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RESUMO

Neste trabalho foi feita a extracdo de substancias presentes no meldo caipira (Cucumis melo
var. acidulus) que tenham aplicagdo mais especifica tanto na industria alimenticia, quanto na
indUstria farmacéutica e cosmética, sendo, portanto, de maior valor comercial que os frutos in
natura. O objetivo deste trabalho foi o de extrair, quantificar, caracterizar e modificar
quimicamente por sulfatacdo a pectina do meldo caipira (Cucumis melo var. acidulus). As
extracOes foram feitas em meio neutro, basico e acido, apresentando rendimentos de 8%, 10,8%
e 14%, respectivamente. Além da andlise elementar da pectina extraida em meio &cido, esta foi
caracterizada por Ressonancia Magnética Nuclear do Carbono (RMN *C) e do Hidrogénio
(RMN 1H), Titulacio Potenciométrica, espectroscopia na regido do infravermelho (FT-IR),
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), Difracdo de Raios-x (DRX), Analise
Termogravimétrica (TGA), Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Cromatografia de
Permeacdo em Gel (GPC), Reologia e Potencial Zeta. Algumas dessas analises ndo foram
realizadas para as amostras extraidas em meio basico, neutro e a acida sulfatada, bem como,
para a amostra de uso comercial, para as quais, as analises dependeram da finalidade a que se
propunha, seja para determinar alguma caracteristica especifica do material como o Grau de
Esterificacdo (GE), seja para identificar mudanca geral na estrutura do polimero como a
sulfatacdo. O RMN 23C revelou picos caracteristicos de acido galacturénico. O FT-IR e a
Titulacdo Potenciométrica permitiram o célculo do Grau de Esterificacdo (GE) das amostras
acida, basica, neutra, sulfatada e também de uma amostra comercial da Sigma Aldrich; o
resultado de GE das amostras, obtidos por essas técnicas, foram comparados entre si, mostrando
que as amostras acida e neutra sao de baixo GE.O resultado de GE da amostra &cida também
foi obtido por RMN H,confirmando sua condi¢do de baixo GE. O MEV da amostra acida
revelou particulas com estrutura esférica com achatamentos superficiais, tipicos de secagem em
spray dried, sugerindo potencial aplicagdo em encapsulacdo de farmacos. A DRX revelou que
0 material apresenta carater amorfo, com aumento de cristalinidade apds modificacdo quimica.
A técnica de TGA revelou os estagios de degradacdo da pectina em trés etapas. A curva de DSC
apresentou um pico endotérmico em 150 °C e um exotérmico em 245 °C, relativos a perda de
agua e a principal etapa de degradacdo do material, respectivamente. A massa molecular da
amostra acida, determinada por GPC, apresentou valores tipicos de materiais poliméricos 4,5 x
10° g/mol, condizentes com pectinas. O estudo reoldgico revelou a propriedade pseudoplastica
da solugéo de pectina.

Palavras Chave: Meldo caipira. Pectina. Sulfatagdo. Caracterizagao.



ABSTRACT

In this work the extraction of substances from the common melon (Cucumis melo var.
Acidulus) was carried out, which has more specific application in both, the food industry, as in
the pharmaceutical and cosmetic industry, becoming more valuable than the fruit in natura. The
objective of this study was to extract, quantify, characterize and modify chemically by sulfation
pectin the common melon (Cucumis melo var. acidulus). The extractions were performed in
neutral, acidic and basic conditions, with yields of 8%, 10.8% and 14%, respectively. In
addition to the Elementary Analysis, pectin extracted with acid, it was characterized by nuclear
magnetic resonance of carbon (*3C NMR) and Hydrogen (*H NMR), Potentiometric Titration,
Spectroscopy in the Infrared (FT-IR), Scanning Electron Microscopy (SEM), X-Ray
Diffraction (XRD), Thermogravimetric Analysis (TGA), Differential Scanning Calorimetry
(DSC), Gel Permeation Chromatography (GPC), Rheology and Zeta Potential. Some of these
analyzes were not performed for samples extracted in alkaline, neutral and sulfated acid, as well
as for commercial use sample, for which the analysis depended on the purpose for which it was
proposed, is it to determine a specific feature the material and the degree of esterification (DE)
or to identify overall change in polymer structure such as sulfation. The 13C-NMR showed
peaks characteristic of galacturonic acid. The FT-IR and potentiometric titration permitted the
calculation of the degree of esterification (DE) of acidic, basic, neutral and sulfated samples
and also a commercial sample from Sigma Aldrich; GE results of the samples obtained by these
techniques were compared, showing that the samples are acidic and neutral low GE. The result
of GE acid sample was also obtained by 'H NMR, confirming its low GE condition. The SEM
of the sample showed particles with acidic spherical structure with surface flattening, typical
drying spray dried, suggesting potential application in drug encapsulation. The XRD revealed
that the material has amorphous character, an increase of crystallinity after chemical
modification. The TGA technique revealed the pectin degradation in three stages. The DSC
curve showed an endothermic peak at 150 °C and an exotherm at 245°C for the loss of water
and the main step of breakdown of the material, respectively. The molecular weight of the acid
sample, determined by GPC, showed values of typical polymeric materials 4.5 x 10° g/mol,
consistent with pectins. The rheological study revealed the shear-thinning property of pectin

solution.

Keywords: Common Melon. Pectin. Sulfation. Description.
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1 INTRODUCAO

O meldo é um fruto muito apreciado e de expressiva popularidade em diferentes
paises como Turquia, Ira, Estados Unidos, Espanha e China que é o maior produtor mundial.
Em 2009, o meldo ocupava em todo o mundo uma area aproximada de 1,27 milhdes de hectares
(ha) e uma producdo de 26,8 milhdes de toneladas (t) de frutos, com uma produtividade média
de 21 t/ha (Embrapa, 2010).

A cultura do meloeiro no Brasil mostrou forte evolugdo no periodo de 1980 a 1999,
tendo um incremento da area cultivada de 5.661 para 15.000 ha, um aumento da ordem de
165%, elevando a producdo em 250% (Criséstomo et al., 2002). Dados do IBGE (2008)
mostram que essa area cultivada continuou crescendo atingindo 21.366 (ha).

Quanto ao comércio, em 2001 a exportacdo de meldo foi equivalente a 39,3 milhdes
de dolares, sendo superado apenas pela manga, com 50,8 milhdes (Cris6stomo et al., 2002).

O Brasil ocupava em 2002 a 192 posic¢ao na producéo e produtividade de meldo na
Ameérica do Sul, passando a ocupar, em 2007, o primeiro lugar. Segundo a Embrapa (2010) o
Brasil ocupa o décimo primeiro produtor mundial de meldo, com forte aumento do consumo
interno e das exportacbes. Um estudo sobre as exportacGes de frutas frescas realizado pelo
Instituto Brasileiro de Frutas (Ibraf, 2011), revelou que de 2003 a 2010 o meldo se manteve
entre as trés frutas mais exportadas pelo Brasil.

As principais areas produtoras de meldo no Brasil localizam-se no semiarido da
regido Nordeste, especificamente nas localidades de Mossord e Assu no Rio Grande do Norte
- RN e Baixo Jaguaribe-CE. As temperaturas elevadas, tipicas do semiarido, abundancia de sol
e pouca chuva na maior parte do ano, além do alto nivel tecnoldgico da lavoura do meléo,
colocam a regido Nordeste em posicdo de destaque no cenario nacional (Maia, 2013). Ainda
segundo Maia (2013), do total das vendas de meldo no Brasil em 2012, os Estados do Ceara e
Rio Grande do Norte forneceram 98,9%.

As principais espécies de mel&o cultivadas no Brasil sdo o Cucumis melo inodorus,
também conhecido como meldo espanhol, que possui casca lisa e cor amarela, e o Cucumis
melo cantaloupensis ou meldo japonés, que ao contrario do meldo espanhol possui cheiro e a
casca € enrugada. O meldo espanhol € o mais cultivado na regido do Rio Grande do Norte.
Grande parte da producéo € destinada a exportacéo, chegando a 40% do total. A fim de atingir
0 padrdo de qualidade exigido pelo mercado externo, o custo de producdo dos melGes do tipo
exportacdo torna-se mais elevado que os comercializados internamente. Por conta disso, 0

meldo comercializado no mercado interno € de menor qualidade e provém principalmente do
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pequeno produtor, que por vezes tem dificuldade de aumentar sua margem de lucro. Além disso,
h& espécies como o Cucumis melo var. acidulus ou mel&o caipira, que apesar de boa aceitacdo
local, possui baixissimo valor comercial. A razdo disso é que o fruto amadurece muito rapido
apos a colheita e por ter a casca muito fina chega a romper-se, 0 que exige seu consumo
imediato.

Considerando o grande potencial produtivo da regido e as dificuldades de
comercializacdo a pre¢os mais vantajosos, o isolamento de substancias especificas presentes no
meldo, como a pectina, e que apresentam relativa facilidade de extracdo, mostra-se como uma
alternativa na valorizagao do fruto com consequente aumento dos lucros da comercializacéo.

Nesse sentido, propos-se nesse trabalho a extragdo, caracterizagcdo e modificacao
quimica da pectina do meldo caipira, dando ao fruto mais uma alternativa para seu uso tanto na
industria alimenticia quanto na farmacéutica, o que pode aumentar sobremaneira seu valor
comercial.

Residuos citricos e polpa de mac¢d tem um alto contetdo de polissacarideos na
parede celular, sendo as matérias primas principais para a producao de pectina comercial (Ralet
e Thibault, 1994; Koubala et al., 2008; Srivastava e Malviya, 2011).

Ainda segundo Koubala et al. (2008) residuos de beterraba, pele de manga, cabecas
de girassol e cactus séo fontes de pectina comercial.

Pectinas estdo presentes principalmente na parede celular primaria e na lamela
média de plantas, constituindo aproximadamente 40% da parede celular de frutas e vegetais,
sendo um polissacarideo complexo composto por uma cadeia principal de acido galacturdnico
que pode ser metil-esterificado em variadas propor¢des (Voragen et al., 2009; Monfregola et
al., 2011).

As particulas poliméricas coloidais, como a pectina, tém ocupado posicdo de
destague no cenario mundial podendo ser usadas como aditivos alimentares, por causa de suas
propriedades espessantes, geleificantes e emulsificantes, na producdo de geleias, ou como
aditivos alimentares em sorvetes, sucos de frutas, pdes e bolos. A aplicacdo na industria
cosmética para uso em nanocosméticos tem igualmente assumido importante destaque, dentre
outros fatores, por possuir baixa toxicidade, em comparagdo com produtos inorgénicos, ou de
origem animal (Martinez, 2013).

Em medicina, a atividade bioldgica de polissacarideos sulfatados tem sido testada.
O trabalho realizado por Ono e colaboradores (2003) mostrou que camundongos infectados
com virus da febre amarela e dengue tipo 1, quando tratados com galactomanana sulfatada,

apresentaram resisténcia a morte em mais de 87%.



17

Os grupos sulfatos também sdo relatados como responsaveis pela atividade
anticoagulante das substancias conhecidas como heparinas, que também apresentam forte
capacidade anti-inflamatéria. O uso de heparinas como anticoagulante torna-se inviavel pois
sua forte atividade dificulta o estabelecimento de doses seguras. Até mesmo como anti-
inflamatorio, seu uso é limitado pela forte capacidade de causar hemorragias (Brito, 2008).

Dessa forma, a pesquisa por compostos semelhantes a heparina, os heparindides,
tem crescido bastante. Polissacarideos que possam ser modificados quimicamente com a adi¢do
de grupos sulfatos podem ser de grande importancia na utilizacgdo como antitrombotico
adequado que possa substituir a heparina no tratamento e prevencao de ocorréncias tromboticas.

A pectina extraida da polpa do meldo caipira, apresenta-se como uma alternativa
para esse mercado, pois pode ser facilmente retirada desse fruto, que € de baixo valor comercial,
e apresenta uma vasta possibilidade de aplicacGes, dentre elas, como heparindide com acao

antitrombdtica, que é a proposta desse trabalho.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A planta em estudo neste trabalho foi cultivada em jardim, no Bairro de Mondubim
na cidade de Fortaleza-Ce com coordenadas geograficas de 3°49°22”’ latitude Sul e 38°33°28”’
de longitude Oeste, sendo coletada em Fevereiro de 2014. O depdsito foi realizado no Herbario
Prisco Bezerra da Universidade Federal do Cearé - UFC, tendo como identificador o Prof. Dr.
Edson Paulo Nunes, Departamento de Biologia da UFC; coletor André Luiz Nascimento de
Sousa e nimero de exsicata 56115. Os demais detalhes de identificacdo sdo 0s que seguem

abaixo, conforme classificacdo de Naudin (Mallick e Masui, 1986; Domingos, 2002):

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Violales
Familia: Cucurbitaceae
Género: Cucumis
Espécie: Cucumis melo

Nome cientifico: Cucumis melo var. acidulus

A familia Cucurbitaceae estd dividida em duas sub-familias — Zanonioideae e
Cucurbitoideae e compreende por volta de 118 géneros e 825 espécies. Os géneros Cucurbita,
Sechium e Cyclanthera sdo originarios do Continente Americano e os outros vém da Africa e
Asia Tropical (Domingos, 2002).

Aproximadamente 26 espécies de Cucurbitaceas sdo cultivadas como horticolas em
diversas regides do mundo, sendo predominantemente cultivadas pelos seus frutos, com fins
econdmicos, com destaque para as abdboras, as melancias, 0s melGes e 0s pepinos. Espécies de
cucurbitaceas no Sul do Brasil tém sido cultivadas sob a forma de variedades locais adaptadas
aos fatores climaticos da regido. No entanto, muitas dessas espécies foram substituidas por

hibridos ou outras variedades comerciais (Embrapa, 2006).

2.1 Do ineditismo do estudo da espécie Cucumis melo var. acidulus
Estudos relatam diferentes aspectos de diversas espécies de meldo, no entanto, ndo

foram encontradas investigagdes acerca da espécie Cucumis melo var. acidulus, seja sobre sua


http://pt.wikipedia.org/wiki/Reino_(biologia)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Plantae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Divisão_(biologia)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Classe_(biologia)
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composicdo nutricional, ou sobre o isolamento e caracterizacdo de quaisquer de seus
componentes quimicos.

As caracteristicas morfologicas da espécie em estudo séo ilustradas pelas fotos que
aparecem na Figura 1 a seguir. Percebe-se que quando maduro o fruto apresenta uma regido
central alaranjada onde ficam as sementes, polpa branca e pele amarela de espessura muito fina
que chega a apresentar fissuras em sua superficie expondo a polpa.

Figura 1- Fases de desenvolvimento do meldo caipira: verde (1); de vez (2); maduro (3)

Fonte: O autor

2.2 Constituicdo quimica do mel&o
O meldo tem em sua composicdo principalmente os minerais sddio, potassio,
magnésio e fésforo (Karakaya et. al., 1995). Seu valor energético varia entre 20 e 60 kcal/100

g de polpa. Além disso, suprem totalmente as necessidades de vitaminas A e C no organismo.
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A composicdo quimica do meldo segundo a tabela brasileira de composi¢do dos alimentos é
mostrada na Tabela 1:

Tabela 1 -Composicao nutritiva do meldo em 100 g de polpa

Composi¢do Conteldo Composi¢do  Contetdo (mg)
Agua 83 % Niacina 0,5
Calorias 29 kcal Riboflavina 0,02
Proteinas 0,79 Célcio 3,0
Gorduras 0,19 Fosforo 12
Carboidratos 750 Sodio 9,0
Fibra 0,39 Magnésio 6,0
Vitamina A 140 Ul Potassio 188
Vitamina C 16 mg Ferro 0,30
Tiamina 0,03 mg Zinco 0,13

Fonte: (NEPA, 2011).

Além da polpa, as sementes das Cucurbitaceas também séo consumidas em diversos
paises como México e China por serem ricas em proteina, tiamina, niacina, célcio, ferro, fésforo

e magnésio (Karakaya et. al., 1995).

2.3 Bioatividades relatadas para o melao

Das vérias plantas que se destacam com potencial atividade bioldgica, cita-se a
familia das Cucurbitéceas, historicamente uma das familias de plantas mais relevantes no que
se refere a producéo de alimentos, fibras e fitoterapicos. Varias dessas espécies sao conhecidas
por suas caracteristicas nutritivas e/ou medicinais (Bisognin, 2002). Dentre elas, destacam-se
abobora, chuchu, melancia, meldo, moranga e pepino com grande importancia na horticultura
mundial (Baldin et al., 2002).

Meldes possuem propriedades antivirais potentes, estimulando o sistema imune e
ativando anticorpos naturais que colaboram no combate a virus. Estudos mostram ainda que o
mel&o amargo tem propriedades anticarcinogénica, podendo ser usado como agente citotdxico
em diversos tipos importantes de cancer, como o cancer de mama (Joseph e Jine, 2013).

Dentre as diversas substancias Uteis presentes no meldo, foi destacado nesse

trabalho a pectina, sobre a qual se discorre a seguir.
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2.4 Pectinas

Os polissacarideos sdo um importante conjunto de espécies quimicas naturais as
quais pertence a pectina, que podem ser encontradas tanto nos vegetais quanto na matéria
animal.

Pectinas sdo macromoléculas glicosidicas de alta massa molecular que séo
encontradas no reino das plantas. Elas formam a maior parte da lamela média, uma fina camada
de material adesivo extracelular encontrado entre as paredes de células adjacentes de plantas
jovens (Alkorta et al., 1997). Constitui mais de 60% da parede celular de plantas ndo gramineas
(Redgwell et al., 1997; Pose et al., 2012), cujos frutos tém sua firmeza reduzida durante o
amadurecimento em funcdo do metabolismo da pectina.

Em sua esséncia, substdncias pécticas sdo constituidas quimicamente por
heteropolissacarideos ramificados contendo de algumas centenas a mil blocos por molécula,
numa cadeia constituida de residuos de &cidos galacturénicos metilesterificados, unidos por
ligagdes a-(1,4), conforme ilustra a Figura 2; esta cadeia contém regibes com blocos de L-
ramnose, que podem ser substituidos em C-3 ou C-4 principalmente pelos aclcares neutros
arabinose, galactose e xilose como cadeias laterais(Alkorta et al., 1997; Monfregola et al.,
2011).

Figura 2 - Representacao esquematica da cadeia de &cido poligalacturdnico variavelmente metilesterificado.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Pectinas sdo fibras que exercem importante papel no trato gastrointestinal, o que
pode afetar o organismo como um todo. Por ser hidrofilica, a pectina absorve agua retardando

0 esvaziamento do contetdo géstrico para o intestino delgado, o que causa uma sensacdo de
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saciedade, revelando-se Util no controle da obesidade. Por outro lado, canceres de intestino
desencadeados por dietas gordurosas e pobres em fibra, podem ser combatidos com a agéo
diuretica da pectina que diminui o tempo de retencdo do bolo fecal e, por conseguinte, de
substancias carcinogénicas no intestino. A pectina regula a absorcdo da glicose por meio da
parede intestinal, sendo um caminho para o controle da diabetes (Monfregola et al., 2011).

Sabe-se que as condicdes de cultivo, fontes, localizagio e métodos de
processamento afetam a qualidade das pectinas (Iglesias e Lozano, 2004).Se for obtida de
plantas € utilizada como aditivo para os produtos alimenticios, tendo efeitos benéficos para
salde, auxiliando na digestdo e diminuicdo da quantidade de colesterol no sangue (Fietz et al.,
1999; Piedadeet al., 2003; Rodriguezet al., 2006). A extracdo de pectinas com o uso de acidos
é 0 método preferido industrialmente para obtencdo dessa substancia, seja de citricos ou outros
materiais como casca de maca e de soja ou cabeca de girassol.

As principais fontes de pectina e seus respectivos rendimentos sdo representados
pelos frutos listados na Tabela 2.

Tabela 2 - Teor de pectina de algumas frutas (extracdo em meio acido)

Frutas Substancias pécticas (%) — base seca
Manga 11,6
Limé&o 18,5
Bagaco de macd 15a20
Polpa de beterraba 15a20
Girassol 25

Fonte: (Koubala etal., 2008; Thakur et al., 1997).

Né&o foram encontrados estudos sobre extracdo de pectina de meldes em geral. No
entanto, trabalhos relatam que o processamento desse fruto deixa como residuos uma média de
60% da massa fresca dos frutos, distribuidos entre sementes, cascas e sobras de polpa (Miguel
et al., 2008). Portanto, tais residuos mostram-se como uma fonte alternativa para obtencao de
pectinas, que podem ser extraidas tanto da casca quando da polpa do fruto, aumentando seu

valor comercial, alem de contribuir para resolver o problema da eliminacdo dos residuos do
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processamento que apesar de trazer lucros para a agroindustria, muitas vezes sofre restrigdes

legais devido a problemas ambientais.

2.5 Grau de Esterificacdo (GE) de pectinas

As pectinas podem ser de baixo ou alto grau de esterificagdo (GE). O grau de
esterificacdo é definido como a porcentagem de unidades de acido galacturdnico esterificado
com metanol, grau de metilacio (GM); ou &cido acético, grau de acetilacdo (GA). Sao
consideradas de alto GE as pectinas com mais da metade dos seus grupos carboxilicos
esterificados. Esse tipo forma géis com facilidade na presenca de agucar e baixo pH (2,5-3,8).
As de baixo GE sdo as que tém menos da metade dos grupos carboxilicos esterificados com
metanol. Neste caso, elas caracterizam-se por formar géis na presenca de cations divalentes
como o calcio, em uma faixa de pH de 2,5 a 7, ndo necessitando de grandes quantidades de
acucares, o que € ideal para a preparacao de géis dietéticos (Campbell et al., 1979; Koubala et
al., 2008).

O processo de extracao influencia diretamente na estrutura fina de pectinas, que por
sua vez se relaciona diretamente com suas propriedades funcionais, como a formacéo rapida de
géis fortes, que dependem do GE. No entanto, parece existir um limite minimo de pH da solucéo
extratora, a fim de que ndo ocorra a hidrélise do material de forma a afetar sua estrutura, tanto
na cadeia lateral, reduzindo seu grau de esterificagdo, quanto na cadeia principal, afetando o
conteddo de &cido galacturénico do material. Koubala e colaboradores (2007) relatam que
pectinas extraidas com variacdo de pHs entre 1 e 3, temperatura de 75°C a 90°C e um tempo de
30 a 90 minutos, apresentaram uma varia¢do no contetdo de acido galacturénico e grau de
esterificacdo (GE) de 295 a 528mg/g e de 34 a 94%, respectivamente, enquanto que em agua
destilada o contetdo de &cido galacturdnico obtido foi de 860mg/g e o valor do GE de 73%.
Portanto, € preferivel 0 uso de acidos organicos diluidos para o procedimento de extracdo como
0 acido oxalico, que por apresentar um pH mais alto que os &cidos fortes, propicia menor
hidrdlise do material.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Isolar, caracterizar e modificar quimicamente a pectina do Cucumis melo var.

acidulus.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito das condicGes de extracdo em diferentes pHs no rendimento das

extracgoes;

e Caracterizar as pectinas das extracdes nas condicdes acida, basica e neutra, comparando

com a pectina citrica de uso comercial (PC);

e Modificar quimicamente, por sulfatacdo, a pectina extraida em meio &cido;

e Caracterizar a pectina sulfatada comparando com os resultados da pectina extraida em

meio acido e sem modificacao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencao dos frutos e preparacéo da polpa para extracdo da pectina

MelGes maduros foram colhidos de uma horta na cidade de Fortaleza. A
higienizacéo dos frutos foi feita por meio de lavagem com é&gua potéavel, seguida por imersdo
em solucdo diluida de hipoclorito de sédio por 30 minutos. Com o uso de uma faca do tipo
inoxidavel dois melGes foram abertos e suas polpas retiradas com auxilio de uma colher e
recolhidas em recipiente de plastico com capacidade de 400 mL. Em seguida as polpas foram
liofilizadas, pesadas e armazenadas a temperatura ambiente em depositos lacrados com

parafilme.

4.2 Extracdo da pectina do Cucumis melo var. acidulus

Os procedimentos de extragdo adotados estdo de acordo com o proposto por
Koubala e colaboradores (2008) com algumas modificaces.

Trés diferentes condi¢bes de extracdo foram aplicadas usando distintos agentes
extratores: agua destilada (meio neutro), &cido oxalico/oxalato de aménio (0,25% - pH 4,6) e
em meio basico com o uso de hidroxido de sodio (0,25%).

Todas as extragdes foram realizadas a 80 °C por uma hora, repetindo-se 0 processo
duas vezes, totalizando trés horas de extracgéo.

Em um béquer colocou-se a polpa e a solugdo extratora na proporc¢éo de 1:40 (m/v).
Levou-se o béquer a uma chapa aquecedora com agitacdo magnética, mantendo-se a
temperatura da solucédo a 80 °C, por uma hora. Apos esse tempo foi feita uma filtracdo a vacuo
do material, sendo a parte solida recolhida para uma nova extracao. O filtrado das extragdes foi
recolhido no mesmo recipiente e apds a terceira hora de extracao a parte sélida foi descartada.
Ajustou-se entdo o pH da solucédo (6 — 7) com NaOH. Apos o ajuste, a pectina foi precipitada
pela adi¢do de trés volumes de etanol 96%. Manteve-se a solu¢do em repouso a 4 °C por cinco
horas. Apos centrifugagdo a 7500 rpm durante 10 min, o etanol foi descartado. A pectina
resultante da centrifugacéao foi solubilizada em uma quantidade minima de agua e precipitada

novamente com etanol nas mesmas condigdes anteriores. Uma terceira lavagem foi realizada e
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a pectina obtida foi solubilizada em &gua deionizada e submetida a dialise por 48 horas com 2
trocas diérias, sendo liofilizada em seguida, pesada e armazenada a temperatura ambiente. Os
rendimentos foram de 8,0%, 10,8% e 14% para as pectinas extraidas nos meios neutro, acido e
béasico, respectivamente.

Conforme a condicéo de extragdo adotada, as amostras obtidas foram denominadas:
PCM-a, PCM-b, PCM-n, respectivamente, para as extra¢cbes em meio acido, basico e neutro. O

procedimento de extracdo esta representado no Fluxograma 1 abaixo:

Poupa liofilizada do meldo (15 g)

600 mL de Solucéo de &cido oxalico/oxalato de aménio

600 mL de Solucéo de
NaOH 0,25% (pH 8)

[ Precipitacdo com etanol 1:3 (v/v)

80 °C/1h - Centrifugacdo 7500 RPM/10 min
trés vezes Solubilizado em H,0O deionizada,

dialise, secagem, estoque.

600 mL de H,O
deionizada (pH 7)

Fluxograma 1 - Procedimento de extracdo da pectina do meldo caipira usando como agentes
extratores: solucdo de oxalato de aménio/acido oxalico (pH 4,6); dgua deionizada (pH 7) e
Hidroxido de sodio (pH 8).

4.3 Andlise e caracterizagdo da pectina do meldo caipira

4.3.1 Espectroscopia de Absorcdona Regido do Infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR)

Os resultados das anélises de Infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)
para as amostras PCM-a, PCM-b, PCM-n e PCM-as, foram realizadas em um espectrdmetro
Perkin EImer Modelo 16 PC. Em seguida foi preparado a amostra em pastilhas de KBr (1:80)

a dez toneladas para composicao dessa pastilha.
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4.3.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN-3C)

Para obtencdo do espectro de (RMN-'3C) da amostra PCM-a, esta foi solubilizada
em agua deuterada a 10 mg mL™ e transferida para um tubo de 5mm.

O espectro de RMN-3C foi obtido em frequéncia de 500 MHz a uma temperatura
de 70 °C. A 4agua foi utilizada como padrdo interno (4,2 ppm) e os deslocamentos quimicos

foram mostrados em ppm.

4.3.3 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-1H)

Para obtencdo do espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-
'H), a amostra PCM-a foi solubilizada em agua deuterada a 10mg.mL™* e transferida para um
tubo de 5 mm.

O espectro de RMN-H foi obtido em frequéncia de 500 MHz a uma temperatura
de 70 °C. A 4agua foi utilizada como padrdo interno (4,2 ppm) e os deslocamentos quimicos

foram mostrados em ppm.

4.3.4 Determinacao do Grau de Esterificacdo (GE)

Foram utilizados trés métodos para determinacdo do grau de esterificacdo (GE) das
amostras: Titulacdo Potenciométrica, Espectroscopia de Absorcao na Regido dolnfravermelho
com Transformada de Fourier (FT-IR) e Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-
'H) ja adotados por outros autores anteriormente (Bochek et al., 2001; Singthong et al., 2004;
Pinheiro et al., 2008; Fellah et al., 2009).

4.3.4.1 Determinacdo do GE por Titulacdo Potenciométrica

Para o método da titulagdo potenciométrica utilizou-se pectina seca (0,2 g) que foi
colocada em um becker e umedecida com 2 mL de etanol 96%. Em seguida 20 mL de agua
destilada foi aquecida a 40 °C e adicionada a pectina umedecida com alcool. Foi acrescentado
5 gotas de fenolftaleina a essa solugédo a qual foi titulada com NaOH (0,1 mol/L), sendo esse

resultado anotado como titulag&o inicial (Ti). Em seguida, foi acrescentado 10 mL de solugéo
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de NaOH (0,1 mol/L) a amostra titulada a qual foi submetida a agitacdo constante por 2 h para
saponificacdo dos grupos carboxilicos esterificados. Em seguida, foi adicionado 10 mL de HCI
(0,1 mol/L), e a amostra foi agitada até a cor rosa desaparecer. Cinco gotas de fenolftaleina
foram adicionadas e a solucéo foi entdo titulada com NaOH (0,1 mol/L) até o aparecimento de
uma ligeira cor rosa, a qual persistiu ap6s agitacdo. O volume de NaOH gasto nessa titulacdo
foi registrado como titulagéo final (Tf). O volume de NaOH gasto na titulagéo final foi utilizado
para calcular o nimero de grupos carboxilicos esterificados. O grau de esterificacdo foi

calculado usando a Equagéo 1:

Tf
%GE = —————x1 1
% G Tf+Tix 00 (D)

4.3.4.2 Determinacdo do GE por FT-IR

O grau de esterificacéo calculado por meio do Infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR) foi feito a partir de analise gravada em um espectrometro Perkin ElImer modelo
16 PC. A amostra PCM-a sélida foi macerada e transformada em um p6 fino com o uso de um
almofariz e pistilo e prensado em pastilhas de KBr (1:80) a oito toneladas para composigéo
dessa pastilha. As bandas caracteristicos do espectro de transmissdo do infravermelho foram
gravadas a uma resolucéo de 4 cm™ e uma regifo de comprimento de onda de 4000 cm™ a 300
cm™.

No espectro do infravermelho a area sob as bandas correspondentes aos Grupos
Carboxilicos Esterificados - COO-R (1750 cm™) e a area sob a banda dos grupos carboxilicos
livres COO— (1600-1650 cm™) foi usada para o céalculo do GE.

A Equacéo 2 foi usada para calcular o grau de esterificacdo (GE) das amostras de

pectinas através de FT-IR.

% cE = 2°E 100 2
0UE = T6c * (2)

Onde, GCE se refere aos Grupos Carboxilicos Esterificados e TGC, ao Total de

Grupos Carboxilicos, esterificados e livres.
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Dessa forma, 0 GE é expresso como a razdo entre a area dos grupos carboxilicos
esterificados (GCE) e a area do total de grupos carboxilicos (TGC), multiplicada por 100. As

areas sob as bandas foram calculadas com o uso do software Origin 8.

4.3.4.3 Determinacdo do GE por RMN-!H da pectina do mel&o caipira extraida em meio
acido

A amostra PCM-a foi solubilizada em agua deuterada a 10 mg.mL™ e transferida
para um tubo de 5 mm.

Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios foram encontrados por meio de
sequéncias de pulsos préprias do equipamento de 16 varreduras.

A determinacdo do GE foi obtida por meio das integrais dos picos dos H-5 dos

grupos esterificados e livres. Utilizou-se limitagdo manual para a regido dos picos integrados.

4.3.5 Anélise Termogravimétrica (TGA)

As curvas TGA das amostras foram obtidas em um mddulo termogravimeétrico DTG
— 600 Hz. As medidas termogravimétricas foram efetuadas usando suporte de amostra de
platina, valores médios de massas das amostras de 4,5 mg, razdo de aquecimento de 10 °C .
min, num intervalo de temperatura de 25 a 800 °C, em atmosfera dindmica de nitrogénio, com

vazdo de 30 mL mint. O equipamento utilizado foi um DTG modelo Q50 da TA Instrument.

4.3.6 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) da pectina do meldo

As curvas DSC das amostras foram obtidas na faixa de temperatura entre 25 e 300
°C, em célula calorimétrica, sob atmosfera dindmica de Nitrogénio. A célula DSC foi calibrada
antes dos ensaios no eixo de temperatura, utilizando padréo de indio metalico (Tfusdo = 156,6
°C) com pureza de 99,99%. Utilizou-se capsulas de aluminio parcialmente fechadas contendo
aproximadamente 5 mg de amostra e 10 mg de Alumina (a-Al.O3) como referéncia. O
aquecimento foi realizado em uma taxa de 10 °C min e o equipamento utilizado foi um DSC
Q20 V24.9 Build 121da Shimadzu (Japéo, Kyoto).
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4.3.7 Disperséo de raios-x (DRX)

As andlises de difracdo de raios-x das amostras PCM-a e PCM-as foram feitas em
um difratometro Bruker. Uma faixa de zero a 40 graus de dois theta foi usada e lambida de
1,54050 A.

4.3.8 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Morfologia das paredes da amostra PCM-a foi examinada por Microscopia
Eletrdnica de Varredura (MEV). As particulas foram depositadas em condutor decarbono de
dupla face com fita adesiva em aluminio, e por revestido com ouro por pulverizacdo. As
amostras foram observadas em um Microscopio Eletronico de Varredura FEI Inspect F50, a 20
kV.

4.3.9 Cromatografia de permeacdo em gel (GPC)

A técnica de Cromatografia de Permeacgdo em Gel (GPC) foi utilizada para verificar
dentre outros fatores possiveis, a massa molecular média e a polidispersividade das moléculas
de pectina do mel&o caipira.

As analises por cromatografia de permeacdo em gel (GPC) para as amostras PCM-
a, PCM-b e PCM-as foram realizadas em um cromatégrafo SHIMADZU LC-10AD com
detector de indice de refracdo RID-10A a 40 °C. A coluna utilizada possui como caracteristicas:
Ultrahydrogel linear 7,8 x 300 mm, fase mdvel de NaNOz 0,1 mol/L a temperatura ambiente,
fluxo de 0,5 mL/min e o volume de amostra injetada foi de 20 pL.Para a determinagdo das
massas molares das amostras analisadas utilizou-se padrdes de pululanas (Shodex
Denko®) (MM de 5.9 x 10% a 7,88 x 10° g/mol).

Além das amostras citadas foi submetida a analise, uma amostra de pectina citrica
comercial (PC) da marca SIGMA ALDRICH.

Todas as amostras foram preparadas na concentragdo de 1 mg/mL (0,1 % m/v) e

filtradas em membrana Milipore® 0,45 pm.
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4.3.10 Estudo reoldgico da pectina do meldo caipira

As propriedades reoldgicas de fluxo continuo das amostras PCM-a e PC foram
determinadas na Universidade Federal do Ceara (UFC) em um equipamento Advanced
Rheometer de Tensdo Controlada AR2000 com banho de temperatura controlavel e geometria
do tipo cone-placa de 20 mm de diametro, angulo de 2°00°40” e com um truncamento de 53
pm.

As amostras PCM-a e PC (0,5 mL a 0,4% m/v) foram adicionadas ao recipiente no
estado fluido. A solucgéo ao redor do cone foi mantida umedecida usando atmosfera saturada de
solucgéo ao redor da cela e o que evaporou néo foi significativo nas escalas de temperatura e
tempo utilizadas. As amostras foram equilibradas aproximadamente por 2 minutos antes de
comecar o0 experimento. As demais amostras, PCM-b, PCM-n e PCM-as, envolvidas nesse
estudo ndo tiveram suas propriedades reoldgicas determinadas porque optou-se por fazer, com
maior énfase, comparacdes entre as propriedades da amostra comercial (PC) e amostra extraida
em meio acido (PCM-a), tendo em vista que essa Ultima, é a preferida comercialmente.

4.3.11 Potencial Zeta da pectina do meldo caipira

O potencial zeta das amostras de PCM-a, PCM-b PCM-n e PCM-as foi determinado
no Instituto Federal de Educacao Tecnoldgica do Ceara (IFCE) com o uso do equipamento Zeta
sizer nano 3000 — HS Doppler a temperatura ambiente, em pH 7. Foram preparadas solucdes
de 1 mg/mL para cada amostra (10 mL). Aliquotas de 1 mL de cada amostra foram coletadas e

dispostas em cubetas proprias do equipamento e submetidas a analise.

4.4 Modificacdo quimica da pectina obtida do meldo caipira - Procedimento de Sulfatacdo

Neste estudo optou-se pela sulfatacdo da amostra extraida em condicdes acidas
(PCM-a), utilizando-se solucao aquosa 0,25% de &cido oxalico/oxalato de amonio (pH 4,6), por
ser, com agente extrator acido, o modo utilizado na industria para extracdo de pectina comercial.
Além disso, usou-se acido oxalico, um acido organico, em vez de outros utilizados na industria,
como o &cido cloridrico ou acido nitrico, por apresentar aquele, vantagens em relacdo a estes,
como menor agressdo a estrutura geral do material, o que determina diretamente suas

caracteristicas funcionais como velocidade de formacéo e forca de géis (Koubala et al., 2007).
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Para realizacdo da sulfatacdo adotou-se o procedimento experimental adaptado da
metodologia empregada por O’Neill (1955) e Ono et al. (2003), em que 300 mg de PCM-a
liofilizada foram adicionadas em uma mistura de piridina e N,N-dimetilformamida (50:30 v/v),
com agitacdo magnética, a 25 °C por doze horas, seguido por resfriamento a 4 °C por mais doze
horas. Levou-se a mistura a chapa aquecedora, sob agitacdo magnética, até que a temperatura
atingisse 80 °C e adicionou-se lentamente 7 mL de &cido clorossulfonico. A solucédo obtida foi
entdo resfriada a temperatura ambiente e neutralizada com uma solugéo saturada de bicarbonato
de sodio. Apds dialise (membrana de corte 12.000 g/mol) por 120 h, a amostra obtida foi
liofilizada a -5 °C, sendo nomeada de PCM-as. O procedimento de sulfatacéo estd resumido no

Fluxograma 2 a seguir:

PCM-a (300 mg)

=+
N,N-dimetilformamida (30 mL) [
=+

Piridina (50 mL)

- agitacdo magneética (25 °C) por 12 h;
- resfriamentoa 4°C

- Sistema fechado;

Acido clorossulfénico (7 mL) || - Temperatura de 80°C;
- Refrigerado a 4 “C por 24 h

-Ajuste de pH (7,0)

Solugéo saturada de | - Dialisado por 120 h; _ —
bicarbonato de sédio -Liofilizado i v
- Estocado

Fluxograma 2 — Procedimento de sulfatacdo da pectina do meldo caipira extraida com solucao

de oxalato de amonio/acido oxalico (pH 4,6).

4.4.1 Analise elementar das amostras PCM-a e PCM-as

Com o objetivo de quantificar o percentual e qualificar os elementos quimicos
presentes nas amostras de pectina, foi realizada a técnica de andlise elementar. Optou-se por
analisar apenas as amostras PCM-a e PCM-as a fim de perceber-se a diferenca no percentual

de enxofre entre as amostras antes e apds a sulfatacao.
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A composicdo dos elementos quimicos presentes nas amostras PCM-a e PCM-as
foi realizado por meio de um equipamento Perkin-Elmer CHNS 2400 analyzer. Por meio dessa
técnica foram quantificados os teores de carbono, hidrogénio, calcio, sodio nitrogénio e enxofre

nas amostras citadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ExtracOes e rendimentos

Todas as solugdes obtidas apds as extracdes nos trés diferentes agentes extratores
apresentaram precipitacdo instantanea de pectina, que se revelaram como pequenas esferas
transparentes que ficaram em suspensdo na solucédo com etanol. Apds 24 h de repouso, um gel
forte precipitou na solucdo, e uma porcdo menor do material insolivel permaneceu em
suspensdo. Todas as solugdes apresentaram aspecto amarelado quando da etapa de lavagem,
tornando-se clara ap0s a terceira lavagem com etanol.

As extracGes em meio acido e neutro apresentaram extratos de aspecto gelatinoso e
com tonalidade clara e transllcida. Essa cor clara sofreu ligeiro escurecimento quando da
extracdo em meio bésico. O pH das solugdo ndo sofreu variacdo durante o procedimento de
extracdo, ndo necessitando, portanto, de tamponamento para as solu¢cdes neutra e basica.

A solucdo extratora de hidréxido de sodio 0,25% (meio béasico) foi a que resultou
em maior rendimento (14%), seguida da acida (10,8%). A extracdo em meio neutro apresentou
0 menor rendimento (8%). Koubala e colaboradores (2008) apresentaram resultados de extragdo
de pectina de manga em HCI (pH 1,5), com oxalato de aménio, e com &gua, cujos rendimentos
foram menores quando agua foi usada como solugdo extratora, corroborando com os resultados
desse trabalho. Os autores apontam a solucéo de oxalato de amdnio como a mais eficiente no
processo de extracdo. Solugbes extratoras preparadas com acidos fracos (pH de 3,5-4,6) tém
sido preferidas em relagdo aquelas obtidas de &cidos fortes (pH 1,5-2,0), por apresentarem
maiores rendimentos e fornecerem pectinas com grau de esterificacdo mais elevados que em
pH muito baixos (Kalapathy e Proctor, 2001; Koubala et al. 2008; Pinheiro et al., 2008).

Ralet e Thibault (1994) mostram que parte do material hidrolisado durante a
extracdo com é&cido forte (pH 1,5-2,0) pode se perder durante o processo de dialise,
representando reducdo expressiva no rendimento. Outro fator desfavoravel ao rendimento de
extracdo com &cido forte é o fato das partes hidrolisadas ndo virem a precipitar em etanol
(Kalapathy e Proctor, 2001). H& relatos de que residuos de extracdes em pH muito baixos séo
inadequados a nutricdo humana, além disso, solucbes acidas acarretam poluicdo da agua e
corrosdo (Ralet e Thibault, 1994). Dessa forma, a extracdo com &cido oxalico/oxalato de
amonio (pH 4,6) mostra-se vantajosa, sob varios aspectos como aumento do rendimento de
extracdo, grau de esterificagdo mais elevado, maior confiabilidade de aplica¢do na industria de

alimentos e sobretudo, do ponto de vista ambiental.
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Kalapathy e Proctor (2001) defendem que ndo ha diferenca significativa no
rendimento de extracdo quando do incremento do pH acima de 3,5. Entretanto, ha relatos de
que quantidades substanciais de pectina foram extraidas sob condi¢fes alcalinas quando
comparadas com condicGes neutras de extracdo (Yeohet al., 2008). Entretanto, o processo de
extracdo em meio basico causa instabilidade na cadeia principal da molécula de pectina
conferindo-lhe uma tendéncia & decomposi¢do. Diante disso, a precipitacdo de pectina com
etanol fica impossibilitada. Portanto, a extracdo de pectina sob condic¢des alcalinas é pouco
utilizada ('Yeoh, 2008).

Os resultados dos rendimentos de extragdo nos metodos utilizados estdo tabulados

na Tabela 3:

Tabela 3— Valores de rendimento das extracGes acida(pH 4,6), basica (pH 8,0) e neutra

(pH 7,0)
Extragéo Massa (mg) Rendimento (%)
Acida 108 10,8
Neutra 80 8,0
Bésica 140 14,0

Fonte: Elaborada pelo autor

5.2 Analise e caracterizacdo da pectina do meldo caipira

5.2.1 Andlise do FT-IR da pectina do meldo em diferentes condicGes de extracéo e sua
comparacao com a pectina citrica de uso comercial (PC)

A técnica do Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) mostra-se
bastante util para analise e comparacdo de diferentes pectinas, por meio de bandas
caracteristicas de facil identificacdo as quais tém sido relatadas em outros estudos (Kalapathy
e Proctor, 2001; Monfregola et al., 2011).

A Tabela 4 a seguir mostra as principais bandas observadas na Regido do
Infravermelho entre 4000 e 300 cm™ e seus respectivos grupos, bem como, os valores
encontrados neste trabalho, para a pectina extraida do mel&o caipira em diferentes condi¢des de

extragéo.
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Tabela 4 - Grupos atribuidos as bandas do infravermelho conforme a literatura e os valores
encontrados neste trabalho para pectina do meléo caipira.

N° de onda (cm™) Atribuicoes N° de onda (cm™)NT
3600-2500* v (O-H) — forte, extensa 3400
3000-2800* v (C-H) — curta, ocasional 2900

17441 v (C=0 éster), forte 1736
16171 Vas (COO"), forte 1637
14411 v (COO"), fraca 1426
12462 Vas (S=0) 1251
1200-1100* v (COC) éter do anel glicosidico; C-C 1147
9562 & C-H em configuragio o 966
9062 & C-H em configuracio B 921
8282 Aromaticos com substituicdo no anel (C-O-S) 833

1 — (Monfregola et al., 2011)
2 — (Silverstein e Webster, 1996)
NT — Neste Trabalho

Uma andlise do espectro de infravermelho mostrado na Figura 3 para a pectina do
meldo caipira extraida em meio acido, alcalino e neutro comparada a pectina citrica comercial
(PC) da SIGMA ALDRICH, revela regides particularmente relatadas como estruturas e

composigdes tipicas de pectinas.

Figura 3 - FT-IR das amostras, PC, PCM-a, PCM-b e PCM-n.

— PC

—— PCM-a

—— PCM-b
PCM-n

Absorvancia

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Fonte: Elaborada pelo autor

A regido de 2960-2940-cm™ apresenta bandas tipicas de grupos C-H (Monfregola
et. al., 2011).
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As bandas de absorcéo fortes e largas entre 3600 e 2500 cm™ sdo indicativas de
estiramentos de grupos O-H. No caso da pectina as ligacdes O-H se ddo devido as ligacbes de
hidrogénio inter e intramolecular da cadeia de acido galacturénico (Kalapathy e Proctor, 2001).

A regido caracteristica de grupos carboxilicos (1750-1350 cm™) também aparece
claramente. Destacam-se com maior intensidade a banda esterificada C=0 (1750 cm™) e o
grupo desprotonado COO™~ (1600-1650 cm™), os quais podem ser relacionados ao grau de

esterificacdo (GE) o que é de grande importancia para esses compostos (Fellah et al. 2009).

5.2.2 Andlise do RMN-3C da pectina do meldo caipira extraida em meio &cido

A estrutura quimica da pectina do meldo caipira foi estudada por RMN 3C, cujos
picos sdo mostrados na Figura 4 a seguir. O sinal em 170,82 se refere ao C-6 de grupos
carboxilicos esterificados de acidos galacturdnicos. Dois sinais aparecem em 100,47 e 99,7 (ndo
mostrado no grafico) equivalentes ao C-1 de unidades de &cidos galacturdnicos esterificados e
livres. O pico intenso em 53,06 ppm € indicativo de grupos metil ligados a grupos carboxilicos
de acidos galacturdnicos. Os sinais a 79.08, 70.73, 68.03 e 59.94 foram relacionados ao C-4,
C5, C3 e C2 de unidades de acidos galacturénicos, respectivamente. Estes sinais sdo
condizentes com 0s encontrados para pectinas, que possui uma cadeia principal de acidos
galactur6nicos com eventuais sequéncias de ramnose e galactose (Ha et al., 2005; Zykwinskaet

al., 2006; Cardenas, Goycoolea e Rinaudo, 2008; Vriesmann e Petkowicz, 2009).
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Figura 4 -Espectro de RMN *3C da amostra PCM-a em D20 a 70°C.
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Fonte: Elaborada pelo autor

5.2.3 Analise do RMN-'H da pectina do mel&o caipira extraida em meio acido

Conforme Rosenbohm et al. (2003), nos espectros de RMN-1H os sinais relativos
aos hidrogénios um (H-1) e cinco (H-5) de grupos acidos metilesterificados (COOCH?3) dos
mondmeros de acidos galacturdnicos localizam-se por volta de 5 ppm. Ja o préton H-5 de
grupos acidos carboxilicos livres (COO") estdo representados por dois sinais em 4,6 ppm e 4,9
ppm. A Figura 5 ilustra os prétons H-5 adjacentes aos grupos citados.
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Figura 5 - Representacdo esquematica da cadeia de acido poligalacturénico com destaque para
os hidrogénios um (H-1) e hidrogénios cinco (H-5) adjacentes a grupos carboxilicos metil
esterificados e livres.

Ne) H-1
COOMe l
H
HO
0
H-5 (COOMe) COoO" 0
/ "
HO
H-4 H OH
o)
H-5 (COO-) COOMe o
HO
OH

Fonte: Elaborada pelo autor

Corroborando com a informacéo do autor, na Figura 6 pode-se observar 0s picos
relativos a esses hidrogénios, com H-5 (COO") aparecendo em 4,65 ppm e 4,85 ppm, enguanto
gue os sinais para os prétons H-5 de grupos ésteres localizam-se entre 4,9 ppm e 5,2 ppm,
estando o préton do carbono anomérico H-1 em campo mais alto sobreposto por H-5. Os
prétons relativos aos carbonos dois e trés (H-2 e H-3) sdo relacionados aos sinais que aparecem
por volta de 3,7 ppm e 4,0 ppm, respectivamente, 0s quais raramente sao afetados por
metoxilacdo de &cidos galacturdnicos (Rosenbohm et al., 2003; Winning et al., 2007). Assim,
0s sinais que aparecem em 3,72 ppm e 3,97 ppm, sdo atribuidos aos prétons H-2 e H-3,
respectivamente. Os protons do carbono quatro (H-4) relacionam-se ao sinal em
aproximadamente 4,48 ppm, conforme encontrado por Bédouet, Bédouet e Courtois (2003).
Neste trabalho, este sinal aparece em 4,44 ppm.

Pode ser observado ainda na Figura 6 que existe um pico agudo em 3,8. Este sinal
foi encontrado em outros trabalhos e atribuido a grupos metoxil de pectina esterificada
(Winninga et al., 2007; Taboada et al., 2010).
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Figura 6- Espetro de RMN *H da amostra PCM-a com deslocamentos quimicos expressos em ppm
usando agua como padrao interno. Os picos entre 4,6 ppm e 4,8 ppm sdo de protons H-5 adjacentes
a grupos carboxilatos. Os sinais entre 4,9 ppm e 5,2 ppm sdo equivalentes a H-1 e H-5 de grupos
carboxilicos metil esterificados.

OCH

H2
H1 e H5 (COOMe) H3

5,0 45 4,0 ppm

Fonte: Elaborada pelo autor

5.2.4 Determinacao do Grau de esterificacéo (GE) da pectina de meléo caipira

O comportamento das pectinas dependem tanto da quantidade de grupos idnicos
ligados a ela quanto de sua distribuicdo ao longo da cadeia principal. Assim, se faz importante
a determinacdo do GE das pectinas a fim de se predizer seu comportamento em solucédo
(CAMERON et al., 2008).

Existem varios métodos para determinacdo do grau de esterificacdo, dentre eles
estdo o infravermelho (Fellah et al., 2009), a ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN *H) e titulagio potenciométrica (Bochek et al, 2001). Neste trabalho, foram utilizados
trés métodos para determinagdo do GE: Titulagio Potenciométrica,FT-IR e *H-NMR para a
amostras PCM-a e PC, sendo que a amostra PC n&o foi analisada por *H-NMR. J& as amostras
PCM-b e PCM-n foram analisadas apenas por FT-IR. A escolha das trés analises apenas para a
amostra PCM-a foi motivada pelo interesse em comparar o resultado de suas analises com a

amostra comercial (PC).
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5.2.4.1 Determinacgado do Grau de esterificacédo (GE) das pectinas de meléo por FT-IR

A determinacéo do grau de esterificacdo (GE) das amostras PCM-a, PCM-b, PCM-
n e PCM-as por meio da integracdo das bandas caracteristicas dos grupos carboxilicos
esterificados (COOR) e livres (COO™) mostrados no espectro do Infravermelho (FT-IR) na

Figura 7, esta de acordo com a metodologia proposta por Fellah et al. (2009).

Figura 7 - Bandas do FT-IR utilizadas para o calculo do GE das amostras PC, PCM-a, PCM-
b, PCM-n e PCM-as.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Para os calculos de terminacdo do GE foi utilizada a Equacao 2 a seguir:

% GE = £ 100 2
0uE =160 * (2)

Os termos da Equacdo 2 referem-se a area sob a banda dos grupos carboxilicos

esterificados (GCE), dividida pela area sob a banda dos grupos carboxilicos esterificados e
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livres (Total de grupos carboxilicos — TGC), obtidas por meio do calculo de integracéo,
multiplicados por 100, fornecendo o valor do GE para cada amostra.

Os valores de GE calculados estédo dispostos na Tabela 5.

Tabela 5 - Grau de esterificacdo (GE) das amostras PCM-a, PCM-b, PCM-n e
PCM-as por FT-IR.

Amostras GE (%)
PC 36,0
PCM-a 41,0
PCM-b -
PCM-n 36,0
PCM-as 29,0

Fonte: Elaborada pelo autor

A amostra PC apresentou o menor grau de esterificacdo, como esperado, ja que a
amostra comercial adquirida apresenta foi de baixo GE. Assim as demais amostras tiveram 0s
resultados da PC como parametros comparativos de seus dados obtidos.

A amostra PCM-a apresentou o0 maior GE dentre as amostras analisadas estando de
acordo com resultados prévios em que acidos organicos apresentaram pectinas com maior grau
de esterificacdo que outros agentes extratores como acidos fortes a pHs entre 1 e 3 (Koubala et
al., 2008).

A pectina extraida em meio basico apresentou uma supressao da banda dos grupos
carboxilicos esterificados, o que sugere que houve saponificacdo destes grupos (Ralet e
Thibault, 2001).

Quando extraida com agua (amostra PCM-n), o GE ficou proximo do obtido para a
amostra PCM-a, sugerindo que a extracdo com o acido oxalico, um &cido organico, apresenta
pouco efeito de hidrélise parcial na estrutura da pectina, mantendo sua estrutura proxima a
obtida por extracdo em meio neutro, com a vantagem de apresentar um maior rendimento de
extracdo. Estes resultados corroboram com os encontrados por Koubala e colaboradores (2008)
ao comparar o efeito de diferentes agentes extratores no GE pectinas.

A amostra sulfatada (PCM-as) apresentou GE muito menor do que o obtido para a
amostra sem modificacdo (PCM-a), caindo de 41 para 29, o que representa em termos
percentuais, uma reducdo de cerca de trinta por cento. Essa mudanga comprova que ocorreu a

substituicdo dos grupos carboxilicos metilesterificados por ésteres de sulfato, reduzindo a
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intensidade da banda do infravermelho em aproximadamente 1700 cm™, equivalente aos grupos

carboxilicos esterificados.

5.2.4.2 Determinacéo do Grau de esterificacdo (GE) da pectina do mel&o caipira por
titulacéo potenciométrica

As amostras PC, PCM-n, PCM-b e PCM-as ndo foram submetidas a essa anélise
pois estas tiveram seu GE calculado por FT-IR. O objetivo entdo, foi o de calcular o GE das
amostras PC e PCM-a, a fim de comparar seus resultados, ja que o pardmetro usado nesse
trabalho teve por base a amostra PC, de uso comercial.

O valor de GE para a amostra PC e PCM-a foi calculado usando a Equacéo 1.

Tf
%GE= ———x1 1
% GE = g % 100 (1)

O volume total de NaOH gasto na titulacéo inicial (Ti) foi de 1,8 mL. A quantidade
de NaOH gasto na titulacdo final (Tf) foi de 1,6 mL. Apds as substituicdes o grau de
esterificacdo GE (%) encontrado foi de 47%. Apesar desse valor ser maior que o apresentado
por FT-IR, o resultado é condizente com os valores atribuidos a pectinas de baixo grau de
esterificacdo, ou seja, GE < 50%.

Ao aplicar essa metodologia para determinacdo do GE da pectina citrica comercial
(SIGMA ALDRICH), obteve-se um GE de 39%. Tais valores sdo coerentes com 0s encontrados
por FT-IR para as mesmas amostras, onde para PC, o valor de GE foi de 36% e para PCM-a de
41%. Estes dados confirmam a eficacia do método titulométrico para o calculo do grau de

esterificacdo de pectinas.

5.2.4.3 Determinacéo do Grau de esterificacdo (GE) por RMN-'H da pectina do meldo
caipira extraida em meio acido

A determinacdo do GE por RMN *H tem como fundamento o aparecimento dos
picos caracteristicos de grupos carboxilicos livres e metilesterificados que se destacam
respectivamente entre 4,6-4,9 ppm e 5 ppm, aproximadamente (Rosenbohm et al., 2003).

Conforme destacado na Figura 8, os picos relativos aos H-5 adjacentes a éster e H-
5 proximos a grupos carboxilicos livres aparecem em 4,9-52 ppm e 4,65-4,85 ppm

respectivamente.
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Figura 8- RMN 1H da amostra PCM-a com destaque para os picos relativos aos hidrogénios cinco
adjacentes a éster (H5 — COOMe) e adjacentes a grupos carboxilatos (COO-), usados para o calculo
do Grau de Esterificacao (GE), com os respectivos valores de integrais.

ppm 51 5.0 4.9 438 4.7 4.6

Fonte: Elaborada pelo autor

A definicdo de Grau de Esterificacdo (GE) é relatada como sendo a comparagdo
entre a quantidade de grupos ésteres e o total de grupos acidos carboxilicos. Para a determinacao
do GE, as integrais de H-5 proximos a ésteres (lcoome) s80 comparadas a soma dos valores das
integrais de H-5 adjacentes a ésteres (Icoome) com H-5 de grupos carboxilatos (lcoo-). As
integrais de H-5 de grupos ésteres inclui os picos relativos a H-1, devido a proximidade ou
sobreposicdo destes dois sinais. Por conta disso, é feita uma manipulacdo matematica que
contemple na formula para o célculo de GE as integrais dos sinais de H-1, H-5 (Icoowme) € H-5
(Icoo-). Assim, ap0s algumas consideragdes matematicas, tem-se a Equacéo 3 para o célculo do

GE, conforme proposto por Rosenbohm e colaboradores (2003).

GE = Icoome 2Icoome

~lcoome + lcoo—  2Ucoome + Icoo-)

_lcoome + Icoome + Ucoo- — Icoo-)

~ Ucoome + Icoome + Icoo- + Icoo-)

Apos feitas as devidas simplificacdes obtém-se:
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_ Ucoome + 1n1) — (Ucoo-)

GE =
Ucoome + Iu1) + Icoo-

(3)

O valor de GE encontrado apds as integrac@es e calculos foi de 43,9%. Tal resultado
alia-se aos encontrados com o uso das técnicas de FT-IR e Titulagdo Potenciométrica para
caracterizar a pectina do mel&o caipira como de baixo GE.

5.2.5 Anélise Termogravimétrica (TGA)

A perda de massa da amostra em atmosfera de Nitrogénio foi estudada com o
objetivo de investigar possiveis altera¢cbes nas principais etapas de degradacdo térmica da
pectina do meldo obtida nas trés diferentes condicbes de extracdo, bem como, da pectina
modificada por sulfatacdo (PCM-as).

A andlise térmica da pectina extraida em meio &cido foi comparada com a da pectina
comercial (PC) conforme Figura 9 a seguir.

Figura 9 - Curvas de degradacéo térmica das amostras PC e PCM-a obtidas em atmosfera
de Nitrogénio com taxa de aquecimento de 10°C/min
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Fonte: O autor

Pela imagem acima se percebe a clara semelhanca na degradacdo das amostras
comercial (PC) e da pectina do mel&o caipira extraida em meio acido (PCM-a). A perda de
massa em trés etapas é evidente para ambas as amostras. O primeiro estagio de perda de massa

da amostra PC comega por volta de 60 °C e corresponde a cerca de 10% de perda de massa de
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agua presente na amostra. O segundo passo de perda de massa inicia em cerca de 140 °C e
corresponde a principal perda de massa, num total de 51% da amostra; nessa etapa ocorre a
perda de grupos acidos da cadeia lateral e carbonos do anel piranosidico. O terceiro passo
corresponde a etapa oxidativa e pode ser avaliado em 22% do total da amostra. O teor de cinzas
pode estimado em aproximadamente 17%.

Pela semelhanca entre as etapas de degradacgéo das pectinas PC e PCM-a, pode-se
inferir que as amostras analisadas tratam-se do mesmo tipo de material. Dessa forma, a seguir
¢ feita a analise das etapas de degradacdo térmica, mostradas na Figura 10, da pectina extraida
em meio acido (PCM-a) em comparacdo com as extraidas em meio neutro (PCM-n), basico
(PCM-b), bem como, com a &cida sulfatada (PCM-as).

Figura 10 - Curvas de degradacao térmica das amostras PCM-a, PCM-b, PCM-n e PCM-as
obtidas em atmosfera de Nitrogénio com taxa de aquecimento de 10 °C/min
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Fonte: Elaborada pelo autor

As amostras revelaram caracteristicas de degradacdo térmica em trés etapas, proprio
de pectinas (Stoll et al., 2007). Na amostra PCM-a, o primeiro passo ocorre por volta de 70 °C,
equivalente a perda de agua e pode ser avaliado em 15% da massa inicial; em seguida vem o
segundo passo, entre 176 °C e 405 °C. Neste intervalo de temperatura, a degradacéo da amostra
fica por volta de 57% de perda de massa, valores préximos ao encontrado em outros trabalhos
(Stoll et al., 2009). Tem sido relatado que nessa etapa ocorre a decomposicao pirolitica que

consiste em descarboxilagdo primaria e secundaria envolvendo o grupo &cido lateral e um
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carbono do anel (Monfregola et al., 2011). A terceira etapa acontece entre 410 °C e 618 °C. O
teor de cinzas calculado para essa amostra foi de 5% da massa total analisada.

Pode-se observar na Figura 9 que a primeira perda de massa devido a agua
absorvida para a amostra PCM-b é maior que as demais. Ndo foram encontrados relatos que
atribuam a extracdo em meio basico um incremento na capacidade de absor¢do de &gua de
pectinas. No entanto, a amostra de pectina modificada por sulfatagdo (PCM-as) sofreu um
aumento significativo de sua capacidade hidrofilica quando comparada a amostra sem
modificacdo (PCM-a), o que pode ser atribuido a presenca dos grupos sulfatos na cadeia de
pectina apos sulfatacdo. A amostra PCM-n apresentou comportamento muito similar a amostra
PCM-a nesse primeiro passo da degradacao.

Para o segundo estagio de degradacdo é importante observar que houve uma
significante reducdo na perda de massa da amostra PCM-b em relacdo as outras, devido a
saponificacdo dos grupos carboxilicos (Ralet e Thibault, 2001). O mesmo acontece para a
amostra sulfatada em que os grupos carboxilicos sdo substituidos por ésteres de sulfato,
reduzindo portanto a perda de massa por degradacédo daqueles grupos. Além disso, observa-se
uma reducdo na temperatura de degradacdo da amostra modificada (PCM-as). Tal observacao
ja foi relatada por Monfregola e colaboradores (2011), para pectinas modificadas
quimicamente. Novamente, a amostra PCM-n apresentou nessa etapa, comportamento
semelhante 8 PCM-a, indicando a similaridade estrutural dessas amostras.

O terceiro estagio apresenta importante alteracdo na temperatura inicial de
degradacdo da amostra PCM-b, em que, enquanto a essa temperatura as outras amostras ja
encerraram esse estagio, a PCM-b ainda persiste, evidenciando uma maior estabilidade térmica
dessa amostra com relacdo a etapa de oxidacdo, ou degradacdo do anel piranosidico
(Monfregola et al., 2011).

Na Figura 11 estdo as curvas de TGA das amostras analisadas, bem como suas
respectivas derivacdes. As Tabelas 6 a 9 mostram os dados de porcentagem de perda de massa
em cada estagio de degradacdo das amostras de pectina.



Figura 11 - Curvas de TGA das amostras: A - PCM-a; B - PCM-b; C - PCM-ne D - PCM-as.
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Tabela 6 - Etapas de degradacdo de PCM-a e perda de massa.
Evento 1 2 3 Residuos
Massa perdida (mg) 1,27 4,67 1,88 0,42
Massa perdida (%) 15 57 23 5
Faixa de temperatura (°C)  46-164 176-405 410-618 -
Tabela 7 - Etapas de degradacdo de PCM-b e perda de massa.
Evento 1 2 3 Residuos
Massa perdida (mg) 0,65 1,81 0,69 0,47
Massa perdida (%) 18 50 19 13
Faixa de temperatura (°C) 40-167 175-550 555-786 -
Tabela 8 - Etapas de degradacdo de PCM-n e perda de massa.
Evento 1 2 3 Residuos
Massa perdida (mg) 0,69 2,84 0,5 0,5
Massa perdida (%) 15 62 11 11

Faixa de temperatura (°C) 21-136 137-556 601-794 -
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Tabela 9- Etapas de degradacdo de PCM-as e perda de massa.

Evento 1 2 3 Residuos
Massa perdida (mg) 0,52 1,49 0,55 0,49
Massa perdida (%) 17 49 18 16

Faixa de temperatura (°C) 38-155 160-415 418-730 -

5.2.6 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

O estado fisico assim como a estrutura quimica sdo fatores essenciais para a
aplicacdo de pectinas devido a seus efeitos, por exemplo, sobre a solubilidade em agua alterando
0s processos de producdo de geleias e compotas com 0 uso de pectinas como agentes
gelificantes. Além disso, sua interacdo e compatibilidade com outros componentes alimentares
como proteinas podem sofrer variagdes.

Na Figura 12 é mostrada a curva de DSC da amostra PCM-a. Essa pectina mostrou
um pico endotérmico por volta de 154 °C devido a evaporagdo de agua e um pico exotérmico
por volta de 245 °C, correspondente a principal etapa de degradacdo, como mostrado na
literatura (Stoll, et al., 2007; Aguilera et al., 1998) e nos resultados de TGA (Figura 11-A, p.
46). Stoll e colaboradores (2007) atribuem o pico em 154°C a uma transi¢do de fase de uma
estrutura cristalina para uma amorfa.

O inicio do pico endotérmico acima do ponto de ebulicdo da agua pura pode estar
relacionado com o aumento de pressdo no interior do cadinho devido a evaporacdo de agua.
Além disso, o grau de metoxilacdo também tem sido relatado como um fator que pode

influenciar a regido de aparecimento do pico endotérmico.
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Figura 12- Curva de DSC da amostra PCM-a
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Fonte: Elaborada pelo autor
O grau de metoxilagdo é proporcional a temperatura de degradacéo da pectina. Foi
encontrado na literatura valores de temperatura de degradagéo por volta de 260 °C para pectinas
de alta metoxilacdo e 242 °C para pectinas com grau de metoxilacdo de 40.1% (Stoll et al.,
2007), valores relativamente proximos ao encontrado nesse trabalho para a pectina extraida em
meio &cido com grau de esterificacao de 40,9% (Tabela 5, p. 41) e temperatura de degradacédo

de 252 °C, como pode ser observado na curva de DTG para essa amostra (Figura 13).

Figura 13— Degradacéo térmica da pectina do meldo com curvas de DSC, TG e DTG.
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5.2.7 Andlise de Dispersédo de Raios-X

A anélise de disperséo de raio-x pode fornecer um bom entendimento da natureza
amorfa e cristalinidade do material estudado.

O difratograma das amostras PCM-a e PCM-as revelaram dois ombros distintos
(Figura 14). O primeiro em 12 graus de dois theta € bem expressivo. O segundo em 21,6 graus
de dois theta apresenta-se com menor intensidade. Ambos os sinais estdo em conformidade com
a literatura para caracterizar pectinas. O fato dos sinais serem ombros e néo picos, indica que
as amostras possuem estrutura amorfa (Monfregola et. al., 2011).

Os pequenos picos que aparecem no sinal da amostra PCM-as revelam que houve
alguma modificacdo no material, no entanto, a estrutura geral do material se conservou. Além
disso, esses picos que podem ser observados tém pequena intensidade e ndo séo tdo agudos
guanto os picos indicativos de cristalinidade. No entanto, a presenca desses picos indica que
houve um aumento da cristalinidade da pectina apds a sulfatacdo, como tem sido relatado na

literatura para pectinas modificadas (Lutz et al., 2009).

Figura 14— Difracéo de raios-x das amostras PCM-a e PCM-as.
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5.2.8 Analise morfoldgica da pectina do mel&o caipira

A microscopia eletronica de varredura (MEV) da amostra PCM-a seca por spray
dried foi feita com o intuito de avaliar a morfologia das particulas obtidas.

As particulas geradas apresentaram formato esférico e irregularidades na superficie,
expressos por certos achatamentos. Entretanto, as imagens obtidas (Figura 15) ndo revelaram
indicios de aberturas de poros ou fissuras superficiais. A existéncia de furos na estrutura do
material poderia comprometer seu uso em aplicagdes como encapsulacdo de farmacos, por

exemplo.

Figura 15 — Micrografias da amostra PCM-a seca por spray dried. Imagens em diferentes
ampliagdes: 30.000x (A); 15.000x (B); 5.000x (C) e 1.000x (D).

Fonte: Elaborada pelo autor

Tem sido relatado que a técnica de spray dried pode provocar tais deformagdes na
estrutura do material (Gharsallaoui et al. 2010). Essa contragdo pode ser acentuada quando a
secagem é feita a baixa temperatura, tornando mais lenta a difusdo do solvente, proporcionando
mais tempo para a estrutura deformar, encolher e romper-se (Oakley, 1997). Essa estrutura
esférica e achatada é relatada como comum em polissacarideos. Além disso, ndo foi feito
encapsulagdo alguma, o que pode ter favorecido a deformacdo por encolhimento de algumas

estruturas.
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E possivel observar nas imagens que o tamanho das particulas nio é uniforme,
havendo estruturas bem menores que outras. E necessério a analise do tamanho de particulas
para melhor elucidar essa distribuicdo de tamanhos. A literatura tem mostrado que materiais
obtidos por spray dried geram micro-particulas com morfologia semelhantes as desse trabalho
(Tan et al., 2009).

E necessario, no entanto, ajuste nas condi¢es de secagem com o fim de se obter
particulas de tamanhos mais homogéneos e superficies mais uniformes e circulares. Particulas
com essas caracteristicas sao mais eficientes quando usadas para encapsulagédo de farmacos pois

garatem que o material retido ndo escapard em momento indesejado(Pierucci et al., 2007)..

5.2.9 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

Em 1934 as pectinas foram reconhecidas como cadeias lineares de acido
galacturénico, mas pode apresentar diversas ramificacBes de polissacarideos formados por
dezessete diferentes monossacarideos. A homogalacturonana, formada por unidades de acido
galacturdnico, € o principal polissacarideo da parede celular sendo responsavel por até 65% do
total de pectina. Ligados a essa cadeia principal encontram-se diversos outros polissacarideos
com diferentes tamanhos de cadeia como a ramnogalacturonana | e Il que apresentam de 20-
35% e 10% da constituicdo da pectina, respectivamente. Cada um desses polissacarideos
aparece como ramificacOes existentes em cadeias lineares de oito ou mais unidades de acido
galacturénico (Canteri et al., 2012). Tais ramificacGes apresentam até 12 diferentes tipos de
acucares.

Toda essa complexidade na constituicao das pectinas influencia diretamente o valor
de sua massa molecular e a diversidade dos monémeros e seus respectivos polimeros que
constituem a cadeia lateral ddo a justificativa para seu carater polidisperso.

Assim, neste trabalho, foram submetidas a essa analise uma amostra de pectina
citrica comercial da marca SIGMA ALDRICH e as amostras PCM-a, PCM-b e PCM-as a fim
de se comparar suas caracteristicas, similaridades e diferencas. A figura 16 ilustra o resultado
obtido:
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Figura 16 - Curva de GPC para as amostras PC, PCM-a, PCM-as e PCM-b.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Percebe-se na figura o carater polidisperso da pectina extraida em diferentes
condicBes. Essa polidispersividade é caracteristica de materiais poliméricos, 0s quais nao
apresentam um valor Unico de massa molecular.

A maior polidispersividade da amostra PCM-a em relacdo as demais, conforme se

observa na Tabela 10, pode ter relacdo com as condi¢des de extracdo adotadas.

Tabela 10 - Valores de polidispersividade e massas moleculares calculados pela analise de
GPC das amostras PC, PCM-a, PCM-as e PCM-b.

Amostra Mn”"(10%) (g/mol)  Mw™(10°) (g/mol)  Polidispersividade (Mw/Mn)
PC 9,0 4,9 55
PCM-a 8,1 4,5 5,6
PCM-as 3,4 14 4,1
PCM-b 6,8 2,8 4,1

* M, — Massa molecular numérica média.

** Mw — Massa molecular ponderal média.

Um meio mais acido e/ou com temperaturas mais elevadas devem ter sido
responsaveis pela degradacao da cadeia lateral da pectina comercial (PC), restando uma por¢éo
estrutural mais homogénea pela reducdo da quantidade de estruturas com diferentes massas
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moleculares. A condigdo de extracdo em pH mais elevado (4,6), bem como, temperaturas mais
amenas (80°C) adotadas para a extracdo da amostra PCM-a pode ter permitido uma menor
alteracdo das cadeias laterais desse polimero, justificando sua polidispersividade.

Apesar da diferenca na polidispersividade entre as duas amostras, 0s resultados
apresentaram valores de massas molares bem semelhantes entre as duas. A massa molar
ponderal média para a pectina citrica comercial (PC) foi de Mw = 4,9 x 10° g/mol, enquanto que
para a pectina do meléo caipira (PCM-a) My, foi de 4,7 x 10° g/mol. Os valores sdo condizentes
com o0s encontrados para pectinas citricas comercialmente aceitaveis (Kar e Arslan, 1999;
Corredig e Wicker, 2001).

A massa molecular da pectina sulfatada mostrou-se menor que as demais devido ao
processo de modificacdo quimica realizado em condicBes severas devido ao uso de &cido
clorossulfonico e temperaturas elevadas 0s quais causam uma quebra mais intensa do material

polimérico.

5.2.10 Analise Reoldgica da pectina do melao

O primeiro cientista a utilizar a palavra reologia foi Eugene C. Bingham para definir
a expressao “tudo escoa”. Reologia ¢ entendida como a ciéncia da deformacao e do escoamento
da matéria, ou seja, € o estudo da forma como os materiais respondem a aplicacdo de uma
determinada tenséo ou deformagéo (Toneli et al., 2005).

Todos os materiais possuem propriedades reolédgicas, de modo que a reologia € uma
ciéncia que pode ser aplicada em diversas areas de estudo. O estudo das propriedades reoldgicas
dos alimentos € essencial para varias aplicacdes que incluem desde projetos e avaliacdo de
processos até o controle de qualidade, a correlacdo com a avaliagdo sensorial e a compreensdo
da estrutura de materiais (Toneli et al., 2005).

O resultado do estudo da reologia da pectina do meldo caipira e da pectina citrica
comercial (PC) da marca Sigma Aldrich é mostrado na Figura 17 que permite analisar o
comportamento reologico de fluxo das amostras revelando a alteragédo de sua viscosidade em

funcéo da taxa de cisalhamento.
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Figura 17 -Reologia da pectina do meldo caipira, amostra PCM-a, e da pectina comercial (PC)
na concentracao de 0,4% a 25°C.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Percebe-se na Figura 17 que a pectina do meldo caipira apresenta comportamento
pseudopléstico, em que a viscosidade diminui com o aumento da taxa de cisalhamento.
Viscosidade semelhante foi apresentado pela pectina comercial. Solugdes de pectina a baixas
concentracdes possuem carater newtoniano em que nao ha mudancas na viscosidade com o
aumento da taxa de cisalhamento. Observa-se que mesmo a uma concentracdo de 0,4% as
solucBes de pectina mantiveram seu aspecto pseudoplastico, o que pode ser favoravel a sua

utilizacdo na industria de alimentos a baixas concentracdes.

5.2.11 Potencial Zeta

O potencial Zeta é um termo cientifico usado quando se quer definir potencial eletro
cinético em sistemas coloidais. Essa medida tem grande importancia em varios ramos da
industria como farmacéutica, medicinal e tratamento de aguas. O potencial Zeta é a diferenca
de potencial entre a dispersdo média e a camada estacionaria do fluido ligada a particula
dispersada.

Um valor de 30 mV (positivo ou negativo) para o potencial Zeta € um parametro
comparativo entre superficies de carga alta e de carga baixa. O potencial Zeta indica a
estabilidade de dispersdes coloidais, indicando o nivel de repulsdo entre particulas na solugéo.

Para particulas muito pequenas, um potencial Zeta alto indicard estabilidade, havendo
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resisténcia a agregacdo por parte da dispersdo ou solucdo. Sendo o potencial baixo, a atragdo
vence a repulsdo, resultando em floculagéo da disperséo. Assim, alto potencial Zeta indica
estabilidade elétrica do coloide. O divisor entre estaveis e instaveis € de + ou — 30 mV.

O resultado das analises do potencial zeta para as amostras de pectina do meléo

caipira extraida nas condicGes bésica e neutra, bem como, a amostra sulfatada, sdo mostradas

na Figura 18. As anélises foram realizadas em triplicata.

Figura 18- Distribuicio do Potencial Zeta das amostras: 1 - PCM-as; 2 - PCM-b e 3 - PCM-n.
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Fonte: Grafico gerado pelo software préprio do equipamento Zetasizer Nano

As amostras PCM-as, PMC-b e PCM-n apresentaram elevados valores de Potencial

Zeta, sendo de -38.4, -39.9 e -30.3, respectivamente. Todas as amostras apresentaram carga

negativa, revelando o carater aniénico do polimero.
O Potencial Zeta para a amostra extraida em meio acido esta representado na Figura

19 a sequir.
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Figura 19 — Distribuicéo do Potencial Zeta da amostra PCM-a.
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Fonte: Grafico gerado pelo software proprio do equipamento Zetasizer Nano (Zetasizer, 2014)

De acordo com os dados apresentados acima a pectina extraida em meio acido
apresenta estabilidade em solucdo proxima do esperado (+ ou - 30 mV), com potencial Zeta
igual a -25,3 mV. Isto significa que quando em solucdo aquosa, as particulas de pectina do
meldo sob as condicdes de temperatura 25 °C (temperatura da anélise do potencial Zeta) terdo
maior resisténcia a agregacao e a floculacdo e a dispersdo sera mais dificil.

O valor negativo em -25 mV revela o carater negativo das particulas de pectina do
meldo na solucdo, como também foi observado para as amostras PCM-b e PCM-n, dando
indicios de que se tratam de materiais semelhantes.

5.3 Sulfatacdo da pectina

Existe uma estreita relacdo entre as propriedades estruturais de pectinas e suas
atividades bioldgicas. Nesse sentido, comumente séo feitas modificagcBes que podem melhorar
essas atividades. Sulfatacdo constitui uma das alteracdes na estrutura quimica das pectinas que
consiste da substituicdo de grupos carboxilicos por ésteres de sulfato. Tal modificacéo
potencializa as diversas atividades desse polissacarideo tais como anticoagulante,

antitrombdtica, antimicrobiana, como relatado em outros trabalhos (Bae et al., 2009; Ono et al.,
2003).
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Por meio de bandas caracteristicas mostradas na anélise de FT-IR, foi possivel
confirmar a presenca de grupos sulfato na estrutura da amostra PCM-as obtida da modificacéo
por sulfatacdo da amostra PCM-a.

As bandas caracteristicas do material sulfatado correspondem aos valores de 833
cm? e 1251cm? (Figura 21), para vibragBes caracteristicas de ligagio C-O-S e S=0
respectivamente, cujos valores tém como referéncia as absorbancias em 828 cm™ e 1260 cm™
encontradas por Bae e colaboradores (2009). Tais valores ndo aparecem, como € o caso da
banda em 1260 cm™, ou aparecem de maneira muito suave (banda em 833 cm™) quando a
pectina é analisada antes da reacdo de sulfatacdo, conforme pode ser observado na Figura 20

para o espectro da amostra PCM-a.

Figura 20- FT-IR das amostras PC, PCM-a e PCM-as
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Apesar de exitoso o procedimento de sulfatacdo, a presenca de grupos ésteres na
analise revela que houve um baixo grau de sulfatacdo. Além disso, a banda em 833 cm?
(ligagbes C-O-S) praticamente ndo sofreu alteracdo, o que reforca a pouca sulfatacdo do
material. Esse fato pode ser atribuido as condi¢des de realizagcdo do experimento que além de
atmosfera inerte, exige que o acido possa ser gotejamento de maneira controlada para evitar
deterioracdo do material. Uma solucdo seria melhorar as condigdes instrumentais utilizadas em
laboratdrio, como a utilizacdo de um sistema onde haja o estabelecimento de um ambiente inerte

com atmosfera de nitrogénio e que o0 gotejamento seja feio por meio de uma vidraria mais
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apropriada. Dessa forma, é importante que esse experimento seja melhor trabalhado em
momentos futuros com o intuito de elevar o grau de sulfatagdo. Apesar dos valores obtidos, é
importante ressaltar que o material precisa ser testado com o intuito de avaliar sua eficiéncia
com o nivel de sulfatacdo obtido no momento, e com isso verificar se realmente a sultacdo foi
suficiente para adquirir os resultados esperados por exemplo, na aplicacdo do material como
anticoagulante.

5.4 Analise elementar

Como mostrado na Tabela 11, o contetdo de enxofre obtido da analise elementar
foi de 1,82%. Portanto, os espectros de FT-IR, bem como, analise elementar confirmam que

derivado de pectina sulfatada foi obtido com sucesso a partir da amostra PCM-a.

Tabela 11- Constituintes Basicos da pectina do mel&o caipira.

Amostras Carbono  Enxofre  Nitrogénio Hidrogénio

(%) (%) (%) (%)
PCM-a 36,73 - 0,93 5,69
PCM-as 34,63 1,82 0,77 6,62

Fonte: Elaborada pelo autor

Percebe-se que o percentual de carbono diminuiu de 36,73% antes da sulfatacdo
para 34,63% ap0s a reacdo, sugerindo que houve substituicdo de grupos ésteres metilicos por
ésteres de sulfato. A reducdo na porcentagem de nitrogénio pode ser atribuida ao processo de
dialise usando para a purificacdo da amostra. Além disso, revela que a dialise (120 h com duas
trocas diarias) foi eficiente no sentido de retirar o teor de nitrogénio proveniente dos reagentes
usados no processo de sulfatacdo. O aumento no teor de hidrogénio pode estar relacionado a

absorcédo de agua pela amostra devido ao aumento de sua hidrofilicidade ap6s a sulfatacéo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel constatar que o meldo é uma fruta muito apreciada no mundo, possui
grande producéo e comercializacdo no Brasil, especialmente na Regido Nordeste, no entanto, o
pequeno agricultor, ndo dispondo de recursos técnicos suficientes, produz pouco para fins de
exportacdo, ficando com o mercado interno que é menos lucrativo.

Diante disso, o isolamento de substancias como a pectina, que € um polissacarideo
muito utilizado como aditivo em alimentos como bolos e paes ou na producdo de geleias,
mostrou-se como uma alternativa para valorizar esse fruto e aumentar os lucros dos produtores.
Essas substancias também podem ser modificadas quimicamente, como por sulfatagdo, para
possibilitar seu uso na indudstria farmacéutica, como possivel anticoagulante.

O meldo caipira, espécie de expressiva facilidade de cultivo, mas de baixo valor
comercial e de pouca preferéncia entre os consumidores, foi escolhido para extragéo e
sulfatacdo da pectina de sua polpa.

Fruto ainda ndo estudado nesse sentido, o meldo caipira, apresentou boas
quantidades de pectinas em sua estrutura, chegando a 10% da massa seca de polpa, o que é
muito positivo se comparado aos rendimentos das principais fontes alternativas de pectinas
como bagaco de maca e polpa de beterraba, que varia de 15% a 20.

As andlises de RMN H, FT-IR, e Titulacio Potenciométrica, mostraram que a
pectina do meldo caipira é de baixo Grau de Esterificacdo (GE), cujo valor foi de 42%, tornando
a fruta uma fonte de pectina que pode ser utilizada em dietas de baixa caloria, por ndo precisar
de adicdo de acucar para gelificar.

A andlise térmica feita por TG e DSC, revelou que a pectina do meldo se degrada
em trés etapas, apresentando 15% de perda de massa na primeira etapa, devido a absor¢édo de
agua. A segunda etapa de degradacdo mostrou que o material apresenta boa estabilidade
térmica, atingindo 57% de perda de massa em 248 °C. A Gltima etapa apresentou uma perda
de massa de 23%, devido a quebra do anel piranosidico. O contetdo de cinzas do material foi
de 5%, dentro da margem de pureza comercialmente aceitavel para pectinas, que varia de 3%
até 7%, mostrando a eficiéncia do método de extracdo e purificacao.

A anélise de GPC revelou que o material apresenta massa molecular de 4,5 x
10°g/mol, dentro do tamanho previsto na literatura que é acima de 1 x 10°g/mol.

O estudo reolégico mostrou que o material apresenta comportamento
pseudopléastico, com valores crescentes de viscosidade a medida que a ele se imprime valores

maiores de taxa de cisalhamento.
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Estudos com potencial Zeta revelaram que dispersdes coloidais do material
apresentam boa estabilidade, com valor de -25,3mV.

A Analise Elementar confirmou que a reacdo de sulfatacdo foi realizada com
sucesso, apresentando um teor de enxofre de 1,82% ap0s experimento, contra zero por cento,
na amostra ndo sulfatada.

Conclui-se que o mel&o caipira se mostra como uma fonte importante de pectinas
de baixo grau de esterificacdo que pode ser utilizada na industria alimenticia e que sua
sulfatacdo pdde ser realizada possibilitando que testes sejam feitos para possiveis aplicacdes na

industria farmacéutica.
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