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RESUMO

A atividade agroindustrial gera um grande volume de residuos ou co-produtos, despertando
interesse em metodologias de reutilizag@o eficiente desses residuos no sentido de maximizar
uma utilizagdo mais sustentdvel das matrizes alimentares. Dentre os co-produtos, pode-se
destacar as cascas, bagago e sementes que possuem potencial para ser uma biomassa para a
recuperagdo de compostos bioativos, como pectina, lipidios, flavonoides e fibras alimentares.
A pectina ¢ um heteropolissacarideo que ¢ encontrado nas paredes celulares de todas as plantas
vivas e atua como material adesivo entre as células. E amplamente utilizada em sistemas
alimentares como agente emulsificante, estabilizante e espessante. No entanto, existem varios
métodos de extracao desses compostos bioativos os quais ndo seguem uma metodologia padrao,
dificultando a obteng¢do de seletividade e reprodutibilidade quanto ao material extraido. Desta
forma, o objetivo deste trabalho consiste em extrair polissacarideos da parede celular de
Mangifera indica, Passiflora edulis, Anacardium occidentale, Cocos nucifera e Saccharum
officinarum, por meio da avaliagdo de uma metodologia padrao para uma extragdo confidvel e
reprodutivel. As fragcdes foram obtidas a partir de protocolos de extragdo sequencial com agua,
ciclohexano-trans-1,2-diamina tetracetato (CDTA), carbonato de s6dio/CDTA e KOH, e as
fragdes foram denominadas, respectivamente, pectina hidrossoltivel (WSP), pectina soluvel em
CDTA (CSP), pectina soltivel em carbonato de sodio (SSP) e hemicelulose (HC). Para a
caracterizacao de cada uma das fracdes de polissacarideos da parede celular, foram utilizadas
as técnicas de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) e Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H), Espectroscopia de Ressonancia Nuclear de Carbono (RMN
13C) e Espectroscopia Heteronuclear de Coeréncia Quantica Simples (HSQC). Os espectros das
fracdes WSP, CSP e SSP de todos os materiais estudados apresentaram sinais caracteristicos de
residuos de pectina e a fragdo HC mostrou caracteristicas sinalizadoras de hemicelulose. Estes
resultados sugerem que a metodologia empregada como um protocolo padrao para a extragado
bioativa de residuos agroindustriais ¢ reprodutivel e confidvel, pois independentemente do

material, obtiveram-se fracoes semelhantes.

Palavras-chave: biomassa; pectina; RMN.



ABSTRACT

The agroindustrial activity generates a large volume of wastes or by-products, and the efficient
reuse of these wastes to maximize the use of food matrices is desirable. Among the by-products,
we can highlight the peels, bagasse and seeds, which have the potential to be a biomass for the
recovery of bioactive compounds such as pectin, lipids, flavonoids, dietary fibers, etc. Pectin is
a heteropolysaccharide found in the cell walls of all living plants and acts as a glue between
cells. It is widely used in food systems as an emulsifying, stabilizing and thickening agent.
However, there are several methods to extract these bioactive compounds and they do not
follow a standard methodology, making it difficult to achieve selectivity and reproducibility
with respect to the extracted material. Therefore, the aim of this work was to extract
polysaccharides from the cell wall of Mangifera indica, Passiflora eduli, Anacardium
occidentale, Cocos nucifera and Saccharum officinarum using a standard methodology for
reliable extraction. The fractions were obtained from sequential extraction protocols with water,
cyclohexane-trans-1,2-diamine tetracetate (CDTA), sodium carbonate / CDTA and KOH, and
the fractions were named water-soluble pectin (WSP), CDTA-soluble pectin (CSP), sodium
carbonate-soluble pectin (SSP) and hemicellulose (HC), respectively. Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR), gel permeation chromatography (GPC) and hydrogen nuclear
magnetic resonance (1H NMR), carbon nuclear magnetic resonance (13C NMR) and
heteronuclear single quantum coherence spectroscopy (HSQC) were used to characterize each
of the cell wall polysaccharide fractions. The spectra of the WSP, CSP and SSP fractions of all
materials studied showed characteristic signs of pectin residues and the HC fraction showed
hemicellulose features. These results showed that the methodology used as a standard protocol
for the bioactive extraction of agroindustrial wastes is reproducible and reliable, since the

fractions were similar regardless of the material.

Keywords: biomass; pectin; NMR.
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1 INTRODUCAO

Quase um ter¢o dos alimentos produzidos para consumo humano ¢ perdido,
equivalendo a um total de 1,3 bilhdes de toneladas de alimentos desperdigados por ano. Como a
atividade industrial relativa a producdo de alimentos ¢ intensa, as perdas respectivas geram uma
gama de impactos ambientais, como a erosao do solo, desmatamento, poluicao da agua e do ar, bem
como as emissoes de gases de efeito estufa que ocorrem nos processos de producio de alimentos.
(Schanes, Dobernig e Gozet, 2018)

Entre as possiveis fontes de polissacarideos pécticos, as de residuos alimentares sdo de
grande interesse. De fato, a exploracdo de residuos pela agroindustria tem sido uma questao cada
vez mais importante ao longo de varios anos. Tais residuos t€ém sido utilizados como ragdo animal,
fertilizantes ou para a geragdo de bioenergia, mas recentemente a extragdo de componentes com
maior valor agregado tem ganhado mais atengdo. Tais compostos podem ser classificados como
compostos insoluveis (fibras), hidro ou lipossoluveis. Dentre os produtos inovadores provenientes
de residuos podemos incluir fibras alimentares com diferentes propriedades tecnoldgicas e
nutricionais, além de aditivos alimentares e bioadsorventes para uso em tratamento de aguas
residuais, por exemplo. Diante disso, residuos agroindustriais, como casca da manga, casca do
maracuja, bagaco do caju, casca do coco verde e bagaco da cana-de-acucar, foram estudados neste
trabalho (Miiller-Maatsch et al., 2016).

As pectinas sdo polissacarideos construidos a partir de mondémeros de acido
galacturdnico ligados por ligagdes o — 1,4 glicosidicas e monossacarideos como arabinose,
ramnose, frutose, galactose e xilose (Pancerz et al., 2019).

Entretanto, para obter tais polissacarideos ha diversos métodos existentes que sao
amplamente utilizados, o que dificulta o processo de comparagdo dos polissacarideos obtidos.
Como por exemplo, o método utilizado por (Maran ef al., 2017) que faz a extragdo de pectina
utilizando 4cido citrico, ja (Guandalini, Rodrigues e Marczak, 2019) faz o uso de ultrassom
para otimizar a extragdo. No caso de (Mohammad et al., 2019) faz utiliza-se as técnicas de
ultrassom e micro-ondas combinadas. Tem-se também a extracdo enzimatica como a descrita
por (Sabater ef al., 2018).

Diante dessa realidade de diversas metodologias possiveis para a extragao de
polissacarideos como a pectina e a dificuldade de comparar os resultados obtidos, o presente
trabalho dedica-se a avaliar uma metodologia padrdo capaz de extrair polissacarideos de
matrizes diferentes e tornando possivel uma comparagdo entre os polissacarideos obtidos. Para
tanto, buscou-se considerar uma metodologia que permitisse extrair de forma seletiva diferentes

fracdes polissacaridicas de uma mesma matriz, evitando metodologias destrutivas como citadas



por (Maran et al., 2017).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Residuos agroindustriais

O avanco de tecnologias verdes e sustentaveis ¢ relevante para a atenuacao do
impacto ambiental causado pelo crescimento populacional e pela dependéncia de combustiveis
fosseis. Com o estabelecimento dessas tecnologias a partir da valorizagdo de residuos
agroindustriais e florestais se faz possivel a redu¢ao de danos ao meio ambiente (Aratjo
Padilha, De et al., 2019).

Cerca de um ter¢o dos alimentos produzidos mundialmente para consumo humano
¢ perdido ou desperdigado, equivalendo a um total de 1,3 bilhdes de toneladas de alimentos por
ano. Um dos maiores responsaveis por essa enorme quantidade de residuos € a agroindustria.
Caso o residuo ndo seja adequadamente tratado, seu descarte pode causar sérios problemas
ambientais, tais como, erosdo do solo, desmatamento, polui¢do da agua e do ar, bem como
emissoes de gases de efeito estufa (Schanes, Dobernig e Gozet, 2018).

No entanto, esses residuos agroindustriais sdo uma fonte rica de nutrientes, matéria
organica e inorganica. E importante o desenvolvimento de alternativas que visem a reutilizago
destes residuos, promovendo reducdo da poluicdo ambiental gerada pelo descarte direto de
residuos ndo tratados, resultando, como consequéncia, retorno econdmico € mais
sustentabilidade (Singh, Kaur e Kennedy, 2019).

O Brasil pode ser enquadrado nesse contexto, uma vez que possui parcela
consideravel de sua atividade econdmica baseada na Agroindustria, sendo portanto, um pais
que gera milhdes de toneladas de residuos anualmente. Como exemplo disto, pode-se citar as
industrias de suco de frutas que inclui manga, maracuja e caju; a industria do coco; e a de cana-

de-agucar, utilizada para produgdo de etanol e actcar.

2.1.1 Casca da Manga

A manga (Mangifera indica L.) ¢ uma das frutas mais importantes do mundo, gragas
ao seu sabor agradavel, aroma e alto valor nutricional, tendo mais de 1000 variedades diferentes
produzidas no mundo. Nos paises subdesenvolvidos, como India e China, ela é processada na
forma de polpa, geleias e doces (S. Pereira, da, Fontes-Sant’ Ana e Amaral, 2019) (Banerjee et
al., 2018).

A India é o maior produtor de manga do mundo, respondendo por 52,6% da
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producao global desta fruta (Arora et al., 2018). As regides Nordeste e Sudeste sao as principias
produtoras do Brasil, somando cerca de 98,7% do volume nacional. Em 2017, o Ceara foi
responsavel pela producdo de 45,3 mil toneladas de manga ficando em quinto lugar na
classificagdo geral nacional (SEAPA, 2019).

O processamento de manga resulta em cerca de 30 a 50% de residuo. A casca de
manga constitui uma fracdo de 40 a 60% do total dos residuos. Os principais bioativos
encontrados na casca de manga sdo fibra alimentar soluvel (31 - 33%), fibra alimentar insolavel
(32,1 - 34%), polifendis (93 - 96,2 mg g™ de casca seca) e carotenoides (3092,2 ug mg ! de

casca seca) (Banerjee et al., 2018).

2.1.2 Casca do Maracuja

O Brasil ¢ o maior produtor e consumidor mundial de maracuja (Passilfora edulis),
tanto o fruto fresco quanto o processado, respondendo a cerca de 50% a 60% da produgdo
mundial total (Oliveira ef al., 2017). A regido Nordeste ¢ a maior produtora do Brasil, sendo
responsaveis por 60,9% do volume nacional. O Ceara fica em segundo lugar na classificacao
geral nacional com uma producao de 94,8 mil toneladas em 2017 (SEAPA, 2019).

Grande parte da produ¢do de maracuja ¢ destinada a fabricacdo de suco e néctar
(Martins et al., 2018). No Brasil, esse processo gera cerca de 54 mil toneladas por ano de
subprodutos como as sementes e a casca. No maracuja, a casca (mesocarpo € epicarpo)
representa 60% da massa da fruta e contém uma grande quantidade de compostos bioativos e
polissacarideos, como a pectina que tem potencial como ingrediente na preparagao de alimentos

funcionais. (Coelho ef al., 2017; Freitas de Oliveira et al., 2016).

2.1.3 Bagaco do Caju

O caju (4narcadium occidentale L.) ¢ uma fruta tropical originaria do Brasil, na
qual, ¢ amplamente cultivado e explorado comercialmente. Atualmente, esta distribuido em
vérios paises da Asia, Africa ¢ América Central, como uma cultura agricola de grande
importancia econdmica (Abreu, De et al., 2013). O Nordeste brasileiro ¢ responséavel por 99,5%
da area ocupada com cajueiro no Brasil e, em 2017, essa area foi calculada em 505,5 mil
hectares. O principal produtor dessa regido ¢ o Ceard, que possui a maior area plantada com
cajueiro no pais, representando 61,6% da area nacional e 61,9% da éarea nordestina. O Ceara,

em 2017, produziu cerca de 84 mil toneladas com produtividade média de 234 kg/ha (Brainer
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etal.,2018).

A industria do caju gera aproximadamente 20 a 25% de fibra residual, que ¢
descartada ou usada como suplemento alimentar (Silva et al., 2018). O bagaco de caju pode ser
aplicado como matéria-prima em varios processos industriais, como a producdo de etanol de
segunda geragdo e como substrato para a fermentagdo em estado solido para produzir enzimas
e xilitol e também pode ser usado como ingrediente alimentar devido a seus compostos

bioativos ¢ alta fibra alimentar (Fonteles et al., 2016).

2.1.4 Casca do Coco Verde

O coqueiro (Cocos nucifera) foi introduzido no Brasil através da Bahia, recebendo
a denominacdo de coco-da-baia, e expandiu-se inicialmente pelo litoral nordestino, onde se
encontram os principais produtores nacionais, dos quais, o Ceard € o terceiro maior produtor.
Em seguida, foi disseminado por quase todo Pais. Entretanto, a Regido Nordeste continua a
maior produtora do Brasil, com 82,9% da area e 74,0% da producao nacional. (Brainer et al.,
2019).

H4 uma crescente demanda global por produtos de coco, como dgua de coco, oleo
de coco, leite de coco e carne de coco. No entanto, uma grande quantidade de residuos, cerca
de 80% da massa de coco verde, ¢ produzida, e isso geralmente ¢ descartado em locais
inadequados gerando poluigdo e um montante de residuo de dificil gerenciamento para os
agricultores (Costa Nogueira, da et al., 2019).

A produgdo brasileira de coco foi de cerca de 1,7 milhdo de toneladas em 2017,
sendo a fibra de coco o principal residuo. Com base em estudos realizados anteriormente, a
fibra de coco pode ser usada como uma possivel matéria-prima no desenvolvimento de
materiais de construgdo, devido as excelentes propriedades térmicas, fisicas e mecénicas da
fibra. Além disso, a fibra de coco contém tanino em sua composi¢dao, um fungicida natural,

tornando-a mais resistente ao ataque de fungos e insetos (Fiorelli, Bueno e Cabral, 2019).

2.1.5 Bagaco da Cana-de-agucar

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de cana-de-acucar, tendo grande importancia
para o agronegodcio brasileiro. O aumento da demanda mundial por etanol, oriundo de fontes
renovaveis, aliado as grandes areas cultivaveis e condi¢cdes edafocliméaticas favoraveis a cana-

de-actcar, tornaram o Brasil um pais importante para a exportagdo dessa commoditie (CONAB,
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2018).

Com uma produgao nacional de 633,26 milhdes de toneladas, os maiores produtores
estdo nas regides Centro-Sul somando cerca de 92,96 % da producao nacional, enquanto que as
regides Norte/ Nordeste somam somente 7,04 % (CONAB, 2018). Como resultado dessa alta
producao de cana-de-actcar, um grande volume de fibra de bagaco de cana ¢ gerado apos a
extracdo do suco e representa quase 25% do total de cana processada. O bagaco de cana ¢
considerado uma biomassa lignocelulosica que contém lignina, celulose e hemicelulose.
Recentemente, sua demanda aumentou nas industrias de papel e celulose, produtos de

fermentagdo, alimentos para animais, produ¢do de etanol e produgdo de biogas (Vats, Khan e

Ahmad, 2019).

2.2 Polissacarideos de parede celular

Nas células em crescimento, a parede ¢ tipicamente uma camada fina e flexivel (0,1
— 1 um) que consiste principalmente de polissacarideos complexos e uma pequena quantidade
de proteinas estruturais como pode ser visto na Figura 1. A espessura da parede semelhante a
um véu pode ser visualizada por microscopia Optica, enquanto a microscopia eletronica revela
seu carater fibroso na escala nanométrica. Desse modo, apesar de ser fina a parede forma uma
forte rede que funciona como um espartilho, comprimindo e dando forma ao protoplasto interno

da célula (Cosgrove, 2005).

Figura 1 — Estrutura da parede celular primaria de uma planta.
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Fonte: adaptado de (Dranca e Oroian, 2018).
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2.2.1 Pectina

As pectinas sdo polissacarideos que estdo presentes nas paredes celulares de todas
as plantas, estando localizadas na lamela média e nas paredes celulares primaria e secundaria.
A estrutura quimica da pectina ¢ heterogénea, dependendo da origem, localizacao na planta e
método de extragao (Dranca e Oroian, 2018). O principal constituinte estrutural sao residuos de
D-acido galacturdnico ligados por ligagdes a — 1,4-glicosidicas. De acordo com as definigdes
do Comité Conjunto de Especialistas em Aditivos Alimentares da FAO / OMS e da Comissdo
Europeia, a pectina precisa conter pelo menos 65% de acido galacturénico (Miiller-Maatsch et
al., 2016).

Para ser considerada pectina, deve-se conter além da cadeia linear formada pelos
mondmeros de 4cido galcturdnico, conhecida como homogalacturonano, também deve-se ter o
ramnogalacturonano I, que ¢ formado por residuos de acido galacturdnico parcialmente
substituidos por residuos de a-L-ramnose ligados o — 1,2. Assim como a presenca de
ramnogalacturonano II que ¢ formado por varias cadeias laterais complexas contendo agucares,
como xilose, arabinose, glicose, fucose, manose ou galactose (Willats, Knox e Mikkelsen,
2006). A estrutura da pectina pode ser vista na Figura 2.

Com isso, esses dominios ramnogalacturonano (I e II) e homogalacturonano
constituem a espinha dorsal dos polimeros pécticos. Entretanto, por¢des de adcido galacturdnico
também podem ser esterificadas na porcao de acido carboxilico por grupos metil, o que ¢

conhecido como metilagdao, mais adiante este conceito sera esclarecido.

Figura 2 — Esquema da estrutura da pectina.

Homogalacturonano

Ramnogalacturonano Il

Ramnogalacturonano |

Fonte: adaptado de (Willats, Knox e Mikkelsen, 2006).

Como dito anteriormente, os polissacarideos pécticos sao componentes estruturais

vitais das paredes celulares das plantas e estdo associados a outros polissacarideos da parede
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celular, como celulose e hemiceluloses. As diversas propriedades estruturais das pectinas, como
Grau de Esterificagdo, o conteudo de acido galacturdnico, a composicao de agucares neutros e
o peso molecular, dependem da fonte de pectina e estabelecem a base para multiplas aplicagdes
alimentares e ndo alimentares desse polissacarideo complexo (Dranca e Oroian, 2018).

Esse homopolimero sofre uma esterificacao parcial nos grupos carboxila do acido
galacturonico definido como o Grau de Esterificagdo (GE), com base nesse grau, a pectina ¢
classificada em duas classes: AM (Alta Esterificada, GE> 50%) e BM (Baixa Esterificada, GE
<50%). O GE ¢ uma das caracteristicas mais importantes da pectina devido ao seu efeito em
outras propriedades (Kazemi, Khodaiyan e Hosseini, 2019).

Para solugdes aquosas de pectina, propriedades como as caracteristicas reologicas,
a absorcdo de agua, a capacidade de formar géis e as interacdes com outros compostos:
proteinas e antocianinas, dependem da origem botanica ¢ do Grau de Esterificagdo. Os
resultados de estudos sobre as capacidades de absor¢do de dgua da pectina indicam uma
complexidade de interacdes entre esses polissacarideos e a dgua. Existem diversos fatores que
influenciam essa relacdo, entre eles, a temperatura, o tamanho da cadeia e a cristalinidade da
pectina, o Grau de Esterificacdo. Além disso, em agua a pectina ¢ a capaz de formar géis como
resultado da conformacao adotada pelas cadeias em uma solucao aquosa (Pancerz et al., 2019).

No setor de alimentos, a pectina ¢ comumente utilizada como agente gelificante,
espessante e estabilizador, bem como substituto da gordura e ingrediente funcional promotor
da saude. As aplicagdes nao alimentares incluem o uso nas induastrias médica e farmacéutica,
onde os beneficios promotores de satide e as bioatividades da pectina mostraram potencial para
aplicagdes biomédicas, incluindo administracdo de medicamentos, engenharia de tecidos e
cicatrizacdo de feridas. Cada uma das aplicagdes mencionadas acima comega com o isolamento
da pectina do material vegetal (Dranca e Oroian, 2018). Como visto, a pectina ¢ isolada de
subprodutos de fontes vegetais e neste trabalho foram utilizados residuos agroindustriais.

Na Figura 3, tem-se as estruturas moleculares do monossacarideo majoritario da
pectina, o acido galacturdnico, que pode estar esterificado como pode ser visto em b) ou nao
como pode ser visto em a). A sequéncia da cadeia carbonica observada na Figura 3 seguiu a

mesma numeracao utilizada na determinagao estrutural nos espectros de RMN.
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Figura 3 — Estrutura molecular: a) acido galacturdonico esterificado e b)
acido galacturdnico

a)

HO

Fonte: Elaborada pela autora.

2.2.2 Hemicelulose

A hemicelulose vem recebendo maior atengao devido ao seu potencial de utilizagao
na producdo de etanol combustivel dentre outros produtos quimicos de valor agregado (Zhao et
al.,2017).

Apos a celulose, a hemicelulose ¢ um dos polissacarideos mais abundantes nas
camadas primdria e secundaria da parede celular da planta. O Grau médio de polimerizagao
(GP) da hemicelulose esta na faixa de 80 a 200. As hemiceluloses sdao uma classe heterogénea
de polimeros que representam, em geral, 15 a 35% da biomassa vegetal e que podem conter
pentoses (B-D-xilose, a-L-arabinose), hexoses (B-D-manose, B-D-glicose, a-D-galactose) assim
como dacidos urdnicos (acidos a-D-glucurénico, a-D-4-O-metilgalacturonico e a-D-
galacturonico). Além de o-L-ramnose e o-L-fucose podem estar presentes em pequenas
quantidades e os grupos hidroxil de agucares podem ser parcialmente acetilados (Girio et al.,
2010).

A hemicelulose estd intimamente associada as fibrilas de celulose e agem como
uma camada ao redor das fibrilas de celulose, que conferem rigidez ao tecido da planta. Embora
as hemiceluloses atualmente representem uma quantidade relativamente grande de fragao de
polissacarideo na biomassa lignocelulosica, elas ainda sdo desperdigadas durante os processos
de industrias de base biologica, como as de celulose e etanol celulosico. Contudo, as
hemiceluloses tém muitas propriedades excelentes, incluindo biodegradabilidades,
biocompatibilidade, bioatividade o que permite que suas formas nativas ou modificadas sejam

aplicadas em diversas areas, como alimentos, como fonte de xilitol e agticar; medicamentos,
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energia; industria quimica; materiais poliméricos, como filme, hidrogel e transportador;
biossurfactante e aditivo para fabricacdo de papel ou agente floculante. Desse modo, a

hemicelulose ¢ um biopolimero promissor (Peng e She, 2014).

2.3 Metodologias para extracao de polissacarideos

Convencionalmente, a extracdo de pectina consiste em duas etapas principais,
desenvolvidas geralmente na faixa de temperatura de 70 a 99 °C: hidrolise da protopectina em
pectina, pela acdo de acidos, seguido da segunda etapa que consiste na precipitagdo com etanol
(Sandarani, 2017). Nesse contexto, acido sulfirico (Prakash Maran et al, 2013), acido
cloridrico (Koubala ef al., 2008; Kulkarni e Vijayanand, 2010; Wang et al., 2015) acido citrico
(Liew, Chin e Yusof, 2014; Pereira et al., 2016; Pinheiro et al., 2008), acido nitrico, acido
acético e acido tartarico (Seixas ef al., 2014) sdo possibilidades metodologicas encontradas na
literatura (Santos et al., 2020).

A variedade de métodos de extragao de pectina e polissacarideos de parede celular
em geral foi uma das principais motivagdes para a realizacdo deste trabalho, tendo em vista a
aplicacdo de diversas metodologias de extragdo, o que torna complexo realizar comparacdes de
viabilidade e rendimento entre as matrizes, uma vez que diferentes estudos utilizam diferentes
metodologias. Um dos métodos mais tradicionais utilizados pela industria € a extracdo com
acido mineral, entretanto, a extragdo e o isolamento da pectina de parede celular podem ser
feitos de formas distintas como por meio do uso de tratamentos quimicos, fisicos e enzimaticos
(Dranca e Oroian, 2018).

Além da tradicional, tem-se também a extracdo utilizando ultrassom que também ¢
amplamente usada na literatura (Chen ef al., 2019a; Fonteles et al., 2016; Grassino et al., 2016;
Hosseini et al., 2019; Sucheta, Misra e Yadav, 2020) geralmente também ¢ feita combinada
com outras técnicas como micro-ondas (Mohammad et al., 2019) e acidos organicos, como
acido citrico (Maran et al., 2017).

A metodologia enzimdtica também ¢ amplamente utilizada (Sabater et al., 2018),
as enzimas mais usadas durante o processo de extragdo de pectina sdo celulase, protease,
hemicelulase, alcalase, xilase, poligalacturonase, a-amilase, neutrase, b-glucosidase,
endopoligalacturonase e pectinesterase (Mari¢ et al., 2018).

Diante dessa variedade de metodologias se fez necessario escolher uma
metodologia intermedidria, na qual, fosse possivel extrair os polissacarideos de parede celular

de uma maneira ndo tdo severa que leve a degradacao de compostos valiosos encontrados nos
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materiais vegetais como acontece quando se utiliza a extragdao convencional com acidos
minerais. Tampouco uma metodologia demasiadamente voltada para a bioquimica, na qual, os
compostos obtidos sdo minuciosamente isolados como, por exemplo, o utilizado por (Fry,
1986). Por isso, a metodologia desenvolvida primeiramente por (Basanta et al., 2013) e
posteriormente adaptada por (Liu et al., 2017) demonstra-se ser mais adequada para se
comparar, de forma padronizada, a eficiéncia e a viabilidade de extracdo de diferentes matrizes,

sendo por isso 0 método explorado nesse estudo.

2.4 Técnicas de analise de polissacarideos

A caracterizagdo funcional e estrutural dos polissacarideos inclui suas composicdes
de monossacarideos, configuragdes de homogeneidade e peso molecular (PM), tipos e posigdes
de ligacoes glicosidicas. Diferentes técnicas analiticas sdo capazes de determinar as estruturas
quimicas dos polissacarideos como Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR), Espectroscopia de Massa por Cromatografia Gasosa (GC-MS), Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) (Mohan et al.,
2020).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Padronizar uma metodologia de referéncia para extragdo de polissacarideos da

parede celular de residuos agroindustriais e caracterizar cada fracdo obtida.

3.2 Objetivos Especificos

v’ Padronizar uma metodologia de extragdo para o fracionamento de polissacarideos
usando como matrizes de residuos de Mangifera indica, Passiflora eduli, Anacardium
occidentale, Cocos nucifera e Saccharum officinarum;

v’ Caracterizar e analisar as fra¢des obtidas;

v Determinar a composi¢do monossacaridica das fragdes.
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais

A casca da manga, casca do maracuja, bagaco do caju, fibra do coco e bagago da
cana-de-agucar sdo oriundos da Embrapa Agroindustria Tropical. Alcool etilico (CH2CH3),
cloroféormio (CHCI3) e o acetado de sodio (NaAcO) foram adquiridos da Dinamica Quimica
Contemporanea Ltda. A acetona e o 4acido acético glacial (HAcO) foram adquiridos da Synth®.
O dimetilsulfoxido (DMSO), hidroxido de potassio (KOH), carbonato de s6dio anidro
(Na2CO3) e o 6xido de deutério (D0) foram obtidos pela Merck Chemical Co. O acido 1,2-
Diaminociclohexano-N,N,N’,N’ -Tetraacético 1-hidrato (CDTA) foi adquirido da PanReac
AppliChem.

4.2 Extracio das fracoes de parede celular

Todas as biomassas previamente citadas no item 4.1 foram secas ¢ moidas e os
materiais de parede celular foram extraidos de acordo com os métodos descritos por (Liu et al.,
2017) com modificagdes. Realizou-se um pré-tratamento para retirada dos residuos insoltveis
em alcool (AIR). Cerca de 10 g de cada amostra foram transferidos para etanol em ebuli¢do
durante 30 min. O etanol foi removido por filtracdo a vacuo e o AIR foi recolhido e retornado
a etanol em ebuli¢do. O processo acima foi repetido duas vezes. O AIR final foi transferido para
50 mL de mistura 9: 1 v/ v DMSO/ H>O e mantido a 4 °C por 16 h. Apés filtracao, o residuo
foi embebido em 15 mL de 2 : 1 v/ v mistura cloroférmio-etanol sob agitagdo durante 10 min.
Em seguida, o residuo foi lavado com 50 mL de acetona, trés vezes. O fluxograma desse pré-

tratamento estd resumidamente descrito na Figura 4.
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Figura 4 — Fluxograma do pré-tratamento realizado para todas as amostras.

10 g de amostra
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solido 1T (descartado)

15 mL CHCI3/EtOH
* Agitacdo por 10 min
Filtragao

Residuo solido IIT | * 50 mL acetona (3 vezes)

Fonte: elaborada pela autora.

O fluxograma da Figura 5 mostra as etapas subsequentes. Apds o AIR ter sido
lavado com acetona, foram adicionados 80 mL de H>O deionizada sob agitacdo por 4 h de
centrifugacao a 10000 g a 4 °C por 10 min. O sobrenadante foi dialisado por 1 semana e em
seguida foi liofilizado e identificado como fracdo “WSP”. Ao residuo IV (Figura 5) foram
adicionados com 80 mL de 50 mM de CDTA em 50 mM de solucdo tampao (NaAcO/HAcO)
pH 6,0 por 4 h seguido de centrifugacdo a 10000 g a 4 °C por 10 min. O sobrenadante foi
dialisado por 72 h e em seguida foi liofilizado e identificado como fracdo “CSP”. Ao residuo V
(Figura 4) foram adicionados 80 mL de 50 mM de Na,CO3 e 20 mM de CDTA por 4 h seguido
de centrifugagdo a 10000 g a 4 °C por 10 min. O sobrenadante foi dialisado por 72 h e em
seguida foi liofilizado e identificado como fragao “SSP”. Ao residuo VI foram adicionados 80
mL de KOH 4 mol L por 4 h seguido de centrifugacio a 10000 g a 4 °C por 10 min. O
sobrenadante foi dialisado por 72 h e em seguida foi liofilizado e identificado como fracao

CCHC”.



Figura 5 — Fluxograma das etapas de extragao
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Fonte: elaborado pela autora.
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4.3 Analise de Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em um equipamento Agilent DD2 de 599,56
MHz para nucleo de 'H e 150,77 MHz para nticleo de '*C e equipado com uma sonda One Probe
de 5 mm de didmetro interno (H-F/15N-31P) de detec¢do inversa e gradiente de campo no eixo
“z*. As amostras foram preparadas dissolvendo-se aproximadamente 10 mg de amostra em 600
uL de D»0. Os sobrenadantes foram transferidos para tubos de RMN de 5 mm. Em seguida, o
espectro unidimensional de 'H foi obtido com 32 varreduras, 32 k de pontos no dominio do
tempo com uma janela espectral de 16,0 ppm, um tempo de aquisi¢ao de 3,328 s € um tempo
de espera entre cada aquisi¢io de 10 s. O espectro BroadBand de '*C foi obtido com 13k
varreduras, 32 k de namero de pontos com em uma janela espectral de 251,3 ppm, um tempo
de aquisicao 0,865 s e um tempo de espera entre cada aquisicdo de 1 s. Para auxiliar a
informacao no procedimento de caracterizagdo, foi realizado o experimento bidimensional
heteronuclear gHSQC 'H *C. O HSQC foi adquirido com 88 varreduras com 0,150 s de tempo
de aquisi¢do, 200 ppm e 16 ppm nas dimensdes °C (F1) e 'H (F2), e 192 e 1442 pontos para
F1 e F2, respectivamente. Todos os espectros foram realizados a 80 °C. Essa andlise foi
realizada no Laboratorio Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais (LMQPN) da Embrapa

Agroindustria Tropical.

4.4 Analise por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de Infravermelho com Transformada de Fourier foram obtidos com
um espectrometro FTIR (Varian/ 620-IR), na regido de comprimento de onda de 4000-400 cm’
! com uma resolucdo de 4 cm™ e registrados como absorbancia. Essa andlise foi realizada no
Laboratorio Multiusudrio de Quimica de Produtos Naturais (LMQPN) da Embrapa

Agroindustria Tropical.

4.5 Analise por Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC)

O perfil cromatografico dos polissacarideos foi determinado em um cromatédgrafo
SHIMADZU LC-10AD com detector de indice de refragdo RID-10A a 40°C. O volume
injetado de amostra foi de 20 pL, eluida por uma fase moével de NaNO3 0,1 M a um fluxo de
1,0 mL/min para uma coluna Ultrahydrogel linear (7,8 x 300mm). As amostras foram
preparadas em agua deionizada na concentracdo de 0,1 % (m/v) e filtradas em membrana

Milipore® 0,45 um. O valor de massa molar média (M) foi obtido a partir da equagao LogEw=
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-0,96Ve + 13,49; r>= 0,9987. Essa analise foi realizada no Laboratorio Polimeros e Inovagio

de Materiais (LabPIM) da Universidade Federal do Ceara.
4.6 Grau de Esterificacao

Uma importante determinagdo ¢ o Grau de esterificagdo (GE) das pectinas
estudadas, o Grau de Esterificacdo ¢ uma proporcdo de unidades de acido galacturdnico
esterificado para a quantidade total de suas unidades (Pancerz et al., 2019). Buscando
determinar o GE, utilizou-se a equagao 1, na qual, as intensidades (I) sdo retiradas dos espectros

de RMN 'H das amostras (Rosenbohm et al., 2003):

(Ig—s, +Ig-1) — Iy_s
(Ig—s, + Ig—1) + 15

Grau de Esterificacio (%) = (D

Este ¢ o principal critério para classificacdo da pectina, pois determina suas
propriedades e mecanismo de gelificagdo. As pectinas podem ser diferenciadas de acordo com
esta classificacdo: altamente esterificadas, onde GE> 50% ou pouco esterificadas, onde GE

<50% (Pancerz et al., 2019).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento

ApOs as amostras passarem pelos processos descritos no item 4.2 o rendimento foi
determinado por meio da relacdo entre a massa de cada fragdo obtida e a massa inicial da
amostra. Os resultados obtidos para cada fracdo de cada amostra de residuo estao resumidos na

Tabela 1.

Tabela 1 — Valores em % de rendimento das fragdes obtidas

Amostra WSP* (%)  CSP® (%) SSP (%) HCY (%)

Casca da Manga 4.4 3,96 3,44 7,18

Casca do Maracuja 11,82 1,71 2,49 4,82

Bagaco do Caju 0,96 1,74 2,82 20,52

Casca do Coco Verde 2,52 1,40 0,73 28,15

Bagaco da Cana-de-acicar 1,19 1,05 1,06 19,92
Guandalini et al., 2019 5.4-28.,6

Freitas de Oliveira et al., 2016 7,53 12,67
Tamiello-Rosa et al., 2019 6,5

a: Pectina solivel em agua; °: Pectina soluvel em CDTA; ©: Pectina soluvel em Na,COs; ¢: Hemicelulose.

E possivel evidenciar, a partir da Tabela 1, que cada amostra de residuo apresentou
valores distintos para cada fracao obtida, demonstrando assim que a peculiaridade das amostras
deve ser considerada como um ponto importante na escolha do material que deve ser a fonte de
polissacarideos de parede celular.

Deve-se destacar que a amostra que obteve o maior rendimento para a fragdo WSP
foi a casca de maracuj4, indicando assim que o tipo de pectina majoritaria na mesma € a pectina
soluvel, que ¢ utilizada na induastria como agente gelificante, estabilizante e espessante em
alimentos, como compotas, geleias e sucos (Freitas de Oliveira ef al., 2016). Pode-se salientar
ainda que o residuo que obteve maior rendimento de HC foi a casca do coco verde o que ¢
esperado, ja que se trata de um material rico em liginina, celulose ¢ hemicelulose (Brigida et
al., 2010).

Para se fazer uma comparagdo mais adequada com a literatura, teve-se que

primeiramente somar os valores obtidos das fragdes WSP, CSP e SSP, j4 que na maior parte da
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literatura ndo se faz a divisdo da pectina desta forma. Logo, para a casca da manga o valor do
rendimento de pectina total € 11,8%, para a casca do maracuja ¢ 16,02%, para o bagaco do caju
€ 5,52%, para a casca do coco verde ¢ 4,65% e ainda para o bagaco da cana-de-agticar ¢ 3,3%.
Diante disso, tem-se que os valores sdo semelhantes aos encontrados na literatura como no
caso da casca da manga (Guandalini, Rodrigues ¢ Marczak, 2019) e do caso da casca do
maracuja (Freitas de Oliveira et al., 2016), ou entdo com valores proximos ao encontrados na
literatura como no caso do bagaco de caju (Tamiello-Rosa et al., 2019). J& para as amostras de
casca do coco verde e bagaco da cana-de-agucar os valores também sao satisfatorios apesar de
serem menores do que os anteriores, pois na literatura esses sao reportados como materiais
lignoceluldsicos, mesmo assim o método empregado foi capaz de extrair uma quantidade
mesmo que pequena de pectina, demostrando assim a eficiéncia do método independentemente

da matriz utilizada.

5.2 Analise de Espectroscopia de Ressoniancia Magnética Nuclear de Préton (RMN 'H),
de Carbono (RMN C) e de Coeréncia Quantica Simples (HSQC RMN)

5.2.1 Casca da Manga

Os espectros de RMN-'H obtidos de todas as fragdes da casca da manga se
encontram na Figura 6. A partir destes espectros pode-se relacionar as diferengas e semelhangas
das fragdes da amostra de casca da manga. Os espectros de RMN-'H mostraram hidrogénios
anoméricos tipicos (H-1) em cerca 5,09 ppm em todas as amostras de pectina ( a) WSP, b) CSP
e ¢) SSP), além do também tipico sinal em 3,80 ppm referente ao OMe, os demais sinais também
apresentam deslocamento quimico semelhante e estes mostrando-se coerente com a literatura
(Barbieri et al., 2019, Grassino et al., 2016). Demonstrando a reprodutibilidade do método de
extracdo, ja que as pectinas da casca da manga sdo parecidas entre si. Ja para a fragdo HC tem-
se a presenca de trés residuos glicosidicos principais, o acido 4-O-metil-galacturonico, a f-D-
Xilose e a-L-Arabinose que também sdo coerentes com o encontrado na literatura (Bhagia et

al.,, 2018; Sun et al., 2019).
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Figura 6 — Espectro de RMN 'H de a) WSP, b) CSP, ¢) SSP e d) HC da casca da manga
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Fonte: elaborado pela autora.

Os espectros de RMN '*C encontram-se na Figura 7 e corroboram com os espectros
de 'H sugerindo de fato a existéncia de estrutura de pectina de todas as fracdes ( a) WSP, b)
CSP e ¢) SSP), além disso observa-se também os sinais de C6 e C6’, referente a carbonila do
acido galacturdnico e do acido galacturdnico esterificado respectivamente. Na fracdo WSP
apenas o sinal de C6 em 173,3 ppm, na fragdo CSP o C6 esta em 175,9 ppm e 0 C6’ em 172,3
ppm que € mais protegido por conta da metila do éster, em SSP o C6 estd em 175,5 ppm e o
C6’ em 172,0 ppm. Diante disso, tem-se que os valores de deslocamento quimico sdo bastante
semelhantes entre si e sdo coerentes com a literatura (Barbieri et al., 2019; Grassino et al.,
2016). A coeréncia dos valores de deslocamento quimicos de *C com a literatura também ¢

notada para a fracdo HC (Bhagia et al., 2018, Sun et al., 2019).
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Figura 7 — Espectro de RMN *C de a) WSP, b) CSP, ¢) SSP e d) HC da casca da manga
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Na Figura 8, encontram-se os espectros de HSQC para cada fracdo da casca de
manga que reforcam tudo o que foi dito em relagdo aos espectro unidimensionais
correspondendo com a presenga de pectinas (Barbieri et al., 2019) e hemicelulose (Kang, Guo
e Shi, 2019) na amostra. Na Tabela 2, entretanto, para um melhor entendimento, destacou-se
apenas os valores de deslocamentos quimicos para as fracdes que contém pectina ( a) WSP, b)
CSP e c) SSP) e adicionou-se os valores de deslocamentos quimicos de C6 e C6’ encontrado

no espectro de RMN-"3C.



Figura 8 — Espectro HSQC de a) WSP, b) CSP, ¢) SSP e d) HC da casca da manga
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Tabela 2 — Valores de deslocamentos quimicos do HSQC das fracdes obtidas da casca da manga

Deslocamento quimico (ppm)

Amostra

H- H- H- H- H- H- Cé6 C6 OCH-
1/C1 2/C2 3/C3 4/C4 5/C5S §/CS 3
WSP 110,98/ 75,92/ 80,23/ 84,94/ - 73,96/ 173,3 - 56,0/
5,08 3,65 3,95 4,29 5,03 3,80
CSpP 110,32/ 75,65/ 87,10/ 81,69/ 73,53/ 73,38/ 1759 172,3 55,65/
5,09 3,64 4,02 4,44 4,71 5,02 3,80
SSp 106,25/ 71,93/ 83,06/ 77,50/ 69,89/ 69,34/ 175,5 172,0 51,61/
5,09 3,65 4,02 4,44 4,71 5,02 3,80

Fonte: elaborada pela autora.

5.2.1.1 Grau de Esterificagdo

Como descrito anteriormente o Grau de Esterificacdo (GE) ¢ um dos principais

critérios para classificacdo de uma pectina. Os valores de GE usualmente encontrados variam

de acordo com as fontes de onde a pectina foi extraida. Com esse dado pode-se inferir

importantes pardmetros qualitativos, como a viscosidade e a capacidade de gelificagdo. Na

Tabela 3, tem-se os valores para GE das pectinas obtidas da casca da manga.

Tabela 3 — Grau de Esterificacdo para as fracdes WSP, CSP e SSP obtidas da casca da manga

Amostra Grau de Esterificacdo (%)
WSP ]84
CSp 89
SSpP 83
(Banerjee et al., 2018) 87, 77,6
GUANDALINI et al., 2019 58 —67

Fonte: elaborado pela autora.
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Diante disso, tem-se que as pectinas extraidas da casca da manga sao classificadas
com altamente esterificadas e os valores obtidos mostram-se coerentes ao serem comparados
com a literatura. Esse tipo de pectina quando colocada em uma solugdo aquosa e com pelo
menos 65% de agucar (sacarose), tende a formar gel, principalmente, por conta da presenca
desses grupos ésteres que aumentam as interagdes hidrofobicas e essas interagdes juntamente
com as ligagdes de hidrogénio sdo importantes para a formacao de redes emaranhadas na
solucdo que por sua vez sdao necessarias para formar géis estaveis, por isso pectinas que sao
altamente esterificadas, formam géis em pH 4cido e na presenga de agucares (Banerjee et al.,

2018; Guandalini, Rodrigues e Marczak, 2019).

5.2.2 Casca do Maracuja

Os espectros de  RMN-'H obtidos de todas as fragdes da casca do maracuja se
encontram na Figura 9. Os espectros mostraram hidrogénios anoméricos tipicos (H-1) em cerca
5,09 ppm em todas as amostras de pectina ( a) WSP, b) CSP e c¢) SSP), além do também tipico
sinal em 3,80 ppm referente ao OMe, os demais sinais também apresentam deslocamento
quimico semelhantes, exceto o hidrogénio H-5 que na fragio WSP nao foi detectado, porém os
demais mostraram-se coerente com a literatura (Silva et al., 2012). J& para a fracdo HC tem-se
a presenga de trés residuos glicosidicos principais, o 4cido 4-O-metil-galacturonico, a B-D-
Xilose e a-L-Arabinose que também sdo coerentes com o encontrado na literatura (Bhagia et
al., 2018; Sun et al., 2019). Isso reforca, a ja vista na amostra de casca da manga,
reprodutibilidade do método de extracao, ja que as pectinas da casca da maracuja sao parecidas

entre si.
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Figura 9 — Espectro de RMN-'H de a) WSP, b) CSP, ¢) SSP e d) HC da casca do maracuja
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Os espectros de RMN-"*C da casca do maracuja encontram-se na Figura 10 e
corroboram com os espectros de 'H sugerindo de fato a existéncia de estrutura de pectina de
todas as fragdes ( @) WSP, b) CSP e ¢) SSP), além disso observa-se também os sinais de C6 e
C6’. Na fracao WSP, assim como na casca da manga, apenas o sinal de C6 em 173,7 ppm, na
fracdo CSP o C6 estd em 175,9 ppm e o C6’ em 172,9 ppm que € mais protegido por conta da
metila do éster, em SSP o C6 estd em 175,7 ppm e 0 C6’ em 172,7 ppm. Diante disso, tem-se
que os valores de deslocamento quimico sao bastante semelhantes entre si e sao coerentes com
a literatura (Silva et al., 2012). A coeréncia dos valores de deslocamento quimicos de *C com

a literatura também ¢ notada para a fracdo HC (Bhagia et al., 2018, Sun et al., 2019).
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Figura 10 — Espectro de RMN-"*C de a) WSP, b) CSP, ¢) SSP e d) HC da casca do maracuja
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Na Figura 11, encontram-se os espectros de HSQC para cada fragdo da casca do
maracuja e refor¢am o que foi dito em relag@o aos espectros unidimensionais com a presenga
de pectinas (Silva et al., 2012) e hemicelulose (Kang, Guo e Shi, 2019) na amostra. Na Tabela
4, entretanto, para um melhor entendimento, destacou-se apenas os valores de deslocamentos
quimicos para as fracdes que contém pectina ( a) WSP, b) CSP e c) SSP) e adicionou-se os

valores de deslocamentos quimicos de C6 e C6’ encontrado no espectro de RMN-C.



Figura 11 — Espectro HSQC de a) WSP, b) CSP, ¢) SSP e d) HC da casca do maracuja
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Tabela 4 — Valores de deslocamentos quimicos do HSQC das fracdes obtidas da casca do

maracuja
Deslocamento quimico (ppm)
Amostra y oy g H- H H- H- C6 C6 OCH-
2/C2 3/C3 4/C4 5/C5 5/CH 3
WSP 110,82/ 71,29/ 71,37/ 81,72/ 74,35/ 73,8/ 173,7 - 56,08
5,08 3,72 3,98 4,45 4,67 5,02 /3,80
CSp 102,51/ 71,53/ 71,27/ 81,96/ 74,51/ 73,80/ 1759 172,9 56,0/
5,08 3,71 3,97 4,42 4,73 5,01 3,80
SSP 102,88/ 71,35/ 71,82/ 81,71/ 74,1/ 73,94/ 175,7 173,7 56,0/
5,09 3,73 3,98 4,43 4,77 5,04 3,80

Fonte: elaborada pela autora.

5.2.2.1 Grau de Esterificagdo

Na Tabela 5, tem-se as pectinas da casca do maracuja, a fragdo WSP, ndo foi

possivel ser determinada pela baixa intensidade de sinal de H-5, ja a fracdo CSP ¢ classificada

como altamente esterificada, e SSP ¢ classificada como pouco esterificada, ela ndo possui

facilidade para formacao de géis.

Tabela 5 — Grau de Esterificacao para as fracdes WSP, CSP e SSP obtidas da casca do maracuja

Amostra Grau de Esterificacio (%)
WSP -
CSP 55,6
SSP 18,6
(Freitas de Oliveira et al., 2016) 60,36 — 79,59
(Liew, Chin e Yusof, 2014) 59,8

Fonte: elaborada pela autora.
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5.2.3 Bagaco do Caju

Os espectros de RMN-'H obtidos de todas as fracdes do bagaco do caju se
encontram na Figura 12. Os espectros mostraram hidrogénios anoméricos tipicos (H-1) em
cerca 5,09 ppm em todas as amostras de pectina ( a) WSP, b) CSP e ¢) SSP), além do também
tipico sinal em 3,80 ppm referente ao OMe, os demais sinais também apresentam deslocamento
quimico semelhante, excetuando-se o H-5 da fracdo SSP que ndo pode ser detectado, entretanto
os demais sinais mostraram-se coerente com a literatura (7Tamiello-Rosa et al., 2019). Ja para a
fracdo HC tem-se a presenga de apenas dois, diferentemente da casca da manga e do maracuja,
residuos glicosidicos principais, o acido 4-O-metil-galacturdnico e a B-D-Xilose, porém que

sdo coerentes também com o encontrado na literatura (Bhagia et al., 2018; Sun et al., 2019).

Figura 12 — Espectro de RMN 'H de a) WSP, b) CSP, ¢) SSP e d) HC do bagago de caju
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Os espectros de RMN-2C encontram-se na Figura 13 e corroboram com os
espectros de 'H sugerindo de fato a existéncia de estrutura de pectina de todas as fragdes ( a)

WSP, b) CSP e c) SSP), entretanto na amostra de bagago de caju apenas os deslocamentos
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quimicos referentes ao C6, referente a carbonila do acido galacturdnico, foram detectados e
apenas nas fragdes CSP e SSP. Na fragdo CSP o C6 estd em 177,3 ppm e em SSP o C6 esta em
177,3 ppm também. Diante disso, tem-se que os valores de deslocamento quimico ainda assim
estdo coerentes com a literatura (Tamiello-Rosa et al., 2019). A coeréncia dos valores de
deslocamento quimicos de *C com a literatura também ¢ notada para a fragdo HC (Bhagia et

al., 2018; Sun et al., 2019).

Figura 13 — Espectro de RMN-"*C de a) WSP, b) CSP, ¢) SSP e d) HC do bagago do caju
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Na Figura 14, encontram-se os espectros de HSQC para cada fracdo do bagaco de
caju que corroboram com o que foi dito em relacdo aos espectros unidimensionais
correspondendo com a presenca de pectinas (Tamiello-Rosa et al., 2019) e hemicelulose (Kang,
Guo e Shi, 2019) na amostra. Na Tabela 6, entretanto, para um melhor entendimento, destacou-
se apenas os valores de deslocamentos quimicos para as fragcdes que contém pectina ( a) WSP,
b) CSP e ¢) SSP) e adicionou-se os valores de deslocamentos quimicos de C6 encontrado no

espectro de RMN-3C.



Figura 14 — Espectro HSQC de a) WSP, b) CSP, ¢) SSP e d) HC do bagago do caju
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Tabela 6 — Valores de deslocamentos quimicos do HSQC das fra¢des obtidas do bagaco do caju

Deslocamento quimico (ppm)

Amostra H- H- H- H- H- C6 C6& OCH-
1/C1  2/C2 3/C3 4/C4 5/C5 5/C5 3

WSP 110,85/ 8121/ 79,79/ 81,76/ 7484/ 73,8/ - - 55,95/
507  3.63 395 447 467 5,02 3.80

CSP 10351/ 81,0/ 76,76/ - - - 1773 - -
536 3,64 396

SSP 103,03/ 80,76/ 76,37/ - - - 1773 - -
536  3.63 3095

Fonte: elaborada pela autora.

5.2.3.1 Grau de Esterificagdo

Na Tabela 7, tem-se que as pectinas do bagaco do caju: WSP ¢ classificada como

altamente esterificadas e CSP ¢ classificada como pouco esterificada, ela ndo possui facilidade

para formacao de géis, ja para SSP ndo foi possivel determinar pela baixa intensidade de sinal

de H-5.

Tabela 7 — Grau de Esterificagdo para as fragoes WSP, CSP e SSP obtidas da casca do bagaco

do caju
Amostra Grau de Esterificacdo (%)
WSP 68,7
CSP 40,7
SSpP -
TAMIELLO-ROSA et al., 2019 76

Fonte: elaborada pela autora.
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5.2.4 Casca do Coco Verde

Os espectros de RMN-'H obtidos de todas as fragcdes da casca do coco verde se
encontram na Figura 15. Os espectros de RMN-'H mostraram hidrogénios anoméricos tipicos
(H-1) em cerca 5,09 ppm em todas as amostras de pectina ( a) WSP, b) CSP e ¢) SSP), além do
também tipico sinal em 3,80 ppm referente ao OMe, os demais sinais também apresentam
deslocamento quimico semelhante, apenas o H-5 da fragdo WSP nao foi dectado, contudo os
demais sinais mostraram-se coerentes com a literatura (Barbieri et al., 2019, Grassino et al.,
2016). Ja para a fragdo HC, assim como na amostra de bagaco de caju, tem-se a presenga de
dois residuos glicosidicos principais, o acido 4-O-metil-galacturénico e a -D-Xilose, mas que
também sdo coerentes com o encontrado na literatura (Bhagia et al., 2018, Sun et al., 2019).

Figura 15 — Espectro de RMN-'H de a) WSP, b) CSP, ¢) SSP e d) HC da casca da casca do
coco verde.
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Os espectros de RMN-"C encontram-se na Figura 16 e corroboram com os
espectros de 'H sugerindo de fato a existéncia de estrutura de pectina, entretanto somente para
as fracdes a) WSP e b) CSP, pois o espectro de SSP teve problemas e nao pode ser adicionado.

Observa-se também apenas os sinais de C6 na fragdo WSP em 173,7 ppm e na fracdo CSP o C6
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esta em 173,8 ppm. Diante disso, tem-se que os valores de deslocamento quimico, apesar da
auséncia de C6’, as fracoes WSP e CSP sao bastante semelhantes entre si e sdo coerentes com
a literatura (Barbieri et al., 2019; Grassino et al.,, 2016). A coeréncia dos valores de
deslocamento quimicos de *C com a literatura também ¢ notada para a fracdo HC (Bhagia et

al., 2018; Sun et al., 2019).

Figura 16 — Espectro de *C RMN de a) WSP, b) CSP, ¢) SSP e d) HC da casca da casca do
coco verde
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Na Figura 17, encontram-se os espectros de HSQC para cada fragdao da casca do
coco verde que reforcam o que foi dito em relacdo aos espectros unidimensionais
correspondendo com a presenga de pectinas (Barbieri et al., 2019) e hemicelulose (Kang, Guo
e Shi, 2019) na amostra. Na Tabela 8, entretanto, para um melhor entendimento, destacou-se
apenas os valores de deslocamentos quimicos para as fragdes que contém pectina (a) WSP e b)

CSP e adicionou-se os valores de deslocamentos quimicos de C6 encontrado no espectro de
RMN-2C.
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Figura 17 — Espectro HSQC de a) WSP, b) CSP e ¢) HC da casca do coco verde
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Tabela 8 — Valores de deslocamentos quimicos do HSQC das fragdes obtidas da casca do coco

Deslocamento quimico (ppm)

Amostra py o H- H- H- H- C6 C6 OCH-
2C2 3C3 4/CA 5/C5 S°CS 3

WSP 10144/ - 7181/ 8204/ - 7384/ 1737 - 5627
5.08 308 444 5.08 3.80

csP 10231/ - _ 8191/ 7431/ 7329/ 1738 - 5587/
5.1 444 476 5.06 3.80

Fonte: elaborada pela autora.
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5.2.4.1 Grau de Esterificagdo

Na Tabela 9, tem-se que as pectinas da casca do coco, WSP, ndo foi possivel ser
determinada pela baixa intensidade de sinal de H-5, CSP e SSP sdo classificadas como

altamente esterificadas, elas possuem facilidade para formacao de géis.

Tabela 9 — Grau de Esterificacao para as fragdes WSP, CSP e SSP obtidas da casca do coco

Amostra Grau de Esterificacdo (%)
WSP -
CSpP 71,6
SSp 61,3

Fonte: elaborada pela autora.

5.2.2 Fracoes

Neste item, foram comparados entre si os espectros de hidrogénio das fracdes
extraidas das diferentes amostras estudadas a fim de investigar se as semelhangas e as diferengas

entre as fragdes, ja que apesar de todas serem pectinas sdo extraidas de fontes distintas.

5.2.2.1 WSP

Na Figura 18, tem-se os espectros de hidrogénio das fragdes WSP obtidas da casca
da manga, da casca do maracuja, do bagago do caju, da casca do coco verde e do bagago da
cana-de-actucar. Os sinais em torno de 5,09 e 5,14 ppm, para todas as amostras, sdo atribuidos,
respectivamente, a H-1 e H-1". Além do sinal de grupo OMe ter ficado claro em torno de 6 3,80
para todas as amostras. O sinal de H-5’¢ observado em 4,82 ppm. Nas amostras de casca da
manga, casca do maracuja e bagaco do caju o sinal de H-2 ¢ atribuido a 3,65 ppm, ja para as
amostras de coco e cana-de-acucar ¢ algo de 3,55 ppm. Para os sinais H-3 sdo atribuidos para
quase todas as amostras a 4,20 ppm, exceto para a casca da manga que ¢ 3,94 ppm. O sinal H-

4 possui 0 mesmo deslocamento quimico para todas as amostras em torno de 4,45 ppm. Diante
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disso, pode-se perceber que as fragdes WSP de todas as amostras possuem bastante similaridade
entre si, mesmo quando ha uma variagdo de deslocamento quimico nao ¢ algo discrepante sao
valores bem proximos e estes valores também estdo coerentes com a literatura (Barbieri et al.,
2019; Grassino et al., 2016; Silva et al., 2012; Yang et al., 2018). Isso mostra que apesar de
partir de diferentes materiais todas as fragdes WSP apresentaram os sinais caracteristicos de

pectina.

Figura 18 — Espectros de RMN 'H das amostras de WSP: a) casca da manga, b) casca do
maracuja, ¢) bagaco do caju, d) casca do coco verde e e) bagaco da cana-de-acucar
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5.2.2.2 CSP

As pectinas t€ém uma solubilidade mais baixa em agua devido a sua capacidade de
reticulagdo na presenca de ions Ca?’. Visando melhor a capacidade de extrair pectina das
amostras, utiliza-se um tampdo contendo CDTA que é um forte agente quelante de Ca*" que
interrompe a formacao desses complexos indesejados deixando a pectina mais acessivel (Li ef
al., 2019). Na Figura 19, estdo presentes os espectros de hidrogénios de todas as amostras

utilizadas, diferentemente das fragdes WSP, o perfil das fragdes CSP foi bastante distinto entre
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si. Evidenciando que o agente reticulante CDTA nao agiu de forma igual para todas as amostras.

O sinal de H-1" em 5,14 ppm (Barbieri et al., 2019; Silva et al., 2012; Winning et
al., 2007) pode ser visto somente na fracdo CSP proveniente da casca da manga. J4 os sinais H-
1 e H-5 estdo sobrepostos em torno de 5,09 ppm (Barbieri et al., 2019; Grassino et al., 2016;
Qin et al., 2020) para todas as fragdes. O sinal para o H-5’ tem uma faixa de deslocamento, na
qual, ele pode se apresentar, variando de 4,6 — 4,8 ppm (Rosenbohm et al., 2003) para a amostra
da casca de manga o H-5’ esta em 4,82 ppm, para a casca do maracujad em 4,75 ppm, para o
bagacgo do caju em 4,83 ppm e para a casca do coco verde em 4,78 ppm. De forma semelhante
o sinal de H-4 apareceu em todas as amostras variando minimamente entre 4,44 — 4,47 ppm
(Barbieri ef al., 2019; Grassino et al., 2016), enquanto que s6 se pode notar o sinal de H-3 nas
amostras de casca da manga e do maracuja em torno de 3,9 ppm (Barbieri et al., 2019; Qin et
al., 2020). O sinal caracteristico do grupo OMe esta presente em todas as amostras em torno de

3,80 ppm (Barbieri et al., 2019; Grassino et al., 2016; Winning et al., 2007).

Figura 19 — Espectros de RMN 'H das amostras de CSP: a) casca da manga, b) casca do

maracuja, ¢) bagaco do caju e d) casca do coco verde
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5.2.2.3 SSP

A solucdo de Na,COs extraiu as fracdes de pectina SSP ligadas por covaléncia
(Basanta et al., 2013). Na Figura 20, encontra-se os espectros de hidrogénio das fragdes SSP de
todas as amostras estudadas. Assim como para as fragdes CSP, apenas no espectro da casca da
manga ¢ observado o deslocamento quimico de 5,14 ppm para o H-1" (Barbieri et al., 2019;
Santos et al., 2020). Do mesmo modo, os sinais de H-1 e H-5 estdo sobrepostos em todos os
espectros das fragdes SSP com deslocamento entre 5,09 — 5,07 ppm (Qin et al., 2020;
Rosenbohm et al., 2003; Silva et al., 2012). Ja o H-5’ foi encontrado em todas as amostras,
excetuando-se a fracdo extraida do bagaco do caju, j& para as demais amostras teve o
deslocamento semelhante em torno de 4,80 ppm (Rosenbohm et al., 2003; Santos et al., 2020;
Silva et al., 2012). Os sinais de H-4 esté presente em todas as amostras e variam de 4,44 — 4,45
ppm (Barbieri et al., 2019; Grassino et al., 2016; Santos et al., 2020), enquanto que para H-3
os sinais variam 3,98 — 3,95 ppm (Barbieri et al., 2019; Qin et al., 2020; Santos et al., 2020),
exceto para a amostra da casca do coco verde, na qual, ndo foi possivel observar o sinal de H-
3. J4 o sinal de H-2, ndo foi possivel observa — lo apenas na amostra de bagago de caju, para as
demais amostras o deslocamento variou entre 3,71 — 3,77 ppm (Barbieri ef al., 2019; Grassino
et al., 2016). Por fim, o sinal do grupo OMe se mostrou claro em torno de 3,80 ppm em todas

as amostras (Barbieri ef al., 2019; Grassino ef al., 2016; Winning et al., 2007).
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Figura 20 — Espectros de RMN 'H das amostras de SSP: a) casca da manga, b) casca do

maracuja, ¢) bagaco do caju e d) casca do coco verde
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5.2.24 HC

Apds a remocdo dos polissacarideos pécticos, tem-se a ltima fracdo analisada, a
hemicelulose que ¢ composta por diferente residuos monossacaridicos, em sua maioria, xilanos
e abarinoses. (Bhagia et al., 2018). Diante disso, os sinais dos hidrogénios anoméricos da
hemicelulose sdo divididos basicamente em duas regides principais, na regido 6 5,2-5,4 ppm,
onde aparecem as unidades de arabinofuranosil e em & 4,4-4,7 ppm os residuos de xilopiranosil
aparecem (Wang, K. li ez al., 2019). Na Figura 21, encontram-se os espectros de hidrogénio de
todos as fragdes HC das amostras utilizadas neste trabalho. Os principais restiduos identificados
foram o 1,2-a-L-Araf em 5,37 ppm (Kang, Guo e Shi, 2019) para casca da manga e bagaco do
caju, este Ultimo, por sua vez com um sinal bem mais intenso, o que pode ser justificado pela
sua elevada massa molar que foi determinada por GPC e pode ser vista no item 5.4, pois apesar
de que a fracdo HC com maior massa molar ser a HC oriunda da casca do maracuja, ela ndo
apresenta o residuo 1,2-a-L-Araf, por isso a fragdo HC do bagaco do caju se torna a fragdo, na

qual, este residuo estd presente com maior intensidade. J& para as demais amostras, casca do
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coco verde e bagaco da cana-de-agucar, o sinal de 1,2-a-L-Araf aparece em torno de 5,40 ppm.
Com o sinal de maior intensidade no espectro de bagaco da cana-de-agucar, por este possuir
uma massa molar maior do que a fragdo oriunda da casca do coco verde.

Pode-se sugerir também que o sinal em 5,53 ppm que aparece apenas na fragio HC
na amostra de bagaco de cana-de-agtcar corresponde ao residuo 2-o-L-Araf (Kang, Guo e Shi,
2019). Ja o sinal em sinal 5,10 ppm sugere-se que seja 1,5-a-L-Araf (Qin et al., 2020) que
aparece apenas nas fragdes HC da casca da manga e do maracuja. O sinal em 4,9 ppm indica a
presenca do residuo T-B-Galp (Kang, Guo e Shi, 2019) que est4 presente em todas as amostras
excetuando a amostra de bagago de cana-de-agticar. O Uinico residuo que se mostrou presente
em todas as amostras foi o 1,4-B-D-Xilp que também ¢ bastante recorrente nas hemiceluloses
da literatura (Bhagia et al., 2018; Kang, Guo e Shi, 2019; Qin et al., 2020) com deslocamento
quimico em torno de 4,5 ppm. Assim, tal conjunto de evidencias, sugere a presenca de

hemicelulose em todas as fragdes extraidas.

Figura 21 — Espectros de RMN 'H das amostras de HC: a) casca da manga, b) casca do

maracuja, ¢) bagaco do caju, d) casca do coco verde e e) cana-de-agticar
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5.3 Analise por Espectroscopia por Refletincia Total Atenuada no Infravermelho com

Transformada de Fourier (ATR — FTIR)
5.3.1 Casca da Manga

Os espectros de FTIR das amostras da casca da manga sdo encontrados na Figura
22. Pode-se observar as bandas de absor¢ao em 1745 cm™ de estiramento de —COOH, em 1610
cm™' de estiramento de -C=0, em 1017 cm™! de vibragdes de —C-O-C do anel glicosidico para
as fragdes de pectina (Banerjee et al., 2018). Para a fragdo HC tem-se bandas de absor¢ao em
1610 cm™ de estiramento de -C=0 e em 1038 cm™ de vibrag¢des de —C-O-C do anel glicosidico

(Wang, C. et al., 2019).

Figura 22 — Espectro de Infravermelho das fracdes obtidas da casca da manga:
a) WSP, b) CSP, ¢) SSP e d) HC
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Fonte: elaborado pela autora.

5.3.2 Casca do Maracuja

Os espectros de FTIR das amostras da casca do maracuja sdo encontrados na Figura
23. Pode-se observar as bandas de absor¢cdo em 1738 cm™ de estiramento de -COOH, em 1605

cm™' de estiramento de -C=0, em 1012 cm™! de vibragdes de —C-O-C do anel glicosidico para
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as fragdes de pectina (Silva ef al., 2012). Para a fracdo HC tem-se bandas de absor¢do em 1638
cm™' de estiramento de —C=0 e em 1040 cm™ de vibragdes de —C-O-C do anel glicosidico

(Bhagia et al., 2018).

Figura 23 — Espectros de Infravermelho das fragdes obtidas da casca do

maracuja: a) WSP, b) CSP, ¢) SSP e d) HC
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Fonte: elaborado pela autora.

5.3.3 Bagaco do Caju

Os espectros de FTIR das amostras do bagaco de caju sdo encontrados na Figura
24. Pode-se observar as bandas de absor¢do em 1742 cm™ de estiramento de -COOH, em 1637
cm™' de estiramento de —C=0, em 1019 cm™ de vibragdes de —C-O-C do anel glicosidico para
as fragcdes de pectina (Santos et al., 2020). Para a fragdo HC tem-se bandas de absor¢do em
1606 cm™ de estiramento de —C=0 e em 1019 cm™" de vibrac¢des de —C-O-C do anel glicosidico

(Wang, C. et al., 2019).
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Figura 24 — Espectro de Infravermelho das fragdes obtidas do bagago do caju:

a) WSP, b) CSP, ¢) SSP ¢ d) HC
_COOHM

.c=0 -C-0-c*

V
N\ _ggOHW
—__
'\/“”

C=0—" COC

A

—COOH ’/ -C-0-C
-C=0

Transmitancia (%)

(d)
-C O/ -c 0-C

I |
4000 3500 3000 2500 2000 1 500 1000

Numero de onda (cm™)

Fonte: elaborado pela autora.

5.3.4 Casca do Coco

Os espectros de FTIR das amostras da casca do coco sdo encontrados na Figura 25.
Pode-se observar as bandas de absor¢cao em 1738 cm™ de estiramento de -COOH, em 1612
cm™' de estiramento de —-C=0, em 1023 cm™" de vibragdes de —C-O-C do anel glicosidico para
as fragdes de pectina (Lu et al., 2019). Para a fragdo HC, ocorreu o aparecimento de uma banda
até entdo s6 encontrada nas fragdes de pectina em 1738 cm™, além das bandas usuais em 1598

cm™! de estiramento de —C=0 e em 1032 cm™ de vibragdes de —C-O-C do anel glicosidico

(Canteri et al., 2019).
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Figura 25 — Espectro de Infravermelho das fragdes obtidas da casca do coco

verde: a) WSP, b) CSP, ¢) SSP e d) HC
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Fonte: elaborado pela autora.

5.4 Analise por Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC)

A partir da verificagdo dos valores de massa molecular de diferentes fragdes de
pectina, € possivel investigar a polidispersividade e o grau de heterogeneidade das amostras
analisadas, bem como prever a viabilidade para distintas aplicagdes, ja que quanto maior a
massa molecular, maior a rigidez do gel formado pela pectina, propicios para aplicagdes como
estabilizadores em alimentos. Por outro lado, caso a massa molecular seja muito baixa, nem
mesmo se pode observar a formacao desse gel (Jiang ef al., 2019; Kurita, Fujiwara e Yamazaki,
2008; Ognyanov e Kussovski, 2013; Zanella e Taranto, 2015).

Nesse contexto, o polissacarideo ¢ diretamente afetado pelo tamanho da sua
cadeia. Assim, faz-se necessario estudar as distribui¢cdes da massa molecular (My) e o indice de
polidispersividade (Mw/Mn) que € a medida da distribuigdo relativa da massa molar, dos
polissacarideos (Banerjee et al., 2018; Chen et al., 2019a). Na Tabela 10, tem-se a massa molar
das fracdes de todas as amostras de residuos, excetuando-se a fracdo WSP da casca de maracuja
que nao pode ser analisada. Desse modo, pode-se evidenciar que as massas de cada amostra

variaram na faixa de 10° até 10° e os indices de polidispersividade variam de 1,01 a 10,5,
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classificando a maioria das fragdes como polidispersiva (Banerjee ef al., 2018) e esses valores

estao coerentes com a literatura (Chen et al., 2019b; Qin et al., 2020).

Tabela 10 — Massas moleculares e indices de polidispersividade das fragdes de polissacarideos

Amostra Fracao Myw (kDa) Mw/ Mn
WSP 639,7 1,6
Casca da manga CSp 29083 3.1
SSP 2632,4 3,0
HC 63,7 2,7
WSP - -
Casca do maracuja CSP 863,0 4,6
SSP 395,1 2,5
HC 92,6 2,6
WSP 256,4 8,1
) CSp 876,6 4,5
Bagago do caju SSP 1066,2 10,5
HC 85,5 1,5
WSP 45,8 3,0
CSp 47,1 2,0
Casca do coco verde ISP 52.5 2.0
HC 59,6 1,6
WSP 13,6 1,8
Bagaco da cana-de-agucar ggi 163’95 }’(3)
HC 74,5 1,7

Fonte: elaborado pela autora.

Analisando a Tabela 10, observa-se que a gama de valores de massa molecular
obtida para as fragOes extraidas de pectina, encontram-se dentro da variacdo de massa molecular
observada em geral para pectinas, que vai de 50.000 a 150.000 Da (Sriamornsak, 2007).
Entretanto, também ¢ possivel observar algumas fragdes acima e abaixo desse intervalo. Isso
provavelmente se deve a constituigdo polimérica natural das matrizes utilizadas, bem como a
possibilidade de reticulacdo entre moléculas de pectina e agucares neutros polimerizados,
durante o processo de extragdo, formando assim polimeros de mais elevada massa molecular
(Kurita, Fujiwara e Yamazaki, 2008; Zanella e Taranto, 2015). As diversas fragdes obtidas
corroboram ainda para enfatizar a versatilidade da metodologia padrdo avaliada, possibilitando

a obtencdo de distintas fracdes de polissacarideos para diferentes aplicagdes.
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6 CONCLUSAO

A metodologia de extragdo investigada para os polissacarideos da parede celular
dos residuos de Mangifera indica, Passiflora eduli, Anacardium occidentale, Cocos nucifera.
e Saccharum officinarum teve um rendimento de 0,96 a 11,86% para as fragdes de pectina e de
4,82 a 28,15% para as fragoes de hemicelulose. Os espectros de RMN de 'H, *C ¢ HSQC
apresentaram similaridade com a literatura, sugerindo que as amostras obtidas sdo
polissacarideos de parede celular, tendo sido encontradas pectinas e hemiceluloses. Desse
modo, pode-se inferir que a metodologia pode ser aplicada a diferente matrizes, pois ela foi
capaz de extrair pectina até de materiais lignoceluldsicos como da casca do coco verde e cana-
de-acucar. O grau de esterificagdo das fragdes foi em sua maioria superior a 50%, sugerindo
assim, que as pectinas obtidas possam ser aplicadas na formagdo de géis para a industria de
espessantes e gelificantes. Os resultados dos espectros de infravermelho corroboraram com os
espectros de RMN com bandas caracteristicas de pectinas e hemiceluloses. As analises de GPC
mostraram que a massa molecular de todas as fragdes dos polissacarideos obtidas foram da
ordem de 10° a 10°, com indices de polidisperdisividade superiores a 1,0 correspondente com

0 observado em diversas fontes da literatura.
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