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RESUMO

O pequi é um fruto nativo do cerrado brasileiro e muito apreciado em diversas regides do pais. A
casca, por outro lado, ainda é pouco estudada e escassos dados sdo encontrados na literatura
acerca de sua caracterizacdo e utilizacdo. Em trabalho anterior foi detectado um elevado teor de
fibras alimentares e antioxidantes em farinhas produzidas a partir de casca de pequi,
demonstrando o potencial desse subproduto como ingrediente funcional. Devido a isso, ©
presente trabalho € continuidade desse estudo e apresenta dados para a caracterizacdo das
farinhas de casca de pequi. A caracterizagdo das farinhas foi realizada em relagdo aos
componentes com capacidade antioxidante presentes, bem como em relacdo aos componentes
monossacaridicos formadores das fibras alimentares. As analises de caracterizacdo de compostos
antioxidantes por métodos espectrofotométricos evidenciaram um elevado teor de carotenoides
(2807,65 pg/100 g) e capacidade antioxidante mensurada pelo método FRAP (3121,74 pmol
Fe,S04/g). Além disso, esse foi o primeiro estudo a avaliar o teor de macroantioxidantes
(polifenois ndo extraiveis) em casca de pequi (281,19 mg/100g) (valores médios). Por meio da
analise de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi possivel identificar a presenca
de acido galico, cido elagico e etil galato nas farinhas de casca de pequi. N&o ha na literatura até
0 momento relatos da caracterizacdo das fibras alimentares de casca de pequi. Os resultados
obtidos nessa etapa evidenciaram que as farinhas de casca de pequi sdo compostas
majoritariamente  por polissacarideos pécticos e hemiceluloses como xiloglucanas,
arabinogalactanas e glucomananas. Por fim, foi proposto e averiguado o potencial de extracdo
por aquecimento em micro-ondas de pectina das farinhas de casca de pequi. Esse estudo
demonstrou a possibilidade de obtencédo de pectinas com elevado grau de esterificacdo (>50%),
sendo atrativas para a inddstria como aditivo alimentar. Os resultados obtidos nesse trabalho
evidenciam o potencial multifuncional das farinhas de casca de pequi como ingrediente
alimenticio, sendo boa fonte de antioxidantes naturais e fibras alimentares como as pectinas. A
deteccdo desses compostos nas farinhas de casca de pequi torna o produto atrativo
comercialmente possibilitando a agregacéo de valor a um residuo agricola ainda subaproveitado

do ponto de vista cientifico, comercial e tecnologico.

Palavras-chave: antioxidantes, fibras alimentares, pectina, casca de pequi, subprodutos.



ABSTRACT

Pequi is a native fruit of the Brazilian cerrado and much appreciated in several regions of the
country. On the other hand, there are few studies on its peel and scarce data are found in the
literature about its characterization and use. In previous work, a high content of dietary fiber and
antioxidants was detected in flours produced from pequi peel, demonstrating the potential of this
byproduct as a functional ingredient. Due to this, the present work is a continuation of this study
and presents data for the characterization of pequi peel flour. The flour was characterized in
relation to the components with antioxidant capacity and to the monosaccharide components
forming the dietary fiber. The analysis of characterization of antioxidant compounds by
spectrophotometric methods showed a high content of carotenoids (2807.65 pg / 100 g) and
antioxidant capacity measured by the FRAP method (3121.74 pmol Fe2S0O4 / g). In addition,
this was the first study to evaluate the content of macroantioxidants (non-extractable
polyphenols) in pequi peel (281.19 mg / 100g) (mean values). Through High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) were able to identify the presence of gallic acid, ethyl gallate and
ellagic acid in pequi peel flour. Studies of characterization of pequi peel dietary fiber have not
been found in the literature. The results obtained by monosaccharide analysis and FTIR
evidenced the presence of pectic polysaccharides and hemicelluloses such as Xxyloglucans,
arabinogalactans and glucomannan. Finally, it was proposed and verified the potential of
extraction by microwave heating of pectin of the pequi peel flour. This study demonstrated the
possibility of obtaining pectins with a high degree of esterification (> 50%), being attractive to
the industry as a food additive. The results obtained in this work show the multifunctional
potential of pequi peel flour as a food ingredient, being a good source of natural antioxidants and
dietary fibers such as pectin. Detection of these compounds in pequi peel flour makes the product
commercially attractive by enabling the addition of value to an agricultural residue still

underutilized from a scientific, commercial and technological point of view.

Key words: antioxidant, dietary fiber, pectin, pequi peel, by-products.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

O Brasil encontra-se entre os 3 maiores produtores de frutas do mundo, atrés apenas de
China e India. Juntos, respondem por 44,2% do total mundial e tém suas producdes destinadas
principalmente aos seus mercados internos (PARANA, 2015). Concomitante a grande producao,
sdo gerados enormes volumes de biomassa vegetal que representa um importante problema
ambiental se ndo houver 0 manejo ou aproveitamento adequado (AYALA-ZAVALA et al, 2010;
PEREZ-JIMENEZ &VIUDA-MARTOS, 2015). Esses residuos, por outro lado, os quais incluem
cascas, sementes, folhas e demais partes do vegetal refugadas pelo mercado sao ricas fontes de
fibras alimentares e compostos com capacidade antioxidante, como os compostos fenolicos
(PEREZ-JIMENEZ & VIUDA-MARTOS, 2015).

O consumo de fibras alimentares tem despertado interesse devido seu potencial de
reducdo de riscos contra doencas crénicas como diabetes, obesidade, doengas cardiovasculares e
alguns tipos de cancer (NAVARRO-GONZALEZ et al., 2011; SAURA-CALIXTO, 2011;
ZHUANG et al., 2012; WANG et al., 2015). O aumento no numero de pessoas com estas
enfermidades pode estar relacionado as mudancas nos habitos de vida e alimentacéo.

O Codex Alimentarius define Fibras Alimentares (FA) como polimeros de carboidratos
com 10 ou mais unidades monoméricas que ndo sdo hidrolizados por enzimas enddgenas no
intestino delgado de humanos. Estes podem pertencer a trés diferentes categorias: polimeros de
carboidratos comestiveis de ocorréncia natural no alimento tal como € consumido; polimeros de
carboidratos que foram obtidos da matéria-prima alimenticia por métodos fisicos, quimicos ou
enzimaticos e, que apresentem efeitos fisioldgicos benéficos a saude; e polimeros de carboidratos
sintéticos desde que comprovado seu efeito benéfico a saide (HOWLETT et al., 2010).

Os compostos fenolicos, por outro lado, sdo metabolitos secundarios naturalmente
presentes em vegetais vasculares. Uma vez que suas principais funcdes relacionam-se com
estratégias de defesa das plantas contra agentes externos, sua maior concentracao se da nas partes
periféricas da mesma, como em sua casca (STALIKAS, 2007).

Algumas fibras alimentares podem conter em sua matriz compostos bioativos gue,
quando consumidos adequadamente, e em quantidades satisfatorias, podem chegar intactos ao
intestino, no qual sdo liberados da matriz da fibra produzindo metabolitos e um ambiente
antioxidante pela acdo da microbiota intestinal (SAURA-CALIXTO, 2011). Estas fibras sé&o
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denominadas fibras com capacidade antioxidante. Diante disso, 0s subprodutos da producéo
agricola, especialmente residuos do processamento de frutas tornam-se alternativas viaveis para a
obtencdo de fibras com capacidade antioxidante.

Muitos dos frutos produzidos no Brasil sdo variedades ja domesticadas e adaptadas as
caracteristicas geograficas da regido. Entretanto, o consumo de frutos tropicais nativos tem
aumentado devido a pesquisas evidenciando seus valores nutricionais e funcionais (RUFINO et
al, 2010). O Brasil possui uma vasta variedade de frutos nativos, ditos exdticos, dentre eles
destaca-se o pequi.

O pequi € proveniente do pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.), uma espécie nativa
do Brasil, de ocorréncia generalizada no cerrado, sendo explorado, predominantemente, de forma
extrativista. A exploragdo econdmica desta espécie é considerada uma pratica ambientalmente
sustentavel e sua importancia socioecondémica é verificada no conjunto de atividades, que
englobam coleta, transporte, beneficiamento, comercializacdo e consumo, tanto do fruto in
natura quanto dos produtos derivados (CANDIDO et al., 2012). Em 2015, o governo do Estado
de Minas Gerais reconheceu oficialmente a cadeia produtiva do pequi no norte do Estado,
contemplando inicialmente 14 municipios e permitindo a regularizacdo do beneficiamento dos
produtos derivados do fruto (JORNAL DO BRASIL, 2015)

Além de bastante apreciado e utilizado em diversas receitas e aplicacdes, o fruto é
também reconhecidamente uma fonte de compostos antioxidantes naturais como carotenoides e
compostos fendlicos (LIMA et al, 2007; KHOURI et al, 2007; AMARAL et al, 2014). Apesar
disso, a casca, seu principal subproduto ainda € pouco estudada e escassos dados sdo encontrados
na literatura acerca de sua caracterizacdo e utilizacdo. A casca pode representar até 80% da
massa total do fruto, gerando mais de 5000 toneladas anuais desse residuo (VERA et al, 2005;
LEAO et al, 2017).

Um estudo realizado por Ledo et al. (2017) revelou a presenca de um alto teor de fibras
alimentares e compostos antioxidantes em farinhas de casca de pequi. A elevada atividade
antioxidante determinada nesse estudo esta relacionada ao elevado teor de compostos fendlicos
encontrado para este subproduto, sendo superior a de diversos outros residuos listados na
literatura (CHANTARO et al., 2008; HASSAN et al., 2011; SOUZA et al., 2012; ZHUANG et
al., 2012). Além disso, as farinhas obtidas nesse estudo apresentaram boas propriedades

tecnoldgicas, destacando-se as propriedades de hidratagdo como indice de absor¢do de agua,
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solubilidade e volume de intumescimento, sugerindo a hipotese de utilizacdo das farinhas como
aditivos para alimentos processados.

Tendo em vista os resultados satisfatorios obtidos por Ledo et al (2017) tanto para teor de
fibras alimentares quanto para atividade antioxidante em farinhas de casca de pequi, esse estudo
serviu como base para a continuidade do projeto que objetivou a realizacdo de estudos mais
aprofundados para a caracterizacao deste subproduto.

N&o existem na literatura dados de caracterizacdo dos componentes bioativos e de fibras
alimentares das farinhas de casca de pequi, e poucos dados a respeito desse subproduto podem
ser encontrados. Alguns estudos com casca de pequi listados na literatura incluem a producéo e
caracterizacdo centesimal de farinha de casca de pequi (SOARES JUNIOR et al., 2010; LEAO,
2013); potencial de utilizacdo da casca de pequi no combate de nematoides em galhas de
tomateiro, bem como no combate de nematoides no trato gastrointestinal de ovelhas (RIBEIRO
et al, 2012; NOGUEIRA et al., 2012) e influéncia de substituicdo parcial de racdo por farinha de
casca de pequi na producédo de ovos de codornas e poedeiras (OLIVEIRA et al, 2016; SILVA et
al, 2016).

Por todo o exposto, 0 presente trabalho objetivou a caracterizacdo das fracoes
polissacaridicas e de compostos antioxidantes de farinhas de casca de pequi por metodologias
ainda nao realizadas na literatura conforme descrito a seguir:

« Determinacdo do teor de carotenoides total, capacidade antioxidante pelo método de
reducdo de ferro (FRAP), determinagdo de antioxidantes macromoleculares e
investigacdo dos componentes fendlicos que promovem atividade antioxidante por
CLAE-DAD.

« Determinacdo dos constituintes de fibras alimentares das farinhas de casca de pequi por
meio das técnicas Cromatografia a Gas com detector de lonizacdo de Chama (CG-FID) e
Espectroscopia do Infravewrmelho (FTIR). Avaliacdo superficial por meio de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e relagdo com propriedades tecnologicas.

« Avaliacdo do potencial de extracdo de pectina (micro-ondas) tendo em vista a utilizacéo
como ingrediente alimenticio.

Os resultados obtidos nesse trabalho permitem o conhecimento de alguns dos
componentes presentes nas farinhas de casca de pequi. O detalhamento das espécies quimicas

formadoras da matriz da casca de pequi é de fundamental importancia para se poder inferir com
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seguranca quanto ao seu uso na industria, seja de alimentos ou farmacéutica. Além disso, as
informacdes obtidas com as caracterizagdes das fragdes polissacaridicas e bioativas sdo de
extrema importancia para a agregacdo de valor a esse subproduto, em sua maioria descartado

como lixo ou subutilizado para alimentagdo animal ou formagéo de compostagens.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1Frutos do Cerrado Brasileiro

O Brasil € o pais detentor da maior diversidade bioldgica do planeta. A regido do cerrado
corresponde a 25% do territdrio brasileiro, possuindo cerca de 204 milhdes de hectares. Esse
ecossistema apresenta uma enorme diversidade faunistica e floristica e abrange principalmente
os estados de Minas Gerais, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Bahia,
Maranhdo, Piaui e Distrito Federal (SANTOS E ZAMPERO, 2012).

O cerrado representa a principal area de producéo de gréos e fazendas de gado do Brasil.
As chuvas sazonais e 0s solos pobres e acidos sdo determinantes na vegetacdo deste ecossistema
(LEITE, et al., 2006). Apesar disso, inumeras espécies de plantas do cerrado ja foram
identificadas como importantes fontes de alimentos, substancias medicinais, madeira, plantas
meliferas e ornamentais (SOARES JUNIOR et al., 2010).

As arvores frutiferas do cerrado ocupam lugar de destaque nesse ecossistema. Tais frutos,
apresentam sabores singulares e elevados teores de agUcares, proteinas, vitaminas e minerais
(SANTOS E ZAMPERO, 2012). Alguns exemplos desses frutos incluem o araticum, o buriti, a
cagaita e 0 pequi e apresentam teores de vitaminas do complexo B, tais como as vitaminas B1,
B2 e PP, equivalentes ou superiores aos encontrados em frutas como o abacate, a banana e a
goiaba, tradicionalmente consideradas como boas fontes destas vitaminas (AGOSTINI-COSTA e
VIEIRA, 2004).

Dentre os frutos do Cerrado, o Pequi (Caryocar brasiliense camb.) merece destaque. O
fruto é consumido pelas populagdes que habitam as regiées onde s&o produzidos, sendo o Estado
de Minas Gerais (MG) seu principal produtor e consumidor. Por se tratar de um fruto de facil

producdo e com caracteristicas desejaveis em relacdo ao sabor e valor nutritivo, o pequi pode
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representar uma fonte potencial na alimentacdo e sobrevivéncia de uma parcela da populacdo
brasileira (LIMA et al., 2007).

2.2 O Pequi

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) é uma espécie de ocorréncia generalizada no
cerrado, sendo explorado, predominantemente, de forma extrativista. Dentre 0s estados
produtores, Minas Gerais destaca-se como o principal produtor e consumidor de pequi. Durante
0 periodo da safra no Norte de Minas Gerais, que compreende 0s meses de novembro a fevereiro,
0 pequizeiro é uma importante fonte de geracéo de renda para o agricultor local. Isto ocorre em
funcdo do envolvimento de toda familia na catacdo dos frutos e na venda nas cidades
circunvizinhas (RIBEIRO et al., 2012; CANDIDO et al., 2012).

O pequi (Figura 1) pode ser dividido em:
1. exocarpo (casca externa verde);
po ( ) Casca (subproduto)
2. mesocarpo (parte interna da casca, de coloragdo amarelada);
3. endocarpo (polpa laranja/amarelada);
4. revestimento de semente (castanho e duro, coberto por uma camada de espinhos finos); e

5. semente (branca, incluindo o embrido, tegumento, e endorsperma).
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Figura 1: Estrutura do fruto do pequi — Caryocar brasiliense Camb. (1- exocarpo; 2- mesocarpo; 3-
endocarpo; 4- revestimento da semente; 5- semente).

O fruto é amplamente consumido e muito valorizado pela cultura sertaneja. A espécie é
explorada economicamente e sua importancia socioeconémica engloba um conjunto de
atividades: coleta, transporte, beneficiamento, comercializacdo e consumo, tanto do fruto in
natura quanto dos produtos derivados (CANDIDO et al., 2012). Além do consumo como
alimento (LIMA et al., 2007; BRASIL, 2008), o 6leo extraido da polpa apresenta potencial de
utilizacdo para formulag¢Ges cosméticas (NOGUEIRA DE DEUS, 2008; MIRANDA-VILELA et
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al., 2009), bem como propriedades anti-inflamatorias (OLIVEIRA et al., 2010a). Ja o 6leo
extraido da semente tem revelado potencial de utilizacdo na producéao de biodiesel (BORGES et
al., 2012).

Apesar da vasta utilizacdo das partes comestiveis do pequi, poucos estudos sao
encontrados na literatura para a utilizacdo de seu principal subproduto: a casca. Soares-Junior e
colaboradores (2010) desenvolveram e analisaram quimicamente uma farinha de mesocarpo de
pequi. O estudo indicou que a farinha de mesocarpo de pequi é uma boa fonte de fibras
alimentares, carboidratos, cinzas, magnésio, calcio, manganés e cobre, mas pobre em lipidios,
zinco e ferro.

Nogueira et al. (2012) avaliaram o efeito do extrato aquoso de casca de pequi na inibicao
do desenvolvimento das larvas, inibi¢do da incubagéo de ovos e reducéo da contagem de ovos de
nematdides nas fezes de ovinos. Os resultados indicaram alta eficiéncia na inibi¢do da incubacédo
de ovos e moderada acdo antihelmintica dos extratos quando administrada um unica dose. A
utilizacdo de extrato de casca de pequi foi avaliada também no combate de nematoides em galhas
de tomateiro. Cinco doses do extrato aquoso (0,0; 2,5; 5; 10 ou 20%) foram avaliadas quanto ao
efeito na eclosdo e mortalidade de juvenis de segundo estadio (J2) do nematoide das galhas in
vitro. Neste estudo, foi avaliado também o efeito da utilizacdo do p6 de cascas de pequi em
tomateiro em casa de vegetacdo em quatro doses (0; 7,5; 15 ou 30 g/4 kg de solo). O p6 de
cascas de pequi foi incorporado sete dias antes do plantio do tomateiro e a inoculacéo de ovos do
nematoide foi feita ap6s o plantio. O extrato aquoso reduziu significativamente a eclosdo e
aumentou a mortalidade de J2 do nematdide das galhas. Quanto a utilizacdo do pé de casca de
pequi, os autores concluiram que tém efeito nematicida ao nematdide das galhas, porém causam
fitotoxicidade quando misturado ao solo e seguido do plantio até sete dias da sua aplicacdo ao
solo (RIBEIRO et al., 2012).

Como ingrediente alimenticio, a casca de pequi foi utilizada para a extracdo de pectina
com posterior adicdo em geleia light atuando como agente gelificante. Estudaram-se a influéncia
das variaveis concentragédo de acido citrico, temperatura e tempo de extracdo sobre o rendimento
e 0 grau de esterificacdo da pectina extraida da casca de pequi e compararam-na com a pectina
citrica comercial aplicada na formulacao de geleia light. As pectinas obtidas a partir da casca de

pequi, nesse estudo, apresentaram grau de esterificacdo inferior a 50%, sendo, portanto,
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caracterizadas como pectinas de baixo teor de esterificacdo, podendo formar geéis estaveis na
auséncia de acucar, sendo viavel sua utilizacdo como aditivo alimentar (SIQUEIRA et al., 2012).

No trabalho de Siqueira e colaboradores (2012) a pectina foi extraida pelo método
convencional no qual séo requeridos grande tempo de extragcdo, 0 que aumenta O risco de
degradacdo térmica de componentes termosensiveis. Por esses fatores, novas metodologias
como a extracdo por micro-ondas ou ultrassom estdo sendo desenvolvidas visando avaliar o
efeito desses tratamentos no rendimento e qualidade das pectinas obtidas, bem como a reducao
do tempo de extracdo e, consequentemente, no consumo de solventes (SEIXAS et al., 2014,
MARAN et al., 2015; WANG et al., 2015; THIRUGNANASAMBANDHAM e SIVAKUMAR,
2015). No presente trabalho, a extracdo de pectina por micro-ondas foi avaliada e sera descrita
no Capitulo 3.

No trabalho desenvolvido por Ledo (2013) e que serve como base para o presente estudo
o0 potencial antioxidante de farinhas de casca de pequi foi avaliado pelos métodos ABTS e DPPH
e teor de compostos fendlicos foi estimado pelo método de Folin-Ciocalteu. O valor médio
obtido para teor de compostos fenolicos foi de aproximadamente 17 g EAG.100g-1, resultados
expressivamente superiores aos descritos na literatura para polpa e améndoa de pequi (0,122 g
EAG/100g) (LIMA et al., 2007) e para outros subprodutos agricolas. Com relacdo ao potencial
antioxidante mensurado pelos métodos ABTS e DPPH, os resultados obtidos para farinhas de
casca de pequi também foram bastante elevados (1064 uM de Trolox/g m.s e 47 g m.s./g DPPH,
respectivamente). Esses resultados demonstram uma atividade antioxidante muito superior a
encontrada para outros frutos do cerrado como o Marolo (657,9 pM de Trolox/g), o Jenipapo
(112,46 uM de Trolox/g) e o Maracuja Doce (67,75 UM de Trolox/g) (SOUZA et al.,2012). As
farinhas de casca de pequi possuem também elevado teor de fibras alimentares (> 40%) (Leé&o,
2013), o que demonstra seu potencial como alimento funcional.

Tendo-se em vista 0 elevado consumo do fruto do pequi, especialmente em regides do
Cerrado brasileiro e sua importancia na agricultura familiar, o elevado teor de residuo gerado
(cascas), e os resultados obtidos até 0 momento em analises relacionadas ao mesmo, torna-se
importante a averiguacdo do potencial de valorizacdo e utilizacdo desse subproduto como

ingrediente alimenticio.
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2.3 Composigéo fisico-quimica de alimentos

A avaliacdo da composicdo fisico-quimica dos alimentos permite conhecer e classificar
as matrizes alimenticias quanto sua composi¢do quimica, caracteristicas fisicas, estrutura e
propriedades. Com a detencdo deste conhecimento pode-se compreender as alteracfes dos
constituintes dos alimentos submetidos ao processamento (ARAUJO et al., 2007).

O estudo da composicdo quimica dos alimentos permite identificar propriedades dos
materiais e reatividade quimica de matrizes de alimentos, e como esse entendimento é
efetivamente aplicado para melhorar a formulagdo, processamento e estabilidade de
armazenamento de alimentos.

Ledo et al (2017) estimaram a composicdo fisico-quimica de farinhas de casca de pequi.
O valor médio para umidade das farinhas variou de 6,39% a 8,03%. Com relacdo ao teor de
proteina, os valores encontrados variaram de 3,25% a 4,86%. O valor médio estimado para
residuo mineral fixo foi 2,4%. Apesar de o fruto do pequi apresentar valores elevados de lipidios,
as cascas, por sua vez, apresentaram valores baixos, na ordem de 0,3%. O teor de carboidrato foi
calculado por diferenca, sendo de 86%, em média. Grande parta da fracdo carboidrato é
composta por fibras alimentares, uma vez que as farinhas de casca de pequi apresentaram cerca

de 42% de fibra alimentar total, desse total cerca de 10% correspondem a fibras sollveis.

2.3.1 Métodos para avaliacao fisico-quimica de alimentos
2.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura é uma técnica que pode fornecer rapidamente
informacdes sobre a morfologia e identificacdo de elementos quimicos de uma amostra sélida
(DEDAVID et al., 2007). Consiste em uma técnica microestrutural, bastante versatil e possui
aplicagdes em diversas areas de conhecimento, como engenharias, ciéncias de materiais,
geociéncias, ciéncias bioldgicas entre outras (GOLDSTEIN et al., 1992).

O principio de um microscopio eletronico de varredura (MEV) baseia-se na utilizagdo de
um feixe de elétrons de pequeno didmetro para explorar a superficie da amostra, ponto a ponto,
por linhas sucessivas e transmitir o sinal do detector a uma tela catddica cuja varredura encontra-

se sincronizada com aquela do feixe incidente. O feixe é entdo guiado por um sistema de bobinas
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de deflexdo de modo a varrer a superficie da amostra segundo uma malha retangular. O sinal de
imagem resulta da interacdo do feixe incidente com a superficie da amostra. A imagem formada
a partir do sinal captado na varredura eletrénica de uma superficie pode apresentar diferentes
caracteristicas, pois a imagem é resultante da amplificacdo de um sinal obtido de uma interacéo
entre o feixe eletrénico e o material da amostra (DEDAVID et al., 2007).

Os particulados de origem vegetal podem ser caracterizados por meio da geometria das
particulas e sua superficie externa, bem como pela forma dos poros e a fracdo de sua superficie
interna acessivel (SANTANA et al.,, 2012). Alves e colaboradores (2010) avaliaram por
microscopia eletronica de varredura (MEV) a superficie de polpa de pequi liofilizada em
diferentes tratamentos. No processo de liofilizacdo foram utilizados diferentes concentracdes e
tipos de agUcares e alcoois. Por meio da analise das microfotografias foi possivel perceber
diferencas geradas nas superficies dos pés pelos tratamentos.

Santana e colaboradores (2012) também avaliaram diferencas na superficie de pos ricos
em fibras alimentares preparados a partir de albedo de laranja por diferentes tratamentos. Os
autores elucidam que as caracteristicas superficiais dos particulados vegetais podem afetar de
forma significativa suas propriedades fisico-quimicas, além de influenciar as caracteristicas de
dissolucdo e na capacidade de retencao de agua. As caracteristicas superficiais podem ainda
influir nas propriedades de transporte, na condutividade térmica, na difusdo de aromas e de

componentes de baixo peso molecular.

2.3.3 Cromatografia a gas (CG)

A cromatografia a gas (CG) é uma das técnicas mais amplamente utilizadas para a
determinacdo de compostos organicos volateis. Uma das grandes vantagens da cromatografia a
gas baseia-se na possibilidade de deteccdo de componentes mesmo em pequenas concentracoes,
além de uma excelente repetibilidade das analises (CHRISTIAN, 2009).

O desenvolvimento da CG como método analitico foi realizado inicialmente por Martin e
Synge (1941). Esses cientistas demonstraram a técnica para a separacao e quantificacdo de uma
mistura de doze acidos graxos. A importancia da técnica foi reconhecida de imediato, sendo

adotada por diversos laboratorios petroquimicos (SKOOG et al., 2008).
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O advento da cromatografia a gas (CG) trouxe avancos substanciais para muitas areas da
quimica analitica promovendo expressivos avancos na forma de analisar compostos organicos
volateis, tanto em velocidade e confiabilidade, como seletividade, precisdo e seletividade
(CHRISTIAN, 2009). Na cromatografia a gas a amostra, que pode ser um gas ou um liquido é
injetada em uma corrente de gés inerte (fase movel), também chamada de “géas de arraste”. A
amostra € conduzida atraves da coluna, na qual os componentes amostrais sdo separados de
acordo com sua habilidade de distribuicdo entre as fases mdvel (FM) e estacionaria (FE). As
fases moveis mais comuns em CG s o He, Ar e N, que tém a vantagem de serem
guimicamente inertes em relacdo a amostra e a fase estacionaria (HARVEY, 2000).

Com relacao a fase estacionaria (FE), no geral a mesma é composta por um liquido ndo
volatil, imobilizado no interior de uma coluna capilar. A FE deve ser pouco volatil, termicamente
estavel e com polaridade apropriada para os solutos a serem separados. A escolha da FE
adequada para analise é de grande importancia para a seletividade do método. A ordem de
eluicdo dos analitos na CG é determinada primeiramente pelo ponto de ebulicdo do soluto e, em
seguida, pela interacdo do soluto com a fase estacionaria. Dessa maneira, solutos com pontos de
ebulicdo significativamente diferentes s&o facilmente separados, enquanto solutos com pontos de
ebulicdo semelhantes podem ser separados somente se a fase estaciondria interagir seletivamente
com um dos solutos (HARVEY, 2000) De modo geral, solutos ndo polares sdo mais facilmente
separados em FE ndo polares e, solutos polares em FE polares.

Apos eluicdo pela coluna cromatogréafica, o analito passara pelo detector e emitira um
sinal que sera registrado como um pico no cromatograma. Um detector ideal possui varios
parametros desejaveis como baixos limites de deteccdo, uma resposta linear ao longo de uma
ampla gama de concentragcbes de soluto, a capacidade de resposta a todos os solutos ou
seletividade para uma classe especifica, baixo tempo de resposta, independente da taxa de fluxo e
atuar em uma ampla faixa de temperatura (HARVEY, 2000; SKOOG et al., 2008).

Dentre os detectores, o detector por ionizacdo de chama (FID) é o mais utilizado. Nesse
tipo de detector, o analito eluido passa por uma pequena chama de hidrogénio e ar. O FID ¢
amplamente utilizado para determinacdo de compostos organicos, uma vez que esses produzem
ions e elétrons pela pirdlise em uma chama hidrogénio-ar. Para a coleta de sinal, é aplicado um

potencial de cerca de 300 V através da chama formando uma pequena corrente de cerca de 107°-
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10 A. Quando amplificado, esta corrente fornece um sinal analitico o qual sera registrado na
forma de pico.

O uso de cromatografia a gas com detector por ionizacdo de chama (CG-FID) tem
demonstrado grande relevancia para a caraterizagdo da composicdo monossacaridica de fibras
alimentares de subprodutos agricolas (LIANG et al., 2012; AJILA E PRASADA RAO, 2013;
SEIXAS et al.,, 2014; BADRI et al., 2015; ZHU et al., 2016). A determinacdo da fracdo
monossacaridica em fibras alimentares permite caracteriza-las quanto sua composicao e inferir

sobre suas propriedades tecnologicas.

2.3.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) consiste em um método de separacao
de diferentes substancias quimicas contidas em uma amostra a qual € eluida através de uma
coluna pela passagem de um liquido a alta pressdo. O processo de separagdo ocorre devido a um
mecanismo de interacdo seletiva entre as moléculas do soluto (amostra) e duas fases, uma movel
(FM) e outra estacionaria (FE) (CHUST, 1990). A FE refere-se ao material do qual é prenchida a
coluna cromatogréafica, enquanto a FM, consite em um ou mais solventes que fluem
continuamente através do sistema promovendo a eluicdo do soluto pela coluna. As velocidades
de eluicdo através da coluna dos diferentes solutos contidos na amostra serdo distintas, devido as
diferentes estruturas moleculares e grupamentos funcionais dos mesmos. Isso ocorre porque
essas diferencas geram distintos graus de afinidade com as fases movel e estacionaria,
promovendo velocidades de migracao diferentes e assim, permitindo separacdo cromatografica
(MEYER, 2004).

A CLAE é uma técnica amplamente utilizada em diversos segmentos da indUstria por se
tratar de uma ferramenta eficiente na separagéo e deteccdo de diferentes substancias, mesmo em
pequenas concentracbes (COLLINS, BRAGA E BONATO, 1997). Na industria farmacéutica é
extremamente necessaria as analises de controle de qualidade desde a matéria-prima até o
produto final. Nos setores de controle ambiental, a CLAE é utilizada, por exemplo para anélise e
monitoramento de pesticidas e demais contaminantes em aguas e solo. Na industria alimenticia
tem se mostrado bastante eficaz na determinacgéo de toxinas e quantificacdo de nutrientes mesmo
na presenca de aditivos (TONHI et al., 2002; LOURENCO, 2005). Atualmente, a CLAE tem se
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mostrado eficiente na deteccdo de compostos bioativos em matrizes alimenticias, como 0s
compostos fendlicos e carotenoides. Para a eficiéncia da separacdo, muitos métodos tem sido
propostos, adotando-se diferentes fases moveis e gradientes de eluicdo, variando de uma matriz
para outra.

Os constituintes funcionais de oito diferentes gendtipos de goji berries foram estudados
por Zhang et al (2016). Foram investigados os compostos fenolicos presentes nos frutos por
meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo diodo (CLAE-DAD)
utilizando-se duas fases mdveis (Fase A: &cido formico 0,1%; Fase B: metanol) para o gradiente
de eluicdo. Os compostos fenolicos foram extraidos com solucdo metandlica 80% e
dimetilsulfoxido (DMSO) por 24 horas, sob agitacdo. A atividade antioxidante total dos
diferentes gendtipos dos frutos foi também avaliada pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP. O
método cromatogréafico para determinacdo dos compostos fendlicos mostrou-se eficiente na
identificacdo de diferentes substancias tais como flavonoides (quercetina, miricetina , kaempferol
e rutina) e acidos fenolicos (&cido cafeico, acido p-cumarico, acido feralico, acido vanilico e
acido clorogénico). As amostras também apresentaram elevada atividade antioxidante, sugerindo
que os frutos representam boas fontes naturais de antioxidantes para nutricdo humana.

Batista e colaboradores (2016) investigaram o perfil de compostos fenolicos, e atividades
antioxidante e antimutagénica de extrato do fruto copaiba (Copaifera langsdorffii). O perfil de
compostos fendlicos foi investigado utilizando-se CLAE com detectores de arranjo diodo e
fluorescéncia. O &cido fendlico encontrado em maior concentragcdo no extrato de copaiba foi o
acido galico. Além desse composto, foram identificados em concentracdes consideraveis 0s
acidos o-cumarico e benzoico além de flavonoides como epicatequina galato, quercetina e
isoquercetina. Em menores concentracdes foram identificadas também procianidinas B1 e B2. O
extrato de copaiba apresentou elevada antividade antioxidante, avaliada pelos métodos ABTS,
DPPH, FRAP e ORAC. Apesar disso, pelos resultados obtidos no estudo in vivo, ndo foi capaz
de induzir efeitos mutagénicos ou antimutagénicos em camundongos.

Jorjong, Butkhup & Samappito (2015) avaliaram as diferengas no perfil de compostos
fenolicos e atividade antioxidante de 14 cultivares de Mao-Luang (Antidesma bunius), um fruto
produzido no nordeste da Tailandia. A atividade antioxidante foi investigada pelos métodos
ABTS, DPPH e FRAP. Para avaliacdo do perfil fendlico utilizou-se CLAE-DAD com duas fases
moveis (Fase A: acetonitrila; Fase B: acido fosforico em &gua deionizada, pH 2,58). Os
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resultados desse estudo revelaram diferencas significativas no perfil fenolico e atividade

antioxidante entre os cultivares, mostrando a influéncia desse fator no potencial antioxidante das

amostras. Acido galico, epicatequina e catequina foram os compostos fendlicos encontrados em

maior concentragdo em todos os cultivares avaliados. Estudos de analise de correlacdo revelaram

que acido galico, &cido ferdlico e algumas antocianinas sdo 0s principais componentes

responsaveis pela atividade antioxidante dos frutos estudados.

2.3.5 Espectroscopia do Infravermelho

A espectroscopia € o estudo da interacdo da luz com a matéria. A luz é composta pelas

ondas elétrica e magnética que estdo em planos perpendiculares entre si. E a parte elétrica da luz,

chamada de vetor elétrico, que interage com as moléculas da matéria (SMITH, 1996). A radiacéo

electromagnética cobre uma ampla faixa de comprimento de onda, desde ondas de radio que séo

de baixa energia até raios-y de elevada energia, tal como ilustrado na figura 2.
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Figura 2: As regides do espectro eletromagnético e alteracGes quanticas resultantes da interacdo de um
analito com a radiacgdo eletromagnética. O numero de onda, comprimento de onda, freqliéncia e energia
sdo caracteristicas que descrevem a radiacdo eletromagnética. Fonte: Fundamentos da Quimica Analitica.

Skoog, 82 Edicéo.
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A radiacdo infravermelha corresponde aproximadamente a parte do espectro
eletromagnético situada entre regides do visivel e das microondas. Sua maior utilizacdo para
compostos organicos esta situada entre 4.000 e 400 cm™ e corresponde ao infravermelho médio
(KAROUI, DOWNEY E BLECKER, 2010). A radiacdo infravermelha geralmente ndo é
suficientemente energética para causar transi¢oes eletronicas, porém pode induzir transi¢cdes nos
estados vibracionais e rotacionais associados com o estado eletronico fundamental da molécula
(SKOOG, 2008). Dessa maneira, a identificacdo de componentes por espectroscopia no
infravermelho é baseada na propriedade das moléculas de absorver luz na regido do
infravermelho e realizar uma grande variedade de movimentos vibracionais caracteristicos de sua
composicao (OLIVEIRA et al., 2014).

Cada grupo funcional ou vinculo especifico entre os atomos de uma molécula apresenta
uma unica frequéncia vibracional. Essa frequéncia pode ser utilizada para determinar quais
grupos funcionais estdo presentes em uma amostra. Quando os efeitos de todos os diferentes
grupos funcionais sdo tomados em conjunto, o resultado € uma Unica "impressao digital”
(fingerprint) molecular que pode ser usada para confirmar a identidade de uma amostra
(FRANCA E OLIVEIRA, 2010).

Data-se da Segunda Guerra Mundial uma das primeiras aplicacfes da espectroscopia no
infravermelho. Nesse periodo, ja se sabia que 0s espectros armazenavam uma grande quantidade
de informacdes sobre a amostra e apresentavam um elevado potencial de utilizagdo (COSTA
FILHO; POPPI, 2002). Como técnica de analise quantitativa para o controle de alimentos e
produtos industrializados, a espectroscopia no infravermelho obteve crescimento com o advento
da Tranformada de Fourrier (FT-IR) e a utilizacdo do interferdmetro de Michelson, que tornou o
método mais répido e robusto (SALIBA et al., 2003). A utilizacdo do interferdmetro na técnica
FT-IR permite que todas as frequéncias sejam medidas simultaneamente. Este prevé uma selecéo
e quantificacdo muito rapida de componentes, com elevada taxa de transferéncia de amostras
(LUYKX E VAN RUTH, 2008). O interferograma resultante é entdo submetido a transformada
de Fourier, a fim de ser transformado em um espectro.

A espectroscopia no infravermelho é amplamente utilizada para anélise de parede celular
vegetal (KACURAKOVA et al, 2000). Celulose e pectina sio os polissacarideos mais
extensivamente estudados. Robert e colaboladores (2005) investigaram a presenga de diferentes

polissacarideos na parede celular de endosperma de trigo por meio de FT-IR. Os autores
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utilizaram um conjunto de diferentes polissacarideos, os quais apresentavam diferentes niveis de
substituicdo e xilooligossacarideos mono ou disubstituidos com residuos de arabinose. A anélise
de componentes principais dos espectros obtidos por FT-IR sugeriram que é possivel avaliar as
proporc¢des relativas dos polimeros e grau de substituicdo de arabinoxilanas em misturas
complexas como na parede celular de gréos de cereais.

Szymanska-Chargot et al (2015) determinaram quali e quantitativamente a composi¢édo
de parede celular de magés durante o seu amadurecimento por meio de FT-IR. Os dados
comprovaram que a FT-IR acoplada aos métodos quimiométricos foram eficazes para a

determinacéo rapida e confiavel dos principais componentes da parede celular de frutas.

2.4 Carboidratos em plantas

Os carboidratos, quando em sua forma basica, exibem formula quimica geral Cn(H,O)n.
S80 os compostos organicos mais abundantes no planeta, sendo constituintes primarios de
plantas e exoexqueletos de crustaceos e insetos (HUI, 2006)

Carboidratos sdo componentes essenciais dos organismos vivos. Nos vegetais podem ser
encontrados como monossacarideos, oligossacarideos, polissacarideos e seus derivados.
Representam um importante grupo de metabolitos de vegetais, correspondendo aos principais
constituintes quimicos, depois da agua (NASCIMENTO, 2012). Podem desempenhar funcdes
estruturais ou de reserva. Os primeiros sdo responsaveis pela formacdo da parede celular e de
outras estruturas na planta. Sdo considerados os compostos mais abundantes da Terra. Os
carboidratos de reserva incluem monossacarideos, dissacarideos, oligossacarideos e
polissacarideos e seus derivados, dentre os quais podem ser citados o amido, sacarose, frutanas,
galactomananas e outros.

A parede celular vegetal consiste em um envoltério presente em todas as células de
vegetais superiores e desempenha inimeras funcGes na planta. Algumas das fungdes incluem a
determinacdo da forma das células vegetais, textura do tecido e morfologia do vegetal, pela forca
mecanica e rigidez que apresenta além de desempenharem importante papel de protecdo contra
ataques de patdgenos e predadores (NASCIMENTO, 2012)
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A parede celular é composta por diferentes tipos de macromoléculas: celulose,
hemicelulose, as pectinas e as proteinas, apresentando um complexo grau de estruturacdo, além
de ser um compartimento dindmico que passa por mudangas ao longo da vida da célula.

A celulose é o polissacarideo estrutural mais abundante nos vegetais. Constitui-se de
cadeias de unidades de glicose, ligadas covalentemente pelo oxigénio entre o carbono numero 1
de uma glicose e o carbono numero 4 da glicose adjacente por meio de ligagdes B (12>4),
gerando um polimero linear ndo ramificado. Este arranjo molecular rigido confere a este
polimero alta insolubilidade em &gua e uma elevada resisténcia as forcas de tracdo. A interagdo
entre cadeias de celulose leva a formacdo das microfibrilas. Os espacos arranjados menos
regularmente nas microfibrilas e entre as camadas de microfibrilas sdo preenchidos por
substancias hidrofilicas (hemiceluloses, pectinas e proteinas) da matriz da parede celular,
formando uma rede tridimensional hidrofilica. Tal estrutura torna-se responsavel pela
permeabilidade da parede celular favorecendo a troca de nutrientes, catabolitos e sinais quimicos
entre as células e o meio extracelular JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2005).

As hemiceluloses sdo polimeros de pentoses extremamente heterogéneos. Sao
polissacarideos ramificados cujo eixo consiste em um aglcar como a glicose, e as cadeias laterais
de outros agucares, como a xilose (xiloglicanos).

As pectinas correspondem a uma classe heterogénea de polissacarideos carregados
negativamente, contendo acido galacturdnico sendo ricas em ramnose, arabinose e galactose. S&o
polissacarideos complexos, altamente ramificados e hidréfilos. Compreendem trés classes de
polimeros: homogalacturonanas, ramnogalacturonas do tipo | (RG I) e ramnogalacturonanas do
tipo 11 (RG Il). Arabinanas, galactanas e arabinogalactanas sdo frequentemente encontradas em
fracGes pécticas como cadeias laterais das RG I. As pectinas tém a capacidade de reter agua,
formando gel hidratado que preenche os espagos entre os elementos fibrosos. Também, por
terem consisténcia gelatinosa, apresentam diversas utilidades comerciais (JUNQUEIRA E
CARNEIRO, 2005).
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2.5 Fibras Alimentares (FA)

A parede celular vegetal € uma estrutura dindmica composta especialmente por
polissacarideos de elevado peso molecular. Polissacarideos como celulose, hemicelulose e pectina
sdo componentes das FA originados da parede celular priméaria e da lamela média. Por outro lado, as
FA podem constituir-se também de componentes ndo-polissacarideos originados da parede celular
secundaria, como lignina, cutina e suberina (ELLEUCH et al., 2011; CHYLINSKA et al., 2016). De
forma geral, o conceito de FA inclui algumas substancias presentes em vegetais e que resistem a
acOes enzimaticas no trato digestivo humano, sendo suas principais fontes os componentes da parede
celular e componentes ndo estruturais (gomas e mucilagens) (JANUZZI, 2007; ELLEUCH et al.,
2011).

Dado o potencial benéfico a salde, quando consumidas de forma adequada, algumas
fibras alimentares podem ser classificadas como alimento funcional. De acordo com a RDC
18/1999 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), alimento funcional é aquele
que, além de funcgdes nutricionais bésicas, quando se tratar de nutriente, pode produzir efeitos
metabdlicos e ou fisioldgicos e ou efeitos benéficos a salde, devendo ser seguro para consumo
sem supervisdo médica. As alegacGes de funcionalidade de fibras alimentares aceitas pela
ANVISA incluem a betaglucana com efeito na reducdo da absorcdo de colesterol; a dextrina
resistente, lactulose e goma guar que auxiliam no funcionamento do intestino;
frutooligossacarideos e inulina que contribuem para o equilibrio da microbiota intestinal;
psyllium que auxilia na reducdo da absorcao de gordura; e a quitosana que auxilia na reducédo da
absorcdo de gordura e colesterol.

Diversos estudos tem revelado efeitos benéficos de fibras alimentares extraidas de
substratos vegetais. Haska e colaboradores (2011) avaliaram o efeito da adigdo de subprodutos
do processamento do trigo ricos em FA em dietas de ratos e constataram o aumento na formacao
de acidos carboxilicos de cadeia longa no intestino deste animais, que contribuem para a reducéao
do pH, podendo ter efeitos benéficos, tais como a reducdo do crescimento de bactérias
patogénicas e 0 aumento da absorcdo de minerais. Além disso, as FA apresentaram efeito
prebidtico, com o crescimento de bactérias benéficas ao organismo.

O efeito das fibras alimentares de cacau no funcionamento do intestino foi avaliado por

Sarria e colaboradores (2012). O estudo foi realizado com 44 individuos (homens e mulheres)
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saudaveis, entre 18 e 55 anos de idade. Os resultados mostraram que a suplementacdo com
alimento rico em fibras de cacau, durante 4 semanas, ndo causou alteracdes no peso corporal;
aumentou a frequéncia de evacuagéo e, consequentemente, reduziu a sensacdo de constipagéo,
sem acarretar efeitos colaterais.

Ibriigger e colaboradores (2012) conduziram um estudo para avaliacdo do efeito da
ingestdo de fibras alimentares de linhaca na supressdo de apetite e reducdo da ingestdo de
alimentos. Foram avaliados os efeitos das fibras de linhagca de duas maneiras distintas em dois
grupos de jovens saudaveis: consumidas em tabletes (grupo 1 com 25 participantes) e
consumidas adicionadas em bebida (grupo 2 com 20 participantes). Ambos os tratamentos
provocaram nos jovens o aumento da sensacao de saciedade com reducdo de ingestdo energética
na refeicdo posterior. Sendo assim, os autores concluiram que as fibras alimentares da linhaga
podem auxiliar no controle do apetite. Esta informagdo torna-se importante no controle da
obesidade.

As frutas correspondem a uma importante fonte de fibras alimentares na alimentacéao
humana, além de conterem grandes quantidades de &gua, vitaminas e acUcares. Devido a isso,
Chylinska et al (2016) previram o contetdo de pectinas, celulose e hemiceluloses por anélise de
regressao de minimos quadrados parciais com base nos espectros obtidos por espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourrier (FT-IR). Os autores também analisaram a
composicao das fibras alimentares de frutas baseando-se nos espectros obtidos por FT-IR em
combinacdo com analises quimiométricas (Analise de Componentes Principais (PCA) e andlise
de agrupamento hierarquico (HCA)). Os resultados obtidos demonstraram que a previsdo do
conteudo das pectinas, celulose e hemicelulose de fibras alimentares de frutas com base em
espectros de FT-IR e usando andlise de regressdo de minimos quadrados parciais (PLS) é
possivel. Além disso, a analise dos espectros de infravermelho e o uso de PCA e HCA foi capaz
de distinguir e classificar as diferentes fracGes de fibras analisadas, provando a viabilidade da
utilizacdo de espectroscopia de FT-IR para estudar a composicao da parede celular de frutas.

Dado os efeitos benéficos das FA a saude, o estudo de novas fontes desses compostos
torna-se relevante para a complementacdo de uma dieta saudavel. Dentre as fontes de fibras
alimentares, os subprodutos agricolas apresentam-se como boas alternativas uma vez que

compreendem partes refugadas dos frutos, as quais séo ricas nesses Compostos.

31



2.5.1 Fibras alimentares e subprodutos agricolas

Os subprodutos agricolas sdo compostos por partes ndo comestiveis dos vegetais, tais
como cascas, sementes e bagacos que sao ricas fontes de fibras alimentares. Devido ao potencial
nutricional e tecnoldgico das FA, diversos estudos tem sido realizados objetivando a producéo e
caracterizacdo das mesmas.

Nsor-Atindana et al. (2012) avaliaram o efeito de fibras alimentares produzidas a partir
de cascas de cacau na reducdo dos indices glicémicos e colesterol sanguineo. Foram preparadas
fibras sollveis, insolUveis e total por meio de método enzimatico. O efeito de cada fracdo de FA
foi avaliado utilizando-se 0 modelo in vitro por simulagdo das condi¢es gastricas e intestinais.
Os resultados mostraram que ambas as fracbes de FA de casca de cacau apresentaram
antioxidantes intrinsecos e que poderiam servir como fonte alternativa e de baixo custo de fibras
alimentares funcionais. Os autores sugeriram a incorporacdo das fibras de casca de cacau como
um ingrediente de baixa caloria para dietas ricas em FA, podendo auxiliar na reducdo de
colesterol e no controle da glicose sanguinea.

As caracteristicas quimicas, fisico-quimicas, tecnologicas, antibacterianas e antioxidantes
de fibras produzidas a partir de co-produtos de maracuja amarelo (polpa e semente ou albedo)
foram determinadas com o objetivo de se avaliar seu potencial de utilizagdo como ingrediente
alimentar natural. As fibras de semente e polpa de maracuja (FSP) apresentaram maiores teores
de proteina e gordura que as fibras de albedo de maracuja (FAM) enquanto que as ultimas
apresentaram maior teor de cinzas e fibras alimentares. O alto teor de lipidios na FSP pode ser
um fator limitante na utilizacdo como ingrediente alimentar. O conteido de fibra alimentar
soltvel (FS) foi superior nas FAM. Esta grande quantidade de FS nas fibras de albedo indicaram
um grande potencial como ingrediente alimenticio, podendo atuar como agente espessante,
gelificante e estabilizante (LOPEZ-VARGAS et al., 2013).

Zhang e Wang (2013) avaliaram as propriedades fisico-quimicas de fibras soluveis
produzidas a partir de subprodutos de Canna edulis, pertencente ao género Canna (Cannaceae),
largamente cultivada na América do Sul, Vietna, Tailandia e China. As fibras sollveis foram
preparadas por 6 métodos distintos, incluindo-se métodos quimico, fisico-quimico, enzimatico,
fisico-enzimatico, quimico-enzimatico e fisico-quimico-enzimaticos. Os metodos avaliados

tiveram impacto sobre a composicdo de agucares simples, teor de ions metalicos, ligacdes
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qguimicas e grupos na estrutura, propriedades térmicas e cor do produto final. O melhor
tratamento para a producéo das fibras foi o fisico-enzimatico, devido ao maior rendimento em
fibras, seguranca de consumo e homogeneidade além de boa estabilidade térmica. Os autores
sugerem a utilizacdo da fibra obtida como suplemento ou aditivo em alimentos.

Wang e colaboradores (2015) avaliaram os tratamentos de explosdo em vapor (EV) e
imersdo em solucdo de acido sulfarico (IAS) para aumentar o rendimento e melhorar a
funcionalidade de fibras solUveis a partir de cascas de laranja. Quando as cascas foram tratadas
com EV a 0,8 Mpa por 7 minutos, combinado com 0,8% de IAS o conteudo de fibras solveis
aumentou de 8,04% para 33,74% em comparacdo com o controle. As fibras tratadas
apresentaram ainda maior solubilidade e capacidade de absorcdo de agua, capacidade de
absorcao de 6leo, volume de intumescimento e também boas propriedades como emulsificante e
estabilizante. Além disso, a anélise de calorimetria diferencial de varredura mostrou que as fibras
tratadas apresentaram maior pico de temperatura. Por microscopia eletrénica de varredura
observou-se uma maior rugosidade nas amostras tratadas . Dessa maneira, 0s autores concluiram
que as fibras sollveis a partir de casca de laranja tratadas com EV e IAS apresentam um grande

potencial de aplicacdo como ingrediente alimenticio funcional em alimentos processados.

2.6 Componentes de Fibras Alimentares: Pectina

As pectinas compreendem heteropolissacarideos complexos que compde 0s espagos
intercelulares de paredes celulares primarias de células vegetais jovens onde exercem multiplas
funcbes (SHAKHMATOV et al., 2015). Dentre as principais funcdes das pectinas no tecido
vegetal pode-se citar participacdo no crescimento, evolucdo e protecdo da parede celular, e
manutencdo da turgescéncia da planta (SHAKHMATOV et al., 2015). De forma genérica, a
pectina corresponde a um polissacarideo com cerca de 150 a 500 unidades de &cidos
galacturénicos parcialmente estereficados com grupos metoxilicos, unidos por ligacOes
glicosidicas a- 1,4 em uma longa cadeia molecular (Figura 3) (BOBBIO, 1989).

O principal componente das pectinas é o acido galacturdnico, sendo abundante nas
paredes celulares de dicotileddneas, gimnospermas e algumas monocotiledéneas. Estima-se que
cerca de 90% dos acidos urdnicos da parede celular vegetal advém dos residuos de &cidos
galacturdnicos dos polissacarideos pécticos (CAFFALL & MOHNEN, 2009).
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Figura 3: Estrutura geral da pectina.
Fonte: Bobbio, 1989

Os polissacarideos pécticos sdo ricos em acidos galacturdnicos, podendo estar presente
em maior ou menor concentracdo dependendo da estrutura do polissacarideo (WILLATS, 2006).
As classes estruturais que comp@e os polissacarideos pécticos incluem as homogalacturonanas
(HG), ramnogalacturonanas do tipo I (RG-I), que incluem as cadeias de arabinogalactanas e
arabinanas, ramnogalacturonanas do tipo Il (RG-II) e as xilogalacturonanas (XGA). A razdo
entre HG, XGA, RG-1 e RG-II é variavel, entretanto, como regra geral, as homogalacturonanas
sdo 0s maiores constituintes estruturais na parede celular, correspondendo de 55 a 70% de todo
conteudo péctico, seguido das RG-1 (5%-48%), enquanto as XGA e RG-Il sdo componentes
minoritarios, perfazendo um total de 10% (SHAKHMATOQV, 2015).

As homogalacturonanas compreendem polimeros lineares de &cido D-galacturdnico
unidos por ligagdes a-1,4, perfazendo mais de 60% das pectinas presentes nas paredes celulares
vegetais (CAFFALL E MOHNEN, 2009; BONNIN et al., 2014). As ramnogalacturonanas do
tipo I (RG 1), por sua vez, possuem um esqueleto principal composto por unidades de L-ramnose
unidas por ligacdes a-(1—2) e dcido D-galacturdnico unidos por ligacdes a-(1—4) alternadas.
Cerca de metade dos residuos de ramnose da cadeia principal sdo subsituidos em O-4 por cadeias
laterais contendo D-galactoses e L-arabinofuranoses. As ramnogalacturonanas do tipo Il (RG-11)
possuem uma estrutura altamente complexa e carrega quatro diferentes cadeias laterais contendo
12 diferentes acUcares e derivados, incluindo alguns pouco comuns (WILLATS, 2006;
CAFFALL E MOHNEN, 2009; BONNIN et al., 2014). As estruturas das fracbes que compde a
pectina sdo apresentadas na Figura 4.
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Figura 4: Representacdo esquematica dos componentes estruturais da pectina.
Fonte: Willats, Knox e Mikkelsen, 2006. (Adaptado).

As pectinas exercem grande importancia na industria de alimentos, sendo um ingrediente
alimenticio de alto valor agregado, utilizado como agente gelificante e estabilizante em diversos
produtos processados (SEIXAS et al., 2014). A pectina utilizada na inddstria € comumente
obtida de residuos de macd e frutas citricas, sendo composta basicamente por polimero de acido
D-galacturdnico ligado por ligagdes a-1,4 com pequenas fracdes de ramnose (WROLSTAD,
2012).

Industrialmente as pectinas obtidas sdo de alto teor de metoxilacdo (ATM) e, a partir
dessas, sdo produzidas pectinas de baixo teor de metoxilacdo (BTM). Esse processo é controlado
e constitui-se de etapas acidas, ou alcalinas de desmetoxilacdo, ou por reacBes enzimaticas
(CHIM, et al., 2006). As pectinas de alto teor de metoxilacdo (> 50%) necessitam de um teor
minimo de acucar, sélidos solUveis superior a 55%, e de meio acido, pH 3,2 a 3,8, para a
formacédo de gel, o qual € preparado aquecendo-se 0 meio a altas temperaturas e resfriando-se

para que ocorra a geleificacdo.
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2.6.1 Metodos de Extracao de Pectina

O inicio da producdo de pectina data das primeiras décadas do século XX,
desenvolvendo-se aos poucos na Europa e nos Estados Unidos, usando principalmente o bagaco
de maca. A primeira fabrica de pectina citrica foi construida em 1926, na Califérnia (CANTERI
etal., 2012) .

A metodologia de extracdo de pectinas pode variar de acordo com a matéria-prima,
entretanto, de maneira geral, compreende as etapas de extragdo do vegetal de origem em meio
acido, purificagdo do extrato e precipitacdo da pectina. Industrialmente, a extracdo ocorre em
meio &cido diluido, sob aquecimento (CANTERI et al., 2012).

O processo de extracdo de pectina consiste em multiplos estagios fisicos e quimicos,
sendo que fatores como temperatura, pH, tempo de extracdo e tipo de &cido exercem influéncia
nas etapas de hidrolise, extracdo de macromoléculas do tecido vegetal e sua solubilizacao
(PAGAN, 2001; NAGHSHINEH et al., 2013).

O método convencional de extracdo de pectina requer grande tempo de extracdo, 0 que
aumenta o risco de degradacdo térmica de componentes termosensiveis. Em adicdo, a extracao
de pectina pelo método convencional pode exigir acidos minerais fortes (&cido cloridrico ou
acido sulfarico, por exemplo) que reduzem a vida util dos equipamentos além de causarem
efeitos deletérios ao meio ambiente. Desta maneira, alternativas que reduzam o tempo de
extracdo e, consequentemente, o consumo de solventes, tem sido investigadas (SEIXAS et al.,
2014).

Como método alternativo a extracdo de pectinas, o uso de micro-ondas tem apresentado
grande potencial. Isso porque no processo de irradiacdo por micro-ondas as reacdes sdo
aceleradas, uma vez que a energia é dissipada diretamente para 0s componentes reacionais,
resultando em temperaturas elevadas de forma instantinea (MOTASEMI E ANI, 2012). Além
disso, podem ser citadas ainda como vantagens de utilizacdo de micro-ondas na sintese de uma
reacdo: reducdo de produtos indesejaveis; maiores taxas de aquecimento (agquecimento
extremamente rapido); economia de energia; maior seletividade e rendimento; e a reducdo dos
custos (SOUZA E MIRANDA, 2011).
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2.6.2 Extracao de pectina assistida por micro-ondas

O uso de micro-ondas para a extracdo de substancias de matrizes vegetais tem
demonstrado grande potencial e vem sendo avaliado em varios estudos (SEIXAS et al., 2014;
MARAN et al., 2015; THIRUGNANASAMBANDHAM E SIVAKUMAR, 2015). As vantagens
desse método de extracdao incluem menor tempo de extracdo e pequeno volume de solventes. O
controle do aquecimento do sistema também torna a extracdo por micro-ondas atraente,
especialmente quando a substancia a ser extraida € um composto bioativo, sensivel ao calor.
Dessa maneira, 0 rdpido aquecimento, por um tempo muito curto se torna necessario
(CHUMNANPAISONT et al., 2014).

As micro-ondas compreendem as ondas eletromagnéticas com comprimento de onda
variando entre 1 mm e 1 m. Essas ondas se situam entre as regides do radio e do infravermelho
(LIDSTROM et al., 2001; CARVALHO, 2005) (Figura 5). A radiagio de micro-ondas pode ser
dividida em um componente do campo elétrico e uma componente de campo magnético. O
altimo componente é responsavel pelo aquecimento dielétrico, que é efetuado por meio de dois
mecanismos principais: polarizacdo dipolar; e conduco ionica (LIDSTROM et al., 2001;

SOUZA E MIRANDA, 2011).
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Figura 5: Espectro Eletromagnético
Fonte: Geyde e Wei, 1998.

Uma das interagcGes da componente campo elétrico com a matriz é chamada mecanismo
de polarizacdo dipolar. Para uma substancia gerar aquecimento quando irradiada com micro-
ondas é imprescindivel um momento dipolo e uma molécula de 4gua. Um dipolo é sensivel a
campos elétricos externos e tentara alinhar-se com o campo por rotacdo, gerando aquecimento.

Quando o campo € removido as moléculas voltam ao estado desordenado e a energia que foi
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absorvida para a orientacdo dos dipolos é dissipada na forma de calor. Uma vez que o campo
elétrico € oscilante, os dipolos ou ions tendem a se realinhar ao campo elétrico e perdem energia
novamente sob a forma de calor, isso ocorre, devido principalmente aos choques moleculares e
perdas dielétricas (LIDSTROM et al., 2001).

Um estudo realizado por Seixas e colaboradores (2014), avaliou a extracdo de pectina
assistida por micro-ondas de cascas de maracujd. Nesse estudo, foi utilizado forno de micro-
ondas domeéstico, variando-se a poténcia, tempo de extracdo e o tipo de solucdo &cida utilizada
no processo. O maior rendimento obtido se deu a uma poténcia de 628 W e 9 min de extracdo
(18,2%), utilizando-se &cido tartarico como agente extrator. Entretanto, a pectina obtida foi de
baixa qualidade, apresentando baixo teor de metoxilacao e baixa pureza.

Thirugnanasambandham e colaboradores (2014) realizaram extragdo de pectinas de
cascas de pitaia por aquecimento em micro-ondas doméstico e obtiveram rendimento maximo de
7,5%. Vale salientar que, em micro-ondas domésticos, ndo se pode controlar a variavel
temperatura, a qual se mostrou a mais relevante para o aumento do rendimento de extragéo.

Um estudo de Maran et al. (2015) avaliou os pardmetros 6timos para extracdo de pectina
de casca de manga por aquecimento em micro-ondas. Foram avaliados poténcia das micro-ondas,
pH da solucdo extratora, tempo de extracdo e proporcdo de amostra para solvente. Todos 0s
parametros avaliados tiveram grande influéncia no teor de pectina extraida, sendo a condicao
6tima de extracdo a poténcia de 423 W, pH 2.7, tempo de extracdo de 134 segundos e razao
solido-liquido de 1:18 g/mL.

Na literatura, foi encontrado apenas um estudo avaliando a viabilidade de extracdo de
pectinas da casca de pequi. Nesse estudo, Siqueira e colaboradores (2012) realizaram a extracao
de pectina pelo método convencional o qual requer elevado tempo de extragdo, o que aumenta o
risco de degradacdo térmica de componentes termosensiveis (SEIXAS et al., 2014). Por essas
razdes, no presente estudo € proposta a extracdo de pectinas em poés rico em fibras a partir de
casca de pequi por aquecimento em micro-ondas para avaliar a viabilidade do processo e as

caracteristicas das pectinas obtidas.
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2.7 Fibras Alimentares com Potencial Antioxidante

As fibras alimentares e 0s antioxidantes sdo reconhecidos como dois fatores importantes
para a reducdo de riscos de algumas doencas. As fibras alimentares (FA) estdo intimamente
relacionadas com a regulacdo intestinal e reducdo dos riscos de desenvolvimento de doencas
cardiacas, hipertensdo, diabetes e outras. Os antioxidantes, por outro lado, protegem contra danos
oxidativos no DNA, proteinas e lipideos, e podem ter um impacto positivo sobre a regulacéo da
expressao génica (SAURA-CALIXTO, 2011).

Existe atualmente uma vasta literatura sobre FA e antioxidantes, tratando-os
separadamente, como compostos ndo relacionados, provavelmente devido as diferencas
substanciais em suas estruturas fisico-quimicas, quimicas e bioldgicas. Entretanto, no trato
gastrointestinal, seguem um processo fisiolégico comum e sinérgico. Assim, fibras com
propriedades antioxidantes sdo definidas como um produto natural que combina os efeitos
benéficos das FA e antioxidantes naturais como, por exemplo, os polifenois (SAURA-
CALIXTO, 2011). Desta maneira, este tipo de fibras pode ser indicado tanto para a reducéo de
riscos de doencas cardiovasculares e do trato gastrointestinal como também sob a forma de
aditivo alimentar, como maneira de evitar a oxidacao lipidica (RUFINO et al., 2011).

Hassan et al. (2011) avaliaram a composicdo de fibras alimentares (FA) em p6 produzidas
a partir de cascas de manga (Mangifera pajang K.), bem como sua capacidade antioxidante. O
composto em pé apresentou elevado teor de FA (72,3 g/100 g do composto em pd) e uma relacao
equilibrada entre fibras solGveis e insollveis (46,3/53,7%). A capacidade antioxidante foi
determinada pelo ensaio DPPH usando um leitor de Elisa, e 0 composto apresentou um forte
potencial antioxidante devido a presenca de polifenois associados. Os pesquisadores concluiram
que o produto em pd de cascas de manga é uma rica fonte de FA, antioxidantes e outros
compostos bioativos, que podem ser incorporados em produtos alimentares para melhorar suas
propriedades nutricionais.

Bhaskar et al. (2012) avaliaram a composicdo das fibras alimentares com efeito
antioxidante de subprodutos da producéo de banana (flor (FF) e pseudocaule (FP) de bananeira).
Ambos os subprodutos apresentaram elevado teor de fibra alimentar (65,6% para FF e 28,8%
para FP), e uma grande variedade de carboidratos, sendo os mais abundantes a hemicelulose e

substancias pécticas. As fracdes de hemicelulose apresentaram elevado teor de compostos
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antioxidantes, sendo a FF com a maior concentracdo de compostos fenodlicos. Para a
determinacdo da natureza destes compostos, 0s autores isolaram as fracdes de hemicelulose das
FF e identificaram por meio de CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) a presenca de
acidos fendlicos como &cido galico, catecol, &cido protocatecuico, acidos cafeico e ferulico,
acido p-cumarico, entre outros.

Tseng e Zhao (2013) avaliaram o potencial antioxidante de fibras alimentares de bagaco
de uva e sua utilizacdo como estabilizante natural em iogurte e molho para salada. Além de atuar
como estabilizante, as fibras também retardaram a oxidacdo lipidica dos produtos durante sua
estocagem em geladeira. Os produtos adicionados das fibras apresentaram atividade
antioxidante, embora esta tenha sido reduzida durante a estocagem, principalmente no iogurte.
Um teste sensorial de aceitacdo também foi realizado com provadores treinados, sendo o0s
produtos com maior aceitacdo o iogurte com 1% de adicdo de fibras, o molho para saladas tipo
Italiano com 0,5% de adi¢do e o molho Thousand Island para saladas com 1% de adi¢cdo das
fibras.

O potencial antioxidante de farinha esterilizada de batata yacon foi investigado por Sousa
e colaboradores (2015). Os resultados revelaram uma elevada atividade antioxidante em extratos
de farinha de yacon obtidos por ebulicdo em agua deionizada durante 10 minutos. O extrato
apresentou capacidade antioxidante de 222 + 2 mg (equivalente de &cido ascorbico) / 100 g DW
e um teor total de polifendis de 275 + 3 mg (equivalente de &cido galico) / 100 g DW. Os
resultados estdo associados a presenca de quatro compostos fendlicos principais: acido
clorogénico, acido cafeico, acido cumarico e acido protocatecuico, bem como ao aminoacido
triptofano. Dos compostos fendlicos identificados, o acido clorogénico foi o mais abundante,
seguido pelo &cido cafeico. Ensaios biolégicos indicaram que os extratos apresentaram de fato
protecdo antioxidante e ndo apresentaram atividade pro-oxidante. Os autores concluiram que a
farinha esterilizada de batata yacon possui potencial de utilizacdo na inddstria de alimentos como
ingrediente na producéo de alimentos funcionais.

Um estudo realizado por Candido, Silva e Agostini-Costa (2015) avaliou 0s componentes
bioativos e capacidade antioxidante de buriti proveniente dos biomas Cerrado e Amazonas
brasileiros. Os métodos utilizados para a avaliacdo da capacidade antioxidante foram o ABTS,
DPPH, FRAP e ORAC. Os buritis provenientes do cerrado apresentaram maiores teores de

compostos fendlicos e maior atividade antioxidante em todos os testes realizados. O perfil de

40



carotenoides foi confirmado pela presenga de fB-caroteno em ambas as regides estudadas. Os
autores constataram que a regido de origem do fruto influenciou significativamente a capacidade
antioxidante dos frutos analisados. Foi observada uma correlagdo positiva significativa entre o
conteudo total de compostos fenolicos e capacidade antioxidante através dos diferentes métodos
aplicados. Os resultados mostraram uma promissora utilizacdo do buriti como fonte de
carotenoides e antioxidantes naturais.

Soquetta e colaboradores (2016) avaliaram as propriedades fisico-quimicas e
microbioldgicas, bem como os compostos bioativos de farinha feita com casca e bagago de duas
variedades de kiwi (Actinidia deliciosa) e dois estagios de maturacdo. A farinha desenvolvida
com ambas as variedades apresentaram elevados teores de compostos bioativos e atividade
antioxidante. As farinhas obtidas com os residuos de kiwi podem ser uma fonte natural de
antioxidantes e fibras alimentares possibilitando a reducdo de residuos agro-alimentares.
Segundo os autores, a farinha desenvolvida é um ingrediente promissor e que pode ser utilizado

para enriquecimento de produtos com fibras alimentares e compostos bioativos.

2.8 Atividade antioxidante e compostos bioativos na casca de pequi

O pequi (Caryocar brasiliense Camb.) possui antioxidantes naturais como compostos
fenolicos e carotenoides. Diversos estudos tem avaliado e confirmado o potencial antioxidante
das partes comestiveis do fruto como polpa e semente (LIMA, 2008; ROESLER et al., 2008;
MACHADO et al., 2013). Apesar disso, existem na literatura poucos estudos que explorem o
potencial da casca, seu principal subproduto, como fonte de compostos bioativos.

Em estudo anterior, Ledo et al. (2017) avaliou a capacidade antioxidante das farinhas de
casca de pequi (FP) pelos métodos DPPH e ABTS. Além disso, foi determinado o teor de
compostos fendlicos pelo método Folin Ciocalteu. Os resultados encontrados revelaram um
grande potencial das FP como fonte de antioxidantes naturais.

Monteiro et al (2015) avaliaram o teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante de
extratos de casca de pequi. Os resultados médios obtidos para teor de compostos fendlicos e
atividade antioxidante pelo método DPPH foram ligeiramente inferiores aos descritos por Ledo
et al. (2017). Essas diferencas podem decorrer dos distintos métodos de extracdo utilizados em

cada estudo, bem como da origem dos frutos avaliados. Apesar das diferencas encontradas,
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ambos os estudos confirmam um elevado potencial de utilizacdo da casca de pequi como fonte
de compostos bioativos, especialmente compostos fendlicos.

Os elevados teores de compostos bioativos, bem como capacidade antioxidante
identificados na farinha de casca do pequi tornam relevante a continuacdo da pesquisa visando
estabelecer o comportamento dessa matéria-prima frente a outros métodos analiticos. O método
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) ¢ utilizado para mensurar a capacidade antioxidante
e apresenta um mecanismo de oxidacdo distinto dos j& realizados para a avaliacdo da capacidade
antioxidante de casca de pequi. Pode ser utilizado n&o somente em extratos de alimentos e
bebidas, mas, também, para o estudo do potencial antioxidante de substancias puras, com
resultados semelhantes aqueles obtidos por metodologias mais complexas (EMBRAPA, 2006).

O pequi é o segundo fruto do cerrado com maior teor de carotenoides dentre os ja
estudados, ficando atras apenas dos frutos do buriti (RODRIGUES-AMAYA et al., 2008). Dado
ao elevado teor de carotenoides no fruto, o mesmo possui grandes quantidades de vitamina A,
sendo este valor quase vinte vezes superior ao da cenoura e pupunha, e duas vezes superior ao do
dendé (ALVES et al., 2008). Esses dados, juntamente com a elevada capacidade antioxidante
detectada nas farinhas de cascas de pequi tornam relevante a averiguagéo do teor de carotenoides
totais nos mesmos.

Além de antioxidantes, a farinha de casca de pequi também possui elevado teor de fibras
alimentares (LEAO et al., 2017). Saura-Calixto (2011) define fibras alimentares com
propriedades antioxidantes como um produto natural que combina os efeitos benéficos das fibras
alimentares e antioxidantes naturais como, por exemplo, os polifenois. Podem ser usadas tanto
para a reducdo do risco de doencas cardiovasculares e do trato gastrointestinal, como também
sob a forma de aditivo alimentar em frutos do mar e produtos carneos como forma de evitar a
oxidacao lipidica (RUFINO et al., 2011).

As fibras alimentares com capacidade antioxidante possuem presos a sua matriz
antioxidantes que ndo podem ser mensurados por técnicas convencionais. A esses compostos da-
se o nome de “antioxidantes macromoleculares” ou “polifenois ndo-extraiveis”. Uma vez que,
em métodos de avaliacdo do potencial antioxidante, s&o mensurados apenas aqueles compostos
presentes no extrato, a capacidade antioxidante do alimento pode ser subestimada, pois deixa-se
de avaliar a contribuicdo dos compostos retidos no residuo da extracdo (SAURA-CALIXTO,
2011)..
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A determinacdo dos polifenois nédo-extraiveis torna-se possivel com o tratamento
quimico e/ou enzimético dos residuos aquosos ou organicos dos extratos utilizados para
determinacdo dos polifenois extraiveis. Esse processo permite a liberagdo dos compostos
fendlicos da matriz alimenticia antes da mensuragdo por métodos cromatograficos ou
espectrofotométricos (ZURITA et al., 2012).

2.9 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos correspondem a estruturas originadas do metabolismo secundario
das plantas. Sdo essenciais para 0 crescimento e reproducdo das mesmas e se formam sob
condicdes de estresse como infec¢des, injurias, e radiagdes UV (BARBULOVA, COLUCCI E
APONE, 2015). As estruturas quimicas dos compostos fendlicos apresentam hidroxilas e anéis
aromaticos, nas formas simples ou de polimeros, que os confere o poder antioxidante (ANGELO
& JORGE, 2007). Como antioxidantes, os compostos fendlicos podem atuar por diferentes vias,
seja pela eliminacdo de radicais livres, pela absorcéo de radicais de oxigénio ou como quelantes
de ion metalicos (SOUTINHO, 2012).

Existe uma vasta diversidade estrutural entre os compostos fendlicos, o que os divide em
diferentes classes. Dentre as classes encontradas de compostos fendlicos, destacam-se 0s
flavonoides, os acidos fendlicos, os taninos e os tocoferdis como os mais comuns antioxidantes
fenolicos de fonte natural (PEREZ-JIMENEZ & SAURA-CALIXTO, 2015).

Dentre os compostos fendlicos, os flavonoides sdo os mais amplamente distribuidos na
natureza. Neste grupo estéo presentes os flavonois, as flavonas, as flavanonas, as antocianinas e
0s taninos. Os compostos desse grupo possuem em comum a estrutura Cg-C3-Cg com dois anéis
fenolicos (A e B) e um anel piranico (C) que os une (Figura 6). Os diferentes compostos dentro

da classe dos flavonoides se originam por substituicdes nos anéis A e B (SOARES, 2002).
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Figura 6: Estrutura geral dos flavonoides.

Os acidos fendlicos caracterizam-se pela presenca de um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo
propriedades antioxidantes aos alimentos (SOARES, 2002). Os &cidos fendlicos séo comumente
divididos em 3 grupos. O primeiro é composto pelos acidos fendlicos mais simples encontrados
na natureza, os acidos benzoicos, os quais possuem estrutura geral (Cs-C1) (Figura 7). Alguns
exemplos desse grupo compreendem o acido galico (R.=R;=R,=OH) e o acido p-
hidroxibenzoico (R3=0H).

R2 R1

R3 COOH

/

Figura 7: Estrutura quimica dos acidos benzoicos.

R1

O segundo grupo ¢é formado por compostos de nove carbonos e estrutura (Cg-C3), 0S
acidos hidroxicindmicos (Figura 8) do qual sdo representantes os acidos (R1=0H) o-, (R2=0H)
m- e (R3=0OH) p-cumarico, respectivamente. Por fim, o terceiro grupo é composto pelas
cumarinas, que sdo derivadas do &cido cinamico pela ciclizagdo da cadeia lateral do &cido o-

cumarico.
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Figura 8: Estrutura quimica geral dos acidos cinamicos.

Os compostos fendlicos encontram-se amplamente distribuidos em diferentes partes dos
vegetais, incluindo cascas e sementes. Em face disso, 0 aproveitamento de partes ndo comestiveis
de frutas e outros vegetais, além de ser uma estratégia relevante para minimizar os potenciais
problemas ambientais causados pela disposicao inadequada, representa uma alternativa para o melhor
aproveitamento dos compostos bioativos presentes (AZEVEDO et al, 2015).

As farinhas de casca de pequi apresentam um elevado teor de compostos fendlicos em
estando diretamente relacionado a elevada atividade antioxidante encontrada nas mesmas. Entretanto,
torna-se agora necessaria a investigacdo dos compostos fenolicos presentes nessas farinhas. Para isso,
foi utilizada a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo diodo

conforme descrito no item 2.5 do Capitulo 1.

2.10 Polifenois nédo extraiveis (NEPA)

Os alimentos vegetais sdo amplas fontes de compostos bioativos que exercem atividade
antioxidante, se consumidos de forma adequada na dieta. Esses compostos incluem vitaminas
como a C e E, carotenoides, flavonoides e outros compostos fendlicos. A alta complexidade da
composi¢do dos antioxidantes em alimentos torna o estudo desses compostos isoladamente
bastante dispendioso e pode resultar em valores limitados uma vez que ndo considera uma
possivel interacdo entre esses compostos e a matriz alimenticia (SERRANO, GONI E SAURA-
CALIXTO, 2007).

Diversos estudos tem demonstrado apenas a capacidade antioxidante por extracdo de
compostos polifendlicos com solventes quimicos, como metanol, acetona e cloroférmio.

Entretanto, alguns antioxidantes podem permanecer nos residuos obtidos a partir dessa extracéo.
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Observando-se também do ponto de vista fisiologico, os compostos antioxidantes devem estar
disponiveis em uma certa quantidade nos tecidos alvo para exercer suas propriedades. Portanto,
as propriedades bioldgicas desses compostos dependem de sua bioacessibilidade, isto €, de sua
liberagdo da matriz alimentar durante o processo de digestdo. Assim, 0s compostos antioxidantes
podem diferir tanto quali como quantitativamente dos obtidos pela extracdo quimica utilizada na
maioria dos estudos (PEREZ-JIMENEZ, DIAZ-RUBIO, SAURA-CALIXTO, 2013) .

Dentre 0s compostos que permanecem no residuo de extracdo, destacam-se 0s taninos
condensaveis (flavondides amplamente distribuidos no reino vegetal). Os taninos condensaveis
ou proantocianidinas (PA) correspondem a um enorme grupo de polifenois, sendo considerado
por diversos autores como polifenois ndo extraiveis (NEPA) (JIMENEZ, ARRANZ E SAURA-
CALIXTO, 2009; PEREZ-JIMENEZ, DIAZ-RUBIO, SAURA-CALIXTO, 2013). Séo
oligbmeros e polimeros de flavan-3-ol e flavan-3,4-diois, amplamente distribuidos no reino
vegetal. Conferem propriedade de cor e adstringéncia nos alimentos e, além disso, estudos tem
relacionado as propriedades desses compostos com a prevencdo de doengas crénicas e desordens
gastrointestinais (PEREZ-JIMENEZ, ARRANZ E SAURA-CALIXTO, 2009).

O conhecimento do contetdo de PA em alimentos e dietas é fundamental para esclarecer
sua significancia para a saude humana. Grande parte dos dados sobre mensuracdo de PA
referem-se a andlise de CLAE de extratos aquosos e/ou organicos de alimentos. Entretanto, tal
conteldo refere-se a porcao extraivel de PA, uma vez que os extratos sao em sua maioria obtidos
com acetona, agua ou acido acético. E relevante salientar que as PA oligoméricas sdo altamente
sollveis nesses solventes, por outro lado, a maior parte das PA de alto peso molecular e PA
complexadas a proteinas ou paredes celulares polissacaridicas permanecem insolUveis
(HUEMMER E SCHEREIER, 2008). Dessa maneira, essa fracdo ndo extraivel de
proantocianidinas (NEPA) pode ndo ser contabilizada pelas analises convencionais,
subestimando a capacidade antioxidante do alimento.

As NEPA sdo responsaveis por uma grande parte das PA presentes em alimentos, com
efeitos significativos na saude. Podem chegar intactas ao colon onde sofrem ruptura a
metabolitos absorviveis como por exemplo acidos fenilacético, fenilpropionico e fenilbutirico,
tornando-se substratos fermentaveis para a microbiota intestinal. Podem também formar
metabolitos ndo absorviveis que permanecem no limen do célon e |& sdo capazes de neutralizar

os efeitos de pro-oxidantes dietéticos produzidos durante o metabolismo de bactérias no colon,
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bem como diferentes acidos graxos de cadeia curta que trazem efeitos benéficos a satide (GONI,
MARTIN E SAURA-CALIXTO, 2005; ACOSTA-ESTRADA, et al 2014).

A determinacdo de NEPA é possivel com o tratamento quimico e/ou enzimatico dos
residuos aquosos ou organicos dos extratos utilizados para determinacdo dos polifenois
extraiveis. Esse processo permite a liberacdo dos polifenois da matriz alimenticia antes das

analises cromatograficas ou espectrofotométricas.

2.11 Carotenoides

Os carotenoides sdo pigmentos naturais, solGveis em lipidios e possuem acdo
antioxidante. Esses pigmentos estdo presentes em uma vasta variedade de vegetais. Nas plantas,
apresentam fungdo como pigmento do pds colheita que suplementa a habilidade da clorofila em
capturar energia na forma de luz. Os carotenoides protegem a estrutura fotossintética pois atuam
como um interceptor de radicais livres, previnindo assim eventos oxidativos que podem causar
danos irreversiveis a mebrana celular e ao DNA vegetal (HANDBOOK OF FOOD SCIENCE,
TECHNOLOGY, AND ENGINEERING, 2005; VON LINTIG E SIES, 2013)

A estrutura principal dos carotenoides é formada por uma cadeia de polieno de 40
carbonos derivada do isopreno. Um polieno é formado por ligacbes duplas conjugadas que
permitem aos carotenoides liberar energia a partir de outras moléculas por meio de um
mecanismo de transfereéncia de energia ndo radioativo. Essa caracteristica pode ser responsavel
pelo comportamento antioxidante observado nos carotenoides (FENNEMA, 2007).

A acdo antioxidante dos carotenoides deve-se a capacidade de capturar oxigénio singlete
e radicais peroxila. S&o fontes naturais eficientes na inativagdo do oxigénio singlete, podendo
atuar de duas maneiras diferentes: via fisica, a qual ocorre pela transferéncia de energia das
moléculas de oxigénio singlete aos carotenoides e, via quimica constituindo apenas cerca de
0,5% da inativacdo de oxigénio singlete (LIMA, 2008).

A molécula de um carotendide € formada pela unido cauda-cabeca de oito unidades
isoprendides Cs a excecdo em sua posicdo central, onde essa juncdo ocorre no sentido cauda-
cauda, resultando em uma molécula simétrica. O esqueleto dos carotenoides pode ser modificado

de diferentes maneiras, como ciclizagdo, hidrogenacéo, introdugdo de grupos contendo oxigénio,
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rearranjos e outras combinacOes que permitem uma ampla variedade de estruturas para esses
compostos (RODRIGUES-AMAYA et al., 2008).

Os carotenoides podem ser classificados em duas grandes classes, 0s carotenos e as
xantofilas. Os carotenos contém apenas moléculas de carbono e hidrogénio em sua estrutura (p3-
caroteno, licopeno) enquanto as xantofilas possuem também o oxigénio (BRITTON, 1995;
UENOJO, et al, 2007). Os grupos oxigenados substituintes mais comuns sao 0s grupos hidroxila
(como da B-criptoxantina), ceto (como da cantaxantina), epoxido (como da violaxantina) e
aldeido (como da B-citraurina). Quanto a conformacdo, os carotenoides classificam-se como
aciclicos (licopeno), monaociclicos (y-caroteno) ou biciclicos (o- e p-caroteno) (Figura 9)
(RODRIGUES-AMAYA et al., 2008).
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Figura 9: Estrutura geral de Carotenoides.
Fonte: Carotenoides.Metabolismo e doencas. Revista Aditivos e Ingredientes

Os carotenoides encontram-se principalmente nas partes aéreas das plantas como folhas,
flores e frutos. Dentre os carotenoides, o B-caroteno € o mais comum nos alimentos. Esse
composto tem acdo conhecida na promoc¢éo da saude, como por exemplo melhoria do sistema
imune e reducéo do risco de doencas degenerativas, como o cancer e doencas cardiovasculares
(FENNEMA, 2007). O p-caroteno atua também como precursor da vitamina A, sendo essa uma

de suas principais funcdes fisioldgicas.
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Uma vez que os seres humanos ndo tem a capacidade de sintese de carotenoides o
consumo de frutas e legumes € importante, pois esses alimentos sdo fontes primarias desses
compostos. Entretanto, muitas vezes a quantidade ingerida ndo é suficiente para suprir as
necessidades diérias, sendo necessaria a suplementacdo. Com a mudanca nos habitos de vida da
populacdo, os consumidores tem preferido ingredientes e aditivos naturais a moléculas sintéticas.
Nesse contexto, os subprodutos de frutas e vegetais surgem como boas fontes desses compostos
e vem sendo pesquisados como potenciais substratos para extracdo de diferentes compostos
bioativos (FREITAS et al, 2015).

Barbulova e colaboradores (2015) apresentam uma extensa revisdo sobre diferentes
compostos bioativos extraidos de diferentes subprodutos agricolas e evidenciam suas diversas
aplicacbes na industria de cosmético e alimentos. Dentre esses compostos, 0s carotenoides
extraidos e isolados de subprodutos agricolas como residuos de tomate, abacaxi e uvas
apresentam um elevado valor de mercado podendo ser adicionado em diferentes formulacGes
cosmeéticas e nutracéuticas.

Um estudo realizado recentemente por Freitas e colaboradores (2015) avaliou o efeito da
radiacdo UV nos compostos bioativos de subprodutos de abacaxi (Ananas comosus L. Merr.). A
radiacdo ultravioleta € um método de sanitizacdo seguro para diversos produtos de horticultura,
especialmente por ndo deixar residuos quimicos de santizantes na superficie desses produtos,
como pode ocorrer em processos de sanitizacdo convencionais. Além disso, reduz a formag&o de
aguas residudrias contendo sanitizantes e assim contrinbuindo para 0 meio ambiente. Por outro
lado, a irradiacdo de ultravioleta pode levar a um estresse na superficie do vegetal, levando a
formacdo de metabdlitos secundarios e, consequente a biossintese de compostos bioativos. Os
resultados obtidos apontaram um aumento no teor de vitamina C, S-caroteno e a-caroteno nos
subprodutos de abacaxi, demonstrando que uma dose de radiacdo UV de 1,6 KJ m™ durante 3
minutos em cada lado da superficie do abacaxi foi eficiente para promover um aumento na
sintese de metabdlitos secundérios bioativos na casca do fruto.

Nour e colaboradores (2015) utilizaram residuos de tomate (sementes e cascas) para a
elaboragdo de paes, suplementando a farinha de trigo em niveis que variaram de 6 a 10% (p/p)
com 0s mesmos. Os pesquisadores avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas, de assamento e

também sensoriais dos pées obtidos. A adi¢cdo dos residuos de tomate promoveram mudancas no
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produto obtido como o aumento do conteddo de umidade, acidez titulavel e crocancia. Os pées
com adicdo de 6% de residuos de tomate apresentaram boa aceitacdo diante dos consumidores.
Embora um grande nimero de pesquisas venha sendo desenvolvido a fim de se avaliar a
presenca de carotenoides em subprodutos agricolas, relatos na literatura desses compostos em
subprodutos do pequi sdo escassos. E sabido que que o fruto do pequi é uma rica fonte de
carotenoides e outros compostos com capacidade antioxidante (AZEVEDO-MELEIRO E
RODRIGUEZ-AMAYA, 2004; LIMA, 2007; ALVES et al, 2008) entretanto, apenas um estudo
foi encontrado na literatura abordando a presenca desses compostos na casca (MONTEIRO et al,
2015). Portanto, a avaliacdo da presenca de carotenoides em farinhas de casca de pequi torna-se

extremamente relevante, posto que a casca compreende seu maior subproduto.

50



Capitulo I: Producéo das farinhas de casca de pequi e

avaliacdo de compostos bioativos
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1 Introducéo

A producdo de farinhas de casca de frutos tem sido bastante estudada e citada na
literatura cientifica. Isso porque, sob a forma de farinha, esses produtos podem ser mais
facilmente incorporados a dieta, seja diretamente, ou como ingrediente em produtos processados.
Além disso, o0 processamento desses residuos sob a forma de farinhas promove a concentragéo de
compostos bioativos bem como a reducdo de agua livre no produto e, consequentemente,
extensdo de sua vida util. Também ocorre reducdo da massa e volume, o que facilita a
distribuicdo do mesmo (SOQUETA et al, 2016). O interesse no desenvolvimento desses produtos
esta atrelado ao fato de que, nas cascas, estdo contidos elevados teores de compostos bioativos,
como fibras alimentares e compostos com capacidade antioxidante que, se consumidos de
maneira adequada, podem trazer beneficios a satde.

A casca do pequi compreende seu principal subproduto. Em 2016, estima-se que a
producdo do fruto foi de aproximadamente 20.000 toneladas, um valor bastante expressivo
tendo-se em vista que o pequi € um fruto nativo ainda ndo domesticado (TURINI,2016).
Juntamente com a elevada producdo sdo geradas grandes quantidades de residuos. Alternativas
para a valorizacdo e utilizacdo desses residuos tornam-se, dessa maneira, relevantes uma vez que
a casca de pequi possui elevado teor de fibras alimentares e compostos com capacidade
antioxidante (LEAO et al, 2017).

Neste capitulo sdo apresentadas as etapas relacionadas a producao das farinhas a partir da
casca de pequi, bem como os resultados das analises de determinacdo de componentes bioativos.
A atividade antioxidante foi avaliada pelo método de reducdo de ions ferro (FRAP). Também
foram determinados os teores de carotenoides totais e polifenois ndo extraiveis nas amostras
estudadas. O perfil de compostos fendlicos foi avaliado por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detector de arranjo diodo. Esta etapa foi conduzida no Departamento de
Engenharia Mecénica da UFMG (DEMEC/UFMG), no Laboratério do Nucleo de Exceléncia em

Aproveitamento de Residuos Sélidos.
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2 Material e Métodos

2.1 Processamento das farinhas de casca de pequi

Para o preparo das farinhas de casca de pequi foram utilizadas cascas de frutos da safra
de 2013/2014. Os frutos foram adquiridos no CEASA-MG, sendo, em geral, provenientes da
regido de Paraopeba-MG. A quantidade de fruto adquirida foi de 20 quilogramas.

As etapas preliminares para a obtencdo das farinhas consistiram em selecdo e
higienizacdo dos frutos; separacdo das cascas e branqueamento em agua a 90 °C/3 min/4 °C/3

min (Figura I1).

Figura I1: Higienizacdo, corte, branqueamento e estoque as cascas de pequi.

Inicialmente os frutos foram lavados em agua corrente e detergente neutro e em seguida
sanitizados em solugcdo aquosa com 15 ppm de hipoclorito de sédio por 15 minutos. Apds o
processo de limpeza, as cascas de pequi foram divididas em dois grupos: com exocarpo e sem
exocarpo (exocarpo removido com auxilio de faca em aco inoxidavel) com o objetivo de
verificar diferencas no perfil de compostos bioativos. Os grupos foram designados como FP1

(mesocarpo com exocarpo submetidos ao processo de branqueamento) e FP2 (apenas o
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mesocarpo submetido ao processo de branqueamento). As cascas foram cortadas com o auxilio
de uma faca em aco inoxidavel para obtencéo de partes com tamanhos mais uniformes.
O processo de producdo das farinhas de casca de pequi (FP) foi realizado segundo Le&o

(2013) e é apresentado na Figura | 2.
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Figura I 2: Fluxograma de obtenc&o de farinhas de casca de pequi (FP).

Para as analises de espectroscopia no infravermelho e cromatografia a gas foram
utilizadas também as fracGes sollveis e insolUveis digeridas enzimaticamente conforme descrito
em Ledo (2013). Brevemente, as farinhas obtidas conforme descrito na Figura |1 2 foram
digeridas com a-amilase (100 °C/ 15 minutos) e, em seguida por pepsina e pancreatina, ambos a
40 °C por 1 hora. O produto da digestéo foi filtrado para obtenc&o da fracdo insoltvel. O filtrado
foi precipitado com alcool etilico para obtencéo da fragéo soltvel. O preciptado foi entdo filtrado
e as fracGes insoltvel e soltvel foram secas a 40 °C por aproximadamente 6 horas.

As amostras foram estocadas em embalagens plasticas lacradas e armazenadas a -18 °C

até o momento da utilizacao.
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2.2 Avaliacdo do Potencial de Redugao de lons Ferro pelo método FRAP

Os extratos para verificacdo da capacidade antioxidante pelo método FRAP foram
produzidos conforme descrito em trabalho de Ledo (2013). Brevemente, as amostras preparadas
foram pesadas (g) em tubos de centrifuga recobertos com papel aluminio e extraidos
sequencialmente com 20 ml de solucdo de metanol (50:50, v/v) em temperatura ambiente por 1
hora. Os tubos foram centrifugados por 10 minutos e o sobrenadante coletado. Ao residuo
oriundo da primeira extracdo, adicionou-se 20 ml de solugcdo de acetona (70:30, v/v) e
novamente extraiu-se por 1 hora a temperatura ambiente. Ap6s a extracdo, os tubos foram
centrifugados e os sobrenadantes da primeira e sunda extracdo combinados. O volume final foi
ajustado com agua destilada, completando-se 50 ml.

A capacidade antioxidante das amostras foi estimada pela analise de FRAP de acordo
com método descrito na literatura (BENZIE E STRAIN, 1996) com algumas modificacGes. Em
resumo, 2,7 ml de reagente FRAP (TPTZ, FeCl; e tampdo acetato) preparado no momento da
analise foi adicionado a 90 pl de diferentes diluicdes do extrato das amostras juntamente com
270 pl de agua destilada. O sistema foi mantido em banho-maria a 37 °C por 30 minutos. Em
seguida, foi determinada a absorbancia a 595 nm. As amostras foram analisadas em triplicata.
Para a determinacdo da curva padrao, diferentes concentracdes de solucdo de sulfato ferroso (500
UM — 2000 uM) foram utilizadas.

2.3 Determinacdo do Teor de Polifenois Nao Extraiveis (NEPA) por

Espectrofotometria

Utilizou-se como matéria-prima para o doseamento de taninos condensaveis os residuos
solidos obtidos na preparacdo dos extratos (item 2.1). Inicialmente, os residuos foram
transferidos para capsulas de porcelana e secos a 35 °C por cerca de 18h. Os residuos secos
foram tratados com 10 ml de solucdo HCI/Butanol (5:95. v/v) contendo 0,7g FeCls/l a 100 °C por
1 hora. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 3500 rpm por 10 minutos e os sobrenadantes
foram recolhidos. Foram realizadas 2 lavagens nos residuos com 5 ml da solugédo

HCI/Butanol/FeCl3, chegando a um volume final de 20 ml. O extrato foi diluido até concentragdo
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de 100 mg/l e as absorbancias obtidas a 450 nm e 555 nm foram somadas. As concentracdes de
taninos condensados nas amostras forram deduzidas pela soma das absorbancias a 555 e 450 nm,
plotadas contra a concentracdo de taninos condensados (0-100 mg/l) utilizados para a obtencao
da curva padréo (ZURITA, et al., 2012).

2.4 Determinagao do Teor de Carotenoides Totais

Para a determinacdo do conteudo de carotenoides totais utilizou-se metodologia descrita
por Lichtenthaler e Buschmann (2001). Em tubo de ensaio coberto com papel aluminio, foi
pesado 1 g da amostra e, em seguida, adicionados 19 mL de acetona P.A. A mistura resultante
foi filtrada em ambiente sem iluminacdo. A leitura do sobrenadante foi feita em
espectrofotdmetro a 661 nm para clorofila A, 644 nm para clorofila B e 470 nm para o célculo
dos carotenoides. Para o branco utilizou-se acetona P.A. As andlises foram realizadas em
triplicata. O calculo das concentrac@es de clorofila a (Ca), clorofila b (Cb) e carotenoides totais
séo dados, respectivamente, pelas equagdes abaixo.

@ Ca (png/ml) = 11,24 Assr— 2,04 Asas

@ Cb (ng/ml) = 20,13 Agas— 4,19 Ags1

@ Cue) (Mg/mI) = (1000 As70-1,90c,— 63,14¢p)/214

2.5 Avaliacdo do Perfil de Compostos Fenolicos por CLAE-DAD

Para a andlise cromatografica foi utilizado cromatografo de fase liquida marca Shimadzu,
modelo Prominence. Foi utilizada coluna de Kinetex C-18 de fase reversa com 4,6mm x 15cm e
diametro de particula de 2,6 um. As fases moveis utilizadas foram:

Fase A: agua:acetonitrila:acido fosférico (92,6:7:0,4) (v/v)

Fase B: acetonitrila: acido fosforico (99,6: 0,4) (v/v)

O gradiente de eluicéo, foi definido no processo de otimizagdo do método sendo baseado
no trabalho de Cosenza (2015) e é apresentado na Tabela I 1.
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Tabela I 1: Gradiente de fase mdvel utilizado na corrida cromatografica.

Tempo (min) Fase A (%) Fase B (%)
0,1 99,0 1,0
8,0 97,0 3,0
12,0 92,0 8,0
15,0 90,0 10,0
20,0 85,0 15,0
25,0 60,0 40,0
30,0 20,0 80,0
35,0 5,0 95,0
42,0 99,0 1,0

Para a avaliacdo dos compostos fendlicos presentes nas amostras das farinhas de pequi
foram preparados extratos de cada um dos grupos amostrais. Os extratos foram preparados em
duas etapas. Inicialmente, 0,8 g de amostra de farinha de casca de pequi foram pesadas em tubos
de centrifuga recobertos com papel aluminio e extraidos com 20 ml de solu¢do metandlica (50%
v/v) em Incubadora com Agitacdo Orbital Mod. Marco Q-250 a 200 rpm a 25 °C por 60
minutos. Apos a extracao os tubos foram centrifugados e o sobrenadante coletado. Ao residuo da
extragdo metandlica foi adicionado 20 ml de solucdo de acetona (70% v/v) e o processo de
extracdo foi repetido. Ap6s a segunda extracdo, os sobrenadantes foram combinados e
concentrados a vacuo (maximo 60 °C) para a obtencdo dos extratos secos.

Para a analise cromatogréafica, 100 mg de cada extrato foram diluidos em 5 ml de metanol
(grau cromatografico) e filtrados em filtros de seringa de 0,22 pum.. Em seguida, 400 pl do
extrato diluido foram adicionados a 5 ml de 4gua Milli-Q para a obtencéo de extratos finais com
concentragdo de 1600 pg/ml. Os extratos foram adicionados a vials de vidro com capacidade
para 1.5 ml e injetados no equipamento.

Foram utilizados padrfes de acido galico, acido elagico, acido ferdlico, galato de etila,
acido p-cumarico, acido hidroxibenzoico, catequina, epicatequina, acido procatequinico e acido
cafeico. Para a curva de calibragdo foram utilizados 8 pontos, variando-se a concentragédo de cada
padrdo entre 2,8 pug/ml a 70 pg/ml. A quantificagdo dos teores dos compostos fendlicos
encontrados foi realizada utilizando-se as areas dos picos de cada um dos compostos detectados

nas amostras. As amostras foram analisadas em duplicata.
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3. Resultados e Discussao

O meétodo FRAP, que mede o poder antioxidante de reducdo do ferro é uma alternativa
desenvolvida para determinar a reducdo do ferro em fluidos bioldgicos e solucdes aquosas de
compostos puros. O método pode ser aplicado para estudos da atividade antioxidante em extratos
de alimentos e bebidas, e, também, para o estudo da eficiéncia antioxidante de substancias puras,
com resultados comparéaveis aqueles obtidos com outras metodologias mais complexas
(RUFINO et al., 2006).

Os resultados encontrados pelo método FRAP nas amostras de farinhas analisadas
confirmam a elevada capacidade antioxidante obtida pelos métodos ABTS e DPPH por Leédo et
al. (2017). Os valores obtidos pela analise de FRAP estdo apresentados na Tabela | 2. As
amostras avaliadas neste estudo pelométodo FRAP apresentaram capacidade antioxidante (FP1:
3216,28 + 141,9; FP2: 3027,3 £ 89,8) muito superior a encontrada para outros frutos tropicais,
como acerola (148 = 16 pmol Fe;SO4/g), camu-camu (279 +£1,5 pmol Fe,SO4/g) e jaboticaba
(87,9 pmol Fe,SO4/g) (RUFINO et al., 2010). Valores de mesma grandeza foram descritos por
Moyer e colaboradores (2002) para diferentes variedades de mirtilo. Dentre as amostras
analisadas, 0 genotipo Vaccinium virgatum Aiton, apresentou os melhores resultados (161,4
pmol Fe,SO,4/g).

Guo e colaboradores (2003) determinaram a atividade antioxidante de diversos frutos e
suas fracdes de casca e sementes pelo método FRAP. Os resultados apontaram uma maior
atividade antioxidante nas cascas dos frutos. Dentre as amostras analisadas, a casca de roma
branca apresentou o maior potencial antioxidante (821,1+ 4,1 umol Fe,SO./g) . Este resultado,
embora expressivo, € muito inferior aos descritos para as amostras de casca de pequi no presente
estudo (FP1: 3216,28 + 141,9 umol Fe,SO,/g; FP2: 3027,2 £ 89 umol Fe,SO4/g).

Diversas pesquisas tem focado no estudo das fracBes dos polifenois extraiveis por
solventes aquosos e/ou organicos. Entretanto, uma fracdo consideravel dos polifenois
permanecem nos residuos destas extracdes. A esta fracdo, denomina-se polifenois ndo extraiveis
(PEREZ-JIMENEZ, ARRANZ E SAURA-CALIXTO, 2009).

Grande parte destes polifenois ndo extraiveis correspondem a proantocianidinas, que sao
taninos condensaveis associados com fibras alimentares e proteinas. A determinacdo destes

compostos requerem tratamentos quimicos e/ou enziméticos dos residuos aquososos e/ou
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organicos para liberar os polifenois da matriz alimenticia antes das analises espectrofotométricas
(ZURITA el al., 2012).

Os processos de determinacdo do conteudo de taninos condenséveis por leitura de
absorbancia a 555 nm, correspondem as solugdes vermelhas de antocianinas produzidas por
despolimerizacdo das cadeias de interflavonas. Entretanto, a condensacdo direta entre flavonois
e antocianinas fornecem compostos amarelos com cromdéforos xantilium também presentes na
reacao e estes absorvem a 450 nm (ZURITA et al., 2012). Desta maneira, conforme apresentado
na Tabela | 2, os resultados obtidos s&o expressos pela soma das absorbancias obtidas a 555 nm e
450 nm.

Tabela | 2: Atividade antioxidante medida pelo método FRAP, teor de carotenoides e taninos
condenséveis em farinhas de casca de pequi.

Amostras FRAP (umol Polifenois néo Carotenoides
Fe,S0.4/g) extraiveis Totais (ug/100g)
(mg/100g)
FP1 3216,3 + 141,9° 346,8 +87,0° 3499,0 + 28,9
FP2 3027,3 + 89,8 2155 +24,0° 2116,5 + 39,0°

Médias seguidas de desvio padrdo. Diferentes letras na mesma coluna indicam valores significativamente
diferentes, pelo método T de Student a 5% de significancia. FP1 (farinha de exocarpo + mesocarpo de
pequi); FP2 (farinha de mesocarpo de pequi).

Os valores obtidos para polifenois ndo extraiveis (NEPA) para os grupos de farinhas de
casca de pequi foram superiores aos encontrados para péra e maca com casca (70 mg/100g; 55
mg/100g) (PEREZ-JIMENEZ et al.,2009; ZURITA et al., 2012). O teor de taninos condensados,
também foi superior aos descritos por Pérez-Jiménez et al. (2009) para uva branca (168
mg/100g) e morango (206 mg/100g). Em contrapartida, os valores obtidos no presente estudo
foram inferiores aos encontrados para cramberry (520 mg/100g), gréos cozidos de feijao pinto
(591 mg/100g) e banana (1751 mg/100g) (PEREZ-JIMENEZ et al.,2009; ZURITA et al., 2012).

Os polifenois ndo extraiveis, a exemplo dos taninos condensaveis, sdo compostos que
apOs a ingestdo, ndo sao significativamente liberados da matriz alimenticia, resistindo a

mastigacdo, acidez estomacal e também as enzimas digestivas. Desta maneira, chegam
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praticamente intactos ao intestino, onde sofrem diversas modificagdes pela microbiota col6nica
(PEREZ-JIMENEZ, et al., 2013).

Outro fato importante consiste na associacdo dos compostos ndo extraiveis a matriz de
fibras alimentares, sendo considerados constituintes das mesmas. Pesquisas recentes tem
enfatizado grande contribuicdo destes compostos as acOes benéficas das fibras alimenares para a
saude humana (VIAGLIONE et al., 2008; SAURA-CALIXTO, 2011). Desta maneira, as farinhas
de casca de pequi, apresentam-se com alto potencial de utilizacdo, uma vez que além do elevado
teor de compostos antioxidantes, em especial os compostos fenolicos, possuem alto teor de fibras
alimentares.

O elevado teor de carotenoides na polpa de pequi ja foi constatado e referenciado por
diversos trabalhos na literatura (RAMOS, et al., 2001; AZEVEDO-MELEIRO et al., 2004;
LIMA et al., 2007, ROESLER et al, 2008; ALVES et al.,, 2008), entretanto, ndo foram
encontrados estudos referentes ao contetido de carotenoides totais na casca de pequi.

Os resultados econcontrados no presente estudo para 0 teor de carotenoides sdo
expressivamente elevados (Tabela | 2) , corroborando com os demais resultados elevados obtidos
para a atividade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS (LEAO, 2013). As amostras com
exocarpo (FP1- 3499,03 + 28,9 ug/100 g) apresentaram teores significativamente mais elevados
gue os encontrados para as amostras sem exocarpo (FP2-2116,5 + 39 ug/100 g). Esse resultado
nos permite inferir sobre um maior teor de carotenoides no exocarpo, devido & maior
concentragdo de cloroplastos nessa parte do fruto, os quais armazenam clorofila e outros
pigmentos fotossintetizantes. Os resultados corroboram com estudos descritos na literatura, nos
quais frutos com casca apresentaram maior teor de carotenoides do que os frutos descascados
(AGOCS et al, 2007; CAMPBELL E PADILLA-ZAKOUR, 2013).

Lima et al (2007) avaliaram o teor de carotenoides em polpa de pequi e encontraram
valores de 7250 pg/100g. De acordo com os autores, dentre os frutos do cerrado o teor de
carotenoides do pequi é superado apenas pela polpa de buriti, com 16700 ng/100g. Como
esperado, os teores de carotenoides encontrados no presente estudo para FP1 e FP2 foram
inferiores aos descritos para a polpa.

O teor de carotenoides totais obtidos para ambos os grupos amostrais (FP1 e FP2) foram
superiores aos descritos por Azevédo e colaboradores (2015) para residuos liofilizados de camu-

camu (1467,9 + 1,6 ug/100g). Em contrapartida, os valores encontrados para FP1 e FP2 foram
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inferiores aos descritos por Nobrega et al. (2015) para residuos do despolpamento de acerola

submetidos a diferentes tratamentos de secagem (4520-5530 g/100g).

Para a avaliacdo do perfil de compostos fendlicos por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia foram investigados 11 padrbes cromatogréaficos. O cromatograma de cada um desses

padrdes e seus respectivos espectros-UV sdo apresentados nas figuras 1 3 e | 4.
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Figura | 3: Cromatogramas e espectros de UV obtidos por CLAE-DAD para os padrbes de
acido hidroxibenzoico, acido galico, etil galato, acido p-cumarico, acido feralico e acido cafeico.

61



mAU Acido Elagico mAU Acido Procatequinico
) AL — ——
s 150 b i 13 mAl
i ¢ L f207%
300 o w08 |
3004 Y |
004
1} :\0? 5884
200+ e 2004 '
1 1541 : ” : 200 . cg | |
I 1 503 \ ¥13
n:-)»% Ao IR
1004 A . % / 1
100 K e
+ T T T
“ I 200 300 400
ot~ A — e s
T T T [ s = "
0 10 1 20 25 0 35 40 T T T y T v T T
men 0 5 10 15 20 2 30 35 40
min
mAU Procianidina B2 mAU Catequina
150- :‘: mAU 2 AU n
& 3 T
’ iy 400 o H"
\ w:»-l |
[}
( \ i'A}!
100+ 1004 3004 ‘O»x)
o
e
200 1
o | 3
. 1 Rsa s 394,08 b | %
N — 100] " bt
) b4 : A " . 20 100 0
200 300 400 | , -
| e —— ‘ AN o
), P | —_— ol 1l - oy |
Fave T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 a5 40 5 10 15 2 25 30 35 40
min mn
mAU = Epicatequina
200] 2 A =0 "
1504
100
L ‘g‘M 34585 35103
5 , e et e
" o
| -
0 L - - - — — - —
5 10 15 2 % ) 35 )

min

Figura | 4: Cromatogramas e espectros de UV obtidos por CLAE-DAD para os padrbes de
acido elégico, acido procatequinico, procianidina B2, catequina e epicatequina.

Dentre os padrdes avaliados pelo método, trés foram identificados nas amostras de
farinhas de casca de pequi, sendo eles o acido galico, acido elagico e etil galato. Para a
quantificacdo dos compostos identificados foram construidas curvas padrdo com concentracdes

de padrdo variando de 2,8 pg/ml a 70 pg/ml.
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Os compostos fendlicos sdo derivados do metabolismo secundéario de plantas. A maior
parte desses compostos é derivada do metabolismo da glicose por diferentes reacGes
bioguimicas, que constituem a via do acido chiquimico ou do acetato (BARBOSA, 2010). O
acido gélico (Figura | 5) corresponde a um derivado da via do &cido chiquimico que, por sua vez,
€ um intermediario do metabolismo secundario. O &cido galico € um componente de taninos
hidrolisaveis em plantas, os quais tem sido referenciados na literatura como importantes devido a

sua seletiva citotoxicidade contra uma variedade de tumores celulares (BARBOSA, 2010).

HO
OH
HO
OH

Figura | 5: Estrutura quimica do acido galico.
Fonte: Zeb (2015)

Na Tabela I 3 sdo apresentadas as concentracdes de acido galico, acido elagico e etil
galato obtidas pra as farinhas de casca de pequi e em outros frutos ou subprodutos vegetais

listados na literatura.
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Tabela | 3: Teores de acido galico, acido elagico e etil galato nas amostras de farinhas de casca
de pequi e em frutos e subprodutos listados na literatura.

Amostra Acido galico Acido Elagico  Etil Galato Referéncia
(mg/1009) (mg/1009) (mg/1000)
Polpa liofilizada de L
s Chisté &
Pequia (Caryocar 18,24 10,4 -
villosum) Mercadante (2016)
Polpa de pequi
(Caryocar brasilienses 0,956 3,22 i Lima (2008)
camb.) (amostra
fresca).
Améndoa de pequi
(Caryocar brasilienses 138 3,84 i Lima (2008)
camb.) (amostra
fresca).
FP1- Farinha de
exocarpoe 44,53 1002,3 5205,9 Presente Estudo
mesocarpo de pequi
(amostra seca)
FP2- Farinha de
mesocarpo de pequi 11,52 509,47 2874,6 Presente Estudo
(amostra seca)
Tapereba (Spondias .
mombin) (amostra 57,70 - 7,62 Bataglion et al
(2015)
seca)
Caju (Anacardium .
occidentale) (amostra 14,85 - 4,25 Bataglion et al
(2015)
seca)
Polpa de Copaiba
(Copaifera 195,00 - - Batista et al (2016)
langsdorffii)
Folhas de uva (amostra 1.26 132 i Zeb et al (2015)
seca)

Cascas liofilizadas de Moo Huchin et al
caju amarelo 39,84 48,68 i (2015)
Cascas liofilizadas de Moo Huchin et al
caju vermelho 33,64 95,64 i (2015)

Cascas liofilizadas de .
abiaba (Chrysophyllum 229,49 121,8 i Moo Huchin et al

cainito)

(2015)
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De maneira geral, os compostos encontrados nas farinhas de casca de pequi apresentaram
maiores teores nas amostras com exocarpo (FP1). Esse resultado € pertinente uma vez que 0s
compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios com fungdo de protecdo nos frutos contra
injarias externas. Dessa maneira, h4& uma maior concentracdo desses compostos nas camadas
mais externas das cascas de frutos. Esse comportamento corrobora com os dados obtidos por
Ledo et al (2017) para a analise de compostos fendlicos totais, na qual as amostras de FP1
apresentaram maior teor de compostos fendlicos que as amostras FP2.

Na figura | 6 é representado o cromatograma e espectros-UV de &cido galico e etil galato
encontrados nas amostras de farinhas de casca de pequi. O teor de acido galico encontrado nas
amostras (FP1: 44,53 £+ 0,003; FP2: 11,52 + 0,003) foram superiores aos descritos por Lima
(2008) para polpa e améndoas frescas de pequi. Essa diferenca pode ser devido a maior
concentracdo desse composto nas camadas mais externas do fruto e, também, pelo fato de no
presente estudo tratar-se de amostras de farinhas, cujo teor de umidade € bastante inferior ao das
amostras in natura. O teor de acido galico nas amostras de farinha de casca de pequi também
foram superiores aos descritos para folhas de uva (ZEB et al, 2015) e comparaveis aos
encontrados para cascas liofilizadas de caju amarelo, e cascas liofilizadas de caju vermelho
(MOO-HUCHIN et al, 2015). Por outro lado, os teores de &cido galico encontrados no presente
estudo para as farinhas de casca de pequi foram inferiores aos descritos para cascas liofilizadas
de abiaba (MOO-HUCHIN et al, 2015), polpa de copaiba (BATISTA et al, 2016) e tapereba
(BATAGLION et al, 2015).

Estudos com &cido galico tem revelado seu potencial anti-carcinogénico. Oliveira (2014)
avaliou o efeito do acido galico no tratamento de células de hepatocarcinoma. Os resultados
obtidos revelaram o potencial do &cido galico na reducdo da proliferacdo de células cancerigenas.
Kim (2007) apresentou dados que revelam duas fun¢des do acido galico, como antimelanogénico

e agente antioxidante, sugerindo esse composto como eficiente para a satde da pele.
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Figura | 6: Cromatograma e espectros-UV obtidos para as amostras de farinha de casca de pequi
(TR:1,766 min — &cido galico; TR: 9,615 min — etil galato).

O etil galato ou galato de etila (Figura | 7) pertence ao grupo dos taninos hidrolisaveis
derivados do &cido galico, ou galotaninos e corresponde a um éster derivado do acido galico. Os
galotaninos sdo taninos hidrolizaveis compostos de um nucleo de glicose esterificados com
residuos de acido galico. O etil galato foi 0 composto em maior concentracdo encontrado nas
farinhas de casca de pequi, com valores superiores aos descritos para outros frutos e subprodutos
na literatura. Os galotaninos exercem efeitos benéficos sobre a salde relacionados com 0s seus
efeitos antioxidantes, anti-mutagénicos, propriedades anti-inflamatérias e anti-diabéticas
(DORTA et al, 2014). O elevado teor encontrado pode ser devido a co-eluicdo de outros
galotaninos com estruturas quimicas semelhantes como metil e propil galato, resultando em uma
maior concentragdo desses compostos. Um estudo realizado por Dorta et al (2014) com cascas de

diferentes variedades de manga revelou quantidades de galotaninos superiores as descritas no
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presente estudo. Foram detectados teores de 29950 + 4.65 mg/100g (casca de manga Keitt),
36090 * 2,24 mg/100g (casca de manga Sensation) e 28560 * 2,39 mg/100g (casca de manga
Gomera).

HO OH
OH

Figura I 7: Estrutura quimica do etil galato.
Fonte: Takahashi et al. (2015).

Alguns estudos tem relatado fungdes benéficas do etil galato para a satde. Mehla et al
(2011) avaliaram os constituintes ativos com propriedades medicinais de Pistacia integerrima
Linn. (kakadshringhi), um fruto da famila dos pistaches que vem sendo utilizado pelo sistema de
medicina tradicional na India como agente terapéutico em diversas doencas inflamatdrias. Os
resultados obtidos nesse estudo identificaram o etil galato como o principal constituinte ativo de
Pistacia integerrima, demonstrando seu potencial como agente antiinflamatorio.

Kalaivani, Rajasekaran e Mathew (2011) avaliaram a capacidade de sequestro de
radicais, citotoxidade e atividade hemolitica de etil galato extraido de folhas Acacia nilotica
Wild., uma planta medicinal com potencial atividade antioxidante. A capacidade de sequestro de
radicais livres pelo etil galato foi demonstrada em diferentes ensaios in vitro, com o objetivo de
avaliar os possiveis mecanismos antioxidantes. Os resultados revelaram que o etil galato atua
como doador de hidrogénio, quelante de metais e eliminador de radicais livres. O etil galato foi
eficaz na eliminagéo do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH). O ensaio de degradacédo da
desoxirribose revelou que o etil galato exibe maior capacidade de quelacéo de ions ferro do que
capacidade de remocéo direta do radical hidroxilo. Os resultados obtidos também demonstraram

que o etil galato ndo possui atividade hemolitica contra eritrocitos de camundongos e humanos,
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revelando seu mecanismo citotoxico e ndo toxicidade. Os resultados apresentados nesse estudo
fornecem informacdes importantes para a utilizacdo farmacoldgica desse composto visando suas
propriedades antioxidantes.

Um outro composto encontrado em elevada concentragdo nas farinhas de casca de pequi
foi o &cido elagico (Figura | 8). O 4acido elagico é precursor de uma classe de taninos
hidrolisdveis denominada taninos elagicos ou elagitaninos. Estudos recentes descritos na
literatura tem associado o &cido elagico a efeitos benéficos no tratamento de doencas hepéticas e
mal de Parkinson (GARCIA-NINO & ZAZUETA, 2015; BALUCHNEJADMOJARAD et al,
2017).

As amotras de farinha de casca de pequi apresentaram teores de acido elagico de 1002,30
+ 0,72 mg/100g para FP1 e 509,47 + 0,37 mg/100g para FP2. Novamente, os teores encontrados
foram maiores para as amostras contendo exocarpo. O cromatograma com identificagcdo do pico
de 4cido elagico, bem como seu respectivo espectro-UV é apresentado na figura 1 9. Um segundo
pico, representado em 16,830 minutos, apresenta espectro-UV semelhante ao do padrdo de acido
elagico, sugerindo a presenca de derivados desse acido, como os elagitaninos.

Um estudo realizado por Goncalves (2012) detectou a presenca de acido elagico em
polpa comercial de camu-camu na concentracdo de 737 +18 mg/100g de amostra seca. Esses
valores sdo comparaveis aos descritos no presente estudo para as amostras de farinhas de casca
de pequi. A autora justifica que os elevados teores encontrados deve-se ao fato de que esses
compostos podem se apresentar juntamente com os elagitaninos, fato que pode ter ocorrido

também no presente estudo.

OH

HO
OH
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O

Figura I 8: Estrutura quimica do acido elagico.
Fonte: Zeb (2015)
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Figura | 9: Cromatograma e espectros-UV obtidos para as amostras de farinha de casca de pequi
(TR: 15,942 min — &cido elagico; TR: 16,830 — derivado de acido elagico.

Garcia-Nifio & Zazueta (2015) apresentam uma longa revisao listando as propriedades

farmacoldgicos e os mecanismos moleculares ativados pelo acido elagico em termos de protecao

do figado. De acordo com os autores, o acido elagico possui propriedades antioxidante, anti-

hepatotdxica, antisteatdsica, anti-colestatica, anti-hepatocarcinogénica e ainda propriedades

antivirais. Os mecanismos moleculares ativados pelo acido elagico incluem a eliminacdo de

radicais, regulagdo das enzimas de fase | e Il, modulagdo de citocinas pro-inflamatorias e

profibroticas, a regulacdo de vias bioquimicas envolvidas na sintese e degradacéo de lipidios e a

manutencdo de niveis de oligoelementos essenciais. Os autores afirmam que, apesar do amplo
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potencial terapéutco do acido elagico, 0 numero escasso de estudos com pacientes hepaticos é
escasso, limitando sua aplicacéo clinica.

Os resultados encontrados para a avalia¢do do perfil de compostos fendlicos em farinhas
de casca de pequi revelram a presenca de acidos fenolicos precursores de taninos hidrolisaveis,
como o &cido galico, precursores de galotaninos tais como o etil galato e, acido elagico,
precursor dos elagitaninos. Dietas com altos indices de ingestdo de cha verde e frutas ricas em
taninos tem sido associadas a agfes anti-carcinogénicas. Pesquisas relacionadas a atividade
bioldgica dos taninos tem evidenciado importante acdo contra determinados microrganismos,
agentes carcinogénicos e causadores de toxicidade hepatica. Além disso, podem exibir efeitos
antiinflamatdrios e cicatrizantes (MONTEIRO et al, 2015).

4. Conclusao Parcial

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram o potencial das amostras de
farinhas de casca de pequi como fonte de carotenoides. O método FRAP foi eficaz para a
avaliacdo da capacidade antioxidante das farinhas a partir de casca de pequi, confirmando os
resultados obtidos por Ledo (2013) pelos métodos DPPH e ABTS. Os resultados obtidos pela
analise de antioxidantes macromoleculares indicam que a atividade antioxidante das farinhas de
casca de pequi pode ser superior a determinada pelos métodos FRAP, DPPH e ABTS, uma vez
que nos residuos de extracdo foram detectados elevados teores desses compostos bioativos. Pela
analise de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia foi possivel detectar a presenca de acido
galico, etil galato e &cido elagico nas amostras de farinha de casca de pequi. Assim como nas
demais analises para verificacdo da capacidade antioxidante, os resultados obtidos por CLAE
revelaram uma maior concentracdo dos compostos detectados nas amostras de farinha com
exocarpo (FP1). Os teores dos compostos detectados nas farinhas de casca de pequi foram
expressivamente superiores aos descritos para polpa e semente de pequi, como também para
outros subprodutos vegetais. Esses compostos sdo relatados na literatura com propriedades
anticarcinogeénicas e hepatoprotetora, demonstrando o potencial farmacoldgico e nutracéutico das

amostras avaliadas no presente estudo.
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Capitulo I1: Caracterizacao das farinhas de casca de
pequi por cromatografia a gas, espectroscopia de

infravermelho e microscopia eletronica de varredura

"
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1. Introducéo

As frutas sdo formadas por uma matriz alimentar complexa composta por carboidratos,
proteinas, gorduras, fibras alimentares e diferentes minerais, além de conterem grandes
quantidades de agua. Sua caracterizacdo torna-se importante para a avaliacdo do potencial de
aproveitamento das mesmas, do ponto de vista nutricional e econémico.

Os frutos nativos do cerrado brasileiro apresentam um enorme potencial de utilizagdo no
sistema agricola, e apresentam grande importancia econémica no Brasil central (NASCIMENTO
& COCOZZA, 2015). Dentre esses frutos, o pequi (Caryocar brasilienses camb.) assume um
papel de destaque, devido a sua grande ocorréncia e exploracdo pela populacdo regional. O
pequi apresenta caracteristicas peculiares de sabor, cor e aroma que 0 torna atrativo para
consumo in natura ou processado. O fruto do pequizeiro é caracterizado como uma drupa de
casca verde, contendo de uma a quatro sementes por fruto, chamadas pirenos. No interior dos
pirenos existe uma améndoa comestivel e bastante apreciada na culinaria. Os frutos sdo
caracterizados por um elevado teor de lipidios, vitaminas (A, E e C) e diferentes minerais como
fésforo, potassio e magnésio. Em contrapartida, sdo encontrados poucos estudos sobre
caracterizacdo da casca do fruto, bem como de produtos produzidos a partir desse subproduto,
como as farinhas, por exemplo (NASCIMENTO & COCOZZA, 2015).

Dessa maneira, neste capitulo, sdo apresentados os estudos relacionados a caracterizacao
superficial dos grupos amostrais de farinhas de casca de pequi por microscopia eletronica de
varredura (MEV) e sua caracterizacao da fracdo polissacaridica por meio de cromatografia a gas
(CG) e espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourrier (FT-1V). Os resultados
obtidos pelas analises de caracterizacdo sdo importantes para elucidar a composicao das matrizes
componentes das fibras alimentares presentes na farinha de casca de pequi e, assim inferir sobre
sua funcionalidade e aplicacéo tecnoldgica.
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2. Material e Métodos

2.1 Caracterizacdo superficial de FP por Microscopia Eletronica de

Varredura

As anélises de Microscopia Eletronica de Varredura foram realizadas no Laboratdrio de
Microscopia e Microandlises (MICROLAB) da Universidade Federal de Ouro Preto - UFOP. As
microfotografias foram obtidas utilizando-se Microscépio JEOL, Modelo JSM-5510. As farinhas
foram fixadas com fita dupla face de carbono sobre um suporte, o qual foi revestido por
borrifamento sob vacuo, com uma fina camada de ouro metalico. Posteriormente, cada amostra
foi transferida para o microscopio eletrdnico de varredura e analisadas a uma tensdo de 20 kV

com ampliacdes de 1000 x.

2.2 Andlise de Espectroscopia do Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR)

Foi utilizado um Espectrofotdbmetro Shimadzu IRAffinity-1 FTIR (Shimadzu, Japéo)
com um detector DLATGS (Deuterated Triglycine Sulfate Doped with L-Alanine), que abrange
a faixa de 4000-400 cm™, com resolucéo de 4 cm™, 20 scans e apodizacdo Happ-Genzel utilizada
antes da transformacdo de Fourier. As medicdes de reflectancia difusa (RD) foram realizadas
com 0 uso do acessério de amostragem da Shimadzu (DRS8000A). Cada amostra foi misturada
com brometo de potassio (KBr) na propor¢do de 10% de amostra para 90% de KBr (% m/m). O
KBr puro foi utilizada para obtencao do espectro branco. Todos os espectros foram registados no

intervalo de 4000-400 cm™ e 20 varreduras.
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2.3 Avaliacdo da composicdo monossacaridica por cromatografia a gas

A composi¢do monossacaridica das amostras FP1, FP2, bem como de suas fracBes de
fibras insollveis e soluveis (FP1l, FP1S, FP2l e FP2S) foi determinada para os acetatos de
alditol correspondentes por meio de dois métodos distintos. O primeiro método foi realizado em
parceria com o Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro — Portugal, conforme
descrito por Bastos, Coelho & Coimbra (2015) o qual permite a quantificacdo de glicose
proveniente de celulose. Também foi avaliado o teor de acidos urdnicos. Os monossacarideos
foram quantificados utilizando-se 2-deoxiglicose como padrdo interno. Os monossacarideos das
amostras (1-2 mg) foram obtidos por pré-hidrélise em 0,2 mL de H,SO,4 72% (p/p) por 3 horas,
em temperatura ambiente e, subsequentemente por hidrélise em H,SO4 1M por 2,5 horas a 100
°C. Apo6s 1 hora de hidrélise, 0,5 mL da solucdo foi coletada para a determinacdo de acidos
urénicos. Os monossacarideos foram reduzidos com NaBH,4 (15% em NH3 3M) por 1 hora a 30
°C, seguido por acetilagdo com 3 mL de anidrido acético e 450 pL de 1-metilimidazol por 30
minutos a 30 °C. Os acetatos de alditol foram separados por extracédo liquido-liquido com &gua e
diclorometano e, apds evaporacdo do solvente organico foram solubilizados em acetona anidra.
Os acetatos foram analisados por cromatografia a gas com detector de ionizacdo de
chama.Utilizou-se CG-FID Perkin Elmer-Clarus 400 com coluna capilar DB-225 (30 m x 0,25
mm i.d. x 0,15 um). A programacdo da temperatura no forno da coluna foi de 200 °C-220 °C a
uma taxa de 4 °C/min por 7 minutos e elevada a 230 °C a uma taxa de 2 °C /min por 1 minuto.
A temperatura do injetor foi de 220 °C e do detector 230 °C. O gas hidrogénio foi utilizado como
gas de arraste com um fluxo de 1,7 mL/min.

O método colorimétrico m-fenilfenol foi utilizado para a determinacdo do contetdo de
acidos uronicos utilizando-se o acido galacturénico como padrdo. 3 mL de acido bérico 50mM
H,S0,4 98% (p/p) foi adicionado a 0,5 mL da amostra hidrolizada diluida (1:4) e, apds agitacao,
os tubos foram aquecidos a 100 °C por 10 minutos. Apds resfriamento, 100 pL de m-fenilfenol
foi adicionado e a mistura reagiu por 30 minutos em auséncia de luz. Feito isso, a absorbancia foi
ensurada a 520 nm. Todas as determinacgdes foram realizadas em triplicatas.

O segundo método utilizado segue protocolo descrito em Current Protocols in Food
Analytical Chemistry (2001). Basicamente, a diferenca entre os dois métodos encontra-se no

processo de digestdo das amostras. No segundo método, as amostras sdo digeridas em acido
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trifluoroacético, o qual ndo é capaz de digerir a celulose. Dessa maneira, a porcentagem de
glicose determinada por esse método refere-se a polissacaridicos ndo celuldsicos, presentes
primordialmente nas hemiceluloses. A alose foi utilizada como padrdo interno para a
quantificacdo dos monossacarideos.

Os acetatos de alditol foram separados em coluna capilar BPX-70 (30 m x 0.32 mm X
0,25 um; SGE Chromatography Products). As andlises foram realizadas em cromatografo a gas
Varian 3900 equipado com detector de ionizacdo de chama. O nitrogénio foi utilizado como géas
de arraste a um fluxo de 1,5 ml/min. O volume de inje¢do foi de 2pl utilizando-se split de %.. A
temperatura inicial do forno foi de 38 °C e mantida por 30 segundos. Em seguida, foi elevada a
170 °C a uma taxa de 50 °C/min. Por fim, a temperatura do forno foi elevada a 230 °C a 2 °C/min
e mantida por 5 minutos. O tempo total da corrida cromatografica foi de 38 minutos. O detector
foi aquecido a 250 °C e o injetor a 230 °C.

A resposta molar relativa (RMR) para cada derivado de monossacarideo foi calculada

relativa a alose (RMR=1) segundo a equacao |1 1.

RMRua/alose = (Aa/Ma/MMa) / (Aaose/Malose/ MMalose) (eq 111)

Onde,
RMRa/alose = razdo molar relativa do agicar em relacdo a alose; Aa = area do pico do derivado
do agucar ; ma = massa do aglcar (em gramas); MMa = massa molar do agucar; Aalose = area do
pico do derivado da alose; malose = massa da alose (em gramas); MMalose = massa molar da
xilose.

A partir dos célculos da RMR para cada aclcar, a composi¢do monossacaridica das
fracdes foi determinada calculando-se as porcentagens molares relativas (% mol), de acordo com
a Equacéo 11 2:

% mol = [(Aa/RMRa/alose).100]/(ZAa/RMRa/alose) (eq. 11 2)

A obtencéo dos acetatos de alditol compreendeu trés etapas subsequentes: hidrolise acida

da amostra para a liberagdo dos monossacarideos constituintes, reducdo e acetilacdo.
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Inicialmente, 5 mg de amostra foi digerida em 0,5 ml de &cido trifluoroacético (TFA) 2M por 60
minutos a 121 °C. Apos a digestdo e resfriamento, 25 pl de alose (padrio interno) 20 mg/ml
foram acrescentados. As amostras digeridas contendo o padrdo interno foram filtradas em filtro
PTFE 0,22 um. O filtrado foi evaporado até secura em fluxo suave de gas nitrogénio.

Para a reducdo dos monossacarideos a seus alditois correspondentes adicionou-se 100 pl
de 4agua ultra pura ao hidrolizado seco. Em seguida, foram adicionados 20 pl de amoénia 15 M e 1
ml de solucdo 0,5 M de borohidreto de sédio em dimetilsulfoxido (DMSO). O sistema foi
incubado por 90 minutos a 40 °C. Por fim, 100 pl de acido acético 18 M foi adicionado ao
sistema, completando a etapa de reducao.

Para a etapa de acetilacdo, adicionou-se aos alditois reduzidos 200 pul de 1-metilimidazol
e, em seguida, 2 ml de anidrido acético. O sistema foi homogeneizado e incubado por 10 minutos
a temperatura ambiente. Apds o periodo de incubacdo, 5 ml de &gua ultrapura foram adicionados
para eliminar o excesso de anidrido acético. Uma nova incubacdo a temperatura ambiente foi
realizada até o resfriamento. Os acetatos de alditdis foram extraidos sequencialmente com 1 ml
de diclorometano (DCM). Os acetatos de alditois formados foram secos em fluxo de N; e, no
momento da analise adicionou-se 2mL de DCM para conseguinte realizacdo da corrida
cromatografica em cromatografo a gas com deteccéo por ionizacdo de chama (GC-FID).

Treze padrfes de agucares (meso-eritritol, 2-deoxi-D-ribose, L(+)-ramnose, a-D(+)-
fucose, D(-)-ribose, L(+)-arabinose, D(+)-xilose, 2-deoxi-D-glicose, p-D-alose, D(+)-manose,
D(+)-galactose, a-D (+)-glicose, mio-inositol) foram submetidos as reacBes de redugdo e
acetilacdo conforme descrito para os hidrolisados.

Os calculos foram realizados conforme descrito por Ferraz (1991). Todas as analises

foram realizadas em duplicata.
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3 Resultados e discussao

3.1 Microscopia Eletronica de Varredura

Pela analise das imagens de microscopia eletrénica de varredura, Figuras 11 1 e 1l 2,
observa-se que as estruturas das amostras caracterizam-se por poros irregulares com forma
relativamente complexa, entretanto sem diferencas perceptiveis entre os tratamentos. De maneira
geral, o aumento na irregularidade da superficie e quantidade de poros, influenciam as
propriedades do material, tais como: propriedades fisico-quimicas e de hidratacdo (Santana et al.,
2012).

Figura Il 1: Microfotografia de FP1 (farinha de mesocarpo + exocarpo + brangueamento), com
amplitude de 1000 x e tenséo de 20 kV.
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Figura Il 2: Microfotografia de FP2 (farinha de mesocarpo + branqueamento), com amplitude de 1000 x
e tensdo de 20 kV.

Em seu estudo anterior, Ledo (2013) avaliou as propriedades de hidratacdo das farinhas
produzidas a partir de casca de pequi e obteve bons resultados para capacidade de absorcéo de
agua e volume de intumescimento, quando comparada a farinhas produzidas por cascas de outros
vegetais. Entretanto, os tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo a essas
andlises, exceto o volume de intumescimento. Essa diferenca deve-se a um maior teor de fibras

soltveis encontrados em FP2 nesse estudo.

Tabela 11.1: Propriedades de hidratacdo de farinhas de casca de pequi.

Amostra Capacidade de Volume de indice de Solubilidade
Retencdo de Agua Intumescimento em Agua
FP1 3.98+0.04° 8.82+0.4° 16.740.5°
FP2 3.74+0.4° 11.34+0.9° 19.84+4.0°

Médias seguidas de desvio padrdo. Diferentes letras na mesma coluna indicam valores significativamente
diferentes, pelo método T de Student a 5% de significancia. FP1: farinha de mesocarpo + exocarpo;
FP2: farinha de mesocarpo.

Fonte: Ledo et al., 2017.
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Dessa maneira, as estruturas semelhantes observadas em ambas as amostras estdo em
consonancia com os resultados similares obtidos nas analises tecnologicas. Os principais
resultados obtidos por Ledo (2013) para as propriedades tecnoldgicas de hidratacdo estdo
descritos na tabela 11.1. Ndo foram encontrados na literatura dados comparativos referentes a

caracterizacdo de farinha de cascas de frutas por MEV.

3.2 Espectroscopia do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Uma avaliacdo comparativa dos espectros de FP1 e FP2 (Figura Il 3) indica grande
similaridade entre eles, com pequenas diferencas na intensidade das bandas. As amostras de FP2
apresentaram valores de absorbancia ligeiramente maiores que os observados para FP1. Com
relacdo as fragcdes digeridas enzimaticamente (FP1 e FP2 sollvel e insollvel) (Figura 11 4) os
espectros também apresentaram grande similaridade, com pequenas diferengas na regido entre

1200-800 cm™ (caracteristica de carboidratos), entre as fracdes soltveis e insoltveis.

1232
J <~ 1078

4.000 3.800 3.600 3.400 3.200 3.000 2.800 2.600 2.400 2.200 2.000 1.800 1.600 1.400 1.200 1.000 800 600

nimero de onda (em-1)

——FP1 =——FP2

Figura 11 3: Média espectral obtida por DRIFT-FTIR, a partir dos espectros originais para os FP
branqueados (FP1 e FP2). Sendo FP1: farinha de mesocarpo mais exocarpo e FP2: farinha de mesocarpo.
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Figura Il 4: Média espectral obtida por DRIFT-FTIR a partir das fragfes obtidas por digestdo enzimatica.
FP1 I: fracdo insoluvel obtida a partir de FP1; FP1 S: fracdo solUvel obtida a partir de FP1; FP2 I: fracdo
insoltvel obtida a partir de FP2; FP2 S: fracdo sollvel obtida a partir de FP2. Sendo FP1: farinha de
mesocarpo mais exocarpo e FP2: farinha de mesocarpo.

As regies entre 1800-1200 cm ™ e 1200-800 cm ™ sdo de especial interesse uma vez que
tratam-se de regifes caracteristicas da absorcdo de carboidratos constituintes da parede celular
vegetal. Em todos os espectros analisados (FP1, FP2, FP1 I, FP1 S, FP2 | e FP2 S) séo
observadas bandas na regi&o de 1740-1600 cm™, caracteristicas de grupos esterificados e néo
esterificados em pectinas, sendo que a banda clara em 1740 cm™ é atribuida a ésteres
carbonilicos e a banda em 1630 cm™ atribuida a carboxilatos anti-simétricos (BARROS et al.,
2002). Nesta mesma regido, podem ser encontradas bandas relacionadas com a amida | e I,
associadas as proteinas, no entanto, os picos ndo sao bem resolvidos nesta por¢do dos espectros.
Para ser capaz de avaliar a presenca de uma fracdo proteica na amostra, as segundas derivadas
dos espectros das farinhas e das fragdes digeridas (Figura 11 5 e Il 6) foram analisadas e bandas
claras nas regides 1670-1650 cm™ e 1690-1670 cm™ foram identificadas, sendo atribuidas a
grupos amida | ligados e ndo ligados ao hidrogénio, respectivamente. Além disso, bandas em
1650-1620 cm™ associadas a amidas 11 sdo observadas em ambos os espectros de derivada

segunda.
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Em cada espectro sdo observadas claramente a presenca de varias bandas atribuidas
comumente a polissacarideos pécticos, tais como: 830, 878, 1230 e 1440 cm™. A banda
~830 cm " pertencente a “regido anomérica” do fingerprint é atribuida a vibracdes de ligacdes o
no anel entre unidades de acido 1,4—galacturénico, os quais compreendem usualmente a cadeia
principal das pectinas (SZYMANSKA-CHARGOT et al., 2015). A banda em ~878 cm™ é
atribuida a residuos de acido B-manurénico (GOMEZ-ORDONEZ & RUPEREZ, 2011). Uma
banda com méximo em 1045 cm ™ nas fracdes insol(veis e pico com maximo em 1259 cm™ nas

fracGes soluveis de FP1 e FP2 sdo atribuidas a estiramento de ligagdes C-O nos grupos C-OH

bem como estiramento de ligacdes C-C da estrutura principal de carboidratos.
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Figura Il 5: Espectro de derivada segunda obtida a partir dos espectros originais para as farinhas de casca
de pequi (FP1 e FP2).Sendo FP1: farinha de mesocarpo mais exocarpo e FP2: farinha de mesocarpo.
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Figura 1l 6: Espectro de derivada segunda obtida a partir dos espectros das frages digeridas

enzimaticamente. FP1 I: fragdo insolUvel obtida a partir de FP1; FP1 S: fracdo soluvel obtida a partir de
FP1; FP2 I: fracdo insollvel obtida a partir de FP2; FP2 S: fragdo sollvel obtida a partir de FP2. Sendo
FP1: farinha de mesocarpo mais exocarpo e FP2: farinha de mesocarpo.

Pode-se observar nos espectros de FP1 e FP2 em 1078 cm™ um pico distinto, de maior
intensidade caracteristico de B-arabinogalactanas (KACURAKOVA et al., 2000). A resolugio
por meio de derivada segunda dos espectros de FP1 e FP2 evidenciou bandas em 1145, 1104,
1014 e 952 cm™ sendo caracteristicas para a distingdo de acido galacturonico. Essas bandas,
evidenciadas pela resolucdo da derivada segunda de FP1 e FP2 sdo claramente percebidas nos
espectros das fracOes digeridas enzimaticamente. A banda com méximo em ~1145 ¢ atribuida a
estiramento assimétrico de grupamentos O-C-O de pectinas. A banda com maximo em 1014 foi
identificada apenas nas fracGes soltveis de FP1 e FP2 e foi atribuida por Szymanska-Chargot &
Zdunek (2013) a estiramento C-O e C-C de pectinas. Também foi evidenciada pela resolucéo
da derivada segunda de FP1 e FP2 e nos espectros das fragdes insollveis uma banda em
1175 cm , caracteristica para distincdo de xilose, e uma banda a ~972 cm™ demonstrando uma
quantidade deste monossacarideo na amostra (Coimbra, Barros, Rutledge & Delgadillo, 1999). A
banda observada em 1373 cm ! nas fracdes insolGveis de FP1 e FP2 podem ser atribuidas a
residuos de xiloglucanas. A banda em ~898 cm™ esta relacionada  vibracées do C1 de celuloses
ou a vibragdes no anel e é caracteristica de ligagbes B-glicosidicas (SYNYTSYA et al., 2003;
SZYMANSKA-CHARGOT et al., 2015).

Pelas analises realizadas nos espectros das amostras FP1 e FP2 bem como nos espectros

de suas fracGes digeridas enzimaticamente pode-se perceber a presenca de polissacarideos

82

log (1/R)



pécticos, como &cido galacturénico e manurénico, sendo indicativos da presenca de pectina.
Além de polissacarideos pécticos, pode-se inferir sobre a presenca de diferentes hemiceluloses

como Xxiloglucanas e arabinogalactanas.

3.3. Composi¢cdo monossacaridica por Cromatografia a Gas

A composicdo monossacaridica das amostras, expressa em porcentagens molares
relativas (% mol), foi determinada a partir da RMR de cada agUcar, conforme descrito por Ferraz
(1991). A utilizacdo desse metodo permite a correcdo de diferencas de respostas fornecidas pelo
detector aos diferentes aclcares e possiveis perdas que possam ter ocorrido durante a
derivatizacdo (MALAGOLI et al., 2014). Os dados obtidos para ambos os métodos utilizados

(digestdo com H,SO4 e TFA) sdo apresentados na Tabela 11 2.
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Tabela Il 2: Composicdo monossacaridica de FP1, FP2 e suas fracdes insollveis e solveis obtidas por
digestdo enzimatica.

Carboidratos (mol %6)

Fragdo Ramnose Fucose Arabinose Xilose Manose Galactose Glicose Mio- Acidos

inositol Urdnicos

FP1 450, 1 t 11 6 5 17 42 18
TFA 06 t 11 6 4 22 24 42

FPLL - so, 1 1 8 9 5 15 51 10
TFA 1 1 10 10 2 23 15 1,1

FPIS .50, 1 t 12 1 1 17 12 56
TFA 16 t 16 2 1 22 11 0,7

FP2 4,50, 1 t 11 6 5 18 44 15
TFA 1 t 11 5 4 22 24 46

FP2l - h,s0, 1 1 9 9 4 18 50 10
TFA 1 1 8,4 10 2 21 19 1,5

FP2S 50, 1 t 14 1 1 19 15 50
TFA 2 t 20 1 1 24 11 08

FP1: farinha de mesocarpo externo + exocarpo; FP1l e FP1S, fibras alimentares insol(veis e sollveis de
FP1, respectivamente. FP2: farinha de mesocarpo externo; FP2I e FP2S, fibras alimentares insollveis e
sollveis de FP2, respectivamente. Analises realizadas em triplicatas.

Os resultados indicam composi¢des quimicas similares entre as amostras com exocarpo
(FP1) e sem exocarpo (FP2), bem como em suas frac6es digeridas enzimaticamente. Os teores de
monossacarideos determinados por ambos 0s métodos sdo semelhantes, a excecdo da glicose
pois, como citado anteriormente, 0 método com digestdo por TFA ndo permite a identificacdo de
glicose referente a celulose. Dessa maneira, a glicose determinada por esse método é referente a
outros polissacarideos presentes em diferentes tipos de hemiceluses e polissacarideos pécticos.
As pequenas diferengas encontradas sdo esperadas uma vez que as amostras foram analisadas em
diferentes equipamentos e digeridas com diferentes acidos.

Sete monossacarideos foram detectados nas amostras avaliadas em ambos 0s métodos
utilizados, sendo eles: ramnose, fucose, arabinose, xilose, manose, galactose e glicose. O método
com digestdo em TFA foi capaz de detectar a presenca de mio-inositol. Pelo método m-fenilfenol

determinou-se também o teor de &cidos urdnicos.
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O conhecimento da composicdo monossacaridica permite fazer inferéncias aos
polissacarideos presentes na parede celular vegetal. A parede celular € composta por diferentes
fracbes de polissacarideos incluindo celulose, xiloglucanos, heteroxilanas, mananas e
polissacarideos pécticos. As paredes celulares de frutas, verduras e cereais compreendem a
principal fonte de fibras alimentares dos seres humanos, tornando-se importante para a
manutencdo da saude (WROLSTAD, 2014). Além de beneficios a salde, as diferentes fibras
alimentares possuem propriedades tecnoldgicas como absorcéo de agua e intumescimento e séo
importantes no processamento de alimentos.

Os resultados obtidos pela analise da composi¢cdo monossacaridica indicam a presenca de
polissacarideos pécticos e diferentes hemiceluloses corroborando com a anéalise dos espectros
obtidos por FTIR (item 3.2 Capitulo II). As hemiceluloses sdo formadas por uma grande
variedade de substancias incluindo pentoses (xilose, ramnose e arabinose), hexoses (glicose,
manose e galactose) e acidos urénicos (acidos 4-O-metil-glucurénico e galacturdnico).

Correlacionando-se o perfil de monossacarideos obtidos pela analise de cromatografia a
gas com a andlise dos espectros obtidos por FTIR-DRIFTS pode-se inferir que as amostras sao
compostas principalmente por polissacarideos pécticos e hemiceluloses como arabinogalactanas,
xiloglucanas e glucomananas.

Conforme esperado, as fragcdes sollveis das amostras avaliadas apresentaram teores
expressivamente maiores de acidos urbnicos, sendo indicativo da presenca de polissacarideos
pécticos. A presenca de polissacarideos pécticos torna-se importante principlamente do ponto de
vista tecnologico, uma vez que a pectina possui grande importancia no processamento de
alimentos. Dentre suas principais funcdes, as pectinas atuam na textura e viscosidade de produtos
processados, além de exercer fungdes fisioldgicas, por se tratar de uma fibra soltvel.

O teor de xilose nas fragdes insoluveis de FP1 e FP2 foi significativamente superior ao
detectado para as fracfes sollveis sendo indicativo de que a maior parte das -xilanas presente
nas amostras FP1 e FP2 sdo compostos de cadeias lineares com poucas ramificagdes. Glicose,
galactose, xilose e fucose podem ser constituintes ainda de xiloglucanas, as quais representam a
hemicelulose mais abundante em frutos e vegetais. As xiloglucanas sédo formadas por uma cadeia
principal de glicose unidas por ligagbes B-1,4 onde trés de cada quatro moléculas de glicose

possuem uma xilose ligada ao carbono 6. Nas cadeias laterais de xilose estdo presentes também
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outros monossacarideos como a galactose e, em menor propor¢do a fucose (WROLSTAD,
2014).

A arabinose e galactose sdo os principais constituintes das arabinogalactanas, sendo que a
porcentagem desses monossacarideos na molécula interferem diretamente em suas propriedades
fisico-quimicas e tecnoldgicas (SAEED et al., 2011). Percebe-se que, nas fracdes insollveis de
ambas as amostras (FP1 e FP2) a relacdo entre o teor de galactose e arabinose é
aproximadamente 2:1, ja para as fragdes sollveis, essa relacdo é aproximadamente 2:1,5. Essa
distingéo entre as fragdes pode ser um indicativo de arabinogalactanas de cadeias mais curtas e
mais ramificadas nas fracdes solGveis do que as presentes nas fracdes insoluveis.

Um fato interessante € a presenca de mio-inositol em todas as amostras analisadas.
Inositois sdo membros da familia dos carboidratos ciclicos e abundante em alguns alimentos
vegetais, em especial cereais e frutas, e pobres em alimentos de origem animal (RUIZ-
ACEITUNO et al, 2014). No organismo humano o mio-inositol pode ser sintetizado pela glicose-
6-fosfato, entretanto, para esse aclcar exercer seu papel funcional seu consumo deve ser
complementado pela ingestéo de frutos citricos e cereais, por exemplo (MASUDA et al, 2003).

O mio-inositol é um isémero da glicose e precursor de diferentes componentes com
funcbes diversificadas. Os derivados de mio-inositol podem ser gerados por vias lipidio-
dependentes ou independentes. Dentre os derivados , o fosfatidilinositol atua tanto como
componente estrutural em membranas de moléculas lipidicas ou como sinalizador (VALLURU E
VAN DEN ENDE, 2011). O mio-onositol tem sido associado ao tratamento de diferentes
doencas psiquiatricas, como a depressao, sindrome do panico e transtorno obssessivo compulsivo
uma vez que possui capacidade para modular a interacdo entre neurotransmissores, drogas,
receptores e proteinas de sinalizacdo (HARVEY et al., 2002). Estudos recentes tem associado
ainda a suplementacdo com mio-inositol & reducdo dos indices de diabetes gestacional
(CELENTANO et al, 2016; CLEMENTS E DANELL, 2016).

Na literatura ndo foram encontrados estudos investigando a presenca de mio-inositol ou
seus derivados em residuos de frutos. Entretanto, Masuda e colaboradores (2003) avaliaram o
teor de mio-inositol em diferentes frutas citricas, como liméo, tangerina, laranja e grapefruit. O
teor desse aglUcar descrito nos frutos estudados variou de 0,6-2,1%, valores similares aos

encontrados no presente estudo para as fragOes digeridas enzimaticamente das farinhas, e
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menores do que os encontrados para 0s pos integrais. Vale salientar contudo, que no estudo de
Masuda os resultados obtidos dizem respeito a polpa fresca, sem casca.

De maneira geral a composicdo monossacaridica das amostras e suas fracbes digeridas
enzimaticamente foram similares. Pelo método do acido sulfurico realizado em parceria com 0
Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro — Portugal foram determindos os teores de
acidos urdnicos e também a glicose proveniente da celulose. Pelo método do é&cido
trifluoroacético foi detectada a presenga de mio-inositol, um agucar derivado da glicose e com

potencial papel funcional para o organismo humano.
4 Conclusao parcial

A caracterizacdo fisico-quimica das amostras de farinha de casca de pequi permitiu
inferir sobre caracteristicas de sua superficie e sua composi¢cdo polissacaridica. A analise de
MEV revelou uma estrutura superficial porosa e irregular que auxilia o entendimento das boas
propriedades de hidratacdo detectadas nas amostras por Ledo (2013). Por meio das andlises de
cromatografia a gas foi possivel detectar diferentes monossacarideos formadores das
hemiceluloses que compde a fracdo de fibra alimentar das amostras. A presenca de mio-inositol
nas amostras avaliadas chama a atencdo devido ao potencial funcional e modulador desse
monossacarideo. A analise dos espectros de FTIR corrobora com os resultados obtidos pela
analise de cromatografia a gas. Pode-se inferir, por meio das analises realizadas que os principais
polissacarideos presentes nas farinhas de casca de pequi compreendem polissacarideos pécticos e
hemiceluloses como xiloglucanas, arabinogalactanas e glucomananas. Esses polissacarideos sao
usualmente empregados na industria de alimentos devido suas capacidades de formacdo de gel,
absorcdo de agua e capacidade de intumescimento. A presenca dessas hemiceluloses nas
amostras analisadas sugere sua utilizagdo como aditivo alimenticio. Nao foram encontrados na
literatura dados referentes a composic¢éo polissacaridica de farinhas de casca de pequi, bem como
dados acerca de sua estrututura superficial. Visando a agregacéo de valor e a aplicabilidade como
aditivo alimentar, no préximo capitulo serd explorado o potencial de extracdo de pectinas das

farinhas de casca de pequi.
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Capitulo 111 Avaliacéo do potencial de extracao

de pectinas de farinhas de casca de pequi em

reator de micro-ondas
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1. Introducéo

Pectina € um polissacarideo existente na parede celular e lamela média de células
vegetais sendo constituida por ésteres metilados de &cido poligalacturbnico (SWAMY &
MUTHUKUMARAPPAN, 2017). As pectinas comerciais sdo obtidas principalmente de cascas
de frutas resultantes do processamento de suco (principalmente bagaco de macé e cascas de
frutas citricas). S&o extensivamente utilizadas na industria de alimentos como agente gelificante,
de textura e estabilizante (PETKOWICS, VRIESMANN & WILLIANS, 2017). Além de um
importante papel tecnoldgico, as pectinas também possuem papel fisioldgico, atuando de forma
benéfica na reducdo do colesterol sanguineo e na reducdo de risco de doencas cardiacas (JAFARI
et al, 2017).

Devido a elevada demanda de pectina no mercado mundial, a obtencdo desse
polissacarideo a partir de fontes alternativas tem se tornado relevante. Na literatura, sdo
encontrados estudos referentes a obtencdo de pectinas a partir de diferentes subprodutos do
processamento de alimentos, tais como, casca de mamao papaia, casca de manga, casca de
banana, casca de melancia e bagaco de cenoura, por exemplo (MARAN & PRAKASH, 2015;
MARAN et al., 2015; SWAMY & MUTHUKUMARAPPAN, 2017; PETKOWICS,
VRIESMANN & WILLIANS, 2017; JAFARI et al., 2017).

Além de novas fontes para a extracdo de pectina, novas metodologias tem sido avaliadas
com o intuito de reduzir o tempo de extracdo bem como o consumo de reagentes. Nas novas
metodologias estudadas sdo propostas também a utilizacdo de reagentes menos agressivos ao
meio ambiente e que também reduzam o desgaste dos equipamentos utilizados. Dentre as
técnicas utilizadas, a irradiacdo por micro-ondas tem alcancado bons resultados em relacdo ao
rendimento de extracdo, bem como a qualidade das pectinas obtidas (SEIXAS, et al., 2014;
MARAN et al., 2015; THIRUGNANASAMBANDHAM & SIVAKUMAR, 2015).

As farinhas de casca de pequi avaliadas no presente estudo, apresentaram elevado teor de
acidos urodnicos (formadores de polissacrideos pécticos) quando analisada sua composicao
monossacaridica (Capitulo 2). Devido a isso, neste capitulo, sdo apresentados 0s estudos

relacionados a extracdo assistida por micro-ondas de pectinas de farinhas de casca de pequi. Sdo
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apresentados os rendimentos de extracdo obtidos em cada um dos tratamentos avaliados bem

como a caracterizacdo das pectinas obtidas quanto ao grau de esterificacao.

2. Material e Métodos

2.1 Extracao de Pectina

A pectina das farinhas de casca de pequi foi extraida utilizando método realizado por
Seixas e colaboradores (2014) com algumas modificacdes. Para a extracdo de pectina, foram
avaliados dois tipos de solucdes de acidos organicos, sendo o acido citrico e o acido acético. O
experimento foi conduzido em Reator de Microondas Synth modelo Microwave Synthesis
Labstation.

Foram pesados 2g de amostra e adicionado 50 mL de agua destilada e 50 ml da solucao
acida (pH 2,0). A mistura foi adicionada ao reator de micro-ondas. O reator foi conectado ao
condensador acoplado ao sistema para evitar qualquer perda de amostra por ebuligdo. O sistema
foi submetido ao aquecimento por micro-ondas com tempo, poténcia e temperatura controlados.

O material obtido da extracdo foi filtrado ainda morno em malhas de ago inox de 250 pm.
O filtrado foi resfriado a 4 °C e colocado sob agitacdo magnética. Lentamente foram adicionados
aproximadamente 150 mL de alcool etilico absoluto (também a 4 °C) para promover a flotagdo
da pectina. O sistema foi mantido sob agitacdo por 10 minutos e, posteriormente em repouso por
30 minutos. A pectina obtida foi separada por filtragdo a vacuo em papel filtro qualitativo (8-12
um). O gel de pectina obtido foi imergido em élcool etilico absoluto por 12 horas e, em seguida,
desidratado parcialmente com acetona. A secagem da pectina foi realizada em estufa com
circulacéo de ar, a 40 °C por aproximadamente 12 horas. O processo de extracdo de pectina esta
esquematizado na Figura I11 1.
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Figura I11 1: Fluxograma de extragéo de pectina.

2.2 Delineamento Experimental

Um Delineamento Experimental foi utilizado (DOE) para obter condi¢fes de extracdo
Otimas para os parametros avaliados. Embora mais simples, um processo de otimizagdo
univariante levaria mais tempo e um maior nimero de experimentos, sem fornecer informacées
sobre a interacdo entre os fatores estudados. Entre todos os DOE disponiveis, 0s projetos
fatoriais, como o0s projetos 2k, sdo amplamente utilizados, por sua capacidade de avaliar
simultaneamente o efeito de um grande ndmero de variaveis com um ndmero reduzido de
experimentos (Bruns, Scarminio & De Barros Neto, 2006). Assim, foi realizado um
delineamento experimental exploratorio completo com 2 niveis e 3 variaveis. Depois disso,
realizou-se um Delineamento Compostos Central Rotacional (DCCR) para determinar as
condi¢bes Otimas para a extracdo de pectina e para construir as superficies de resposta,
considerando apenas os fatores significativos do projeto fatorial completo realizado
anteriormente. Para ambos o0s projetos, foram realizadas trés repeti¢cdes do ponto central para

permitir a estimativa do erro puro (Tabela 11l 1). Os softwares Minitab 17 e Statistica 10 foram
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empregados para analise de dados e avaliagdo da superficie de resposta, respectivamente. A
significancia da regressdo e dos efeitos estudados foram estimados usando ANOVA, a um nivel
de confianca de 95% e o ajuste do modelo foi avaliado através de R?, R? ajustado.

As variaveis avaliadas foram o tempo de extracdo (3, 6 e 9 min), a poténcia de micro-
ondas (400, 600 e 800 W) e a temperatura (60, 80 e 100 °C). Embora o pH seja um parametro de
extracdo relevante, os dados da literatura sobre a extracdo de pectina assistida por micro-ondas
indicaram que o rendimento de pectina é maximizado a valores de pH variando de 1 a 3
(Bagherian et al., 2011; Seixas et al., 2014; Maran et al, 2015). Isso porque solventes de extracdo
mais acidos possuem a habilidade de entrar diretamente em contato com a pectina insoluvel e
favorece a hidrolise de constituintes dessa pectina em pectina soltvel, aumentando assim a
recuperacdo da pectina. O baixo pH também reduz o peso molecular da pectina que pode ser
solubilizada por tecidos vegetais sem qualquer degradacdo propiciando a preciptacdo das
moléculas de pectina (EI-Nawawi & Shehata, 1988; Maran et al., 2015). O baixo pH também
reduz o peso molecular da pectina, que pode ser solubilizada por tecidos vegetais sem qualquer
degradacédo propiciando a preciptacdo das moléculas de pectina (Maran et al, 2015). Valores de
pH superiores a 3, podem promover agregacdo de pectina, retardando assim a liberacdo de
pectina e diminuindo o rendimento de extracdo. Os valores de pH das amostras de farinha de
casca de pequi foram medidos (agua + farinha + &cido citrico) encontrando-se um valor médio de
2,3. Como esse valor j& estava no intervalo recomendado, esse parametro ndo foi otimizado neste

estudo.
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Tabela 111 1: Delineamento fatorial 2° com 3 pontos centrais para extragdo de pectina.

Experimento Poténcia (W) Tempo (min) Temperatura (°C)
1 400 3 60
2 800 3 60
3 400 9 60
4 800 9 60
5 600 6 80
6 600 6 80
7 600 6 80
8 400 3 100
9 800 3 100

10 400 9 100
11 800 9 100

Delineamento gerado utilizando Minitab.

2.3 Grau de esterificacao

O grau de esterificacdo foi avaliado por espectroscopia do infravermelho. As analises
foram realizadas no equipamento IRAffinity-1 (Shimadzu, Jap&o), com um detector DLATGS
(Deuterated Triglycine Sulfate Doped with L-Alanine), que abrange a faixa de 7800-370 cm™,
com resolucdo de 4 cm™, 20 scans e apodizacdo Happ-Genzel utilizada antes da transformaco
de Fourier. As andlises foram realizadas em atmosfera seca e a temperatura de 20 + 0,5 °C. As
medicoes de refletancia difusa (RD) foram realizadas com o uso do acessorio de amostragem da
Shimadzu (DRS8000A). O calculo das areas foi realizado utilizando-se o software OringiPro 8.5
a partir da razdo das &reas dos picos correspondentes aos grupos carboxilicos livres
(~ 1640 cm™) e esterificados (~1740 cm™) (MONSOOR, 2005). O grau de esterificacdo foi

calculado de acordo com a equacéo 111 1. Os resultados foram expressos em porcentagem.

Grau de esterificagcdo (%) = 100 x (4reaCOOR) (eq. 1111)
(4rea COOH + &rea COOR)
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3 Resultados e Discussao

3.1Rendimento de Extracéo de Pectina

Para o delineamento experimental foi utilizada a amostra FP1 em solucéo de &cido citrico
(0,2 M; pH 2,0) e solucéo de acido aceético (0,5 M; pH 2,0) com o objetivo de avaliar o efeito das
variaveis estudadas e o tipo de &cido no rendimento de extracdo de pectina. Os resultados

encontrados sdo apresentados na Tabela I11 2.

Tabela 111 2: Rendimento de extracdo de pectina (expresso em porcentagem) obtido para o
delineamento fatorial exploratorio para cada um dos acidos utilizados.

Experimento  Poténcia Tempo Temperatura FP1(%)  FP1(%) Ac.

(W) (min) (°C) Ac. Citrico Acético
1 400 3 60 12,75 12,38
2 800 3 60 15,29 15,21
3 400 9 60 15,02 13,92
4 800 9 60 17,18 13,91
5 600 6 80 19,67 14,76
6 600 6 80 18,74 14,65
7 600 6 80 18,57 15,22
8 400 3 100 17,25 16,17
9 800 3 100 18,25 18,63
10 400 9 100 17,60 13,64
11 800 9 100 20,33 17,03

FP1: farinha de exocarpo e mesocarpo de pequi.

De acordo com os valores obtidos, percebe-se um aumento no rendimento de extracao
com o0 aumento da poténcia e temperatura, sendo o experimento 1, com as condigdes mais
brandas, o que apresentou menor rendimento de extracdo para ambos os &cidos utilizados. O
modelo R? e o R? ajustado (0.9858 e 0.9290, respectivamente) indicam um bom ajuste do modelo
proposto aos dados. Pela Analise de Variancia (ANOVA) (Tabela Il 3) percebe-se

comportamentos distintos das amostras frente ao tipo de &cido utilizado para a extracdo de

94



pectina. Para as extragdes com &cido citrico, a ANOVA néo foi significativa para o fator tempo
de extracdo (p < 0,05), o que demonstra que esse ndo influencia no rendimento de pectina. De
maneira anéloga, as interaces entre as fontes de variacdo, isto €, tempo X poténcia, tempo X
temperatura, poténcia X temperatura e tempo X poténcia X temperatura, também ndo foram
significativas, demonstrando que as variaveis interferem no rendimento de extracdo
isoladamente. Dentre as variaveis analisadas, a temperatura exerce maior impacto no rendimento
de extragéo de pectina, seguida pela poténcia, como pode ser observado no diagrama de Pareto
(Figura 111 2).

Para as extracdes com &cido acetico percebe-se, analisando-se os resultados obtidos na
ANOVA (p<0,05), que todos os fatores sdo significativos no rendimento de extracdo de pectina.
O diagrama de Pareto para os efeitos padronizados (Figura I11 3) deixa clara a influéncia de cada
fator no rendimento de extracdo de pectina por acido acético, sendo a temperatura o fator que
exerce maior impacto no rendimento obtido. De maneira contraria ao ocorrido para as extragdes
com acido citrico, os resultados obtidos pela ANOVA e confirmados pelo diagrama de Pareto
para as extracdes com &cido acético demonstram uma interagdo significativa entre tempo X

temperatura e tempo X temperatura X poténcia para o rendimento de extragéo.

Tabela 111 3: Analise de Variancia para as extracdes com Acido Citrico e Acido Acético para as
amostras FP1.

Fontes de Variagdo F calculado Ac. Valor p Ac. F calculado  Valor p Ac.
Citrico Citrico Ac. Acético Acético
Poténcia 25,33 0,037 138,08 0,007
Tempo 15,48 0,059 20,69 0,045
Temperatura 62,02 0,016 102,76 0,010
Pot. X Tempo 0,65 0,505 4,99 0,155
Pot. X Temp. 0,34 0,621 12,55 0,071
Tempo X Temp. 1,07 0,410 26,11 0,036
Pot. X Tempo X 1,59 0,335 19,43 0,048
Temp.

ANOVA significativa: p < 0,05
FP1: farinha de exocarpo e mesocarpo de pequi.
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Figura 111 2: Diagrama de Pareto para os efeitos padronizados. Extracdo com &cido citrico para
FP1 (farinha de exocarpo e mesocarpo de pequi).
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Figura 111 3: Diagrama de Pareto para os efeitos padronizados. Extragdo com acido acético para
FP1 (farinha de exocarpo e mesocarpo de pequi).
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Como os fatores afetaram de forma distinta o rendimento de extracdo, diferentes
delineamentos foram utilizados para a construcdo da superficie de resposta para cada tipo de
acido empregado. Dessa maneira os resultados para as extragdes com 4acido citrico e acido
acético foram apresentados separadamente.

Uma vez que o tempo de extracdo nao foi relevante para as extracbes com acido citrico,
um delineamento Composto Central Rotacional com 2 fatores continuos foi realizado fixando-se
0 menor tempo de extracdo, isto €, 3 minutos para ambos os grupos amostrais (FP1 e FP2)
(Tabela 111 4).

Tabela 11l 4: Rendimento de pectina extraida de farinhas de casca de pequi (FP1 e FP2)
utilizando-se solucdo de acido citrico e aquecimento por micro-ondas.

Temperatura Poténcia (W) Rendimento FP1  Rendimento FP2

(°C) % %
52 600 14,56 10,56
60 400 12,75 9,91
60 800 15,29 12,83
80 317 16,45 11,28
80 600 13,53 12,11
80 600 13,64 13,59
80 600 13,64 10,68
80 883 16,36 11,25
100 400 17,25 16,30
100 800 18,25 15,60
108 600 20,79 16,23

Delineamento gerado utilizando Minitab.
FP1: farinha de exocarpo e mesocarpo de pequi. FP2: farinha de mesocarpo de pequi.

Pode-se perceber pela analise dos resultados que todos os tratamentos foram eficientes
para extracdo de pectina. De maneira geral, as amostras de FP1 apresentaram maiores teores de
pectina, 0 que ja era esperado uma vez que as amostras contendo exocarpo apresentaram maiores
teores de acidos urdnicos (Tabela Il 2). Para ambos os grupos amostrais, ha uma tendéncia no
aumento do rendimento de extragdo com o aumento da temperatura, seguido pelo aumento da

poténcia.
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Nas figuras 111 4 e 111 6 sdo apresentadas as superficies de resposta para os rendimentos
de pectina em funcdo da poténcia e temperatura para as amostras FP1 e FP2, respectivamente. As
figuras 111 5 e 111 7, por sua vez, apresentam os graficos com a relevancia de cada fator avaliado
no rendimento obtido de pectina.

Percebe-se pela analise das figuras Il 4 e IIl 5 (FP1), um aumento consideravel do
rendimento de extracdo com o aumento da temperatura e da poténcia. Mesmo em poténcias mais

baixas, aumentando-se a temperatura, consegue-se um incremento na extragdo de pectina.

L)) SR SRR
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Figura 111 4: Superficie de resposta mostrando o efeito da temperatura e poténcia na extragéo de
pectina para FP1 (farinha de exocarpo e mesocarpo de pequi).
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Figura 111 5: Grafico dos efeitos principais para rendimento de pectina extraidas com é&cido
citrico: FP1 (farinha de exocarpo e mesocarpo de pequi).

Nos gréficos Il 6 e 111 7 (FP2), por sua vez, é possivel verificar que a poténcia exerceu
uma influéncia menos intensa do que na extracdo de FP1. Uma possivel explicacdo é devido a
auséncia de exocarpo e menor teor de fibras e substancias lignocelulésicas, favorecendo a

extracdo de pectina mesmo em poténcias mais baixas.
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Figura 111 6: Superficie de resposta mostrando o efeito da temperatura e poténcia na extracao de
pectina para FP2 (farinha de mesocarpo de pequi).

18 Temperatura Poténcia

17 .

16 -

15

14

Rendimento %

13

11

10

50 75 100 300 450 600 750 900

Figura 111 7: Gréfico dos efeitos principais para rendimento de pectina extraidas com acido
citrico: FP2 (farinha de mesocarpo de pequi).
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Dentre os tratamentos realizados, pode-se concluir que os melhores parametros de
extracdo foramobtidos a temperatura de 108 °C e poténcia maxima de 600 W (Tabela 111 4). O
uso de poténcias mais elevadas levou a um decréscimo do rendimento de pectina. 1sso pode ter
ocorrido uma vez que 0 aumento da poténcia a niveis muito elevados pode ocasionar desordem
molecular com consequente degradacdo de polissacarideos pécticos, acarretando reducéo no teor
de pectina extraida (MARAN et al, 2015).

Nas Figuras 111 8 e 111 9, sdo apresentados os graficos de interacdo das parcelas para o
rendimento. Percebe-se que o teor de pectina obtida tende a aumentar com o incremento dos
dois fatores avaliados, entretanto, a temperatura promove um maior aumento no teor de pectina

obtida quando comparado com o aumento da poténcia.
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Figura 111 8: Interago entre poténcia e temperatura e Figura 111 9 Interagao entre poténcia e temperatura e
influéncia sobre o rendimento de extracdo de pectina influéncia sobre o rendimento de extracdo de pectina
para FP1 (farinha de mesocarpo e exocarpo de pequi).  para FP2 (farinha de mesocarpo de pequi).

Para as extracGes com acido acético o delineamento Composto Central Rotacional foi
realizado considerando-se todos os trés fatores previamente avaliados, uma vez que todos eles
influenciaram significativamente o rendimento de extracdo. Os resultados obtidos para a extracéo

sdo apresentados na Tabela 111 5.
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Tabela 111 5: Rendimento de pectina extraida de pds rico em fibras a partir de casca de pequi
(FP1 e FP2) utilizando-se solucdo de acido acético e aquecimento por micro-ondas.

Temperatura Tempo (min) Poténcia (W) Rendimento Rendimento

(°C) FP1 % FP2 %
46 6 600 17,13 11,53
60 3 400 15,21 13,34
60 3 800 12,38 10,41
60 9 400 13,92 12,30
60 9 800 13,91 11,97
80 6 263 16,10 13,91
80 6 600 14,76 12,33
80 6 600 14,65 11,83
80 6 600 15,22 11,93
80 1 600 16,37 13,69
80 11 600 15,53 15,36
80 6 936 16,43 13,84
100 3 400 16,17 15,32
100 9 400 13,64 14,20
100 3 800 18,63 15,69
100 9 800 17,03 14,67
114 6 600 17,89 14,00

Delineamento gerado utilizando Minitab.
FP1: farinha de exocarpo e mesocarpo de pequi. FP2: farinha de mesocarpo de pequi.

De forma semelhante aos resultados obtidos pelas extragdes com &cido citrico, nota-se o
aumento no rendimento de extracdo com o aumento da temperatura. Para ambas as amostras, 0
maior rendimento de extracdo foi obtido utilizando-se altas temperaturas e poténcias sendo 0s
melhores resultados obtidos com o tratamento T = 100 °C; P = 800 W; e t = 3 minutos. Quando
comparados com 0s resultados obtidos pela a extracdo com &cido citrico, percebe-se rendimento
ligeiramente inferior para as amostras extraidas com acido acético.

Os graficos I11 10 e 111 12 apresentam as superficies de resposta para os rendimentos de

pectina extraidas com acido acético em fungdo da poténcia e temperatura para as amostras FP1 e
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FP2, respectivamente. Nas figuras Il 11 e Il 13 sdo apresentados os graficos dos efeitos
principais no rendimento obtido de pectina para FP1 e FP2, respectivamente. Percebe-se pela
analise dos gréficos I11 10 e 11l 11 (FP1), um aumento consideravel do rendimento de extracdo
com 0 aumento da temperatura e da poténcia. Mesmo em poténcias mais baixas, aumentando-se

a temperatura, consegue-se um incremento na extracdo de pectina. Por outro lado, o aumento do
tempo causa uma reducdo do rendimento de pectina.
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Figura 111 10: Superficie de resposta mostrando o efeito da temperatura e poténcia na extracdo
de pectina com &cido acético para FP1 (farinha de exocarpo e mesocarpo de pequi).
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Figura 111 11: Gréafico dos efeitos principais para rendimento de pectina extraidas com &cido
acético: FP1 (farinha de exocarpo e mesocarpo de pequi).
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Figura 111 12 Superficie de resposta mostrando o efeito da temperatura e poténcia na extracédo de
pectina com &cido acético para FP2.
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Figura 111 13: Gréafico dos efeitos principais para rendimento de pectina extraidas com &cido
acético: FP2 (farinha de mesocarpo de pequi).

Em FP2, percebe-se um comportamento diferenciado. A temperatura permanece como o
fator de maior impacto no rendimento de pectina. Tratamentos com elevada poténcia e
temperatura e baixo tempo de extracdo também acarretam em elevado rendimento. Entretanto,
se, em um mesmo tratamento, sdo utilizados poténcia e tempo elevados, ocorre um decréscimo
de rendimento. Esse fato também é confirmado analisando-se a interacdo entre os fatores
estudados nos graficos apresentados na figura Il 15. A reducdo do teor de pectina pela
combinacdo de altas poténcias e tempos elevados pode ser explicado uma vez que o material
celular exposto por um tempo elevado a altas poténcias de micro-ondas pode levar a desordem
molecular e, consequentemente, a degradacédo de polissacarideos pécticos (MARAN et al., 2015).
Além disso, a absor¢do da energia das micro-ondas no sistema de extracdo promove um acumulo
térmico da solucdo de extracdo, permitindo a dissolugdo da pectina na solucdo extratora. Se esse
sistema é exposto por um tempo excessivo as micro-ondas, favorecem a degradacdo das
moléculas da cadeia de pectina, afetando o rendimento de extra¢do. A ndo observancia desse fato
nas amostras FP1 pode dever-se a presenca do exocarpo.

Os gréficos das figuras 111 14 e 111 15 apresentam a maneira como a interacdo entre cada
fator interfere no rendimento de extracdo de pectina das amostras FP1 e FP2, respectivamente,
extraidas com acido acético. Percebe-se que a temperatura é o fator mais relevante no
rendimento de extracdo de pectina, isso fica claro observando-se a interacdo entre temperatura x

poténcia e temperatura x tempo. Por outro lado, contrastando-se poténcia e tempo, a interacao
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dos fatores pouco influi no rendimento de extracdo, esse comportamento corrobora com 0S
resultados apresentados no diagrama de Pareto (Figura Il 3) no qual a interacdo dos fatores
poténcia X tempo ndo é significativa.
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Figura 111 14: Efeito da interacdo entre os fatores no rendimento de extracdo de pectina com &cido
acético para as amostras de FP1 (farinha de exocarpo e mesocarpo de pequi).
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Figura 111 15: Efeito da interacdo entre os fatores no rendimento de extracdo de pectina com &cido
acético para as amostras de FP2 (farinha de mesocarpo de pequi).
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De maneira geral, pode-se concluir que ambos os acidos utilizados foram eficientes na
extracdo de pectina com agquecimento em micro-ondas para farinhas obtidas a partir de casca de
pequi, entretanto, as extragcbes com acido citrico resultaram em maiores rendimentos de pectina.
Para ambos os &cidos utilizados, percebe-se um maior rendimento de extracdo para as amostras
FP1. Isso pode ser devido ao maior teor de fibras alimentares encontrado para FP1 (43,3%) em
relacdo a FP2 (39,8%) (Ledo, 2013; Ledo et al, 2017) e ao maior teor de &cidos urbnicos
presentes nessa amostra (Capitulo 2).

O fator tempo ndo afetou de forma significativa o rendimento de extragdo de pectina em
nenhum dos tratamentos adotados, sendo assim, um menor tempo de extracdo pode ser
empregado para a realizacdo do processo de extracdo. O tempo reduzido de extracdo por micro-
ondas se d& uma vez que a energia € dissipada diretamente para 0s componentes reacionais,
resultando em temperaturas elevadas de forma instantanea. Dessa maneira, o calor transferido é
mais efetivo do que no aquecimento convencional, e a reacdo pode ser concluida em um tempo
bem menor (MOTASEMI E ANI, 2012).

O fator temperatura foi o mais influente no rendimento de extracdo de pectina, sendo
estatisticamente significativo em todos os tratamentos avaliados. Percebe-se também, uma
tendéncia de aumento de extracdo quando os fatores poténcia e temperatura sdo elevados em um
curto periodo de extracdo. As pectinas se encontram nos espacos arranjados nas microfibrilas e
entre as camadas de microfibrilas da parede celular vegetal, formando uma rede tridimensional
hidrofilica JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2005). Quando ha a absorcdo da energia das micro-
ondas no sistema de extracdo ocorre um acumulo térmico da solucdo de extracdo, permitindo a
dissolucdo da pectina na solucdo. Isso ocorre porque a energia das micro-ondas atua como uma
radiacdo eletromagnética, que aumenta o afrouxamento da matriz da parede celular rapidamente,
aumentando a penetracdo do solvente no interior da matriz da planta e conduzindo a lixiviagdo
de pectina durante o processo de aquecimento por micro-ondas. Com o aumento da poténcia e
temperatura, mais energia eletromagnética é transferida de forma rapida as biomoléculas, por
conducéo ionica e rotagdes dipolo. Esses fendmenos resultam em mais poténcia dissipada no
interior do material solvente e vegetal e, em seguida, geram movimento molecular e aquecimento
no sistema de extracdo de forma rapida, melhorando a eficiéncia de extracéo.

A casca de pequi demonstrou grande potencial para extracdo de pectinas utilizando-se

aquecimento em micro-ondas. Uma comparacdo com a extragcdo de pectina por aquecimento
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convencional indicou que os rendimentos de extracdo obtidos no presente trabalho sé&o
superiores ou proporcionais a de outros residuos, incluindo residuos de Jacat (Begun et al., 2014)
e cascas de maracuja (Liew et al., 2014). Os presentes resultados em termos de rendimento
também foram semelhantes aos relatados para extragdo convencional de pectina de cascas de
pequi (68-98 °C / 60-80 min) empregando acido citrico (Siqueira et al., 2012). No entanto, o
aquecimento convencional exigiu tempo de extracdo mais longo, o que levou a degradacdo das
ligacOes ester em grupos carboxilicos e conseqlientemente um produto de baixo teor de
esterificacdo (12 - 49%) em comparagdo com os resultados obtidos para a extragdo em micro-
ondas (51 - 80% DE). Ambos os acidos utilizados no presente estudo foram eficientes para a
extracdo, entretanto, extracdes com acido citrico resultaram em rendimentos ligeiramente
superiores. Por isso e, por se tratar de um &cido organico com baixa toxicidade e baixo custo, 0
acido citrico torna-se uma alternativa mais interessante para a extracdo de pectina utilizando-se

aquecimento em micro-ondas.

3.2 Grau de Esterificacdo das Pectinas

O grau de esterificacdo, que é utilizado como critério de classificacdo das pectinas, mede
a proporcdo dos grupos de acido galacturénico metilados em relagédo ao total de grupos de acido
galacturénico presentes na molécula de pectina. O grau de esterificacdo afeta especialmente o
mecanismo de formacédo de géis pela pectina.

Os resultados encontrados para o grau de esterificacdo de pectina extraidas com &cido

citrico e &cido acético sdo apresentados nas figuras 111 16 e I11 17, respectivamente.
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Figura 111 16: Grau de esterificacdo das pectinas extraidas com &cido citrico obtidos para FP1
(farinha de exocarpo r mesocarpo de pequi) e FP2 (farinha de mesocarpo de pequi).
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Figura 111 17: Grau de esterificacdo das pectinas extraidas com é&cido acético obtidos para FP1 (farinha
de exocarpo r mesocarpo de pequi) e FP2 (farinha de mesocarpo de pequi).

As pectinas obtidas a partir de farinhas de casca de pequi no presente estudo foram de
alto grau de esterificacdo (> 50%) tanto para extra¢cBes com &cido citrico quanto para extracoes
com é&cido acético. Apenas um tratamento de FP2 (extracdo com &cido acético 100 °C/400W/9
minutos) apresentou grau de esterificacdo ligeiramente inferior a 50% (48,5%). Os graus de
esterificacdo variaram, em geral, de 50% a 70%, demonstrando que o0s tratamentos exerceram
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influéncia nesse parametro. Pectinas com auto grau de esterificacdo sdo consideradas mais
importantes e sdo amplamente utilizadas nas industrias de alimentos como agentes geleificantes e
estabilizantes de bebidas, sorvetes e produtos de confeitaria. A presenca de cadeias laterais,
principalmente com unidades de arabinose e galactose, afeta significativamente as propriedades
funcionais das pectinas, tais como solubilidade, geleificacdo, formacéo de filme e propriedades
reologicas, além de favorecer a agregacdo em solucBes concentradas (BRANDAO E
ANDRADE, 1999).

Os espectros apresentaram grande semelhanca, tanto entre os grupos amostrais, quanto
entre os tipos de acidos utilizados. Por isso, sdo apresentados na figura 111 18, como forma de
exemplificacdo os espectros das pectinas isoladas de FP1 e FP2 por extracdo com acido citrico.
Nota-se uma forte banda O-CHs entre 3000 e 2800 cm™ devido aos grupos metil-éster do acido
galacturdnico das pectinas. Entretanto, dado a uma intensa resposta do estiramento O-H que
ocorre em uma banda ampla (3600-2500 cm™) a intensidade de O-CH5 pode ser mascarada, ndo
servindo como um bom indicativo de metoxilacdo em pectinas (GNANASAMBANDAM E
PROCTOR, 2000). Uma segunda regi&o (1800-1500 cm™) de forte absorcdo desperta especial
interesse na investigacdo do grau de esterificacdo das pectinas uma vez que permite inferir sobre
a absorc¢do de grupos carboxilicos e éster carboxilicos presentes nas mesmas (CHATJIGAKIS et
al, 1998).
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Figura 11l 18: Espectros de infravermelho por tranformada de Fourrier para reflectancia difusa das
amostras de pectinas isoladas das amostras FP1 e FP2 extraidas com acido citrico.

A anélise dessa regido espectral revelou a presenca de duas bandas em torno de
1740 cm™ e 1650 cm™, sendo a primeira mais pronunciada, o que é coerente ao elevado grau de
esterificacdo obtido para as pectinas isoladas. Isso porque a banda centrada em 1740 cm™
corresponde a absorcdo de grupos carboxilicos esterificados das moléculas de pectina, enquanto
abanda em 1650 cm™ refere-se & absorcdo de anions carboxilatos.

Muitos estudos baseiam-se na relacdo entre a area sobre a banda encontrada em ~1740
cm™ e ~1630 cm™ para determinacéo do grau de esterificagdo de pectinas. Entretanto, picos
referentes a abosrcdo de outros grupamentos funcionais podem ocorrer na mesma regiao
espectral, contribuindo de maneira errénea para o aumento da absorcdo dos picos de interesse
para o célculo do grau de esterificagéo.

Devido a isso, foi realizada a derivada segunda dos espectros (ndo apresentada) obtidos
para as amostras de pectina a partir de FP1 e FP2. A derivacdo espectral permite uma melhor
individualizacdo dos constituintes pelo aumento do nimero de bandas de absorgéo. Isso permite
a eliminacdo de bandas largas e melhorando a detectabilidade das pequenas caracteristicas
espectrais (DONATO et al, 2010).
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No presente estudo, duas bandas caracteristicas de absorcdo de &cidos carboxilicos e
ésteres carboxilicos de moléculas de pectinas foram detectadas em ~1650 cm™ e ~1740 cm™,
respectivamente. Quando aplicada a derivada segunda na regido entre 1800 cm™ e 1500 cm™
foram detectados 4 picos relevantes: 1612 cm™ , 1632 cm™ , 1649 cm™ e 1747 ecm™. O pico
obtido em 1649 cm™ é caracteristico de amidas do tipo I, sendo um indicativo da presenca de
proteinas. Em estudo anterior, Ledo (2013) identificou a presenca de proteinas em farinhas de
casca de pequi com um teor de aproximadamente 3,5%. O pico identificado em 1632 cm™ é
correspondente a absorcdo de agua. Dessa maneira, ambos 0s picos citados podem contribuir
para a absorcdo verificada em 1649 cm™. O terceiro pico que contribui para a banda em
1649 cm™ é absorvido em 1612 cm™ e foi identificado como absorc&o do estiramento carboxilato
dos grupos éster da pectina (CHATJIGAKIS et al, 1998). Evidentemente, apenas a area desse
terceiro pico foi calculada para a determinacdo do grau de esterificacdo das pectinas.

4 Conclusao Parcial

Os resultados obtidos nesse capitulo indicam que a extragdo de pectinas por aquecimento
em reator de micro-ondas das farinhas de pequi é eficiente em um tempo de 3 minutos. A
temperatura foi o principal fator no rendimento das pectinas obtidas. O melhor tratamento para
extracdo de pectinas com ambos os acidos testados foi 108 °C e 600 W. De maneira geral as
amostras de FP1 apresentaram rendimento ligeiramente superior as amostras de FP2. Em
contrapartida, as pectinas obtidas a partir de FP2 apresentaram grau de esterificacdo ligeiramente
superior as obtidas de FP1. Apesar disso, as pectinas obtidas em todos os tratamentos
apresentaram alto grau de esterificacdo demonstrando o potencial das farinhas de pequi como

fonte de pectinas de interesse comercial.
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3 CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos pelas andlises de polifenois nao-extraiveis (antioxidantes
macromoleculares) confirmaram que a capacidade antioxidante das farinhas de cascas de pequi
(FP1 e FP2) é ainda maior do que aquela obtida por Ledo (2013) e, posteiormente confirmada
por Monteiro et al. (2015). Isso porque, descobriu-se no presente estudo que estdo retidos na
matriz das fibras alimentares teores consideraveis de compostos com capacidade antioxidante,
como os taninos condensaveis. Além da presenca de compostos retidos na matriz da fibra, foi
detectado nas farinhas um elevado teor de carotnoides, o que pode explicar, em parte, a
atividade antioxidante das amostras em estudo.

O perfil de compostos fendlicos, avaliado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
revelou a presenca de acido galico, acido elagico e etil galato nas amostras de farinhas de casca
de pequi. O &cido galico tem sido relatado como importante no tratamento de alguns tipos de
cancer, como hepatocarcinomas e melanomas. O etil galato, um éster derivado do &cido gélico e
pertencente ao grupo dos galotaninos, foi encontrado em altas concentragdes nas amostras de
farinha de casca de pequi. Estudos com etil galato tem demonstrado seu potencial
antiinflamatério, cicatrizante e anticarcinogénico. O &cido elagico, presente em concentracfes
elevadas nas farinhas de casca de pequi, tem se mostrado promissor no tratamento diversas
doencas hepaticas.

Os resultados obtidos pela andlise de cromatografia a gas e FTIR evidenciam a presenca
de diferentes polissacarideos pécticos, como acidos galacturdnico e manurdnico sendo indicativo
da presenca de pectina nas amostras. A avaliacdo dos resultados das analises de infravermelho e
cromatografia a gas sugerem ainda a presenca de diferentes hemiceluloses, como pB-
arabinogalactanas, xiloglucanas e glucomanas.

O processo de extracdo de pectina com aquecimento em micro-ondas foi efetivo para
ambos os grupos amostrais (FP1 e FP2). De maneira geral, as amostras FP1 apresentaram maior
teor de pectina, 0 que ja era esperado, uma vez que esse grupo possui um maior teor de fibras
alimentares quando comparado a FP2. O &cido citrico resultou em maior rendimento de extracao
quando comparado ao acido acético e, para o primeiro, o tempo foi estatisticamente ndo

significativo, sendo assim, um menor tempo de extracdo pode ser empregado. Além disso o
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acido citrico possui menor toxicidade e baixo custo, sendo a melhor opcéo de solugéo extratora.
Com relacdo ao grau de esterificacdo, as pectinas obtidas foram de alto grau de esterificacdo
(>50%), demonstrando grande potencial de aplicagdo na industria em alimentos processados
como ingrediente gelificante.

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que a casca do pequi, seu principal
residuo, possui grande potencial de utilizacdo como ingrediente funcional, sendo fonte de
antioxidantes e fibras alimentares. Além disso, possui um importante papel tecnoldgico, uma vez
que foi determinada a presenca e viabilidade de extracdo de pectinas de alto grau de

esterificacao.

4 TRABALHOS FUTUROS

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho para o teor total de carotenoides, e de
polifenois ndo extraiveis (antioxidantes macromoleculares) sugere-se a investigacdo do perfil
desses compostos presentes nas amostras de farinhas de casca de pequi por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

Uma vez que, pela analise de avaliacdo do perfil de compostos fendlicos detectou-se
compostos precursores e derivados de taninos, sugere-se a determinacdo de taninos totais em
farinhas de casca de pequi.

Ao longo de todo o experimento desenvolvido percebeu-se uma intensa formagédo de
espuma quando da mistura das amostras com solucgdes aquosas e/ou alcodlicas. Dessa maneira,
torna-se interessante a avaliacdo da presenca de saponinas nas amostras de farinha de casca de
pequi. As saponinas possuem capacidade emulsificante, tornando o produto interessante do
ponto de vista tecnolégico. Além disso, taninos e saponinas ja foram identificados como principios
ativos de varios extratos vegetais pesquisados pela farmacognosia mundial, podendo ser a presenca
desses compostos, um fator de agregacéo de valor ao produto.

Para uma utilizacdo segura e adequada das farinhas de casca de pequi, torna-se relevante a
realizacdo de experimentacdo in vivo para se definir uma ingestéo diaria do produto.

Por fim, sugere-se o isolamento e utilizacdo das pectinas extraidas por aquecimento em

micro-ondas, em algum alimento processado, como geleias ou doces de frutas, por exemplo.
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