como viscosidade reduzida e
apresenta como unidade a relagdo entre as sequintes grandezas:
volume/massa . Em um grafico de viscosidade reduzida contra concentragéo, a
viscosidade intrinseca € expressa pela viscosidade reduzida quando a
concentracdo tende a zero ou em dilui¢do infinita. Portanto, a viscosidade
intrinseca que representa o volume hidrodindmico da macromolécula em
solucdo pode ser determinado através de medidas de viscosidade especifica e

extrapolagbes graficas (ponto de encontro no eixo das abcissas).

Uma série de expressdes foram desenvolvidas no sentido de
linearizar a dependéncia da viscosidade reduzida em fungéo da concentragao,
entre elas podemos citar as sequintes relagdes de Huggins (3.4), Kraemer
(3.5), Martin (3.6) e Schulz-Blaschke (3.7).

nso/C = [l + K [nly® C (3.4)
(In ne)/c = [n] - ki [l € (3.5)
In(nsp/C) = In[n]m + Ku [n]mc (3.6)
Ns/C = [ns + Ks[nls Nsp (3.7)

onde [nlu, [nlk, [nIm e [n]s s@o as viscosidades intrinsecas correspondentes e
ku, ke, km © ks s@o as constantes empiricas definidas pelas respectivas

equacdes.

Dados experimentais demonstram que a viscosidade intrinseca,
para um dado polimero em um determinado solvente, aumenta com a massa
molar do polimero, se constituindo na base dos métodos viscosimétricos que
avaliam a massa molar de macromoléculas. Um outro aspecto importante, € a
qualidade termodinamica do solvente, pois a viscosidade intrinseca aumenta
com o poder termodinamico do solvente. Existe uma série de relagbes, que
permite a determinacdo da massa molar a partir de medidas de viscosidade

intrinseca de padrées de massas molares conhecidas e consideragdes
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empiricas a cerca da forma e geometria dos polimeros em solugdo. Dentre as

equacgldes propostas, podemos destacar a Mark-Kuhn-Houwink:

[n] = ks M (3.8)

onde k, e a sdo parametros que dependem do polimero, do solvente e da
temperatura e da polidispersividade das fracdes. Para polimeros lineares e
flexiveis, a assume valores entre 0,5 e 0,8. A massa molar do polimero que se
obtém através da equacdo de Mark-Houwink €& definido pela sequinte

expressao:

M, =[ZnM; "/ TnM; J7° (3.9)

onde n; € o numero de moléculas de massa molar M;.
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5. COAGULACAO - FLOCULAGAO COM POLIELETROLITOS

Um liquido que contém uma suspensdo de particulas que séo
pequenas para decantar, quando sujeitas a forga da gravidade por
longos periodos de tempo, € denominado de suspenséo coloidal estabilizada.
O liquido pode ser agua e a suspenséo estabilizada constituida de pequenas
particulas de argila. Neste caso o coldide € um soélido suspenso em agua.
Frequentemente, nos referimos a uma suspensdo de argila solida como
turbicidade, porque ela tende a espalhar a luz que passa através do liquido,

fazendo-a parecer turva.

Aguas residuais tém, frequentemente, grande numero de
particulas suspensas, logo apresentam turbicidade. Estes coldides podem ser
suspensbes de sdlidos, liquidos ou gases, ou combinagdo desses estados
fisicos da matéria dispersado no liquido. Exemplos de alguns materiais
suspensos em aguas residuais incluem metais, silicatos, fibras organicas,

pigmentos e cinzas.

Para os coldides hidrofilicos, sua estabilidade resulta de
interagbes quimicas entre grupos hidroxila adsorvidos sobre a particula e
moléculas de agua. Estes coldides sdo termodinamicamente estaveis, sendo
que de 10° a 10" particulas por cm® podem existir em uma suspensao
verdadeira. Macromoléculas organicas tais como amidos, gomas, resinas,

proteinas e polieletrélitos sdo exemplos de coldides hidrofilicos.

Existem coldides que nao interagem quimicamente com a agua e
ndo sdo termodinamicamente estaveis. Entretanto, podem permanecer em
suspensdo devido as interagdes eletrostaticas entre a superficie da particula e
a agua. Estes sdo chamados de hidrofébicos ou  suspensbéides. Séo
usualmente elementos inorganicos. A estabilidade desses coldoides pode ser
influenciada pela forga idnica e, também, pela propria concentragdo de

particulas coloidais.

Em &guas naturais e sistemas de agua residuais & incomum

encontrar um unico tipo de suspensdo coloidal. Normalmente, as suspensdes
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sdo constituidas por coloides com ambas caracteristicas: hidrofobicas e
hidrofilicas. Argilas s&o silicatos de metais finamente divididos que adsorvem
ions hidroxila e tornam-se, em parte, hidrofilicos. Hidroxidos de metais ou
oxidos de metais podem adsorver moléculas orgénicas e tornarem-se
parcialmente hidrofilicos. Nao é surpreendente, portanto, que muitas das
suspensdes coloidais, comumente encontradas, tem a sua estabilidade
depéndente do pH do meio. Isto & dbvio, considerando-se que o pH influéncia

a forga idnica e a concentragdo de grupos hidroxila do meio suspendente.

As suspensfes mais estaveis, normalmente encontradas em
aguas naturais e residuais, ocorrem com particulas de diametro menores que

1/100 um até cerca de 1um.

A aplicagdo de coagulante tem como objetivo reduzir ou interferir
com as interagdes superficiais, quimicas ou eletrostaticas, existentes entre as
particulas suspensas. A desestabilizacdo da carga superficial da particula é,
frequentemente, necesséria antes da efetiva coagulagéo ocorrer. Uma vez
desestabilizada, ha uma  maior probabilidade das particulas individuais
colidirem através do trabalho hidraulico. Em fungao das colisées, as particulas
sdo capturadas em grupos progressivamente maiores, € a menos que sejam
abalroadas por um rapido movimento ao acaso do meio, a maioria tende a

responder a for¢a da gravidade.

Certos polieltrdlitos neutralizam a carga superficial eletrostatica
da particula coloidal, levando-as a coagularem mais facilmente. Outros tipos
adsorvem particulas coloidais, ligando-as em grupos maiores que decantam
mais rapidamente. A sele¢do do tipo a usar depende das caracteristicas das
suspensdes das aguas naturais e residuais, dos sistemas hidraulicos e do uso

final das fases sdlidas e liquidas separadas.
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5.1 Uso de polieletrolito como agente coagulante

Antes da aplicacdo de um determinado polieletrélito (exemplo
goma de cactacea) a uma coagulagéo especifica, € quase sempre necessario
testa-lo antes. Ha centenas de diferentes tipos de polieletrdlitos disponiveis,
sob varios nomes comerciais, que sao utilizados para aplicagées no

tratamento de agua para uso doméstico e agua residuais.

Os diferentes tipos de polieletrolitos podem ser classificados sob
relativamente poucos grupos gerais. Entretanto, dentro de cada grupo, as
diferencas que existem podem mostrar efeitos peculiares sobre a coagulagéo e

remoc¢ao de uma suspensao particular da agua .

Teste laboratoriais ndo sao importantes somente quando o
polieletrélito sera utilizado como coagulante primario. Mesmo  quando
utilizados como auxiliares de floculagdo juntos com coagulantes inorganicos,
tais como sais de aluminio ou sais férricos, € importante determinar como se
comportardo. Se um polieletrélito ndo testado é adicionado a um processo de
coagulacdo-sedimentagdo, sem conhecimento de sua dosagem requerida e
tempo proprio de injecdo, ele pode criar muitos problemas que tornam
necessario lavagem de tanques, filtros e outras superficies com os quais o0s
solidos ou liquidos clarificados tenham entrado em contato. Por outro lado,
uma dosagem corretamente aplicada de um polieletrdlito efetivo, pode
aumentar significativamente a clareza de um efluente liquido, enquanto reduz

o volume de lodo sem criar problemas de manuten¢do no equipamento.

Os polieletrolitos tém sido utilizados de maneira cada vez mais
intensiva no tratamento de aguas para abastecimento, tanto como auxiliares
de floculacdo e/ou filtragdo, como também na forma de coagulantes primarios.
Seu uso, no Brasil, ainda tem sido restrito ao primeiro caso, pois, pelo menos
aparentemente, as dosagens necessarias para seu emprego como coagulante
primdrio, tornam seu uso desvantajoso, quando considerado o aspecto

econdmico.
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Entre as principais vantagens diretas e indiretas da utilizagéo de
polieletrélitos como auxiliares de floculagdo em uma estagdo de tratamento

convencional de agua, podem ser citadas:
- melhoria da qualidade da agua decantada e da filtrada;
- redugdo no consumo de coagulante primario;

- reducdo no volume de lodo sedimentado no decantador. Esse fato atenua os
problemas de poluicdo dos corpos receptores pelas descargas desse material,

e permite a dilatagcao do periodo entre as limpezas dessa unidade;
- aumento na remogado de germes presentes na agua bruta;

- aumento da eficiéncia da desinfecgdo, como consequéncia da redugdo da

concentracao de solidos suspensos na agua filtrada;

- diminuigcdo da ocorréncia de deposi¢cao de lodo na rede e nos reservatorios

do sistema de distribuicao;

- reducdo dos problemas advindos da sobrecarga de decantadores e filtros. A
utilizacdo de polieletrélitos permite, geralmente, a adogdo de taxas de
escoamento superficial maiores que aquelas permitidas quando do uso de

apenas sulfato de aluminio e cal;

- uso como solugdo de emergéncia, quando alguma unidade de decantagéo.
floculag&o ou filtrag@o tiver que ser retirada de operacao, e as outras unidades

tiverem que funcionar sobrecarregadas;
- reducao nos gastos totais com produtos quimicos.

5.1.1 Modo de aplicacao

O modo de aplicagdo de polieletrolitos para operagdes de
decantacdo pode ser totalmente diferente, dependendo de como eles
funcionam como agentes decantadores de particulas. A fungio especifica de

cada polieletrolito varia de acordo com sua massa molar, cargas
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predominantes e caracteristicas quimicas da molécula eletrdlito, quando
dispersa em solugéo. Além do entendimento da fungdo de um polieltrélito em
termos de suas caracteristicas, € importante conhecer quais problemas ou
efeitos colaterais essas caracteristicas podem causar. Além do que, a fungéo
de um dado polieletrélito em uma sedimentagdo particular pode ser diferente

quando utilizado sozinho, ou em combinag&o com coagulantes inorganicos.
5.1.2 Caracteristicas de Polieletrélitos no uso como agente de floculagao

Polieletrolitos s&o tipicamente classificados de acordo com um
numero de diferentes caracteristicas que possuem, mas em muitos casos, nem
todas essas propriedades s&o incluidas nas descricbes do fabricante.
Normalmente, sdo classificados de acordo com o sinal de carga do seu grupo
idnico, isto é: catidnico, anidnico ou nao idnico. OQutros aspectos
caracteristicos sdo incluidos: massa molar, estrutura molecular e fonte do
material do qual sdo obtidos. Na selecdo de polieletrdlitos para aplicagbes
particulares, é extremamente util, se ndo absolutamente necessario, conhecer
as cargas, uma medida relativa da massa molar, isto €, alta, média, ou baixa e
alguma nogdo da estrutura molecular. Um outro tipo de classificagdo de
polieletrélito usada € a designagao de sua toxicidade para organismos vivos e
a aceitabilidade para consumo humano. Em outras palavras, se o material
pode ser usado no tratamento de agua potavel ou em produtos que possam
entrar em contatos com alimentos tais como papel de embrulho ou frascos
(SCHLAUCH, 1981).

Os fabricantes, normalmente, d&o uma descri¢do da carga e da
forca relativa da carga (isto €, alto, médio e baixo), massa molar relativa, fonte
e designam a sua aceitabilidade para agua potavel. Muitos também indicam a
estrutura molecular basica e isto pode ser muito util para o usuario que ira
escolher ou avaliar uma lista de produtos disponiveis. E mais, muito
fabricantes fazem esfor¢co para fornecer uma lista geral de aplicagbes para as
quais seus polimeros especificos sdo recomendados, com uma razéo tipica de
dosagens que s&o recomendadas. A tabela 3 da um resumo da classificagdo

de polieletrolitos com exemplos quimicos tipicos.
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Como j& mencionado as principais fungdes dos polieletrolitos
sdo (1) reduzir ou neutralizar o potencial eletrostatico superficial que é a
mesma do coagulante primario e (2) ajudar a manter juntas pequenas
particulas para formar agregados maiores. Em algumas operagOes de
clarificagdo de agua, a funcdo do polieletrdlito pode ser primariamente a de
desestabilizagdo, para promover coagulagdo do material coloidal em &agua
natural ou aguas residuais. Entretanto, em muitas operagdes de clarificagdo de

aguas residuais a funcgdo primaria € essencialmente ligante de particulas.

Com o objetivo de obter a coagulagdo, pequenas particulas
suspensas precisam ser colocadas em contato para que forgas atrativas de
natureza quimica (isto &, adsorgdo) possa ligar uma particula a outra, embora
forcas mutuamente repulsivas entre particulas evitem os contatos efetivos
entre particulas. As forgas estabilizantes podem originar-se de cargas
eletrostaticas superficiais ou interagdes quimicas entre a superficie sélida e o

meio liquido.
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Tabela 3 - Polieletrolitos tipicos utilizados em processos de clarificago.

Nome Estrutura Tipo de carga Massa molar Fabricante

Magnifloc 835 A Poliacrilamida _ Anionico  alta 15 x 10° American
densidade de Cyanamid Co.
carga

Magnifloc 820 A Poliacrilamida Anibnico 6 x 10° American
densidade de Cyanamid Co.
carga

intermediaria

Magnifloc 837 A Poliacrilamida Aniénico  baixa 16 x 10° American
densidade de Cyanamid Co.
carga

Purifloc A -21 Acido Anidnico Dow Chemical

poliestireno densidade muito Co.
sulfonico alta de carga

Wisprofloc Amido de batata Anidnico Gamlen

modificado Chemical Co.

Magnifloc 905 N  Poliacrilamida N&o- anidnico 15 x 10° America

(poucos grupos Cianamid Co.
carboxilas)

Purifloc N-17 Poliacrilamida N&o-anibnico 10 x 10° Midland

Betz 1260 Copolimerode  Catidnico 10 x 10° Betz

Laboratories

Poliacrilamida

Catifloc T Poliamina Catidnico 0,5x 10° Calgon corp.
quaterndria

Ha indicagdo que as cargas superficiais eletrostaticas podem

estabelecer uma atmosfera idnica difusa, de forma esférica, em torno da
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particula que a torna estabilizada. Essa camada externa difusa € produzida por
uma migracdo de ions de carga oposta, para a superficie da particula. As
superficies das particulas sdo, normalmente, negativas e os contra-ions s&o,
nomalmente, cétions. Uma vez que 0s contra-ions na vizinhanga das particulas
tenham migrado para a superficie solida, a carga superficial inicial €
parcialmente neutralizada. Entretanto, os contra-ions, agora mantidos juntos
em torno da superficie da particula, previnem os contra-ions remanecentes,
no restante da solucdo, de difundirem-se no interior das zonas que eles
deixaram vaga através de repulsdes eletrostaticas mutuas. Os ions de mesmo
sinal da superficie da particula, entretanto, permanecem na zona difusa (isto €
camada difusa) e s&o mantidas em uma posigdo relativamente estavel pela
atracdo da camada dos contra-ions, dando a camada difusa uma certa carga
liquida negativa. A camada difusa esférica de um liquido é mantida em
associacdo com a particula através da atragdo dos anions da camada difusa
pelo aglomerado de cations em torno da particula. O efeito dessa camada
liquida difusa é evitar colisbes entre as particulas e evitar contato de
superficies sélidas em fungcdo das camadas defletirem de modo elastico uma
particula a caminho da outra. A teoria da dupla camada elétrica esta de acordo

com a teoria de Debye-Huckel aceita para eletrélitos simples.

Por outro lado, a manutencdo de coldides de natureza hidrofilica
sdo estabilizados por interagées entre grupos hidroxil da agua e os grupos
hidroxil existentes sobre a particula. Antes de serem sensiveis a ions de carga
especifica, esses coldides sao sensiveis as propriedades hidratantes do meio

tais como pH e temperatura.

Dispersdes soélidas encontradas em &guas naturais e aguas
residuais possuem propriedades combinadas de potencial de superficie
eletrostatica, como exibida pelos coldides hidrofébicos, e forca interativa
quimica de coldides hidrofilicos. Este fato tem sido, provavelmente,
responsavel pelos diferentes e conflitantes resultados obtidos. Em &aguas

residuais, bem como em agua do mar, dispersdes coloidais estaveis do tipo
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hidrofébico ndo sdo esperadas. Isto é devido ao efeito desestabilizante de

altas concentracders idnicas que podem ocorrer nas aguas de esgoto.

Em muitos casos onde existem coldides hidrofébicos com dupla
camada difusa, os polieletrélitos, possuindo forte carater idnico, com carga
oposta a carga da supeficie eletrostatica do coldide, s&o efetivos na
coagulagdo. Polimeros desse tipo, quando dispersados em solugdo, séo eles
mesmos moléculas coloidais carregadas. Interagbes quimicas atrativas entre
sitios sobre o polimero e a superficie da particula podem ser responsaveis
pela habilidade desses polimeros em entrar na camada difusa. Com seus
grupos de carga de mesmo sinal do contra-ion , eles entdo neutralizam o efeito
estabilizante  da carga superficial eletrostatica . Nestas situagbes, o
polieletrélito estd agindo como coagulante primario. As cargas da superficie
repulsiva sdo neutralizadas, assim particulas podem aproximar-se uma das
outras para ocorréncia de contatos e entdo, for¢as predominantemente
atrativas, podem manter as particulas juntas. As cargas eletrostaticas
superficiais estabilizantes sdo levadas a serem mais fracas, eliminado-se
assim forgas mutuamente repulsivas de longa distancia. Logo, assim que as
distancias entre as particulas se tornam menores, a coagulagéo é favorecida
sobre a estabilizagdo. Tradicionalmente , altas concentragbes de cations tais
como sais de aluminio e sais férricos tém sido utilizados para colapsarem a
dupla camada elétrica por difusdo, neutralizando a carga superficial do
coldide. Uma vez que um polieletrélito pode ter uma atragdo especifica por
uma superficie coloidal, a concentragdo do polimero requerida € usualmente
menor do que a do coagulante inorganico sozinho . Normalmente, 10 a 100
vezes mais coagulantes inorganicos sao necessarios para promover 0 mesmo

efeito que polieletrélitos organicos.

Frequentemente, polieletrdlitos sdo utilizados em operagdes de
decantagdo como particulas ligantes. Os melhores polieletrolitos encontrados
para essas aplicagbes sdo definidos como de alta massa molar e alta
densidade de carga. Esses polieletrélitos podem ser ineficazes em baixas

concentragdes para iniciagdo da coagulagdo de coldides hidrofébicos
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altamente carregados. Entretanto, quando particulas suspensas sdo coloides
hidrofilicos ou sdo grandes massas parcialmente coaguladas, tais polimeros
adsorvem ou agarram a particula em certas porgdes de sua molécula |
enquanto outras porgcbes da mesma molécula adsorvem uma ou mais
particulas. Moléculas de polimeros continuam a adsorverem sobre essas e
outras particulas, até que centenas ou milhares sdo mantidas juntas em
grahdes massas chamadas flocos, que decantam rapidamente quando a

turbuléncia do liquido € minimizada.

Ha muitos tipos de polieletrdlitos disponiveis que incorporam
ambos parametros favoraveis: alta massa molar (entre 1 e cerca de 15
milhdes) com alta densidade de carga de um sinal ou outro. Esses produtos
sdo utilizados em tratamento de aguas residuais, uma vez que muitas dessas
suspensbes (tais como oxidos de metais e perdxidos) comportam-se como

tendo ambas caracteristicas hidrofobicas e hidrofilicas.

5.3 Coagulantes Primarios

Coagulantes inorganicos sao normalmente adicionados a &gua e
aguas residuais sob a forma de sais soluveis (cations di ou tri valentes de
aluminio ou ferro). Estes cations oligovalentes reagem com hidroxila ou outras
espécies idnicas alcalinas. Muitos desses produtos de reacdo sdo sO
levemente solluveis em agua sob condigdes neutras de pH. Os hidroxidos
desses metais sdo quase insoluveis em pH neutros e precipitam
rapidamente sob condi¢ées de adicdo de metais sollveis (isto € coagulantes)
a agua. Algumas dessas reagbes que ocorrem apos a adicdo  desses

coagulantes a aguas naturais e aguas de esgotos sdo mostradas na tabela 4.
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Tabela 4 - Reagdes de coagulagéo em meio alcalino

REAGOES DE COAGULACAO

Aly(SO.)s + 3 Ca(HCOs), = 2 Al(OH); + 3 CaSO, + 6 CO;
Al(SO.); + Na,CO; + 3 H,0 = 2 Al(OH)s + 3 Na,SO, + 3 CO,
Aly(SO4)s + 6 NaOH = 2 Al(OH); + 3 Na,SO,

FeSO, + Ca(OH); = Fe(OH), + CaS0,

4 Fe(OH), + O, + 2 H,0 = 4 Fe(OH),

Fey(S04)s + 3 Ca(HCO3), = 2 Fe(OH); + 3 CaS0, + 6 CO;

Embora a tabela 4 mostre solidos precipitados de hidréxido de
aluminio (isto & Al [OH]s) e hidroxido férrico (isto € Fe[OH]s) como produto final
das reacgOes, muitas espécies intermediarias ocorrem durante a formag&ao de
precipitados de hidroxidos de metais sélidos ou ions metalicos trivalentes
dissolvidos. Essas espécies intermediarias incluem varias propor¢ées de ions
metdlicos parcialmente hidratados M(OH)** e M(OH),"* bem como M(OH),".
Além dessas espécies, os hidratos intermediarios podem polimerizar-se em
cadeias ou hidratos de metal, que carreiam cargas parciais ao longo da

cadeia.

Os ions de metais trivalentes, com sua alta densidade de carga,
atuam como coagulantes primarios pela neutralizagdo das cargas superficiais
eletrostaticas do coldide. Entretanto, desde que sua existéncia € muito curta
sob condigdes de pH neutro, altas concentragbes de coagulantes inorganicos
seriam necessarios e, a adi¢do deveria ser realizada lentamente para que que
os ions inorganicos pudessem realizar o trabalho completo de
desestabilizacdo de coldides. Entretanto, devido a existéncia de espécies

metdlicas hidratadas intermediarias de curta e longa duragdo em altas
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concentragdes, ocorre a estabilizagdo de coldides eletrostaticamente
carregados. Também, as espécies de metais hidratados polimeéricos podem
ligar ou estabelecer pontes entre os coldides desestabilizados sob a forma de
microflocos (isto &, aglomerados iniciais de particulas sélidas que estdo abaixo
do tamanho visivel), de forma que as espécies poliméricas continuem a
crescer encapsulando os solidos coloidais com os quais entram em contato.
Este é um processo de clarificagdo convencional para a sedimentagdo de

solidos suspensos.

A extensdo, bem como a velocidade de coagulagéo de
suspensdes coloidais, sejam hidrofilicas ou hidrofdbicas, depende
grandemente das concentragdes relativas dos ions metélicos e de seus
produtos de reagbes intermediarios. Assim, a concentragdo existente de ions
hidroxila no sistema, durante reagdes de coagulagdo, é o fator governante da
velocidade de formacdo de hidroxidos metdlicos e seus intermedidrios
hidratados. O pH 6timo & a chave para a efetiva coagulagdo com esses ions

inorganicos.

A importancia do pH sé ndo é maior quando uma abundancia de
hidroxianion ou ions hidroxila irdo, eles mesmos, desestabilizarem a carga
superficial do coldide. Um efeito semelhante & experimentado em alguns
sistemas onde, meramente pela adi¢do de acido a suspensdo de solidos, a
coagulacdo é iniciada sem a adi¢cao de polieletrdlitos ou de ions metalicos.
Quando sais inorganicos metalicos (tais como sais de aluminio ou férrico) séo
adicionados a agua, o sinal idnico, a densidade de carga e a concentragéo de

espécies metalicas que se formam, s&o determinadas pelo pH.

Concentragées de hidréxidos metalicos que precipitam, e
espécies intermediarias soluveis que se formam, apdés a adicdo de sais
metalicos na agua, sao dependentes do pH . A solubilidade minima de cada
sal metalico esta associada com um valor especifico de pH, que pode variar
de um sistema aquoso para outro. Entretanto, na maioria dos sistemas
aquosos, a solubilidade minima do hidréxido de aluminio & usualmente em de

pH 6,0 e para hidroxidos férrico é usualmente em pH 8,0
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Curvas de solubilidade sdo dadas por O'MELIA (1979) que
mostram que a solubilidade do hidroxido de aluminio , Al(OH)s , e hidroxido
férrico, Fe(OH)s, aumenta significativamente abaixo ou acima do pH de sua
solubilidade minima. A solubilidade do hidréxido de aluminio aumenta
extremamente rapido abaixo de pH 6,0. Por exemplo, para pH 40 , a
concentragdo do ion aluminio soluvel esta entre 25.000 e 30.000 mg/l como
AlI*>. Uma menor razdo de aumento ocorre acima de pH 6,0 para o hidroxido de
aluminio, uma vez que em pH 10 o aluminio soluvel é cerca de 30 mg/l como
Al A solubilidade minima do hidréxido de aluminio em pH 6,0, € cerca de
3.10° mgl/l. A solubilidade do hidroxido férrico € muitas ordens de magnitude
menos soluvel que o hidréxido de aluminio, sobre uma vasta razdo de pH. Em
ambos os valores de pH, 4 e12, a concentragdo de ions férricos em solugéo é
somente cerca de 6.10° mg/l de ions férrico. A solubilidade minima do ion

férrico, em pH 8, é somente cerca de 1.10° mg/l de Fe™,

Para produzir um rapido crescimento das particulas de floco e
completa coagulagdo de coldides, € muito importante ter a maioria do metal
coagulante adicionado, precipitado como floco de hidréxido metalico no final
do processo de coagulagdo. Assim , durante o processo de precipitagéo, as
particulas coloidais tornam-se desestabilizadas por ions metalicos e pelas
espécies de metais hidratados intermediarios. Enquanto, as particulas
hidroxidos metalicos precipitantes (flocos) fornece extensa area superficial

para enriquecimento da desestabilizagdo e adsor¢éo de coldides.

A maioria dos processos de coagulagdo com sais metalicos
ocorrem dessa maneira, combinando neutralizagdo da carga fisica com

adsorcao quimica para remog&o altamente eficiente de suspensades.
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Com o sal de aluminio, altas concentragdes de coagulantes tém
de ser adicionado quando o pH esta abaixo de 5,5 e acima de 9,0. Tornando,
portanto, impraticavel seu uso fora desta faixa de pH. Os sais férricos
produzem precipitados de hidroxidos férricos muito insoliveis e s&o
importantes, do ponto de vista econdémico, bem como pelo fato de deixarem um
baixo nivel de ferro em solucéo, dentro da faixa de pH 4,2 a 12, quando o

processo de coagulagao € completo.
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OBJETIVOS

O presente trabalho tem por objetivo o estudo e aplicagbes de

biopolimeros obtidos a partir da fitobiomassa de Cereus peruvianus, cumprindo as

seguintes atapas:

e Otimizagcdo do método de extragdo de glicobiopolimeros a partir de
parénquima de cladddios do cacto.

e Isolamento e analise estrutural da fracdo polissacaridica do extrato bruto.

o Determinacdo de parametros fisico-quimicos do polissacarideo, entre 0os quais
distribuicdo de massa molar.

e Avaliar a capacidade do extrato bruto de atuar como auxiliar de floculagao,
tanto em processos de clarificagdo de agua para uso domeéstico, como para a
clarificagdo do cha de Stévia rebaudiana (extrato aquoso inicial das folhas da
planta fonte de adogante natural).

o (Otimizagdo do método de extragdo de substancias pécticas a partir da cuticula
de cladddios do Cereus peruvianus .

e Analise estrutural da substancia péctica.

o Determinagcéo da distribuicdo de massa molar da substancia péctica através
de cromatografia de exclusao estérica.

e Avaliar capacidade de geleificagdo das substancias pécticas isoladas



MATERIAL E METODOS

1. Fonte do cacto

O cacto objeto deste trabalho, foi cultivado a partir de sementes
e mudas na Fazenda Experimental da Universidade Estadual de Maringa. A
planta foi identificada como Cereus peruvianus (RODRIGUEZ, 1984). Os
canteiros experimentais foram estabelecidos com uma planta por metro

quadrado seguindo a recomendacéo de PESSOA (1969).

Canteiro experimental do cacto colunar Cereus peruvianus com um ano de
idade a partir de sementes.

2 . Purificacao e extracao de polieletrélitos (gomas das partes moles)

Os polissacarideos foram designados de poli a (poli aletas),
poli c( poli cerne) e poli T (parénquima total) dependendo do tipo de

parénquima processado.



2.1 Extragao por maceragao

Parcelas de 200 g de parénquimas de cactaceas
recém-colhidas, cortadas em pedacos pequenos (cubos com
aproximadamente 1 cm’ ), foram macerados em recipientes de vidro utilizando
agua destilada durante 10 horas a temperatura ambiente, com agitacéo
ocasional e com as seguintes relagdes massa/solvente 1:1, 1:2, 1:4, 1.6, 1:10
e 1:20. Separou-se o tecido das cactaceas da solugédo por filtracdo em funil de
vidro sinterizado. Aliquotas dos filtrados foram separadas, concentradas em
rota-vaporizador e tratadas com etanol 3:1. Os precipitados tiveram a sua
massa seca determinadas gravimetricamente, apds completa remog&o do

solvente em estufa.

2.2. Extragao por prensagem manual

Parénquimas (descoticados e isentos do cilindro central) foram
separados e cortados em pequenos cubos, misturados com agua na
proporgdo de 1:1 (massa/volume) e filtrados através de um filtro de tecido na
forma de coador. O coador foi prensado manualmente, e apds a primeira
filtragdo, o residuo foi redisolvido em &agua na mesma propor¢do 1.1 e
refiltrado nas mesmas condi¢des (mais 5 vezes). Os filtrados foram reunidos e

tratados com alcool na proporgéo de 1:3.

2.3 Extragao por prensagem mecanica

Os parénquimas, separados manualmente com o auxilio de uma
faca, foram processados da seguinte forma: trituragdo em um moinho de facas
e martelos, sem a peneira de retengdo, de modo que o material ficou cortado
em tiras esmagadas. O material, assim triturado, foi em seguida diluido em
agua numa proporcgdo 1:1, a temperatura ambiente num tanque de inox dotado
com dispositivo de agitacdo . Apds a agitagdo obtem-se uma mistura (sélido
liquido) altamente viscosa, a qual foi submetida a prensagem mecanica em

prensa helicoidal para a separacéo solido liquido .
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A fracdo liquida viscosa foi submetida a centrifugacdo, em
centrifuga do tipo rotor tubular de fluxo continuo para eliminacéao de particulas
suspensas. O centrifugado, um liquido viscoso e esverdeado, foi tratado com
alcool na proporgdo de 1:3 e o precipitado separado por filtracdo, lavado com
acetona e séco em estufa a 40 °C e em seguida, pulverizado e armazenado

em dessecadores.

3. Purificagdao dos polissacarideos obtidos por maceragao, prensagem

mecanica e prensagem manual.

3.1 Obtencgao dos polissacarideos na forma acida.

Preparou-se uma solugéo de polieletrélito cru a 0,5% de forma a
obter-se uma solugdo opalescente e dializou-se durante 48 horas contra agua
destilada. Apos a didlise a solucéo foi tratada com Amberlite IR 120 (H") para
descationizagdo. Apds a filtragdo, adicionou-se a solugéo, lentamente e com
agitacdo constante, etanol até completar a propor¢édo de 3 partes de alcool
para uma parte de solugdo. Decantou-se durante 24 horas , removeu-se 0
sobrenadante por sifonagdo e filtrou-se a vacuo em funil de vidro sinterizado.
Secou-se o residuo em estufa a 40 °C . Procedeu-se entdo a analise da

homogeneidade do polissacarideo.

4. Filtragcao em coluna cromatografica

O polieletrdlito foi fracionado por troca idnica em coluna de
DEAE-celulose forma cloreto, utilizando os seguintes solventes : agua, cloreto
de litio 1M, acido cloridrico 1 M e hidréxido de sodio 0,5 M. As fragbes tiveram
o teor de proteinas e acidos urdnicos determinados. Foram hidrolisadas,
derivatizadas e a composicdo monomérica determinada em cromatografia

gasosa.
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5. Composigao monomérica

5.1 Hidrélise com H,SO, (acido sulftrico)

Amostras individuais de 20 mg de polissacarideo foram
misturadas com 5 ml de H,SO, 2N e colocadas em tubos selados (ampolas).
Incubou-se a 100°C por 1, 2, e 8 horas. Os hidrolisados foram diluidos em
agua destilada e o excesso de acido sulfurico foi neutralizado com carbonato
de bario até pH 5,0. O sulfato de bario formado foi separado por centrifugagao.
O sobrenadante foi tratado com resina trocadora de ions Dowex 50W-X8, na
forma H" (200-400 mesh). Os filtrados foram concentrados até secura sob
vacuo a 35-40°C e redissolvido em 5 ml de agua. A curva de hidrélise foi
determinada dosando-se o aparecimento de agucar redutor pelo método de
SOMOGY!1 (1945) e NELSON (1944) em relacao ao conteudo de carboidrato
total (DUBOQIS et alii, 1956).

5.2 Hidrélise com TFA (acido trifluoroacético)

Cada amostra de 20 mg de polissacarideo foi suspensa em 6 ml
de TFA 2 M e aquecido em ampola selada, a 120 °C pelo periodo de 12 horas.
Apds a reacdo, o hidrolisado foi diluido com 50 ml de agua destilada e
evaporado sob vacuo até secura. Como o acido trifluoroacético é bastante
volatil o mesmo foi eliminado na coevaporagao com agua, ficando o hidrolisado

livre de acido residual. Ressuspendeu-se o residuo em 5 ml de agua.

5.3 Hidrolise com H,SO, concentrado (Hidrolise de Saeman).

Cada amostra de 20 mg de polissacarideo foi umedecida com
acido sulfdrico 72% (m/m) em agua gelada (1,7g) e mantida a 20 °C
(temperatura ambiente) por 3 horas. Cada pasta, assim formada, foi diluida
com agua destilada (11,6 ml)  para dar uma solugdo 2N de H,SO,4 que foi

entdo aquecida em ampola a 100 °C por 1,2,5 e 8 horas.
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5.4 Hidrolise enzimatica

As hidrolises enzimaticas foram realizadas com suco gastrico do
caramujo Megalobulimus paranaguensis ou pectinase de Aspergilus niger
(Novo Industri) por 12 horas a 40 °C, na base de 100 ul de concentrado
enzimatico/20 mg de polissacarideo, acrescentando-se tamp&o acetato de

s0dio 20 mM como diluente (5 mi).

5.5 Analise dos hidrolisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(clae)

A anadlise de acucares neutros foi realizada utilizando-se um
cromatografo liquido modelo CG 480 C tendo como detector um refratdbmetro
diferencial modelo Waters 410; a coluna foi do tipo uBondapakc NH2 10 um
(300x3,9mm) tendo como eluente o sistema isocratico acetonitrila:agua na

proporgao (85:15).

5.6 Cromatografia em camada delgada

Hidrolisados acidos e enzimaticos da goma de Cereus
peruvianus foram cromatografados em placas de silica gel 60 da Merck, tendo
como sistema de solvente isopropanol:nitrometano:acetato de etila: acido
acético:agua (10:4:2:4.0,5) e a revelagao foi realizada pela reagdo com orcinol
0,5% em &cido sulfurico:metanol (5:95) a 100 °C por 5 minutos. O registro
fotografico do cromatograma foi feito com uma camera Canon T-70 e pelicula a

cores.
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5.7 Analise por cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de

massas (CG-EM)

5.7.1 Derivatizacao | (alditois acetatos)

Os hidrolisados foram tratados com borohidreto de sédio de
forma que para cada mg de hidrolisado havia 1 mg de borohidreto. Apds 2
horas as amostras foram tratadas com resina Dowex 50W-X8, forma H" ,
(4 vezes em excesso) por 30 minutos, entdo a mistura foi filtrada em funil de
vidro sinterizado. A resina foi lavada com 10 ml de agua destilada e os filtrados
combinados evaporados sob vacuo até secura. O &cido bodrico liberado foi
removido por codestilacdo com metanol sob vacuo. Os alditois foram entao
tratados com uma mistura de anidrido acético e piridina (1:1) em ampola
selada aquecida a 90 °C por 1 hora. Os derivados acetilados foram extraidos
com cloroférmio e a piridina residual eliminada com tolueno .

Os alditéis acetatos foram analisados em um cromatografo
gasoso (Shimadzu CG-14A) acoplado com espectrometro de massas
(Shimadzu GCMS-QP2000A), tendo como gas de arraste o hélio (2 Kg de
pressdo) sob condigdes isotérmicas (240 °C) com uma coluna capilar
CG-IF-547 de 50 metros de comprimento e diametro interno de 0,4 mm
(BLATT, 1987). Os espectros foram obtidos por impacto de elétrons,

repetitivamente a cada 1 segundo, com varredura de m/z de 20 até 900.

5.7.2. Derivatizagao Il (alditéis sililados)

Apos a hidrdlise das fragbes com TFA, procedeu-se a redugdo
dos mondmeros obtidos utilizando-se borohidreto de sbédio e posterior
liofilizacdo. O liofilizado foi derivatizado com BSTFA (Bis-Trifluoroacetamida)
em piridina obtendo-se os sililpoliois correspondentes. Os compostos foram
separados em uma coluna SE-30 capilar, na faixa de temperatura de

150-250 °C, com velocidade de aquecimento de 5 °C/minuto.
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5.8 Determinagao do conteudo de acidos urdnicos

5.8.1 Métodos colorimétricos

Foram utilizados os seguintes métodos colorimeétricos para a
determinacéo do teor de acidos urdnicos: carbazol (BITTER & MUIR, 1962)
(descrito a seguir) e metahidroxibifenil (BLUMENKRANTZ & ASBOE-HANSEN,
1973).

5.8.1.1 Método do carbazol

Reagentes:

a) Tetraborato de sodio 0,025 M em acido sulfurico p.a.

b) Carbazol 0,125 em etanol absoluto ( esta solug&o é estavel por 12 semanas
a4°Ceno escur?).

c) Padrao de acido urdnico de 5 mg% em agua bidestilada saturada com &cido

benzoico.

Procedimento:

5 mi de acido sulfurico/borato foi colocado em cada tubo afixado em um
suporte para agitagdo e resfriado a 4°C ; 1 ml da amostra foi cuidadosamente
introduzida no tubo de maneira a formar uma camada superficial sobre o
acido. O tubo foi fechado com tampa rosqueavel. O suporte contendo o tubo
foi agitado. Ap6s a agitagdo o tubo foi aquecido por 10 minutos em banho de
agua fervente e depois resfriado a temperatura ambiente; 0,2 ml da solugéao de
carbazol foi entdo adicionada; o tubo foi novamente agitado e aquecido em
banho de agua fervente por 15 minutos e resfriado a temperatura ambiente.

Cada densidade otica foi entdo lida a 530 nm.

70



5.9 Carboxiredugao de polissacarideos acidos

A amostra de 40 mg do polissacarideo foi dissolvida em 30 ml de
agua e, a esta solucdo, adicionou-se 1 g de 1-ciclohexil-3(2-morfolinoetil)-
carbodimida-m-p-toluenosulfonato sob agitagdo. O pH foi mantido em torno de
475 pela adicdo de &cido cloridrico 0,01 M. Apds 2 horas, adicionou-se
borohidreto de sodio 2M (65 ml) gota a gota durante 1 hora. O pH foi entdo
mantido em torno de 7 pela adicdo simulténea de acido cloridrico 4 M. A
solugdo foi agitada por 1 hora, dializada contra 4gua destilada por 96 horas e
liofilizada. O processo foi repetido por duas vezes para assegurar completa

reducéo (TAYLOR & CONRAD, 1972).

6. Analise de metilagcao

6.1 Metilagcao de Hakomori

6.1.1 Preparagao do reativo (metilsulfinil-Na)

Hidreto de sodio a 50% disperso em 6leo mineral (2g) e DMSO
(20 ml) foram misturados sob agitagdo e colocados em banho de ultrassom a
50°C. Apo6s 1 hora foi obtida uma solu¢do esverdeada. Foi adicionada uma
camada de 6leo mineral sobre a solugdo para protegé-la da oxidac&do. A
concentragdo do reagente assim preparado foi de aproximadamente 2 M e

podé ser estocado por 1 més em geladeira.

6.1.2 Método de metilagao (Hakomori)

Uma amostra de polissacarideo (5 mg) foi dissolvido sob agitagéo
com ultrassom em 1 ml de DMSO em um frasco de 5 ml fechado com rolha de
borracha. Um fluxo de nitrogénio foi passado através de duas agulhas
introduzidas na rolha. Adicionou-se entdo 1 ml de metilsulfinil-Na (2M) através

de uma seringa. A solug&o assim formada foi agitada num banho de ultrasson
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por 1 hora e deixada em repouso por mais 6 horas. Adicionou-se entdo 1 ml
de iodeto de metila gota a gota com o material resfriado em banho de gelo. A
solugdo foi agitada por ultrassom por 30 minutos, colocada entdo em &gua
(10 ml), dializada contra agua corrente durante uma noite e posteriormente

concentrada até a secura sob vacuo a 40 °C.

6.2 Metilagao de Haworth

Uma amostra de polissacarideo (100 mg) foi dissolvida, sob
atmosfera de nitrogénio, em hidréxido de sodio 45% (15 ml) contendo 10 mg
de borohidreto de sédio. A solugdo foi resfriada sob banho de gelo e 6 ml de
sulfato de metila foi adicionado sob agitagdo durante 8 horas. A amostra foi
agitada por mais 12 horas; a solucéo foi entdo neutralizada com acido sulfurico

2 M, dialisada e concentrada até a secura.

6.3 Hidrdlise do polissacarideo metilado

Uma amostra do polissacarideo metilado ( 5 mg) foi dissolvido
em acido formico 90% (3 ml) e aquecido a 100 °C por 2 horas em tubo selado
(ampola). A solugdo foi entdo seca sob vacuo e redissolvida em acido
sulfurico 0,25 M (1 ml) e aquecida a 100 °C por 12 horas. A solugéo foi
resfriada e neutralizada com carbonato de bario, filtrada e concentrada sob
vacuo a 40 °C (BJORNDAL et alii, 1967; BJORNDAL et alii, 1970).

7. Métodos de extragao de substancias pécticas

7.1 Extragdao com solugao EDTA/oxalato de aménio

Cuticula de Cereus peruvianus livre de goma e de cera foi
submetida a 12 ciclos de extragbes sucessivas de 2 horas com 2 volumes de
uma mistura de 0,25 g% de etilenodiaminotetraacetato (EDTA, sal dissodico) e

0,25 g% de oxalato de amonio dihidratado a 60 °C (McCREADY, 1952). Os
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extratos foram reunidos e a substancia péctica separada via precipitagdo com

alcool na proporgao 1/3.
7.2 Extracao com HCI diluido a quente

Pectina citrica utilizada neste trabalho foi obtida de acordo com
0 meétodo classico de extragdo de pectinas descrito a seguir
(McCREADY ,1965). Cerca de 500g de albédo umido de laranja foi fatiado
(2 mm de espessura) diretamente em um frasco contendo 2,5 litros de agua em
ebulicdo cujo pH foi ajustado para 2,2 com &cido cloridrico. A mistura foi
aquecida por 30 minutos (95-100 °C) sob agitacdo ocasional. A mistura
aquecida foi adicionado quarenta gramas de terra de diatomacea e a mesma
foi filtrada sob vacuo. A torta foi lavada com 500ml de agua fervente. O filtrado
e 0 lavado foram reunidos e esfriados rapidamente a temperatura ambiente
com a finalidade de evitar a degradacg&o da pectina.

A solucdo de pectina foi adicionado 1,5 volumes de etanol 95%
contendo 2 ml de acido hidrocloridrico (1,19) por litro. A mistura foi agitada e
em seguida mantida em repouso durante 30 minutos . Apés sifonagao do
solvente o precipitado foi transferido para um filtro de tecido tipo coador e
prensado manualmente. A torta foi desintegrada em 2 volumes de etanol 50%,
agitada suavemente, e novamente filtrada em filtro de tecido; esta operacao
foi repetida até que o filtrado apresentasse teste negativo para o cloreto,
quando entéo, a torta foi desintegrada em 2 volumes de etanol 95%, agitada,
prensada em filtro de tecido e seca em estufa a 50 °C.

A cuticula do Cereus peruvianus foi submetida a este mesmo
processo de extragdo, com exceg¢do de que no lugar de 500 g de material de
partida umido foi utilizado 50 g de material seco e desengordurado na

granulometria de 48 mesh.

73



7.3 Extragao com HCI concentrado a temperatura ambiente

O método basico de extragdo de substancias pécticas a
temperatura ambiente consistiu em tratar a cuticula do Cereus peruvianus na
granulometria de 48 mesh com acido cloridrico 6M na propor¢éo 1:3
(massa/volume) por um periodo de 30 minutos. Apos filtragao em funil de vidro
sinterizado, o residuo acido tratado foi lavado com &gua destilada até que a
agua de lavagem apresentasse pH 4,3. O residuo lavado foi transferido para
um recipiente juntamente com &gua destilada na proporcdo 1:100
(massal/volume). A solubilizagdo da substancia péctica foi entdo realizada pela
adicdo de hidroxido de sddio 1 M, sob agitacéo, até que fosse atingido o pH
6,0, formando-se uma solugao viscosa, a qual foi filtrada em filtro de tecido.

O filtrado foi acidificado com &cido cloridrico 1 M formando-se um
gel firme e transparente. O gel assim obtido foi tratado com alcool etilico na
propor¢cao de 1:3 (volume/volume) e filtrado em funil de vidro sinterizado sob
vacuo, obtendo-se uma substancia péctica que, apds seca em estufa sob
50 °C, apresentou coloragéo branca (COSTA et alii, 1992, ALVAREZ et alii,
1995).

Com o objetivo de otimizar este método basico de extracdo de
substancias pécticas a partir da cuticula do Cereus peruvianus os seguintes
parametros foram variados: granulometria do material de partida (48, 65, 80 e
100 mesh), concentragao do &cido (1, 3 e 6 molar) e tempo de tratamento com

o0 acido na concentragéo 6 M (5, 10, 15, 20, 30 e 60 minutos).

8. Eletroforese em papel

Solugdes a 10 mg/ml de pectatos da cuticula e pectina de pele de
laranja foram digeridas com 1-2 mg de enzimas cruas do suco gastrico do
caramujo terrestre Megalobulimus paranaguensis (FONTANA et alii, 1988) ou
Novo Pectinex 3XL por 24 horas a 40 °C. O digerido aquoso, etanol soluvel, foi
entdo eletroforetizado sobre papel Whatman numero 1 em tampao borato de
sodio pH 9,3 contendo 10mM de CaCl, (HAUG & LARSEN, 1961) para 1.965
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V.h em 16 mA usando um tanque de tetracloreto de carbono. Acucares acidos
e neutros foram revelados com nitrato de prata/hidroxido de sodio
(TREVELYAN, 1950).

9. Grau de metoxilagdo

O grau de metoxilagdo de pectinas foi determinado de acordo
com o método descrito pelo NATIONAL RESEARCH COUNCIL(1981).

A - Preparacao da amostra.

1) Para a determinagdo do grau de metoxilagdo, amostras em triplicata de
substancia péctica foram pesadas quantitativamente (0,5 g) em frasco
erlenmayer.

2) A amostra foi misturada com 2 ml de isopropanol e, em seguida,
adicionou-se 100 ml de agua destilada, a qual foi mantida em repouso até
completa dissolugdo da pectina.

B - Determinag&o do grau de metoxilagao

1) A amostra preparada de acordo com o item A, adicionanou-se 5 gotas de
fenolftaleina e titulou-se com hidréxido de sodio 0,1 M até que a coloragéao
rosa persistisse por aproximadamente 20 segundos. O volume gasto foi
registrado como titulo acido (V1).

2) A solugdo mantida sob agitacdo, adicionou-se 20 ml de uma solugéo de
hidroxido de sodio 0,5 M. Apds a adi¢ao, a solugdo foi mantida em repouso
durante 15 minutos a temperatura ambiente.

3) Novamente sob agitagdo, adiconou-se 20,0 ml de uma solugdo de acido
hidrocloridrico 0,5 M até desaparecimento da coloragao rosa.

4) Adicionou-se entdo 3 gotas de fenolfetaleina e titulou-se com hidroxido de
sodio 0,1 M, determinando-se assim o titulo de saponificagéo (V2 ).

5) O grau de metoxilagdo foi determinado pela relagdo percentual entre o
titulo acido (V2) e o titulo total (Vt = V1 + V2), GM = 100 V2/Vt %.
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10. Andlises espectroscopicas

Os espectros de "°C-NMR (ressonancia magnética nuclear) da
goma em suspensdo em D°-DMSO foram obtidos com um aparelho Brucker

AC-300 P em um tubo com 5 mm de diametro a 70 °C.

Os espectros '°C- NMR da substancia péctica foi obtida a partir
de uma suspensdo em D,O na concentragcédo de 0,3 g% (massal/volume), sob
temperatura de 50 °C, em um tubo de 5 mm de didmetro, utilizando-se um
aparelho GEMINI-300 BB. O pulso foi de 45° com repeticdo a cada 0,602

segundos. O tempo total de aquisicdo de dados foi de 66,7 horas.
11. Extracao e analise da cera cuticular

A fragdo cerosa foi obtida mediante extragdo das cuticulas em
soxhlet usando cloroférmio como extrator. Trés tipos de amostras foram
preparadas: a) cera integral (coloragéo caramelo), b) Cera pré-hidrolisada com
KOH alcodlico. (Apos saponificagdo o sistema foi neutralizado com &acido
cloridrico e extraido exaustivamente com cloroférmio. O extrato cloroférmico foi
evaporado até secura e o residuo foi metanolisado). ¢) Cera clarificada em
coluna de silica gel (eliminagdo da pigmentacao).

As ceras foram submetidas a metandlise em meio de
metanol:H,SO4.benzeno na proporgao de 20:1:10 em ampolas seladas a 100
°C por 10 horas. O produto resultante foi particionado entre agua e éter, a
solucdo etérea foi separada e concentrada até secura para eliminar-se
residuos de metanol e, em seguida, o residuo foi redissolvido em éter. A
solucdo etérea, assim preparada, foi analisada em um cromatégrafo gasoso
(CG14A) acoplado a um espectrometro de massas (GC QP2000 A),
utilizando-se uma coluna capilar tipo Carbowax-20M, com 50 m de
comprimento e diametro interno de 0,4 mm , com uma presséo de gas hélio de

2 Kg/cm2 e temperatura isotérmica de 250 °C
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12. Anéalise de acidos hidroxi-cinamicos (ferulicos)

Amostra de 200 mg de polissacarideo extraido do parenquima de
aletas de Cereus peruvianus foi tratado com 50 ml de NaOH 0,1 M, sob fervura
durante 5 minutos. Apos ser resfriada a solugao foi acidificada com HCI (pH 1)
e parcionada com acetato de etila. A fase organica silil derivatizada foi
analisada em coluna capilar SE-30. A temperatura do inje¢&o foi de 200°C,
com gradiente de temperatura de 20 °C/minuto. Temperatura do detector 260°
C. Amostra preparada da mesma forma porém metilada foi analisada em

CG-EM.

13. Separagao por membranas

Para fracionamento das amostras foi empregado um sistema
montado pela milipore com os seguintes componentes: frequencimetro, moto
bomba , tubulagées e reservatdrios da membrana e do retido. As membranas
empregadas apresentavam configuragédo em espiral.

Foi usado frequencimetro da marca ALLEN BRADREY. Com
moto bomba constituida por um motor, um redutor e a bomba propriamente
dita. O motor apresentava as sequintes caracteristicas: 1 HP, 220 V, 60 Hz e
1750 RPM. O redutor foi da marca SM-CYCLO (Virginia USA) modelo HM
3095 A (292 RPM). A bomba foi do tipo diafragma (trés diagramas em viton),
carcaga em ago inox 316L com capacidade de 8,5 GPM (galées por minuto),
modelo D10XRSVSNHC, numero 52126 e da marca HYDRA - CELL, dotada de
sistema Sfop. As tubulagdes e os reservatérios do retido e da membrana foram
em ago inox 316 e apresentavam sistema de refrigeragdo tipo camisa
controlada por uma valvula termostatizada.

Apds operagdo do sistema (ultrafiltragdo, osmose reversa ou
diafiltracdo), a membrana foi cuidadosamente lavada da forma descrita a
seguir: a) removeu-se o0 retido e passou-se agua destilada pela membrana

(3 ft?) até o retido apresentar aspecto limpido e presséo aproximadamente de 2
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a 3 kgf/m? b) uma solugdo de NaOH 0,2 N foi recirculada por 30 minutos; c)
enxaguou-se a membrana com agua destilada até atingir o pH da agua com
um volume de aproximadamente 25 litros de agua e, finalmente, realizou-se o
teste de fluxo. para verificar se o processo de limpeza foi efetivo ou ainda se a

membrana sofreu algum tipo de dano.

14. Polarimetria

Polarimetria foi realizada com um aparelho da ACATEC, modelo

PDA 83000. usando-se uma solugdo de pectato de sédio 0,1% a 25 °C.

15. Reologia

Medidas de viscosidade intrinseca foram realizadas em
viscosimetros capilar Cannon numeros 50 e 100.

Curvas de fluxo foram obtidas com um viscosimetro Brookfield
do tipo cone coaxial, modelo LV-DVII em uma faixa de velocidade de
cisalhamento de 0,396 a 79,2 s com os cones coaxiais SC18 e SC31 , dotado
de adaptador de pequenas amostras acoplado a um banho com temperatura
controlada. Os dados de viscosidade, velocidade de cisalhamento e tensdo de
cisalhamento foram calculados pelo programa DVGATHER. As amostras de
extratos brutos foram medidas em solugdo aquosa na concetracado de 1,5 g%

(peso/peso).

16. Cromatografia de exclusao estérica

Estimativa da distribuicio de massa molar foi realizada
combinando-se cromatografia de permeagdo em gel e detector de
espalhamento de luz com colunas do tipo: TKS PW5000 + PW4000 SEC;
solvente NaCl 50 mM; filtro em linha de acetato de celulose de 0,2 um. A
amostra (c=0,39 mg/ml ) foi separada em um fluxo de 0,82 mL/min a

temperatura de 20 °C; luz laser espalhada (HeNe:632) foi detectada em
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angulo de 4,8, a seccdo de deteccdo consistiu de detector interferometrico
(630 nm) da Optilab da Wyatt Technology (California) e um instrumento de
espalhamento de luz de baixo angulo KMX-6 da LDC analitical, aquisicédo e
processamento de dados foi realizado com o programa PCLALLS . Amostras
de polieletrélitos também foram analisadas em solugdo de DMSO e em solugéao
aquosa de NaCl 1M com o objetivo de produzir distribuigdes absolutas de
massas molares (HUBER, 1992). Estas facilidades foram disponibilizadas pela

Universidade de Granz (Prof. Anton Huber), Austria.

17. Analise de cations

17.1 Absorgao atomica

A analise quantitativa de cations foi realizada em um
espectrofotdmetro de absorcdo atdmica de duplo feixe modelo CG-AA 7000
ABC . As cinzas foram obtidas pelo método TAPPI 715/58 .

17.2 Ressonancia paramagnética eletrénica

A andlise de distribuicdo de cations foi realizada em um
espectrometro ndo comercial, operando em banda X (f = 9,3 GHz). A cavidade
foi do tipo comercial modelo Varian modo TE 102 e frequéncia de modulagéo

de 10 KHz. Os espectros de RPE foram obtidos em temperatura ambiente.

18. Experimentos de remogao de turbidez

18.1 Remogao de turbidez de agua para uso doméstico

Para avaliar as propriedades floculantes do polieletrélito natural
(goma de parénquima) utilizou-se o método do teste de jarras (HUDSON &
SINGLEY, 1974 ), em um jar- test modelo Millan com velocidade maxima de

125 rpm e minima de 50 rpm. As amostras de agua bruta com diferentes niveis

79



de turbidez inicial foram tratadas com polieletrélito na faixa de 0.2 a 1 ppm,
sendo que a turbidez inicial e residual foram avaliadas em um turbidimetro
micronal modelo B250.

Os testes foram realizadas com agua de diferentes valores de

turbidez captadas do rio Pirapd que abastece a cidade de Maringa.

18.2 Clarificagdo do cha de estévia (Stévia rebaudiana)

Foram realizados testes de clarificagdo do cha de estévia tratado
de acordo com KURODA & KAMIYAMA (1979) utilizando-se polieletrélitos na
faixa de 10 a 100 ppm.

19. Determinagao da composig¢ao de aminoacidos

Foi efetuada uma hidrolise acida (HCI 6N, 110 ° C, 22 horas) em
ampola selada a vacuo. O hidrolisado foi evaporado para remog&o completa
do HCI e resuspenso em tampé&o , préprio do analisador Beckman, modelo
7300. A quantificagcdo de cada aminoacido foi feita por comparacéo de areas

dos picos, com as de uma mistura de padrédo de aminoacidos

20. Poder geleificante de substancias pécticas de baixo teor de metoxila

O procedimento oficial de preparagdo de géis para pectinas de
baixo teor de grupos de metoxilas, foi empregado para a determinagdo da
capacidade de geleificagdo de pectinas de Cereus peruvianus e de pectina
citrica . Exatamente 6 g de pectina padrao (SOSULSKI et alii , 1978) foram
misturadas com 40 g de sacarose em 425 ml de 4gua contendo 5 ml da
solucdo de acido citrico (543 g/l) e 10 ml da solugdo de citrato de sodio
(60 g/l). Ap6s levar a mistura a ebuligdo, e com vigorosa agitagéo,
adicionou-se 140 g de sacarose e 25 ml da solugdo de cloreto de calcio
(22,05 gfl) e colocou-se em dois frascos apropriados, apds a solugdo em

ebulicéo ter sido reduzida a 600g. Estocou-se a 25 °C por 24 horas antes de
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determinar a for¢a dos dois géis com Exchange Ridgelimeter . Os frascos
foram invertidos para colocar os géis sobre as placas de vidro do Ridgelimeter
e a % de "Sag" foi lida exatamente depois de dois minutos. O instrumento de
teste foi fabricado pela SUNKIST CROWERS Co., Pasadena, EUA
(Figura 16). Com este instrumento é possivel determinar um abaixamento de
até no maximo 34%. A forca do gel foi calculada pelo emprego da formula
padrdo (600/w) x [2 - (% sag + 4,5/25)], na qual w € a massa da amostra em
gramas (NATIOANAL RESEARCH COUNCIL, 1972).

Parafuso ——»

- 7 F Fita crepe

Escala numerada EJE _

Geléia em teste \’

Copo Hazel-Atlas

Placa de vidro

Base do instrumento

Figura 16 - Ridgelimetro para medi¢éo da % de sag.
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21. Secagem em “spray dryer”

A secagem em “spray dryer’ foi realizada em um aparelho tipo
B191 marca BUCHI, equipado com uma bomba peristaltica com capacidade de
1,8 litros/hora, dotada de regulador linear de fluxo. O liquido bombeado
passava por um capilar de 0,5 mm de diametro e entrava em contato com ar
comprimido de atomizagéo, o qual tinha fluxo e pressdo regulados previamente
para valores entre 0 a 800 litros/minuto e 0 a 4,5 Kgf/cm® . As microgotas
formadas entravam em contato com o ar quente (vindo de um trocador
termoelétrico) que era disperso no difusor, efetuando-se assim a troca térmica
que acarretava a expansao e evaporagao do solvente e, consequentemente,
desidratacdo das microparticulas de solidos, 0s quais eram arrastados por
succdo da camara de expansado até o coletor de solidos, num intervalo de
tempo de 1 a 35 segundos. O arraste era promovido por uma turbina
conectada na saida de separagao gas-solido.

Amostra de extrato aquoso obtido por prensagem mecanica de
parénquimas (centrifugada e filtrada) foi desidratada, sob as seguintes
condigdes:

Ar quente: Temperatura programada = 150 °C
Temperatura de entrada = 151 a2 149° C
Temperatura de saida=98aa100°C

Ar de atomizacéao: fluxo = 700 litros/minuto

pressdo= 4,5 Kgf/cm®

Bomba de alimentacdo: vazéo = 23% de 1,8 litros/hora = 0,414 litros/hora

Temperatura da camara de expansdo =50° C

Temperatura no coletor do material desidratado =45°C

Umidade do material desidratado = 8 %
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Cultivo

Em nossa regido (Norte do Parand) desconhecemos a existéncia
de grandes polulagbes nativas do cacto Cereus peruvianus. A presenga do
mesmo é observada em residéncias como planta ornamental. Como nosso
experimento previa experimentos que demandariam entre 50 e 100 Kg de
massa verde de cladddio, optamos pelo cultivo do Cereus peruvianus em uma
Fazenda Experimental da Universidade Estadual de Maringa.

O Cultivo além de servir como fonte de matéria prima para a
obtencdo de biopolimeros, permitiu também a realizagdo de algumas

observacdes referentes ao rendimento da fitobiomassa de Cereus peruvianus.

1.1 Espagamento e densidade

No Nordeste brasileiro, PESSOA (1969) recomenda os
seguintes espacamento para a cultura de cactos:

Culturas consorciadas - 2,0 mx 0,50 m
-20mx1,00m

Culturas isoladas - fileiras duplas: 20mx0,5mx1,0m

- fileiras Unicas: 20mx0,5m

TIBAU (1979) analisando os dados de rendimento obtidos em
funcdo da densidade, espagcamento e época de corte, concluiu que o
rendimento aumenta com a idade da planta e com a densidade em qualquer

idade de corte.
Observagdes feitas num campo experimental na Fazenda da

Universidade Estadual de Maringa, mostraram ser possivel estabelecer a



cultura de Cereus peruvianus com espagamento de uma planta por m2,
podendo entdo plantar cerca de 10.000 cactos por hectare. Foram avaliados
0 crescimento medio anual (tabela 5) e a massa por comprimento de cladédio

(tabela 6) com a finalidade de se obter uma estimativa da fitobiomassa de

Cereus peruvianus produzida por hectare.

1.2 Determinagao do crescimento anual médio de cladédios do Cereus

peruvianus

A partir do primeiro ano de cultivo, quando a cultura ja estava
bem estabelecida, o desenvolvimento das plantas foi acompanhado através da
realizacdo de medidas do comprimento dos cladédios, sendo apresentado na
tabela 5 os resultados de medidas realizadas. Os cladddios tiveram um

crescimento médio de 1,2 metros por ano.

Tabela 5 - Determinagao do crescimento de cladddio de Cereus pervianus no
periodo de 1 ano.

Cladadios periodo de 1 ano Comprimento do Cladédio
(amostras) (metros)
1 1,0
2 1,3
3 1,2
4 1,3
5 1,4
6 1,2
7 1,3
8 1,1
9 1,0
10 1,1
Média 1,2+0,1
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1.3 Determinagio da massa verde por metro de cladédio do Cereus

peruvianus

Segmentos de cladddios de 1m de comprimento foram coletados

e tiveram a massa umida determinada, sendo obtido, conforme tabela 6, a

massa média de 7,7 + 0,2 Kg por metro de cladddio umido.

Tabela 6 - Rendimento de massa verde por metro de cladddio do Cereus
peruvianus.

Cladédio com 1 m ~ Massa Umida ( Kg)
(amostras)

7,6
7,8
7,5
7,4
7,5
7,6
7,8
7,9
7,8
76
Media 7702

—
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1.4 Estimativa do rendimento da fitobiomassa do Cereus peruvianus

Em um canteiro experimental na fazenda da Universidade
Estadual de Maringa, em uma area de 70 metros quadrados foram plantadas
por estacas 50 plantas e por sementes 10 plantas. As estacas apds um ano de
plantadas foram podadas, sendo que cada planta originou em média dois
brotos, esses brotos apdés um ano alcangaram o comprimento médio de 1,2
m, conforme demostrado na tabela 5, portanto, uma produgdo meédia de
massa verde de 18,5 Kg por planta. Os cladddios foram novamente podados e,

0o que se observou, foi a emergéncia média de 2 novos brotos em cada
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cladédio podado, portanto no terceiro ano cada planta apresentou em média 4
ramos. Mantida a tendéncia estima-se que o Cereus peruvianus a partir do
terceiro ano possa produzir cerca de 48 m de cladddio por planta,
considerando-se o valor médio de 7,7 Kg de massa verde por metro de
cladodio, teriamos uma produgdo de 37,0 Kg de massa verde/planta a partir do
terceiro ano.

De acordo com PESSOA (1969) € possivel estabelecer culturas
do Cereus peruvianus de uma planta por metro quadrado, o que tornaria
possivel plantar 10.000 plantas por hectare, considerando-se uma produgao
de 37,0 kg/planta a partir do terceiro ano, teriamos uma produgdo de massa
verde em torno de 370 toneladas por hectare. Este experimento, aliado a
dados da literatura (NERD et afi , 1993) da uma nog¢do do potencial de
producéo de fitobiomassa do cacto Cereus peruvianus, além de ter servido,

como fonte do material utilizado nesta pesquisa.
1.5 Determinacao da umidade através da liofilizagao

Seccdes de cladddio de Cereus peruvianus foram liofilizadas e a
média da massa séca obtida a partir de 6 determinag¢des, conforme mostrado
na tabela 7. Pelo método de liofilizagdo obtem-se uma média de massa séca
de 10,50 + 0,3 %. A figura 17 mostra foto de uma secg¢do do Cereus

peruvianus .

Tabela 7 - Determinagao da percentagem de massa séca do cladddio por

liofilizag&o.
Massa umida (g) Massa séca (g) Massa séca %
354 37,02 10,45
320 32,04 10,01
270 28,80 10,66
344 35,26 10,25
389 4175 10,73
385 41,38 10,74
_ Media 1050403
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Figura 17. Foto da secgéao de cladodio de Cereus peruvianus

A seccao liofilizada foi dissecada e cada uma das partes
anatdmicas teve a sua massa séca determinada. A tabela 8 mostra a
percentagem de cada fracdo em relagdo a massa séca total da seccdo

liofilizada.
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1.6 Disseccao e determinagao gravimética das partes anatdomicas de

cladédios de plantas com 3 anos de idade

Observa-se na figura 18 uma representacéo esquematica de uma
seccdo do cladddio de Cereus peruvianus , onde se identifica as partes
anatdmicas. Na tabela 8 sdo mostrados os valores da percentagem de massa
séca das respectivas fracdes obtidas para cladoédios de uma planta com trés
anos de idade. A soma das massas dos parénquimas representam 71,6%,

enquanto que a cuticula representa 18,1 %, e o anel celulésico 9,1 %.

Anél celuldsico

Parénquima aletas

N\,

Cuticula

Parénquima cerne

Figura 18 - Representacao esquematica de uma secg¢ao do Cereus
peruvianus.
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Tabela 8 - Determinacdo da massa seca das partes anatdmicas de um
cladddio com 3 anos de idade.

Partes anatdmicas Percentagem em relagéo a
massa séca total do cladddio

Cera epiticular 1,2

Cuticula pecto-celulésica 18,1

Parénquima aletas 58,2

Anel central celulésico 9,1

Parénquimadocerne 134

1.7 Determinagcao da umidade em estufa

A massa séca dos cladoédios em estufa apresentou média de
13,0 £ 0,7%, 2,5% acima do resultado obtido com a liofilizagdo. Portanto, a
liofilizac&o foi mais efetiva na secagem. Deve-se considerar que as secgbes
liofilizadas apresentavam cerca de 2 cm de comprimento, enquanto no método
de secagem em estufa foram utilizados segmentos de até 30 cm de

comprimento.

Tabela 9 - Determinagido da massa séca em estufa de segmentos de
cladodios.

‘Massa Umida de cladodios (g) Massa Sécade % de masa séca

1270 171,4 13,5
780 100,6 12,9
540 65,3 12,1
2300 315,0 13,7
Média 130407
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1.8 Dissecgdo e determinagao gravimétrica das partes anatomicas de um

segmento de cladédio com 5 anos de idade

Com a finalidade de se determinar o teor de umidade das
diferentes partes anatdmicas de cladddios com 5 anos de idade, segmentos
de 20 cm de comprimento recém-colhidos, foram dissecados, sécos em
estufa e o teor de umidade de cada fragdo determinado. A tabela 10 mostra o
percentual de massa séca de cada fragdo em relagdo a massa séca total do
claddédio, enquanto a tabela 11 mostra o teor de umidade de cada parte

anatomica.

Tabela10 - Percentual de massa séca de cada fragdo em relag&o a massa
séca total do cladédio com 5 anos de idade.

Percentagem de massa séca

Partes anatdomicas em relagdo a massa total do
cladddio
Cuticula pecto-celulésica 19,69
Parénquima aquoso (aletas) 48,39
Anel celulésico central 26,34
Parénquimadocerne 560

A disseccado e determinagdo gravimétrica das partes anatdmicas
de cladddios com 5 anos de idade mostrou que houve redugdo na massa séca
dos parénquimas e aumento da massa séca do cilindro celulésico quando os
resultados foram comparados com com os obtidos para cladédios com 3 anos
de idade (tabela 8). A massa dos parénquimas soma 71,6% , enquanto que
para cladédios com 5 anos de idade (tabela 10) a massa dos parénquimas
soma 53,9%; o cilindro celuldsico representa 9,1%, da massa séca em
cladddios com 3 anos de idade sendo que em cladddio com 5 anos de idade o
cilindro celulésico representa 26,34 % da massa séca do cladodio; portanto
com a idade ocorre um aumento da massa do cilindro e uma redugdo na
massa dos parénquimas. A cuticula pecto-celuldsica manteve percentagem de
massa séca praticamente constante (18,2%) para cladddios com 3 anos de

idade e 19,69%, para claddédios com 5 anos de idade.
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Tabela 11 - Teor de umidade de cada fragéo de Cereus peruvianus

Partes Anatdmicas do Teor de Umidade %

Primeiro Experimento Segundo Experimento
Parénquima aletas 88,08 88,24
Parénquima do cerne 92,99 93,03
Cilindro Celulésico 71,15 73,46

A fracdo pecto-celuldsica (cuticula) € a que tem menos agua
(51,50%), os parénquimas apresentam umidade entre 88,08 e 93,03 % e o
cilindro celuldésico apresenta um valor em torno de 73%. Pelos resultados
obtidos 86% da fitobiomassa fresca do Cereus peruvianus é agua , enguanto
que pelo método de liofilizagdo, verifica-se que este percentual pode chegar a
89,50%. Portanto, se tivéssemos tecnologias pelas quais pudéssemos
aproveitar de forma integral toda a fitobiomassa de Cereus peruvianus, nos

teriamos um rendimento total de 10,50%.

2.0 Extragao dos glicopolimeros a partir dos parénquimas

2.1 Extragao por maceragao

2.1.1 Efeito da diluigao

O parénquima das aletas, que representa 58,2 % da massa séca
de Cereus peruvianus (tabela 8), foi submetido ao processo de extragédo da
goma por maceragdo em diferentes relagdes massal/volume com a finalidade
de determinar a melhor relacdo massa/solvente para o processo de extragéo.
Na tabela 12 sdo apresentados os rendimentos de extragdo em diferentes
diluicbes apos 10 horas de maceragao com agitagéo ocasional. Observa-se um
aumento no rendimento de extracdo com o aumento da diluicdo de até 1/6
(m/v), sendo que nas demais dilui¢des o rendimento se mantém constante em

torno de 0,4 % em relacdo a massa macerada.
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Tabela 12 - Rendimento de extragdo em relagéo a massa umida de
parénquima aletas processada por maceragéo em diferentes relagoes

massa/volume pelo periodo de 10 horas.

_Massalvolume ~ Rendimento (%) _

171 0,23
112 0,30
174 0,32
116 0,41
1710 0,42
1/20 0,42

2.1.2 Efeito do tempo sobre o rendimento de extragao

A tabela 13 mostra a cinética de extragdo dos polissacaridios de
Cereus peruvianus na diluicdo de 1 : 6 (massal/volume). Apds as quatro
primeiras horas de extragdo foi obtido 629 mg, correspondendo a 79% da
massa extraida ao final de 10 horas (796 mg). A extragdo por maceragao
apresenta o incoveniente da demora e do baixo rendimento, sdo necessarias
10 horas para se obter um rendimento em torno de 0,4% em relacdo a massa
umida total macerada (200 g de parénquimas). Observou-se que, mesmo apos
10 horas de maceragao, a massa residual liberava grande quantidade de
liquido viscoso quando submetida a prensagem manual. Com a finalidade de
aumentar o rendimento e diminuir o tempo de extracdo , foram desenvolvidos

métodos que incluissem etapas de prensagem.
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Tabela 13 - Cinética de extracdo por maceragéo na diluicdo de 1:6
(massa/volume). Foi macerado 200g de parénquimas aletas.

Tempo de Maceragéo Goma extraida em
2 469
4 629
6 689
8 739

2.2 Extragao da mucilagem por prensagem manual

Amostras de 1 kg de parénquimas aletas isolados de cladddios
recém-colhidos (figura 19), foram cortados em cubos de aproximadamente
1cm’, misturados com agua na propor¢éo 1:1 (massa/volume) e submetidos &
prensagem manual em um filtro de pano tipo coador, esta operagdo foi
repetida 6 vezes, portanto para cada kilo de massa foram empregados 6 litros
de agua. Os liquidos de extragdes foram reunidos, filtrados em funil de vidro
sinterizado e tratados com alcool na propor¢éo 1:3. O precipitado foi separado
por filtracdo e seco em estufa com circulagéo de ar a 40 °C, resultando um po
de coloragdo beje. Observa-se pelos dados da tabela 14 que houve um
aumento consideravel na massa extraida utilizando-se a prensagem manual. A
eficiéncia da extragdo, comparada a maceragdo  semi-estatica (item 2.1) é

cerca de 4 vezes superior (1,79% versus 0,42%).
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Figura 19 - Parénquima das aletas separadas do cladédio com o auxilio de
uma faca e livres da cuticula.

Tabela 14 - Rendimento da extragéo do polissacarideo por prensagem

manual realizadas com varios lotes de 1Kg de parénquima de aletas umido.

Massa extraida rendimento %
(Kg)
1 1,67
1 1.77
1 1,80
1 1,95
meédia 1,79+ 0,11
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2.3 Extracao da mucilagem por prensagem mecanica automatizada.

A prensagem manual, apesar de ter se mostrado muito mais
eficiente que o processo de maceragao, € um processo bastante trabalhoso
e incoveniente para o processamento de maiores quantidades de
parénquima (“scale up”). Com o objetivo de processar lotes entre 50 e 100
kilogramas de parénquima foi empregada uma prensa do tipo helicoidal de 6
toneladas. Os parénquimas antes de serem prensados eram triturados em
um moinho de facas ; a massa misturada em &gua na razao
1:6 (massa /volume) e entédo prensada em um prensa helicoidal do tipo rosca
sem fim para a separagao de soélidos/liquido. O liquido viscoso (figura 20)
era entdo centrifugado em uma centrifuga do tipo rotor tubular a 18.000 rpm
para separacdo de particulas em 'suspenséo, fitrada e em seguida
precipitada em alcool etilico na razdo 1:3. O precipitado era separado em
funil de vidro sinterizado e apés lavagem com acetona, séco em estufa a

40°C, obtendo-se um p6 de coloragéo beje com rendimento médio de 2,22%

(Tabela 15) em relagcéo a massa umida dos parénquimas processados.

Figura 20 - Liquido viscoso isolado por prensagem mecanica do parénguima
do Cereus peruvianus.

95




Tabela 15 - Rendimento do processo de extragdo utilizando prensagem
mecanica automatizada.

_ Massaextraida (Kg) _ Rendimento %

50 2,06
67 2,20
50 2,40
_.Mmedia 222017

Portanto, comparando-se o método de extragdo por maceracéo
com os métodos de extragdo por prensagem manual e prensagem
automatizada, conclui-se que, em termos de rendimento, os métodos que

incluem etapas de prensagem s&o muito mais rapidos e eficientes.

2.4 Avaliagoes preliminares das mucilagens extraidas de Cereus

peruvianus pelos diferentes métodos

2.4.1 Determinagéo da viscosidade absoluta

As mucilagens extraidas de parénquimas pelos métodos de
maceragao (item 2.1) , prensagem mecanica manual (item 2.2) e prensagem
mecanica automatizada (item 2.3), tiveram as viscosidades absolutas
determinadas bem como a capacidade das mesmas de atuarem como
auxiliares de floculagdo em processos de potabilizagdo de agua para uso
doméstico. Como pode ser visto pela tabela 16 os extratos brutos obtidos por
maceracdo e prensagem manual apresentaram  viscosidades absolutas
proximas nas concentragdes testadas, enquanto que o extrato bruto obtido por
prensagem mecanica automatizada apresentou viscosidade absoluta um

pouco inferior sob as mesmas condi¢des analisadas.
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Tabela 16 - Determinagdo dos valores de viscosidade absoluta para os
extratos brutos obtidos por diferentes métodos, analisados na concentragéo de
1,5% (massa/massa).

Métodos ~  *Viscosidade ~Mpas =
A B C
maceragéo 4350 3800 3650
pres. Manual 4150 3540 3450
prens. Mec. 3700 3300 3180

* Os valores de viscosidade foram medidos em um viscosimetro Brookfield LV -DV 1l
utilizando-se o cone coaxial SC-18 nas seguintes velocidades de cisalhamento : A (0,39 s"), B
0,795y e C (1,985") .

2.4.2 Determinagdao da capacidade de atuarem como auxiliares de

floculagao nos processos de potabilizacao

As mucilagens obtidas pelos diferentes métodos de extragdo
(itens 2.1, 2.2 e 2.3) tiveram a sua capacidade de atuarem como auxiliares de
floculagdo medida através de experimentos de “jar test” conduzidos na
SANEPAR. Como pode ser visto pela tabela 17, as substancias extraidas pelo
trés métodos se mostraram eficientes como auxiliares de floculagéo na
rembgéo de turbidez nas condigbes testadas. Portanto, o método de extragao
ndo teve influéncia sobre as propriedades dos biopolimeros atuarem como

auxiliares de floculago.

Tabela 17-Remocéo de turbidez da agua bruta captada do rio Pirapé como
180 UNF de turbidez utilizando mucilagens extraidas de Cereus peruvianus
por diferentes métodos, na concentragéo de 1 ppm.

Biopolimero (ppm)

controle 16
maceracéao (1ppm) 08
prensagem manual (1 ppm) 06
prensagem mecanica (1ppm) 09
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Como a amostra obtida por prensagem mecanica foi a que
apresentou o melhor rendimento e, seus valores de viscosidade foram pouco
afetados na faixa de velocidade de cisalhamento testata (tabela 16 ) e, ndo foi
comprometida a sua capacidade de atuar como auxiliar de floculagéo (tabela
17), este produto foi escolhido para a realizagdo de caracterizagdo fisico-

quimica.

2.5 Avaliacdo da homogeneidade da amostra

O extrato bruto obtido pelo método de prensagem mecénica foi
fracionado por troca idnica em DEAE-celulose (CI') e as frages obtidas
(tabela 18) tiveram a sua composi¢do de agucares neutros qualitativamente
determinada através de cromatografia gasosa, conforme pode ser observado
no item 2.5.1 A fragdo |, eluida com agua, representa 1.06% do total das
fracbes acidas (fracdes IlLIIl e IV); que tiveram o teor de acidos urdnicos
determinados através do método do fenil-fenol e apresentaram valores entre
14 e 18%. Os teores de proteinas variaram de 0,4 a 2,1%. Portanto, nesta
andlise prelimilar, o extrato bruto obtido por prensagem mecanica ficou

caracterizado como um ou mais biopolimeros de carater acido.

Tabela 18 - Fracionamento do extrato bruto obtido por prensagem mecanica
em DEAE-celulose (CI").

Filtragao em Coluna de DEAE - Celulose(Cl ")

Eluente - fracdo | Carboidratos Acidos Urénicos Proteinas %
totais ( mg) %

Agua - | 2,8 0 1,1

LICI - I 44,0 17 2,1

HClI - Il 46,0 14 1,7

NaOH - IV 171,0 18 0,4
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2.5.1 Determinagao da composi¢gdo monomérica das fracoes obtidas em

DEAE-celulose (CI)

A analise cromatografica foi feita com os hidrolisados das fragées
do polissacarideo obtidas em coluna de DEAE-celulose, conforme mostrado na
tabela 18 do item 2.5 . A figura 21, mostra o cromatograma de uma mistura
dos padrbes (derivatizados) de L-arabinose (arabinitol), da L-ramnose
(ramnitol) , do acido D-galacturdnico (6-carboxi-galactitol) e da D-galactose
(galactitol). Os cromatogramas mostram que na fragdo |, eluida com é&gua
(figura 22) a composi¢cdo monomeérica € arabinose e galactose na proporgao
de 1:5,4; na fragdo Il - eluida com LiCl 1M (figura 23) a composi¢ao foi de
arabinose, ramnose, galactose e acido galacturbnico na proporgédo de
2,4:1,0:4,7:0,4; na fracdo lll- eluida com HCI| a composi¢ao foi de arabinose,
ramnose, galactose e acido galacturdnico na propor¢ao de 4,9:1,0:6,0:0,5
(figura 24) e finalmente a fragdo IV (figura 25), eluida com NaOH foi de
arabinose, ramnose, galactose e acido galacturdnico na propor¢éo de
6,4:1,0:5,8:0,6.

99



— 2 B
[=]} -~ =
£ 8 3
_ | E % ©
=1 = =
(= (=] e
-_g .g Lo
=
° iz [
kS
e
o
o
L5
=
b
)
b3
et
¥
oo
~
Cu ~
@ i
o}
= s
3,
i = P-=Y "
— - ™M K
" — Ll
e w
-t '-:
™~
5 s

Figura 21 - Cromatograma da mistura de padrdes de carboidratos na forma de
sililpoliois: arabinitol, ramnitol, 6-carboxi-galactitol e galactitol.
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ﬁ
galactitol

arabinitol

<Eim

Figura 22 — Cromatograma da fragéo | eluida com &gua da coluna de DEAE-

celulose. Hidrolisada com TFA 1M durante 7 horas e 30 minutos a 100 °C e
derivatizada na forma de silipoliois.
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Figura 23 — Cromatograma da frag&o Il eluida com LiCl 1M da coluna de
DEAE-celulose. Hidrolisada com TFA 1M durante 7 horas e 30 minutos a 100 °
C e derivatizada na forma de sililpoliois.
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Figura 24 - Cromatograma da fracao Il eluida com HCI 1M de uma coluna de

DEAE-celulose e hidrolisada com TFA 1M durante 7 horas e 30 minutos a 100
°C e derivatizada na forma de sililpoliois.
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Figura 25 — Cromatograma da ragéo IV eluida com NaOH 0,5 M de uma
coluna de DEAE-celulose e hidrolisada com TFA 1M durante 7 horas e 30
minutos a 100 ° C e derivatizada na forma de sililpoliois.

2.6 Determinagao da composi¢cao monomérica através de cromatografia

liquida de alta eficiéncia (clae)

O fragdo polissacaridica obtida pelo processo de prensagem
mecanica e centrifugada a 2000 g foi hidrolisada e teve a sua composi¢ao
monomérica determinada em cromatografia liquida de alta eficiéncia. A figura

26 corresponde, em ordem crescente de tempo de retencdo aos padrdes de
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L-ramnose , L-arabinose, D-manose, D-glucose e D-galactose , realizados em
CLAE, conforme no item 5.5 de Material e Métodos. Comparando-se os dois
cromatogramas (figura 26 e figura 27) pode-se concluir que 0s picos s&o

correspondentes a A ) L- raminose, B) L- arabinose, C) D-galactose cujas

proporgdes sdo: A=12,52%, B=25,85%, C.62,95.
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Figura 26 - Perfil cromatografico de monossacarideos padréo na concentragéo
de 1 mg/mi analisados através de cromatografia liquida de alta eficiéncia em
coluna LiChrospher(100NH2, 5um), tendo como sistema de solvente
acetonitrilo:agua (85:15) e detector de indice de refragao.
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Figura 27 - Amostra de extrato bruto extraido por prensagem mecanica
automatizada hidrolisada com TFA 1 M por 8 horas a 100 °C e analisado em
cromatografia liquida de alta eficiéncia(clae) em coluna LiChrospher (100NH2,
5um), tendo como sistema de solventes acetonitrilo:agua(85:15) e detector de
indice de refragéo.

Tabela 19 - Percentagem de monossacarideos da mucilagem de parénquima
de Cereus peruvianus determinados através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

Carboidrato % de carboidrato Proporcéo

ramnose 12,52 1
arabinose 25,85 2
_Qalactose 6295 5

Analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia confirmou a
presenga dos mesmos agucares neutros determinados atravées de

cromatografia gasosa, quais sejam: L-arabinose, D-galactose e L-ramnose. Em
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verdade, a analise CLAE é praticamente coincidente com aquela de GLC(GC)
da fraggo I (LiCl; DEAE-celulose), mantém a  proporgao
L-ramnose:D-galactose (aproximadamente 1:5) de todas as fragbes acidicas
obtidas na DEAE-celulose, mas difere no teor de arabinose , que € maior, na
meédia, para as fracdes de DEAE-celulose. O teor de acido urdnico foi
determinado pelo método do fenil-fenol perfazendo 16%, portanto esta de
acordo com o que foi determinado nas fragdes Il, Ill e IV obtidas por troca

idbnica em DEAE-celulose (CI).
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2.7 Analise de fragmentagao

A goma de Cereus peruvianus foi hidrolisada com acido e com
enzimas. O hidrolisado &cido foi obtido pela acdo do TFA 2M e os hidrolisados
enzimaticos foram obtidos pela agdo de suco de caramujo, e pectinase do
Aspergilus niger. Cuidadosa andlise em cromatografia em camada delgada
(figura 23) (apds o uso de um solvente com cinco componentes e aquecimento
gradual da placa apds nebulizagdo com orcinol-acido sulfurico, que revelou
diferentes cores para cada uma das quatro unidades monomericas da goma do
cacto) revelou arabinose e galactose como monossacarideos dominantes e/ou
periféricos, portanto mais facilmente hidrolizaveis. A arabinose foi o unico
componente detectado apds 15 minutos de hidrolise com TFA 2M. Ramnose
foi detectada somente apos 4 horas de aguecimento com o mesmo acido, ou
pelo uso de enzimas de caramujo ou de pectinase de Aspergilus. Logo, a
analise em cromatografia em camada delgada confirma os resultados obtidos
em cromatografia gasosa e cromatografia liquida de alta eficiéncia e. ainda,
indica a presenca de dois tipos de &cidos urdnicos, sendo um o &acido

galacturodnico.
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Figura 28 - Cromatografia em camada delgada dos hidrolisados acido e
enzimaticos da goma do Cereus peruvianus (Cromoplaca=silica gel 60,
Merck; solvente=isopropanol:nitrometano:acetato de etila:acido acético:agua,
10:4:2:4:0.5; visualizagdo= 0,5 g% de orcinol em acido sulfurico:metanol
5:95, 100 °C por 5 minutos) Amostras: 1/4, 3/4, 2, 4, 12 = tempo (horas) de
hidrélises com TFA 2M em 100 °C; 1,3 hidrolises em pH 1 ou 3 com TFA por
12 horas a 100 °C; SJ e AN= hidrélises enzimaticas com suco gastrico de
caramujo ou com pectinase de Aspergius niger por 12 horas a 40 °C; AG e
CP= hidrélises controle para enzimas de A. niger com larch arabinogalactana
e pectina citrica respectivamente. Padrées (em ordem de Rf decrescente):
A= dissacarideo arabinosil-galactose + acido D-galacturdnico (sal de Na');
B= L - arabinose + acido D-galacturdnico; C= L-ramnose + D-galactose; D=
D-xilose + D-glucose; E= D-glucoronolactona + acido D-glucorbnico; F=
acido 4-O-metil -glucordnico (impuro; Rf 0.29) + acido D-galacturdnico.

2.8 Eletroforese em papel

A eletroforese em papel foi utilizada com a finalidade de
detectar os tipos de acidos urdnicos presentes na goma, pois permite a
utilizacdo de quantidades de amostras que sdo proibitivas em cromatografia

de camada delgada. A andlise (figura 29) indicou a ocorréncia de dois
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diferentes acidos urdnicos na estrutura da goma de Cereus peruvianus. Um
foi 0 &cido galacturdnico confirmando a indicagéo prévia da cromatografia em
camada delgada (incubagbes enzimaticas), o qual provavelmente se
encontra em maior quantidade. Nao se descartando que o outro composto
acido, de menor migragdo eletroforética e em menor quantidade seja
4-0-me-glucordnico. Nas hidrélises enzimaticas uma pequena quantidade de
um provavel dimero (digalacturdnico) fica visivel e com migragdo pouco
superior ao aldobiurdnico (xilose-4-O-me-glucurdnico derivado de Mimosa

scabrella ).

Figura 29 - Eletroforetograma dos hidrolisados acido e enzimatico da goma
de Cereus peruvianus . (Papel = Whatman 2-chr; tampé&o volatil = 10% de
piridina-0,4% de acido acético; condi¢des de corrida: 1,5 kV, 20 mA, 65 min;
visualizagdo = nitrato de prata alcalino). Amostras (como na figura 36).
Padrées : LWX = oligossacarideos uronilados de xilana
larchwood O-acetilada; A= acido D-galactourdnico + L-arabinose; B= acido
D-glucurdnico + L-ramnose; C=acido4-O-metil-glucurdnico+acidos aldobio e
aldotriurdnicos.
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2.9 Caracterizagao espectroscopica da ramnoarabinogalactana acida

Entre as informagbes dadas pela técnica espectroscopica (figura
30) pode ser apontado o estado O-acetilado da goma (sinaisem 6= 169,72 e
20,25 para os grupos -C=0 e -CH3 do &cido acético), & = 17,45 parao -CH3
da L-ramnose; e sinais fortes em 1051 e 107 ppm para os carbonos
anoméricos (C-1) das unidades de B-D-galactopiranosil e a-L-arabinofuranosil
e para seus grupos (C-6)- e (C-5)-CH,OH em 612 e 602 ppm,
respectivamente. Claramente distinguidos, foram também, os trés sinais
adicionais para todos os outros carbonos do anel da o-L-arabinofuranosil em
extremidades n&o redutoras (6=77,0 a 84 ppm) parcialmente superpostas com
aquelas sequéncias da B-D-galactopiranose. Inesperadamente, ndo houve
nenhuma indicacdo do alto conteudo de acido galacturdnico (6 = 174,0 - 176,0
ppm para (C-6)-COOH e = 100,0 -101,0 ppm para o carbono anomeérico C-1),
j@ que os sinais sdo bem menos perceptiveis no espectro. Esta visualizacdo
ficou facilitada numa amostra sucessivamente permeada por Dowex-50-H" | o
que provocou reducdo dos sinais de arabinose e incremento dos sinais

advindo da por¢ao uronila do polimero.
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Figura 30 - Espectro ">C-NMR da glicana acidica do Cereus peruvianus.
O maior pico do lado direito é do DMSO-D°.

2.10 Avaliagdao da massa molar através de GPC

A massa molar ponderal média (Mw) do polissacarideo foi
avaliada em 10,81x 10° ( em torno de onze milhdes) e a massa molar ‘meédia
em numero (Mn ) foi de 796.800. A razdo entre Mw e Mn (Mw/Mn) d& uma
indicacdo quanto ao grau de polidispersdo. Para a amostra analisada, o grau
de polidispersao foi de 13,57, portanto, a amostra se apresentou bastante
polidispersa em termos de massa molar.  Pelo cromatograma da figura 31,
observa-se o perfil de distribuicdo de massa molar. Foram separadas sete
regides, sendo a primeira constituida de componentes com massa molar

superior a 5.000.000 e a ultima regido a ser eluida, com componentes de
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massa molar menores que 1000; na

tabela 20 é apresentada as

percentagens de area correspondentes a cada regiao

< 10Ccs

5 = =

—
'NJ

0
]
@
Mol
$
w
-]

2-10E8 - 10Ee

2. 103 -~ 2.!0#5

W,

€.1003 _}| 26.10K3

10.E3 « S_10€3

]

—
=

Intensidade (mV)

TR P R Porrms SPrrr Py e P

—

i 1 : I ) N
PLAY dN ST

Tempo (minutos)

Figura 31 — Distribuicdo da massa molar do polissacarideo extraido do Cereus
peruvianus através de cromatografia de permeagéo em gel .

Tabela 20 - Areas correspondentes as fracdes com diferentes massas

molares.

Regido -TR (min.)*

1- 19,151
2- 19,428
3- 21,327
4- 29,391
5- 31,865
6- 33,935
7- 34,953

*TR - tempo de retengdo em minutos

13,11
12,17
9,45
7,66
8,19
25,70

S 2371

113

Area %

>5 10°
10°-5.10°
2.10%-10°
2510°- 2.10°
510°-25.10°
103 -5.10°
<10°

Massas molares



Duas hipotéses surgiram: O alto valor de massa molar poderia
ser resultado de interacbes intercadeias do tipo covalente ou, poderia ser
resultado de pontes de hidrogénio intercadeias, levando a formagdo de
complexos moleculares. Questiona-se também a existéncia de mais de um tipo

de polissacarideo, pois, observa-se pela tabela 20 sete regides.

2.11 Analise de acidos fenol-carboxilicos

Com a finalidade de verificar se interaces do tipo covalente
poderiam estar influenciando o valor da massa molar estimado por  GPC-LS;
a presenga de alguns acidos fenol-carboxilicos foi examinada atraves de
cromatografia gasosa acoplada com espectrometro de massas. Os acidos
fenol carboxilicos sdo relatados na literatura (PILNIK & ROMBOUTS, 1985)
como capazes de estabelecer pontes de diferulato entre cadeias de
polissacarideos, o que pode levar a um consideravel aumento na massa molar
e consequentemente nos valores de viscosidade intrinseca. O polissacarideo
obtido de Cereus peruvianus apresenta valores de viscosidade absoluta
bastante elevadas, o que nos levou a investigar a presenca de alguns acidos
fenol-carboxilicos no mesmo. Foram os seguintes padrées acidos fenol
carboxilicos examinados: p-coumarico, vanilico, siringico e ferulico.
Observando-se o cromatograma (figura 33) correspondente ao extrato da
mucilagem, o qual apresentou fluorescéncia a luz do UV( intensificavel apds
vapor de amonia), verifica-se a presenga de picos com comportamento
semelhante aos apresentados pelos padrées, porém, a analise de
fragmentacdo dos mesmos, demonstra que nenhum deles corresponde aos
fenol carboxilicos utilizados como padrdes, exceto um reduzido percentual de
p-coumarico. Portanto, se algum acido fenol-carboxilico contribue para o
aumento da massa molar da goma e, consequentemente, da sua viscosidade
aparente, tratar-se-ia de acido fenol-carboxilcio diferente dos utilizados como

padrdes.
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Figura 32 — Cromatograma de uma mistura de padrées de acidos ferulicos
(silil derivatizados) determinados através de cromatografia gasosa em coluna

capilar do tipo SE-30 de 25 metros.
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Figura 33 - Andlise da presenca de acidos fenol carboxilicos
(silil derivatizados) na mucilagem do cacto Cereus peruvianus, isolada a partir
do parénquima aletas realizada por CG em coluna capilar SE-30 de 25 m..

2.12 Avaliagio das pontes de hidrogénio intercadeias sobre a massa

molar da mucilagem

O polissacarideo obtido a partir de Cereus peruvianus teve a sua

massa molar determinada através de cromatografia de permeagdo em gel
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(G.P.C.) em solugdo aquosa e em solugdo de dimetilsulfoxido (DMSO). Os
resultados sdo apresentados na tabela 21. A massa molar ponderal média foi
em torno de 10.10° para a amostra solubilizada em NaCl 1M e, em DMSO a
massa foi avaliada em 5.10° portanto houve um decréscimo consideravel da
massa molar ponderal média quando se utiliza o solvente DMSO, o que
significa que as pontes de hidrogénio apresentam um efeito marcante sobre a
massa molar do polissacarideo, uma vez que DMSO € conhecido pela
propriedade de minimizar interagdes determinadas por pontes de hidrogénio.
Portanto, o polissacarideo obtido a partir do Cereus peruvianus, tem a sua
massa molar aparente influenciada pelas pontes de hidrogénio, ou seja, 0
estabelecimento de pontes de hidrogénio intercadeias leva a formagéo de

complexos intermoleculares.

Tabela 21 - Determinacdo da massa molar média ponderal Mw e da massa

molar em numero Mn em solug&o aquosa e em DMSO.

Amostra Mw + 3%
[g.mol]
Poli Aletas em Sol. NaCl 1 M 10.000.000

Poli aletas em DMSO 5.000.000

2.13 Purificagao da amostra com a finalidade de remogao de agregados.

Como observado no item 2.10, o polissacarideo obtido por
prensagem mecanica, apresentou-se bastante polidisperso em termos de
massa molar (Mw/Mn= 13,57) e essa polidispersdo €& enormemente

influenciada pelas pontes de hidrogénio (item 2.12). Uma solugéo diluida da
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amostra foi submetida a um processo de purificacdo para eliminacdo de
agregados e reprecipitada em etanol. A solugdo aquosa em presencga de NaCl
1M teve a massa molar ponderal média (Mw) e a massa molar média em
numeros avaliadas (Mn) por G.P.C. Como podemos observar pelos dados
apresentados na tabela 22, houve uma redugao significativa no valor da massa
molar ponderal média (Mw) de 11.000.000 (item 2.10 ) e 10.000.000
(tabela 21 - polissacarideo nao purificado ) para 1,4 milhdes
(tabela 22 - polissacarideo submetido ao processo de remogédo de agregados)

e a polidispersao foi reduzida de 13,57 (item 2.10) para 2,99 .

Tabela 22 - Determinagdo da massa molar ponderal média Mw e da massa
molar em numero Mn para uma amostra purificada.

Valores Absolutos por  SEC-DRI- LALLS

Amostra Mw + 3% Mn + 5% Mw/Mn + 5%
[g/mol] [ g/ mol ]

Poli Aletas

reprecitado com

etanol em: 1.470.000 510.000 2,9

sol. NaCl 1M

2.14 Determinagao das constantes de Staundinger/Mark/Houwink

As constantes de Staundinger/Mark/Houwink, k e a foram

determinadas utilizando-se a calibragdo Universal (tabela 23), sendo obtidos
valores de K igual a 0,000027 e para a igual a 1,068. Estes valores indicam
que a estrutura apesar de ser polidispersa em termos de massa molar,

apresenta homogeneidade em termos de composicado monomeérica.
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Tabela 23 - Detemininagcao das constantes de Staudinger/Mark/Houwink

Calibracao Universal : Constantes de Staudinger/Mark/Houwink

Amostra SMH_ K [g. cm 3] SMH_a
+20% + 10 %
Dextrana 0,09780 0,500
Pululana 0,02680 0,650

Polissacarideo
reprecipitado em etanol
e dissolvido em solugéo 0,000027 1,068
aquosa de NaCl 1M

2.15 Determinacdo do numero de viscosidade, raio da particula e

densidade do polimero

O polissacarideo teve a distribuicdo de viscosidade
(figura 34 ), distribuigdo do raio equivalente a esfera (figura 35) , e distribuigdo
de densidade (figura 36) determinados. Os valores médios estdo sumarizados
na tabela 24. Estas medidas foram realizadas em solugéo aquosa na presenga
de NaCl 1M. A viscosidade intrinseca média foi de 27 [ml g-1 ]. A viscosidade
intrinséca variou entre 5 e 130 mi g'1, mostrando portanto uma faixa bastante
ampla de viscosidade intrinseca, a qual correlaciona com a distribuicdo de

massa molar.
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Distribuigao de Viscosidade Intrinseca
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Figura 34 - Distribuigdo do numero de viscosidade
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Figura 35 - Determinagao da distribuicdo do raio equivalente a esfera.
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Figura 36 - Distribuicdo de densidade do polimero.

Tabela 24 - Calibrag&o universal e SEC - DRI/LALLS para o polissacarideo

reprecipitado em etanol e dissolvido em solugdo aquosa de NaCl 1M.

Parametro

X-w

X-n

Numero de viscosidade

intrinseca:
1X=[n].[ml. g1

27

16

Raio da particula
equivalente a esfera:
X =Re [nm]

27

16

Densidade do Polimero

X=pe [ g cm3]

0,076

0,022

2.16 Ultrafiltragdo do Polissacarideo extraido por prensagem mecanica

automatizada.

O polissacarideo extraido por prensagem mecanica automatizada

teve a sua distribuicdo de massa molar

examinada através de cromatografia

de permeacgdo em gel (G.P.C.) item 2.10 e, se mostrou bastante polidisperso
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em termos de massa molar, sendo que 70% das areas determinadas
correspondem a substancias com massas molares inferiores a 25 kDaltons.
Com a finalidade de isolar a fragcdo de maior massa molar, uma solugéo
aquosa de polissacarideo (10L, 0,1%) obtida por prensagem mecanica em
presenca de NaCl 1M, foi ultrafiltrada utilizando-se um sistema da Milipore
equipado com modulo em espiral e membrana de acetato de celulose com
corte de 100 kDaltons (figura 37) de acordo com o item 13 de Materiais e
Métodos. A fracédo retida na membrana de 100 kD foi precipitada em alcool
1:3, e 0 permeado foi concentrado em membrana de acetato de celulose com 1

kD de corte, sendo este segundo retido, também precipitado com alcool.

Figura 37 — Foto da membrana em espiral de acetato de celulose com 100 kD
de corte utilizada para fracionar a solugao de polieletrélito na concentragao
inicial de 0,1 % de sélidos totais.

122



Tabela 25 - Massas recuperadas nas membranas de 100 kD e 1kD

(retentatos). |
B ) 100 kd 1 kd B
massa recuperada em g 5,2 1,6
Rendimento®% 2 18

Observa-se pela tabela 25 , que 52% da massa do polissacarideo
extraido por prensagem mecanica, apresenta massa molar acima do corte da
membrana de 100 kd e, portanto, ndo foi capaz de permear a membrana. Do

permeado, ficaram retidas 16% na membrana de 1kD.

2.17 Determinagéao da viscosidade absoluta do polissacarideo integral e
das fragoes obtidas por ultrafiltragao

Solucdes de polissacarideos na concentragdo de 1,5% tiveram a
sua viscosidade determinada em um viscosimetro da Brookfiled LV modelo
DVII. Observa-se pela tabela 26 que houve um ganho significativo dos valores
de viscosidade sob baixo valores de velocidade de cisalhamento. Embora
tenha ocorrido ganho nos valores de viscosidade nas condigbes testadas em
relacdo ao polissacarideo integral, temos que considerar que apenas 52% da

massa foi retida na membrana de 100 kd.
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Tabela 26 - Avaliacdo da viscosidade absoluta do polissacarideo integral e do

polissacarideo concentrado em membrana de 100 kD.

viscosidade mPa.s

y (sec’)  PoliA15% *  PoliA(100 kD) 1,5%*
0,39 4030 7600
0,79 3800 4700
1,98 1700 1900
3,96 780 970
7,92 430 520
15,84 170 160
39,64 87 60

79,20 42 35

* Poli A - polissacarideo extraido por prensagem mecanica
** Poli A (100 kD) - polissacarideo retido na membrana de 100 kD

O polissacarideo concentrado em membrana de 100 kD
apresenta valores de viscosidade absoluta superiores ao polissacarideo

integral sob baixa velocidades de cisalhamento, como mostrado na tabela 26.

2.18 Avaliagao do polissacarideo integral e do polissacarideo
concentrado em 100kD como auxiliar de floculagao nos processos de

potabilizagéo de agua

Polissacarideos extraidos do cladddio de Cereus peruvianus tém
sido descritos como agentes de auxiliares de floculagédo (RODRIGUEZ 1984)
atuando, portanto, como polieletrdlitos. O polissacarideo extraido  por
prensagem mecanica e a fracdo isolada atraves de ultrafiltracdo (retida em
membrana de 100 kD) tiveram a sua capacidade de auxiliar de floculagéo
testada em uma unidade da Sanepar. Como pode ser visto pelo grafico da

figura 38 o polieletrdlito, na faixa de concentragédo entre 0,2 a 1,0 ppm,
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funcionou como um auxiliar de floculagéo reduzindo a turbidez residual. SO
com o sulfato de aluminio na concentragédo de 30 ppm para uma agua com 45
UNF, foi removido 64% da turbidez. Com 30 ppm de sulfato mais o
polissacarideo na concentragdo de 1 ppm a remogado de turbidez chegou a 90
% (turbidez residual 10%). O polissacarideo integral nas concetragoes de 0,2
ppm e 0,4 ppm foi mais efetivo que o polissacarideo concentrado em
membrana com 100 kD de corte. A foto da figura 39 mostra o resultado do

teste de jarras realizado com o polissacarideo retido na membrana de 100 kD.

40
35 —
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Poli A 100 kD
® 25 —
2]
3
14
® 20 -
N
3
2
S 15 -
10 —
5 -
0
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Concentragcdo ppm

Figura 38 - Turbidez residual da agua ribeirinha em fungdo da concentragdo
de poli A (polissacarideo integral) e poli A 100 kD (frag&o do poli A retido na
membrana de 100 kD)
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Figura 39 - A foto acima mostra um teste de jarras realizado com 0
polissacarideo retido em membrana de 100 kD. Em todos os bequeres foram
adicionados 30 ppm de sulfato de aluminio. No bequer da esquerda nao foi
adicionado polieletrolito. Nos demais bequeres além do sulfato foi adicionado
(da esquerda para a direita) : 0,2 ppm, 0,4 ppm, 0,6 ppm e 0,8 ppm de
polieletrélito.
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2.19 Desidratagao em “spray dryer” do extrato aquoso do parénquima de

Cereus peruvianus obtido por prensagem mecanica

O extrato aquoso obtido por prensagem mecanica, filtrado e
centrifugado foi desidratado em “Spray dryer’. O produto obtido apresentou a
vantagem de ser rapidamente reidratado, ao contrario dos polissacarideos
desidratados por precipitacdo alcdolica ; valores de viscosidade absoluta
foram mantidos, como mostrado na tabela 27. As propriedades de auxiliar de
floculagdo também foram mantidas como pode ser observado pela foto da
figura 40. A solugédo contida no bequer central recebeu 30 ppm de sulfato de
aluminio + 1 ppm de polieletrélito, engquanto nos demais bequeres foi
adicionado apenas sulfato de aluminio 30 ppm. A foto da figura 41 mostra a

desidratagéo do extrato aquoso em “spray dryer’.

Tabela 27 - Viscosidade absoluta do polieletrdlito desidratado em “spray

dryer’, cuja analise foi feita na concentragao de 1.5%.

y(seg') . Viscosidade absoluta mPa;s, PoliA®
0,39 4100
0,79 3750
1,98 1680
3,96 730
7,92 420

* A concentracdo de 1,5 % (massa/massa).
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Figura 40 - Teste de jarras com o polissacarideo obtido mediante
concentracéo do extrato em osmose reversa e seco em spray dryer . O teste
foi realizado com agua bruta (42 UNF) na estagéo da Sanepar. Em todos os
bequeres foram adicionados 30 ppm de sulfato de aluminio, sendo que no
bequer do centro foi adicionado 30 ppm de aluminio + 1 ppm do
polissacarideo.
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Figura 41 - Mucilagem do parénquima desidratada em “Spray dryer”, apos ser
concentrada em osmose reversa.
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2.20 Tratamento do cha de estévia com polieletrdlito

O cha bruto de estévia obtido por percolagdo com agua a 50 °C
deve ser clarificado antes de ser submetido as demais etapas de extragdo do
esteviosideo. A clarificagdo utilizando sais metalicos em concentragaes que
variam entre 2 e 3% tem sido largamente empregada. Com o objetivo de
reduzir o emprego de sulfato de aluminio, o polieletrélito do parénquima de
Cereus peruvianus foi utilizado como auxiliar de floculacdo apresentando
excelentes resultados (figura 42). A decantagdo foi muito mais rapida e
eficiente utilizando-se solugdo de sulfato de aluminio 0,5 % em presenga de 50
ppm de polieletrélito do que quando empregado apenas o sulfato de aluminio
na concentragdo de 3%, como mostrado na figura 42. Os chas tratados
(clarificados) foram submetidos a extragédo e os produtos obtidos analisados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O produto obtido a partir do cha
pré-tratado com o polieletrélito de Cereus apresentou maior nivel de pureza,
91,8% de adocgantes totais contra 86,5% para o produto obtido a partir do cha
sem pré-tratamento com polieletrélito (figuras 43, 44, e 45). Ademais o
esteviosideo tratado com polieletrélito (0 que pode ser evidenciado pela
avaliacdo espectroscépica de diluigdes apropriadas de cada cha) apresentou
um menor nivel de pigmentag&o, o que favorece a sua formulag&o em produtos
acabados sdlidos e liquidos. O maior beneficio do emprego do polieltrdlito ndo
é reduzir custos com sulfato de aluminio, mas sim melhorar as propriedades
organolépticas do esteviosideo, pois com o emprego do polissacarideo,
reduz-se a concentragdo necessaria de sulfato de aluminio o que diminui os

riscos de obtengdo de um produto com gosto metalico.
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Figura 42 - Foto de amostras de cha de estévia : a) controle sem tratamento
(primeiro da esquerda) , b) sulfato de aluminio 3% e c) sulfato de aluminio
0,5% + 50 ppm de polieletrélito.
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Figura 43 - Cromatograma do esteviosideo obtido pelo tratamento do cha de
estévia com sulfato de aluminio 0,5% + 50 ppm de polieltrélito. A analise foi
realizada por cromatografia liquida de alfa eficiéncia utilizando-se uma coluna
LiChrospher (100NH2, 5u) com sistema de solvente acetonitrilo:agua (85:15).
As substancias foram quantificadas por comparagao de areas com padroes de
esteviosideo e reabaudiosideo C cromatografados nas mesmas condigoes.
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‘igura 44 - Cromatograma do esteviosideo obtido a partir do cha tratado com
ulfato de aluminio 3%. As condi¢des de analises foram as mesmas descritas
a figura 43.
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Figura 45 - Foto dos produtos obtidos a partir do cha de estévia tratado com
sulfato de aluminio 3% (A) e a partir do cha tratado com sulfato de aluminio
0,5% + 50 ppm de polieletrolito (B).

2.21 Influéncia de alguns fatores sobre a viscosidade absoluta do

polieletrélito
Os fatores analisados foram: técnicas de preparo da solugao;

infludncia de temperatura; influéncia do tempo com e sem presenca de

conservantes.
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2.21.1 Preparo da solugao de polieletrdlito

Como o objetivo de verificar se a técnica utilizada na obtengdo da
solucdo de polieletrélito influi na viscosidade da mesma, foram preparadas

varias amostras a 1,5g % (m/m) com métodos diferentes como segue :

AMOSTRA 1 - Em 0,75 g de polieletrélito foram adicionados 49,25 g de agua

destilada fria, com agitagdo manual até completa dissolugdo do polieletrolito.

AMOSTRA 2 - Em 0,75 g de polieletrélito foram adicionados 49,25 g de agua
destilada fervente (solucdo a 1,5 % m/m), seguida de agitacdo manual até

completa dissolugao.

AMOSTRA 3- Em 0,75 g de polieletrélito foram adicionados 49,25 g de agua
destilada fria. A agitacdo foi realizada em agitador magnético, sem

aquecimento.

As amostras 1,2, 3 foram preparadas com polieletrélito tamisados em tamis

numero 100.

AMOSTRA 4 - Foi utilizada a mesma técnica de preparo da amostra 1, mas o

polieletrélito n&o foi tamisado

AMOSTRA 5 - Mesma técnica da amostra 3, mas com polieletrélito tamisado e

aplicando-se aquecimento durante a agitagéo.
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Tabela 28 - Analise da viscosidade absoluta de solu¢des de polieletrolitos

preparadas de varias formas.

“Viscosidade MPas

v(seg' ) Amostral Amostra2  Amostra3 Amostra4 Amostra 5

0,39 3210 3340 3510 3710 1440
0,79 2093 2200 2243 2347 1127
1,98 1103 2243 1200 1240 723
3,96 679 1200 735 755 501

7,92 423 735 456 467 339

Pelos dados apresentados na tabela 28, chegou-se a concluséo
que as técnicas utilizadas no preparo das amostras 1, 2, e 3 (solubilizagdo em
agua) sdo as mais adequadas e que ndo ha a necessidade de tamisar o
polieletrélito antes de usa-lo, uma vez que a amostra numero 4, preparada
pela mesma técnica da amostra numero 1 , com exceg¢éo que néo foi tamisada,
apresentou viscosidade absoluta na faixa de velocidade de cisalhamento
testada, ligeiramente superior que as amostras 1, 2 e 3 que foram tamisadas.
A amostra numero 5, que foi aquecida durante a agitaggo, apresentou uma
reducdo drastica nos valores de viscosidade absoluta, demostrando, portanto,
que 0 aquecimento e agitacdo prolongados (4 horas) sdo contraproducentes,
abolindo boa parte da propriedade viscosificante original. Acredita-se que o
aquecimento por periodos prolongados possa provocar hidrélise do
biopolimero, o que reduziria as dimensdes das cadeias e, consequentemente,

0 valor de viscosidade absoluta como observado para a amostra numero 5.

2.21.2 Influéncia da temperatura na viscosidade de uma solugao de

polieletrélito

Um dos fatores que pode ter um efeito marcante no

comportamento reolégico de um material € a temperatura. Alguns materiais
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sdo bastante sensiveis a variacbes de temperatura, e uma variagdo
relativamente pequena pode resultar em uma mudanca significativa na
viscosidade . Uma solugdo de polieletrélito na concentragdo de 1,5 g % m/m
teve a sua viscosidade medida nas seguintes temperaturas: 8, 25, 40, 55, 70 e
80°C, em ordem crescente, e em cada temperatura foi variada a velocidade de
cisalhamento. Pela tabela 29 constata-se que a viscosidade decresce com o
aumento de temperatura em todas as velocidades de cisalhamento testadas.
Para cada temperatura, também houve reducéo da viscosidade em fung&o da
velocidade de cisalhamento, ou seja, em todas as temperaturas avaliadas a

solug@o de polieletrélito 1.5% exibiu pseudoplasticidade.

Tabela 29 - Efeito da temperatura sobre a viscosidade de uma solucédo de
polieletrolito de parénquima de Cereus peruvianus 1,5% (p/p): valores apos

aquecimento até cada temperatura de medida.

 Viscosidade mPa.s

v(seg’) 8°C 25°C 40°C 55°C 70°C 80°C

0,39 4495 3290 2350 1920 1090 818
079 2800 2110 1590 1330 817 621
1,98 1435 1140 879 772 511 411
396 873 697 556 494 347 284

7,92 432 350 313 234 197
15,84 219 197 151 131
39,64 85.5 75,5

79,25 49.0

A solugéo foi mantida por 20 minutos a 80 °C e, em seguida, a
temperatura do banho foi resfriada e as viscosidades medidas de 80 °C até 8
°C, portanto, em sentido decrescente. Observa-se que apds 20 minutos de
aquecimento a solugéo de polieletrélito apresentou um ganho de viscosidade
em toda a faixa de velocidade de cisalhamento testada. Com a redugéo da

temperatura (resfriamento) os valores de viscosidade absoluta reassumiram
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os valores proximos dos originais, ou seja a partir de pré-aquecimento direto
em cada faixa de temperatura na faixa de 8 a 70 ° C. Esta importante
observagao, pelo menos na faixa de pH e tempo testadas, alinha-se em favor
da qualidade do polieletrolito, ou seja, comportamento reoldgico 4

termo-reversivel.
Tabela 30 - Medidas da viscosidade de uma amostra de polieletrélito de
parénquima de Cereus peruvianus a 1,5% (p/p). pré-aquecimento até 80°C e

medidas apods reversao a cada temperatura desejada.

 Viscosidade mPas

y(seg') 80°C  70°C 55°C 40°C 25°C 8°C
039 1100 1230 1600 2090 2730 3910
0,79 832 902 1130 1435 1839 2450
1,98 521 543 669 832 1005 1305
3,96 357 367 436 523 627 807
7,92 235 242 284 333 393

15,84 152 157 180 210 247

39,63 85,5 88,8

79,20

Das tabelas 29 e 30 observa-se que a amostra quando aquecida
de 8 a 80 °C e novamente resfriada retoma praticamente os seus valores
iniciais de viscosidade, indicando portanto uma certa estabilidade nesta'//faixa
de temperatura no intervalo de tempo de 50 minutos, que foi o periodo de

duragéo do experimento.
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2.21.3. Influéncia do tempo sobre a viscosidade

A viscosidade de diferentes solugbes foram determinadas nos
seguintes intervalos de tempos, ap6s o preparo das amostras: 1 dia, 3 dias, 10
dias, 17 dias e 31 dias (tabela 31). Desta maneira foi observado o
comportamento das solugbes por um periodo de 1 més guando estocadas a

temperatura ambiente.

Tabela 31 - Viscosidade da amostra 1 (sem conservante) em diferentes

velocidades de cisalhamento durante o periodo de 1 més.

Viscosidade mPa.s

1dia 3dias 10dias 17dias 25 dias 31 dias

039 3090 1885 521 215 115 855
0,79 2005 1320 416 168 83,2 60,1
1,98 1080 792 298 126 57,1 26,1
396 670 511 220 101 47,1 22
792 417 332 167 866 44,6 21,5
15,84 214 121 701 39,1 19,2
39,60 78,5 516 33,3 18,2

73,21 40,7 28,2 16,7

Foi observado na amostra 1 (solugdo sem conservante), durante
o desenvolvimento desta etapa, uma dimuicdo muito acentuada e rapida da
viscosidade e aparecimento de odor intenso e desagradavel, indicios claros
de contaminag&o microbioldgica. Através de bacterioscopia (amostra 1) e do
cultivo em agar-sangue, observou-se a presencga de leveduras e bacilos Gram
positivos (BGP).

Observa-se nas tabelas 32 e 33 que, no periodo de 1 més, o

problema de contaminagdo microbiologica pode ser satisfatoriamente

contornado e que o metil-parabeno (manuten¢do de aproximadamente 2/3 da
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viscosidade) foi mais eficiente que o benzoato de sddio na ag&o conservante e

anti-microbiana.

Tabela 32 - Viscosidade da amostra 2 (conservante: benzoato de sédio), em

diferentes velocidades de cisalhamento, durante o periodo de 1 més.

1dia 3dias 10dias 17dias 25 dias 31 dias

0,39 3020 2675 2405 2170 1430 741

0,79 1960 1770 1630 1470 1050 591

1,98 1075 976 906 839 638 401

396 668 665 568 536 423 293

792 416 382 358 339 281 210
15,84 240 227 215 184 148
39,60 88,8
73,21

Tabela 33 - Viscosidade da amostra 3 (conservante: metil parabeno) durante

o periodo de 1 més.

Viscosidade mPa.s

1dia 3dias 10dias 17dias 25dias

31dias

0,39 3335 3175 2860 2645 2435 2210
0,79 2120 2050 1890 1770 1650 1450
1,98 1150 1120 1040 979 909 835
39 715 681 638 611 574 538
7,92 217

15,84

39,60

73,21
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2.22 Avaliagao do efeito sinergistico com proteinas recuperadas de

residuos curtidos da industria de beneficiamento de couro bovino

A proteina colagénica (perfil de aminoacidos na tabela 34) obtida
a partir do pd de rebaixadeira por digestdo termoquimica ou enzimatica e
posterior purificagdo por ultrafiltragdo e osmose reversa, apresenta
viscosidade absoluta relativamente baixa em comparagdo com a viscosidade
aparente de outras proteinas, como a caseina por exemplo. Uma das possiveis
aplicacbes da proteina recuperada de aparas curtidas (figura 46) € na
formulagdo de xampus. Blendas de proteina com polieltrélito apresentaram
viscosidade absoluta significativamente maiores do que a soma das
viscosidades apresentadas pelos componentes da blenda isoladamente sob
baixas velocidades de cisalhamento. A tabela 35 mostra os valores de
viscosidade para uma solugdo de proteina recuperada na concentracdo de
28,5%; os valores de viscosidade aparente de uma solugdo de polieletrélito
1,5% e os valores para a blenda contendo 28,5% de proteina mais 1,5% de
polieletrdlito. O efeito sinergistico & notavel (cerca de 50% na menor

velocidade de cisalhamento).
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Tabela 34 - Perfil de aminoacidos da proteina recuperada de aparas curtidas.

"Aminoacidos  Média (g/100g de amostra)

‘Ac. Aspartico ~ 8,02+0,37
Treonina 1,10+ 0,02
Serina 1,48+0,06
Ac. glutamico 10,03+0,38
Prolina 11,77+0,55
Glicina 21,94+1,10
Alanina 8,88+0,54
Valina 2,0540,18
Metionina 0,62+0,09
Isoleucina 1,31+£0,18
Leucina 2,63+0,16
Tirosina zero
Fenilalanina 1,68+0,08
Histidina 0,82+0,30
Lisina 3,69+0,16

Arginina 6,46:0,31
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Figura 46 - A foto acima mostra as aparas curtidas (residuos soélidos de
curtumes) e, do lado esquerdo a proteina colagénica recuperada através de
técnicas de ultrafiltragcdo e osmose reversa
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Tabela 35 - Avaliacdo da viscosidade absoluta de solugéo proteica colagénica,
solucdo de polieletrolito e solugdo resultante da combinag&o de ambos os

solutos.

Viscosidade ~ Absoluta mPa.s

y(seg')  Proteina285%  Polieletrolito 15%  Blenda*

0,39 2150 3970 9600
0,79 1400 2400 4850
1,98 600 1150 1850
3,96 180 630 970
7,92 120 190 485

15,84 61 90 234

¢ Blenda - solugio contendo 28,5 % de proteina mais 1,5 % de polieletrdlito.
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3.0 Cuticula do cacto colunar Cereus peruvianus como fonte de pectina

e cera

3.1 Desengorduramento/ extragao de ceras
A cuticula seca do Cereus peruvianus foi desengordurada com
cloroférmio em extrator tipo Sohxlet e apresentou um teor de ceras de

10,33%, de acordo com os resultados mostrados na tabela 36.

Tabela 36 - Rendimento da extracdo de ceras da cuticula do Cereus

peruvianus.
Numero de extragdes Rendimento %
1 9,40
2 10,20
3 11,40
média 10,33 + 1,00

E bem conhecida a importancia da protegdo cerosa para as
plantas suculentas de regides aridas no que diz respeito, principalmente, as
perdas de agua. Esta fracdo lipidica teve os seus principais componentes
determinados qualitativamente através de Cromatografia Gasosa acoplada

com Espectrometro de Massa (item 3.23).
3.2 Determinacgdo do teor de proteinas totais
A cuticula desengordurada e triturada em um moinho de facas

teve o seu teor de proteinas totais determinadas (tabela 37) pelo método de

Kjedhal.
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Tabela 37 - Determinacéo do teor de proteinas totais na cuticula de Cereus

peruvianus.

" Ntmero de determinagées  Teor de Proteinas Totais g%

1 418

2 4,56

3 4,20
Meda . 431£021

3.3 Extracdao de substancias pécticas com a mistura EDTA/oxalato de

amonio

A cuticula do Cereus peruvianus triturada em um moinho de
facas foi extraida com uma mistura de EDTA/oxalato de amoénio 0,25% em
estufa 80 °C. Foram realizadas 23 extragdes em uma amostra de 10 gramas.
A raz&o massa liquido de extragdo em cada ciclo foi de 1:10 . Os liquidos de
extragdes foram reunidos e tratados com alcool na proporgdo 1:3, obtendo-
se um rendimento de 39,8 % em relagdo a massa séca desengordurada da
cuticula do Cereus peruvianus (ALVAREZ et alli, 1995).

3.4 Extragao com acido diluido

A cuticula finamente dividida foi extraida pelo método
comumente utilizado para extragdo de pectinas de pele de citrus e bagago
de magés (descrito no item 7.2 de Material e Métodos) o qual emprega acido
mineral diluido (HCI) e temperatura de 100 °C para a extrac&do. Foi obtido

um rendimento de 9,47 % de substancias pécticas, logo um rendimento bem
menor que aquele obtido pelo procedimento de extragdo, utilizando uma

mistura quelante de ions divalentes.
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3.5 Extragdo de substancias pécticas pelo método acido/base (A/B)

A cuticula do Cereus peruvianus na granulometria de 48 mesh
foi submetida ao método de extracdo descrito no item 7.3 de Material e
Métodos, que consiste basicamente em tratar a cuticula com &acido cloridrico
concentrado e, em seguida, solubilizar as substancias pécticas na forma de
pectatos de sddio, utilizando uma solugdo de hidroxido de sodio. Este
método possibilitou um rendimento de 37 % de substancias pécticas em
relacdo a cuticula seca e desengordurada. Embora o rendimento seja
inferior do que aquele obtido pelo tratamento com a solucéo sequestrante de
célcio, foi bem maior que o rendimento obtido pelo tratamento com &cido
cloridrico diluido a quente (100°C). O método apresentou a vantagem de ser
mais rapido e menos trabalhoso que o método utilizando solugéo
sequestrante de calcio.

Diante deste fato nos propusemos a determinar quais tipos de
cations estavam sendo removidos pelo tratamento acido/basico , otimizar o
método de extragdo, comparar o material que estava sendo obtido pelos dois
processos, a fim de confirmar se o produto obtido pelo método acido/base
era uma substancia que estava presente in natura na cuticula ou, se era um

artefato do método de extragédo.

3.6. Determinagcdao do teor de cinzas na cuticula antes e depois do

tratamento acido

A cuticula desengordurada teve o seu teor de cinzas

determinado, cujos resultados sdo mostrados nas tabelas 38 e 39.
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Tabela 38 -Teor de cinzas da cuticula de Cereus peruvianus antes do

tratamento com HC! 6 M.

Determinacbées  Teor de cinzas %
1 9,86
2 9,70
3 8,70
Meda . 942062

Observa-se pela tabela 38 um teor elevado de cinzas na
cuticula. A cuticula foi submetida a tratamento acido (tabela 39) e apresentou
resultados que sdo uma indicacdo segura de que o tratamento acido
realmente promove a descationizagdo, liberando assim as substancias
pécticas que podem ser solubilizadas na forma de pectatos de sodio. Com a
finalidade de determinarmos a composicdo de céations foi feita o
monitoramento da cuticula antes e apds o tratamento acido através de

absorgao atdmica (vide item 3.7).

Tabela 39 - Teor de cinzas da cuticula do Cereus peruvianus apos

tratamento com HCI 6M

Deteminagdes  Teor de Cinzas

1 0,51
2 0,51
3 0,50

3.7 - Determinagdo do teor de cations na cuticula antes e depois do

tratamento acido (processo de descationizagao)

A cuticula nativa desengordurada (CND) , como pode ser visto
pela tabela 40 apresenta um alto teor de calcio , cerca de 37.700 ppm.
Apds ser submetida ao tratamento com acido cloridrico 6M por 30 minutos

numa propor¢ao de 1.3 (massal/volume) e lavada exaustivamente com agua
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deionizada, a cuticula foi denominada de CNDTA , observa-se que O
magnésio foi totalmente removido pelo tratamento acido, bem como 96% do
célcio. As substancias pécticas da cuticula descationizada foram
solubilizadas pelo emprego de hidroxido de sédio (1N) . Portanto, observa-se
que os cations divalentes Ca™ e Mg™" sdo removidos pelo tratamento &cido,
permitindo-se assim que as substancias pécticas (SP) sejam solubilizadas

na forma de sal de sodio.

Tabela 40 - Determinacéo da composigdo de cations na cuticula do Cereus

peruvianus, antes e apds tratamento &cido, e nas substancias pecticas.

Amostras “Cations  (ppm)

"""""""""""""""""" C u+ Fe++Ca++ oo Mg++ K+ o Na+ .
CND 18 64  37.703 3952 nd 114
CNDTA 18 562 16482 nd nd 34

SP 1,8 66,17 357,65 127 nd 3500

CND - Cuticula nativa desengordurada.

CNDTA - Cuticula nativa desengordurada apos tratamento &cido.
SP - Substancias pécticas.

nd - ndo detectado.

3.8- Recuperagao do sulfato de calcio a partir do filtrado acido.

Como observamos que uma grande quantidade de cations
divalentes estavam sendo removidos na forma de cloretos soluveis no
fitrado acido , resolvemos concentrar o filtrado e fazer o tratamento do
mesmo com acido sulfurico 10% para a obtencdo do sulfato de calcio

(gesso).
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Tabela 41 - Determinacéo gravimétrica do sulfato de célcio obtido a partir da

cuticula do Cereus peruvianus.

Massa de Cuticula Sulfato de Célcio Rendimento em  Teor de Cinzas
tratada(g) Isolado () % _
50 3,89 7,80 86
100 7,12 7,60 89
100 7,14 7,50 90
média _ 783:015 90

O subproduto em analise teve o teor de cinzas determinado ,
sendo que 90 % do pretenso sulfato de calcio é constituido de material nao
volétil & 700 °C. Com a finalidade de verificar a composigdo de cétions deste
precipitado, o mesmo foi submetido a analise de espectrofotometria de

absor¢ao atdmica (v. proximo item).

3.9 Analise em Espectrofotometria de Absorgao Atomica do sal isolado

do filtrado acido

O sal isolado do filtrado acido, através do tratamento com acido
sulfurico 10%, teve a sua composicdo determinada por espectrofotometria de

Absorgao atdmica, conforme tabela 42.

Tabela 42 - Determinacdo de alguns cations por espectrofotometria de

absorcao atdmica do precipitado isolado do filtrado acido.

 Amosta  Cations (ppm)

Ca++ Mg++ C 'Mn++' o
Precipitado isolado do
filtrado acido 260.104,00 47 .51 21,90

Com bases nestes resultados, percebe-se que realmente o
precipitado obtido a partir do filtrado acido é constituido principalmente de
sal de calcio na forma de sulfato de calcio. A presenga do manganes na

amostra nos motivou a monitorar a presenga do mesmo através de
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Ressonancia Paramagnética Eletronica, uma vez que é possivel inferir a

respeito de sua vizinhanga.

3.10 Analise de Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE)

O processo de extragdo de substanicas peécticas foi monitorado
através de Ressonancia Paramagneética Eletronica (RPE). As seguintes
fracdes foram examinadas: Cuticula nativa desengordurada (CND), cuticula
nativa desengordura e descationazada pelo tratamento acido (CNDTA).
Devido a limitagdes na fonte, sé foi possivel examinar o manganés, e através
do mesmo algumas informagdes puderam ser tiradas em relagcdo ao proprio
manganés e, também em relagdo a sua vizinhanga durante o processo de
extracdo que compreende basicamente duas etapas: uma etapa de
descationizacdo e outra de solubilizagdo de substancias pécticas na forma
de pectatos de sédio. Esta técnica € interessante pois ndo ha necessidade
de abertura da amostra, e a mesma também ndo é modificada ou destruida
durante o processo de analise. A analise da CND (cuticula nativa
desengordurada) mostra a presenca de seis linhas centradas em 3100
gauss (figura 47 - CND), geradas pela estrutura hiperfina do manganés,
indicando a presenga de outros cations na vizinhanga do mesmo e ainda
mostra que o mesmo estd bastante diluido. Na cuticula descationizada
(CNDTA), que ja demostramos através de espectrofotometria de absorgdo
atdmica, que calcio e magnésio sdo removidos quase que completamente, o
espectro de ressonancia paramagnética eletrbnica mostra o
desaparecimento da estrutura hiperfina do manganés , indicando que outros
cations da sua vizinhanga foram removidos pelo tratamento e que o
manganés agora apresenta como vizinhos o préprio manganés
(figura 47 -CNDTA), porém, como pode ser visto, em uma concentragdo bem
reduzida. Logo, a ressonancia paramagnética eletronica confirma que o
processo de extracdo se baseia na remogdo de cations, preferencialmente

de cations alcalinos terrosos (conforme tabela 42).

151



Intensidade (u.a.)

-02 C A L : | 1 | . ]
1 2 3 4 5
Campo Magnético (KGauss)

Figura 47 - Analise de ressonancia paramagnética eletrdnica na cuticula
antes (CND) e depois do tratamento acido ( CNDTA).

3.11 Comparacgao das substancias pécticas obtidas pelo método A/B e

pelo método EDTA/Oxalato de aménio

Uma comparagdo prévia em termos de rendimento e
parametros fisico-quimicos foi realizada, antes de procedermos estudos
visando a otimizagdo do método de extracdo de substancias pécticas

cuticulares.

| - Comparacao em termos de rendimento:

As substancias pécticas obtidas pelo tratamento com solug&o
sequestrante ou quelante de ions divalentes apresentou rendimento de
39,8% (item 3.3) contra rendimento de 37% (item 3.5 ) obtida pelo tratamento
A/B.
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ll- Comparacdo via determinagdo de alguns parémetros fisico-quimicos das

substancias pécticas obtidas por diferentes metodos.

Através de ambos métodos (tabela 43) as substancias pecticas
se apresentaram com alto teor de &cidos urdnicos, 96,0% para as
substancias extraidas pelo método A/B (acido/base) e 94,50% para a
substancias pécticas extraidas pelo método E/O ( EDTA/Oxalato de amonio),
portanto o método de extragdo teve pouca influéncia sobre o teor de acidos
urdnicos. Observamos uma diferenga em relagdo ao teor de acetila, que foi
de 0,15 para o processo E/O e ndo foi detectada a presenca de acetila no
produto extraido pelo método A/B; também foi detectada diferenga no grau
de metoxilagdo (metoxiluronato), o material extraido com E/O apresentou
grau de metoxilagdo (metoxiluronato) de 7,35 enquanto que o material
extraido com A/B foi de 1,67. Os valores de rotagdo otica em torno de
[@] +220 sdo consistentes com o alto teor de acido urbnico determinado
através do método fenil-fenol. Conclui-se portanto, que as substancias
pecticas extraidas por ambos métodos, s&o acidos pécticos ou pectinas de

baixo teor de grupos metoxilas.

Tabela 43 - Propriedades fisicas e quimicas das substancias pécticas

obtidas pelo método A/B e pelo método E/O.

Substancias  Pécticas

a% CP-E/O CP-AB
Acidos urdénicos 94,50 96,00
O-acetil 0,15 -
Metoxil 1,11 0,25
Metoxiluronato 7,35 1,67
o +222 . +220

3.12. Aplicagdao do método A/B (acido/base) para a extragao de pectinas

de outras fontes

O método A/B foi aplicado também para extracdo de

substancias pécticas, utilizando-se como fonte o albedo da laranja e o
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bagaco da Pfafia iresindides (ginseng brasileiro). O albedo da laranja quando
tratado a frio com é&cido cloridrico 6M se dissolveu completamente,
dificultando em muito a lavagem para remogéo do acido . O bagago da Pfafia
teve um comportamento mais préximo ao da cuticula do Cereus peruvianus;
o material tratado com &cido foi facilmente lavado e a posterior solubilizagéo

em alcali foi bastante parecida com a da cuticula do Cereus peruvianus.

Tabela 44 - Rendimento e propriedades fisicas e quimicas de pectinas

extraidas de outras fontes pelo método A/B (acido/base).

Fonte Método A/B  Rotacdo Optica  Teor de Acidos
Rendimento [alo Urdnicos %
G(%)
Pfafia iresinoides 16,0% + 227 78
Albedo de laranja 18% + 255 74

A pectina de laranja extraida pelo método A/B apresentou teor
de acidos urdnicos compativeis com os dados descritos na literatura, porém
apresentou um baixo grau de metoxilagdo 15%. A pectina de laranja se
apresentou com um aspecto fibroso, uma clara indicagdo que se trata de
uma substancia de baixo teor de grupos metoxilas, o que esta de acordo com
o alto valor de rotacdo Optica determinada. A pectina da Pfafia quando
extraida pelo método A/B também apresentou baixo teor de grupos
metoxilas e alto valor de rotagdo Optica. Estes dados mostram, de forma
inequivoca, que o processo de extracdo A/B conduz a desesterificagéo.
Talvez o processo A/B nao tenha uma influéncia muito grande sobre o grau
de metoxilagdo e até sobre a massa molar da pectina do Cereus peruvianus,
pelo simples fato da mesma ja estar desesterficada na cuticula nativa.
Observa-se pelo processo de extragdo com &acido diluido (item 3.4), método
que nao provoca a desesterificagdo em grande extens&do, que a pectina
obtida (rendimento de 9,47%) também apresenta um baixo grau de

metoxilagdo 12%. O fato da pectina de Cereus peruvinus se encontrar com

154



um baixo nivel de esterificagdo na cuticula pode minimizar a
despolimerizagédo durante o processo de extragdo pelo método acido/base,
uma vez que a reagdo de  B-eliminagdo n&o seria tdo dramatica para
pectinas desesterificadas quanto o & para pectinas de alto teor de grupos

metoxilas.

3.13 Caracterizacdao da substancia péctica da cuticula do Cereus
peruvianus através de Cromatografia Gasosa acoplado com

Espectrometria de Massa.

A substancia péctica foi carboxireduzida pelo método descrito
no item 5.9 de Material e Métodos , e 0 hidrolisado reduzido e acetilado foi
analisado em espectrofotdmetro de massa acoplado com cromatografia
gasosa. O pico maior (figura 49) foi identificado como hexacetato, com tempo
de retengdo igual ao do hexaacetato obtido a partir da galactose (figura 48).
Ndo foi identificado nenhum outro pico correspondentes aos agucares
(alditois acetados) mostrados na figura 48. Logo, conclui-se que a substancia

péctica cuticular corresponde a um homopoligalacturonato.

1C0.
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4.01 12.33 20. 65

Figura 48 - Mistura de padrées contendo L-ramnose (I), L-fucose (ll),
D-arabinose (lll), D-xilose (IV), D-manose (V), D-glucose (VI), D-galactose
(VIl) na forma de alditois acetatos.
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Figura 49 - Poligalacturonato da cuticula do Cereus peruvianus,
carboxireduzido, hidrolisado, reduzido e paracetilado. A analise foi obtida
utilizando-se uma coluna capilar do tipo IF-547 a temperatura de 240 °C. b)
espectro de massas do pico com tempo de retengdo igual a 22,55 min.

3.14 Hidrolise enzimatica e analise dos produtos através de eletroforese

em papel
O material foi extensivamente enzimolizado por 2 conjuntos de

complexos enzimaticos , e analisados por eletroforese em papel , mostrando

D-galacturénico como tnico componente. Na figura 50 , linhas 4 -5 e 6 -7

156



para pectato extraido pelo método acido/base e incubados com enzima
obitda de Megalobulimus paranaguensis e pectinase fungica
respectivamente, demostrando, portanto, que o acido péctico realmente nao
apresenta acucares neutros tais como a D-galactose que normalmente é
encontrada. O 4&acido péctico extraido com a mistura de extracédo
EDTA/Oxalato de aménio também foi incubado com as mesmas preparagdes
enzimaticas, como pode ser vista nas linhas 10-11 e 12-13,
respectivamente. Ambas preparagdes enzimaticas cruas, apresentavam
atividades de galactosidase e ramnosidase que foram inferidas do exame
das linhas 15 e 16, onde D-galactose ou L-arabinose e tragos de L-ramnose
foram vistas claramente como subprodutos da digestdo da pectina de laranja.
Conclui-se, portanto, que o acido péctico (principalmente como sal de Ca™)
€ estrutura nativa encontrada na cuticula dos cladédios do Cereus

peruvianus.

Figura 50 - Eletroforetograma dos digeridos enzimaticos de pectatos da
cuticula do Cereus peruvianus. Padrao 1: mistura de D-glucurbénico + acido
D-galacturdnico ( em ordem de mobilidade), 2: L-ramnose, 3: D-galactose, 8:
acido D-galacturdnico, 9: acido D-glucordnico , e 14: L-arabinose. Amostras:
4,5 e 6 e 7: pectato CP-A/B (acido/base) digerido com enzimas de molusco e
Pectinex(Novo), respectivamente, 10, 11 e 1213 : pectato CP-E/O
(EDTA/oxalato de amonio) digerido com as mesmas preparagdes,
respectivamente. 15 e 16 - pectina citrica digerida com as mesmas
preparagdes. o : marcador bromofenol.
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3.15 Ressonacia Magnética Nuclear de "°C para a substancia péctica

isolada pelo método A/B (acido/base)

O acido péctico extraido da cuticula de Cereus peruvianus teve
sua estrutura determinada através de ressonancia magnética nuclear de
carbono "°C. No espectro, figura 51, foram observados sinais que
caracterizam a estrutura como sendo composta de uma Unica unidade
monomérica. Podem ser vistos claramente um sinal em 102.351 ppm , que
corresponde ao carbono 1, um sinal em 81.210 ppm correspondendo ao
carbono 5; logo essa andlise confirma a natureza homopolimérica do
polissacarideo extraido da cuticula do Cereus peruvianus, posto que 0s
sinais principais e secundarios (6 ao todo) correspondem a unidade
monomeérica a-D-galactopiranosilurénica. O sinal de campo baixo (6=177.414

ppm) corresponde as carboxilas.
3.16 Analise de metilagao

A amostra carboxireduzida foi metilada atravées do
procedimento descrito em Material e Métodos (item 6.0) , hidrolisada e
analisada através de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massa. Foram identificadas as substancias correspondentes aos seguintes
picos , um sendo correspondente a extremidade ndo redutora (2,3,4,6- tetra-
metil galactose) e o outro correspondente a ligagdo do tipo 1—4
(2,3,6- tri-metil-galactose). Portanto, a substancia isolada corresponde a um
acido poligalacturonico linear, onde as unidades de galactose estédo ligadas

através de ligagdes do tipo a(1—4).
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Figura 51 - Espectro do ">C-nmr da substancia peéctica extraida da cuticula do Cereus peruvianus em
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Figura 52 - a) Cromatograma do hidrolisado do metilado do &cido
poligalacturdnico  b)  espectros dos picos correspondentes a
2 3,4,6 tetra-O-metil-galactose e 2,3,6 - tri-O-metil galactose.

3.17 Otimizagao do método de extragao

Com a finalidade de observar o efeito da concentragao do acido
mineral (HCI) sobre o rendimento de extragao e propriedades fisico-quimicas
da substancia péctica , principalmente sobre suas propriedades reologicas e
capacidade de geleificagao, foram realizados uma série de experimentos que

sd0 a seguir descritos .
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3.17.1 Efeito da granulometria sobre o rendimento de extracao

Com a finalidade de verificar a influéncia da granulometria sobre o processo
de extragdo, amostras moidas preliminarmente em moinho de faca e martelo,
seguida de moagem em moinho de bolas até diferentes meshs e depois
separadas em peneiras tamizes foram submetidas a extracdo acido/base. O
melhor rendimento, na concentracdo de HCI 6M foi na granulometria de 100

mesh, portanto a granulometria tem enorme influéncia sobre o rendimento

de extracéo (tabela 45).

Tabela 45 - Rendimento de pectatos extraidos pelo método A/B em fungéo

da granulometria.

Granuiomsira da amosiva (mesh)  Rendiemerto sm ¥

48 32,0
65 38,5
80 457
100 | 52,0

3.17.2 Efeito da concentragao do acido

A cuticula do Cereus peruvianus na granulometria de 100
mesh foi submetida a extragbes sob temperatura ambiente, variando-se a
concentragdo do acido cloridrico de 1 a 6 N. O tempo de tratamento foi

mantido constante em 30 minutos.

Tabela 46 - Rendimento da substancia pectica em fungdo da concentragéo

utilizado na fase de descationizagéo.

‘Quantidade de cuticula (g) HCI (M)  Ac. Péctico (g) Rendimento %

10 6 molar 52 52
10 3 molar 3,4 34
L 1molar 06 . 8
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O rendimento do &cido péctico extraido, como mostrado na
tabela 46 , foi dependente da concentragdo de &cido utilizada; ou seja, de
6M para 1M houve uma queda no rendimento de 52% para 6%, portanto,
quando se faz a extragdo a temperatura ambiente, a concentragéo do acido

tem grande influéncia sobre o rendimento da substancia extraida.

O residuo acido tratado teve o teor de caicio analisado através
de espectrofotometria de absorgdo atdmica, sendo obtidos os seguintes

resultados, que sao apresentados na tabela 47.

Tabela 47 - Andlise do teor de calcio no residuo apds o processo de

descationizacdo com HCI em diferentes concentragdes.

“Conc. Do Acido HCI (M)  Teor de calcio no residuo em ppm

6 947
3 7.350
1 34800

Observa-se que a remogao do calcio aumenta a medida em que
aumenta-se a concentragdo do acido cloridrico utilizado no tratamento. Logo,
em termos de rendimento, a melhor concentragdo para se realizar a

extracdo, entre as concentragdes testadas, € a concentragao de 6M.

3.17.3 A cinética da remogao do calcio com acido cloridrico 6M

Com a finalidade de determinar o tempo ideal para a
realizacdo do tratamento acido foi feita uma uma série de tratamentos em
funcdo do tempo. Os residuos, apds serem exaustivamente lavados até o
lavado apresentar pH 4,3, foram lavados com alcool e sécos em estufa com
circulagdo de ar a 50 °C. Os residuos tiveram o teor de calcio determinado
através de absorg¢ao atdmica. Observa-se pela tabela 48 que a remogéo de

célcio é tempo-dependente, ou seja, depende do tempo de tratamento. Em
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30 minutos foram removidos 95% do caicio, e apds 60 minutos de tratamento
a remogéo foi de 98,40%, portanto a maior parte do calcio é removida apos
30 minutos de tratamento, é interessante observar que o tempo de

tratamento é bastante importante, pois apos 20 minutos a concentragéo de

célcio na cuticula ainda é de 30 % . Este experimento foi realizado com a

cuticula na granulometria de 100 mesh.

Tabela 48 - Cinética de extragéo do calcio da cuticula do Cereus peruvianus.

Tempo de tratamento acido Teor de calcio no residuo tratado
(minutos) (ppm)
Cuticula 39.876,15
5 32.250.12
10 29.240,56
15 23.383,70
20 12.256,23
30 1870,45
80 63613

3.18 Determinagdo da massa molar através de cromatografia de

exclusao estérica

A heterogeneidade da estrutura do polissacarideo, em termos
da variabilidade de unidades de monossacarideos, € uma restricdo
conhecida para a correta determinagéo da massa molar. Tendo determinado
a auséncia de unidades ramificadoras neutras no pectato da cuticula do
Cereus peruvianus, esta circunstancia estimulou a determinacédo de
caracteristicas moleculares por meio de cromatografia de exclusdo molecular
com duplo monitoramento. A detec¢do da massa universal por indice de
refracdo diferencial (DRI) produziu SEC-eluogramas que indicaram uma
diferenca significativa de massa molar do pico principal para amostras CP
A/B (curva A) e OP - A/B ( curva D) comparado a amostra CP-E/O (curva B)

por causa de sua posi¢do sobre o eixo sec-retencéo (figura 53).

163



Indice de Refragao Diferencial

Volume de Retengao (ml)

Figura 53. Separagéo de pectatos com distribuicdo de massa molar com
detector de indice de refragdo diferencial. A=CP-A/B, pectato do Cereus
peruvianus obtido por extracdo acido/base , B = CP-E/O, pectato do Cereus
peruvianus extraido com EDTA/Oxalato de aménio 0,25%; e D, pectato de
albedo de laranja extraido pelo método acido/base.
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Fragdo de massa

400 500
log (massa molar)[g/mol]

Figura 54 - Distribuicdo de massa molar absoluta com duplo monitoramento
( Espalhamento de luz laser de baixo angulo e indice de refragéo - DRI -
LALLS). A=CP-A/B, Pectato do Cereus peruvianus obtido por extragdo
acido/base , B = CP-E/O, pectato do Cereus peruvianus extraido, com
EDTA/Oxalato de amonio 0,25%; e D, pectato de albedo de laranja extraida
pelo método acido/base.

A inclusdo adicional de monitoramento simultaneo corrigiram
estes primeiros dados e mudaram os contribuintes principais para valores
fechados a log (M)= 5 (100.000 g/mol) (figura 54). Embora a massa molar
média de CP-A/B e CP-E/O, sejam praticamente iguais, veja tabela 49, a
distribuicdo de massa molar , figura 54, mostrou que o &cido péctico extraido

via EDTA/Oxalato de amonio é constituido por duas populagdes, uma de
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moléculas de alta massa molar e outra de moléculas de baixa massa molar.
O 4acido péctico extraido através do método acido/base, apresentou uma
unica fragdo, porém com ampla distribuicdo de massa molar.

Pela andlise feita, utilizando-se apenas o monitoramento com
indice de refracéo. o que se verificava era um perfil diferente para pectados
obtidos por diferentes métodos de extragdo. Com a introdugdo de um outro
detector, ou seja, espalhamento de luz laser de baixo angulo, verificamos
que esta diferenca realmente ndo existia, os pectatos obtidos a partir do
Cereus peruvianus pelos dois métodos apresentam uma distribuigdo de
massa molar que se distribue em torno de 100.000 daltons.

O pectato obtido pelo metodo EDTA/Oxalato de amobnio
apresentou duas populagbes bem definidas, sendo que a constituida de
moléculas de massas molares menores, apresentaram massas molares que
variam entre 300 D e 6000 D. A segunda populagdo teve distribuigdo de
massas entre 10.000 e 3.000.000 D, sendo a massa molar ponderal media
calculada em 140.000 D . O pectato obtido do Cereus peruvianus pelo
tratamento acido/base ndo apresentou duas populagdes bem definidas, foi
dectada uma Unica populagcdo com constituintes de baixa massa molar, da
ordem de 1000 D até moléculas de 3.000.0000 D. A massa molar media foi
de 150.000 D. Logo, a massa molar média obtida para pectato do Cereus
peruvianus pelos dois meétodos foram bastante proximas, ou seja, em torno
de 150.000. A média de massa molar um pouco acima para o acido pectico
obtido pelo método A/B, ou seja, 150.000 D, enquanto que para o &cido
péctico obtido pelo EDTA/Oxalato foi de 140.000 D, reflete a participagéo de
um numero maior de constituintes de baixa massa molar na amostra de
pectato obtido pelo EDTA/Oxalato. Talvez, a presenca de um numero maior
de moléculas de baixa massa molar na amostra EDTA/Oxalato possa ser
explicada por uma remogado mais efetiva de calcio, gerando com isso um
maior nivel de desagregacdo e, consequentemente, um maior numero de
moléculas de menor massa molar. O acido péctico obtido a partir de albedo
de laranja apresentou uma unica populagdo com uma distribuicdo bastante
ampla, contendo moléculas de massa molar da ordem de 1000 D até
10.000.000 de D. A massa molar média foi de 710.000 D.
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Conclui-se. portanto, que o0 método de extracdo acido/base nao

provoca a hidrolise do acido péctico como poderia se supor, uma vez que a
massa molar média obtida pelo processo acido/ base e até superior a massa

molar média obtida pelo processo EDTA/Oxalato de amoénio.

Tabela 49 - Estimativa da massa molar por cromatografia de exclus&o

molecular com duplo monitoramento.

TTreTErETTITOTeTTOT - EETEETETITI O AT F T I T T T TSRS T T R T T T T 4T T 2

Amostra Mn, g/mol Mw, g/mol
CP-A/B* 20.000 150.000
CP-E/O** 12.000 140.000
OP-AB™ 26000 _  .715.000

*  Acido péctico extraido pelo método acido/bse de Cereus
* Acido péctico extraido pelo método EDTA/Oxalato de aménio de Cereus

= Substancia péctica extraida do albedo de laranja método acido/base

3.19 Fracionamento da substanica péctica através de ultrafiltragao

Fracionamento do acido poligalacturonico em membrana de
100 KD, utilizando sistema de ultrafiltracdo da Milipore equipado com
membrana de 3 pés quadrados (ft%) de drea filtrante na forma de acetato de
celulose. O acido poligalacturdnico na concentragdo de 0,01 % foi filtrado
sendo que o retido pela membrana de 100 kD foi denominado concentrado,
enquanto que a frag&o filtrada foi denominada de permeado. O concentrado
apresentou faixa de massa molar acima do corte da membrana (corte
molecular), enquanto o permeado apresentou massa molar abaixo dé corte
da membrana, ou seja, abaixo de 100 kD. Como pode ser visto pela figura
57, o acido poligalacturdnico concentrado apresentou viscosidade intrinseca
(em presenga de 0,1 M de NaCl) 30 % superior a viscosidade intrinseca de
poligalacturdnico integral (figura 55) , ou seja, ndo submetido & ultrafiltragéo.
O permeado (figura 56) apresentou viscosidade intrinseca (também na
presenga de NaCl 0,1N) em torno de 40 % menor que o integral e 70 %

menor que a viscosidade intrinseca do concentrado.
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Pectina de BTM integral
S 300 —
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Concentracdo g/ml (C x 10E4)
Figura 55 - Determinagdo da viscosidade intrinseca do Acido
Poligalacturdnico em presenca de NaCl 0,1 M.
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300 —

250 —

200 —
Pectina de BTM permeada em UF (100kD)

150 —

M red (mlig)

100 —

50 —

Concentracao g/ml (Cx 10E4)

Figura 56 - Determinagdo da viscosidade intrinseca (em presenga de NaCl
0,1N) do permeado do &cido poligalacturbnico obtida via membrana de
acetato de celulose de 100 KD .
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Concentracdo g/ml (Cx10E4)

Figura 57 - Derterminagdo da viscosidade intrinseca (em presenga de
NaCl 0,1N) do concentrado do &cido poligalacturdnico obtida via membrana

de acetato de celulose de 100 KD .

3.20 Determinagao das condigoes otimas de geleificagdo para pectinas

obtidas a partir do Cereus peruvianus

3.20.1 Influéncia do pH sobre géis com diferentes conteudos de solido

totais

Na figura 58 observa-se o efeito do pH sobre a for¢ca de géis
preparados com pectina de baixo teor de metoxila e extraido pelo método
acido/base a partir da cuticula de Cereus peruvianus. Os géis foram
preparados de acordo com o procedimento padrdo para a preparagdo de
géis com pectinas de baixo teor de metoxila descrito em item 20 de Material

e Métodos , com diferentes concentragdes de sacarose (20%, 25%, 30% e
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35%) e com conteudo fixo de calcio em 30 mg/g de pectina. Os geis
preparados com 30 % de sacarose aproximam-se do padréo, sob toda a faixa
de pH testada. Na concentragdo de 35% de sacarose nédo foi possivel a
formagédo de géis para pHs abaixo de 2,4 e nem para valores acima de 3,3.
Os géis preparados com 25 % de sacarose apresentaram forga padréo 100
proximo ao pH 3, acima de 3,3 a forga do gel diminuiu acentuadamente.
Observa-se que a forga dos géis preparados com conteudo fixo de calcio de
30 mg/g de pectina, tiveram a sua for¢a reduzida com a redug&o do teor de
sacarose e 0s géis com menores teores de solidos totais foram mais

sensiveis a mudangas de pH.

160
Conteudo de calcio: 30 mg/g

140 —  Conteudo de sacarose: 20 a 35%
. Gel grau 100
O 120
Q@ 100
S X N\25% "y
L 80 -

- 20%

1 | T I l
2 3 3 4 4 5 5
pH

Figura 58 - Influéncia do pH sobre a forga de géis preparados em quatro
concentracgdes diferentes de sacarose (20, 25, 30 e 35%) e ions célcio no
nivel de 30 mg/g de pectina.

3.20.2 Influéncia do teor de calcio sobre géis preparados com 30% de
sélidos totais
Com o objetivo de se estudar a influéncia do teor de célcio

sobre a for¢a do gel, foram preparados géis com teor de 30% de sacarose
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em presenca de diferentes concentragdes de calcio (conteudo de calcio
variando de 20 a 35 mg/g de pectina). Géis preparados com 30% de soélidos
e teor de calcio em 35 mg/g de pectina foram muito sensiveis a faixa de pH,
ocorrendo a precipitagdo da pectina em valores de pH abaixo de 2,4 e acima
de 3,3. Os géis foram sensiveis ao conteudo de calcio, sendo observada
uma redugéo da forga do gel & medida em que houve redugéo do conteudo
de célcio. Para a concentragdo de sacarose testada a melhor concentragéo

de calcio € 30 mg/g de pectina.

160
Conteudo de sacarose: 30%

140 —/Conteudo de calcio: 20 a 35 mg/g
5 Gel grau 100
O 120 — 35 mg/
o // g/9 30 mg/g
@ 100
On
- / 25 mgla'\-
L 80 -

60 — 0 mg/g
[ I l [ 1

2.0 2.5 3.0 3.5 40 45 5.0
pH

Figura 59 - A influéncia do teor de calcio sobre géis preparados com 30% de
sacarose em niveis calcio (20, 25, 30,e 35 mg /g de pectina). Os numeros
sobre as curvas se referem ao conteudo de caicio.

3.21 Pectina obtida pelo método acido/base e ultrafiltrada

3.21.1 Influéncia do pH sobre géis com diferentes conteudos de sélidos

totais

A pectina obtida por ultrafiltragdo em uma membrana acetato
de celulose de 100 kD apresentou viscosidade intrinseca de 2,2 dl/g,

portanto, superior a pectina ébtida pelo método acido/base sem ultrafiltragéo
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(0,09 dl/g). Este acréscimo obtido, nos estimulou a verificar se este ganho
de viscosidade intrinseca iria ou nado se refletir na capacidade de
geleificagdo da mesma, ou seja na forga do gel formado. Foram preparados
géis com diferentes contelidos de sacarose em uma faixa de pH de 2.4 a
46.

Observa-se pela figura 60 que os géis preparados com 35% de
sacarose continuam sensiveis ao pH como os géis preparados com a pectina
ndo ultrafiltrada. Houve uma melhora na forga dos géis em todas as
concentracgbes testadas, com excesséo dos geéis preparados com 35 % de
solidos totais. Os géis preparados com 25% de sdlidos se aproximaram do
padrdo em praticamente toda a faixa testada e, também, foram menos
sensiveis as variacbes de pH , portanto a ultrafiltracdo da pectina contribui
para a melhoria das caracteristicas do gel preparados com 25% de sacarose
e 30 mg de calcio nas condi¢des testadas. Os géis preparados com 30 % de
sacarose mostraram-se com for¢a acima do grau 100 praticamente por toda
a faixa de pH testada. Portanto, a ultrafiltracgo da pectina permitiu a
formacdo de géis com 25 % de sacarose e 30 mg de calcio com grau de
firmeZa muito proximo aos valores obtidos para os géis preparados com

pectina ndo ultrafiltrada na concetracéo de 30 % de sacarose e 30 mg de

calcio.
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Conteudo de sacarose:20 a 35%
_| Conteudo de calcio:30 mg/g
Gel grau 100

Forga do Gel

pH

Figura 60 - influéncia do pH sobre géis preparados em quatro niveis de
concetracdo de sacarose (20, 25 e 30, 35%) e ions célcio no nivel de 30
mg/g de pectina.

3.21.2 Determinacéao do teor de calcio para a formagéao de gel padrao

100 com pectina acido/base ultrafiltrada

A pectina ultrafiltrada teve o nivel de calcio necessario a
geleificacdo verificado na concentragéo de 25 % de sacarose, que foi a
concentragdo minima de sacarose testada que formou géis que se
aproximaram do padréo sob 30 mg de calcio . O contelddo de célcio nas
concentracdes de 25 e 30 mg resultaram em géis com poténcia proxima ao
padréo em toda a faixa de pH testada (figura 61) , formando géis fracos na
concentragdo de 20 mg de calcio e colapsando em pH abaixo de 2,7 quando
o conteudo de calcio era de 35 mg/g de pectina. Portanto, quando a pectina

obtida pelo metodo &cido /base ¢é ultrafiltrada, ela pode formar géis com forgca
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padréo utilizando uma quantidade menor de sacarose (25%) com niveis de

calcio entre 20 e 35 mg /g de pectina.

160 :
Conteudo de sacarose:25%
140 — Conteudo de calcio: 20 a 35 mg/g
Gel grau 100
[0)
G 120 | 35mg 30 mg/g
8 /A/'A\
A
g" 100 e
o
W g0 25 mg/g
60 — 20 mg/g
I 1 | 1 |
2 3 3 4 4 5 5
pH

Figura 61- Efeito da concentracdo de caicio sobre géis preparados com
pectina obtida pelo tratamento acido/base e ultrafiltrada contendo 25% de

sacarose. Os numeros proximo as curvas referem-se ao conteudo de célcio
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3.22 Forma dos estomatos

Durante a secagem da cuticula removida dos cladédios de
Cereus peruvianus observa-se intensa escamacédo. Estas placas cerosas,
quando vistas ao microscopio optico, revelam a forma dos estdmatos (figura
62). A camada de cera epiticular, que representa cerca de 10% da massa
séca da cuticula, além de desempenhar importante fungdo como capa

protetora contra a perda de agua é reportada ser uma dificil barreira a ser

superada pelos herbicidas.

Figura 62 - Foto de escamas cerosas desprendidas da cuticula do Cereus
peruvianus durante o processo de secagem. A foto mostra a forma dos
estdmatos .
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3.23 Anadlise da fragao lipidica em Cromatografia Gasosa acoplada com

Espectrometria de Massa

Trés diferentes amostras da fragdo lipidica cuticular foram
submetidas a metanodlise e analisadas de acordo com item 11 de Material e
Métodos.

A figura 63 mostra o perfil cromatografico obtido para a cera
integral metanolisada (metil-ester derivados). Trés picos nitidos se
destacaram, com tempos de retengdo bem distintos e muito boa resolugdo. As
figuras 63.1 , 63.3 e 63.5 mostram os espectros de massas, respectivamente
do apice dos pico |, pico Il e pico lll. Para identificar quais s&o os componentes
quimicos que dao origem aos picos, os espectros de massa de cada pico
foram comparados com espectros padrdes registrados na biblioteca
computadorizada de espectros de massa da NBS/NIH/EPA contidos nas
classes de lipidios e acidos graxos e hidrocarbonetos oxigenados. Desta
forma a figura 63.2 mostra a comparagao feita para o espectro de massas do
pico |, identificando-o como acido hexadecandico metil ester que € o derivado
metilado correspondente ao acido palmitico ( 16:0). A figura 63.3 mostra
0 espectro de massas do pico Ill, enquanto que a figura 63.4 compara 0
espectro , identificando-o como correspondente ao acido araquidico de 20
atomos de carbono (20:0). A figura 63.5 mostra o espectro de massas obtido
para o pico lll, enquanto a figura 63.6 mostra a comparag¢éo do espectro de
massas do pico lll, identificando-o como acido docasondico metil éster,

correspondendo ao derivado metilado do acido beénico (22:0).
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Figura 63 - Cromatograma da cera integral da cuticula metanolisada do
Cereus peruvianus obtida em espectrometro de massas. A coluna utilizada foi
do tipo Carbowax-M20, de 0,4 mm de diametro e 50 m de comprimento. A

coluna capilar foi mantida em condigbes isotérmicas a 240 °C.

Mass Spectrum File: ac~grx.04
Comment: analise da cera integral metilada

Sean: 110 ( o~ gy R.T.: S.83min Base Feak: 74.0 Int: Z24170(=100%)
100, 0% _
74/*10.0
}43
. -
87
128 427
3 7
. 70
= 238
ﬂ T
20 120 220 320 420 520

Figura 63.1 - Espectro de massas do pico | do cromatograma mostrado na
figura 63. As condigbes de analise sdo as mesmas descritas na figura 63.
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Similarity Search Results (Measured Data)
Filename : ac—-grx.04 Scan No: 110¢ D- 0) RT : 5.83
Comment : analise da _cera integral metilada
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16, 48 146 CTH1403 Hevanoic acids hydroxy—. methyl ester (3CI[)

17. 48 270 C17H3402 Hexadecanoic acids methyl ester (3C1)

18. 45 176 C7H120S Pentanedioic acid, 3—hudroxy—s> dimethyl ester (3CI1)

Figura 63.2 - Mostra o resultado da pesquisa de analise de similaridade do
espectro do pico | com padres de espectros da biblioteca de espectros de
massa NBS/NIH/EPA.

Mass Spectrum File: ac—grx.04
Comment: analise da cera integral metilada
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Figura 63.3 - Espectro de massas do pico Il do cromatograma mostrado na
figura 63.
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Similarity Search Results (Measured Data)
Filename : ac—grx.04 Scan No: 431¢( O 0) RT : 12.18
Comment : analicse da cera integral metilada
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£8 326 C21H4202 Eicosanoic acid: methyl ester (8CISCI)
466 C3I1HEZOD2 Triacontanoic acids methyl ester (BCISCI)
439 354 CZ1H33804 3-Octadecencic acid, 12-(acetyloxyl)-, methyl ester, N

wNe?
8

Figura 63.4 - Mostra o resultado da pesquisa de analise de similaridade do
espectro do pico Il com padrées de espectros da biblioteca de espectros de
massa NBS/NIH/EPA.

Mass Spectrum Fitle: ac—grx.04
Comment: analise da cera integral metilada
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Figura 63.5 - Espectro de massas do pico lll do cromatograma mostrado na
figura 63.
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Simi larity Search Results (MMeasured Data)
Filename : ac—grx.04 Scan No: 233¢
Comment : analice da cera integral metilada
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1. S8 466 C31HB202 Triacontanoic acids methyl ester (8CISCI) N cor
2 a3 354 C21H3304 9-Octadecenocic acid 12~(acety loxyl~, mathyl ester,
3 a2 354 C23HAEOZ Docosancic acid: methyl ester (3CISCI)

Figura 63.6- Mostra a resultado da pesquisa de similaridade do espectro do
pico lll com padrées de espectros da biblioteca de espectros de massa

NBS/NIH/EPA.

Desta forma, os resultados indicam que a cera extraida do
Cereus peruvianus € composta de esteres dos acidos graxos palmitico,
araquidico e beénico, todos Aacidos graxos saturados. Os outros picos
mostrados no cromatograma ndo foram identificados a partir do seu

comportamento de fragmentacéao.

As figuras 64 e 65 mostram, respectivamente, os cromatogramas
da cera integral previamente saponificada e da cera purificada. A analise dos
espectros de massas (figuras ndo mostradas) revelaram os mesmos
constituintes detectados para a cera integral, quais sejam : &cido palmitico,
acido araquidico e &cido beénico. HUGHES & MOYNA (1980) analisando a
cera cuticular do Cereus peruvianus demonstraram que dentre os &cidos
graxos 0 mais abundante € o acido palmitico tanto na forma livre como na
forma de ester. DEMBITSKY & REZANKA (1995) demostraram que a cera
epiticular e constituida de uma mistura complexa de esteres de acidos graxos e

dentre eles o mais abundante é o &cido paimitico de 16 4tomos de carbono.
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Chromatcgram File: ac—-grx.03
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Figura 64 - Cromatograma da cera cuticular integral do Cereus peruvianus
previamente saponificada na forma de metil esteres. As condigbes de anaiise

s&o as mesmas descritas na legenda da figura 63.

Chromatogram File: ac~grx.05
Comment: analise da cera purificada e metilada
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Figura 65 - Cromatograma da cera cuticular do Cereus peruvianus purificada
em coluna de silica. As condicdes de andlise sdo as mesmas descritas na

legenda da figura 63
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CONCLUSOES

01. O Cereus peruvianus quando cultivado em espacamento de 1 planta por
metro quadrado pode apresentar rendimento, a partir do terceiro ano de cultivo,

rendimento de fitobiomassa em torno de 300 toneladas por hectare/ano.

02. A massa séca da fitobiomassa do Cereus peruvianus representa cerca de

10% da massa total.

03. Com a idade da planta, a massa dos parénquimas (fonte de polieletrdlitos)

se reduz, enquanto a massa do anél celuldsico central aumenta.

04. Os processos de extragdo de polieletrolitos a partir dos parénquimas que

incluem etapas de prensagem mecanica sdo mais efetivos.

05. O polissacarideo (polieletrélito), extraido do parénquimas aletas, apresentam
natureza acidica e sdo compostos pelos mesmos monossacarideos neutros que
entram na composi¢do de mucilagens de outras plantas suculentas, quais sejam:

L-arabinose, D-galactose e L-ramnose.

06. A andlise de degradagdo demostrou que os residuos de L-arabinose s&o mais
facilmente removiveis sob hidrélise acida e que, portanto, devem estar na forma
de arabinofuranose em posigées mais externas do polissacarideo, a exemplo do

que ja foi demonstrado para outras mucilagens de cactaceas.
07. Pontes de hidrogénio tem influéncia sobre o valor de massa molar da glicana

anidnica, determinada através de cromatografia de excluséo esterica.



08. A fracdo retida em membrana de 100 kDaltons apresentou viscosidade
aparente superior a viscosidade aparente do polissacarideo integral (sem ser
submetido a ultrafiltracdo), e foi efetiva como auxiliar de floculagao na faixa de 0,2

a 1 ppm em processos de tratamento de agua para uso domestico.

09. O polieletrélito na concentragdo de 50 ppm, utilizado como auxiliar de
floculagcdo na clarificagdo do cha de estévia, permitiu uma redugéo de 83% do
emprego de sulfato de aluminio no processo de clarificagdo, obtendo-se um

esteviosideo com melhor rendimento e menor nivel de pigmentagéo.

10. O polieletrolito desidratado em “spray dryer” ndo perde suas propriedades de
auxiliar de floculacdo , mantém suas propriedades reoldgicas e apresenta a
vantagem de ser mais facilmente solubilizado em agua do que o polieletrdlito

separado por precipitagdo alcodlica.

11. A viscosidade aparente de proteinas (proteinas colagénicas), recuperadas de
aparas de peles bovinas curtidas, apresenta aumento sinergistico quando

misturadas com polieletrdlito.

12. A cuticula do Cereus peruvianus apresenta uma fragdo lipidica que

corresponde a 10,33% de sua massa séca.

13.0 rendimento de substancias pécticas, extraidas a frio com &acido cloridrico
concentrado (6M), foi de 52 % em relagdo a massa séca da cuticula

desengordurada em condigdes otimizadas.

14. A substancia péctica foi identificada como uma homogalacturonona de baixo

de teor de metoxila.

184



15. A substancia péctica, extraida pelo método A/B (tratamento &cido/basico) |
apresentou massa molar média de 150.000 D, enquanto a substancia péctica
extraida pela mistura EDTA/oxalato apresentou massa molar média de 140.000.
0 que sugere que o processo A/B ndo provoca depolimerizagédo da substancia

péctica.

16. O processo de extragdo A/B de substancias pécticas foi monitororado atraves
de espectrofotometria de absor¢do atdmica e Ressonancia Paramagnética
Eletronica e ficou demostrado que o mesmo se baseia na remogéo de cations,

principalmente Ca*, Mg*? e Mn*2.

17. O estudo da cinética de extragcdo do célcio da cuticula com &cido cloridrico
6M demostrou que 95% do célcio é removido apds 30 minutos de tratamento a

temperatura ambiente.

18. A substancia péctica extraida a frio e fracionada em ultrafiltragdo, utilizando-
se uma membrana de 100 kDaltons, apresentou viscosidade intrinseca superior

a viscosidade intrinseca da pectina integral.

19. A pectina extraida pelo método A/B apresentou gel com forga grau 100 em
presenca de 30 mg de calcio e 30% de sdlidos totais em uma extensa faixa de pH

(2,4 a43),

20. A forga do gel com pectina de baixo metoxila foi reduzida com a redugéo do
conteudo de solidos totais na faixa de 30 a 20%. Géis preparados com 30% de
solidos totais tiveram a sua forca reduzida com a redugdo do conteudo de caicio

na faixa de 30 a 20 mg/g (calcio por grama de gel) em toda faixa de pH testada.
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21. A pectina ultrafiltrada também teve a sua for¢a reduzida com a redugdo da
concentracéo de solidos totais em uma concentrag&o fixa de calcio (30 mg/g),
mas foi bem menos pronunciada que a dependéncia verificada para a pectina

nédo ultrafiltrada.

22. A pectina ultrafiltrada, em presenga de 25 mg/g de calcio por grama de gel,
teve a sua forga proxima do grau 100 em quase toda a faixa de pH testada com

25% de solidos totais.

23. A fracéo lipidica, que apresentou rendimento de 10,33 %, teve a composigéo
de acidos graxos qualitativamente determinado e foram identificados os sequintes

constituintes: acido palmitico, acido beénico e araquidico.
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