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Resumo

O desenvolvimento da cadeia produtiva da agroindustria de agai depende da
correta destinagdo dos subprodutos gerados. Do fruto utiliza-se atualmente
apenas 0 mesocarpo para consumo humano, criando um problema ambiental,
uma vez que o carogo representa aproximadamente 75 a 81% do peso total do
fruto. Do carogo de acai a literatura relata a presenca de inulina, polifendis e
outros carboidratos. Dentre estes a inulina destaca-se por apresentar baixo teor
caldrico e por esse motivo aplicado na produgédo de alimentos light, no fat ou low
fat, como substituto da gordura e o agucar. Apesar de ser difundida mundialmente,
nao é produzida no Brasil e sua importagao a torna um produto de custo elevado.
Dessa forma o objetivo do projeto foi desenvolver uma metodologia de extragao da
inulina em escala de laboratério visando a sua producdo industrial. Na primeira
etapa do projeto foi feita a adaptacdo da metodologia de extragdo aquosa para o
carogo de acai e de métodos analiticos para a quantificagcdo dos compostos. Na
segunda etapa do projeto foi feito um planejamento experimental para avaliar o
efeito das variaveis do processo de extragdo no teor de polissacarideos:
temperatura, granulometria do carogo, relagdo massa/volume e velocidade de
agitacdo da mistura. Na terceira etapa, através das reagdes de hidrélise e analise
HPLC, ndo foi encontrado o polissacarideo inulina. Pela analise de RMN e
infravermelho propde-se que o polissacarideo presente seja uma galactomanana.
O teor de polissacarideos do carogo, soluveis em agua, variou de 2 a 7%. A fragao
insoluvel do carogo, obtida por extragdo basica, corresponde a 15% da massa
total.

Palavras-chaves: Agai. Polissacarideo. Residuo.
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Abstract

The development of the productive chain of agribusiness agai depends on the
proper disposal of by-products generated. The fruit is used currently only the
mesocarp for human consumption, creating an environmental problem, since the
core represents approximately 75-81% of the total weight of the fruit. The stone of
acai literature reports the presence of inulin, polyphenols and other carbohydrates.
Among these inulin stands out for its low calorie and therefore applied in food
production light in fat or low fat, as a substitute for fat and sugar. Despite being
distributed worldwide, is not produced in Brazil and its imports makes it a product
of high cost. Thus the design goal was to develop a method for extraction of inulin
on a laboratory scale, aiming its industrial production. In the first stage of the
project was undertaken to adapt the methodology for aqueous extraction of agai
and the core of analytical methods for quantification of compounds. In the second
stage of the project was carried out an experimental design to evaluate the effect
of variables in the process of extracting the content of polysaccharides:
temperature, particle size of the lump, mass / volume ratio and stirring speed of the
mixture. In the third step, through the hydrolysis and HPLC analysis, was not found
the polysaccharide inulin. By NMR analysis and infrared is proposed that this
polysaccharide is a galactomannan. The content of the core polysaccharide,
soluble in water, ranged 2-7%. The insoluble fraction of the core, obtained by

extracting basic, representing 15% of the total mass.

Keywords: Agai. Polysaccharide. Residue.
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CAPITULO 1
INTRODUGCAO

O consumo de produtos a base de acai no Brasil e em diversas partes do
mundo esta se tornando cada vez mais popular. Esse aumento da producao,
principalmente no Estado do Para, gera grande quantidade de residuos, formada
principalmente por carogos, que sdo jogados nas ruas e nos leitos dos rios,
contaminando a terra e os lengois freaticos. Desta forma, existe uma grande
demanda pelo desenvolvimento de processos visando o aproveitamento desses
residuos, tais como a geragdo de energia pela queima dos carogos e
compostagem. No entanto, ainda ndo ha um processo que consiga dar suporte
para todo o residuo gerado diariamente (ROGEZ 2000; LUCZYNSKI, 2008).

A possibilidade de extragdo de compostos de alto valor agregado do carogo
de acgai vem a ser uma alternativa tecnoldgica bastante interessante para o
aproveitamento desses residuos. Entre os compostos presentes no carogo de
acai, a literatura relata a presenga de galactomanana, inulina e polifendis
(MENEZES NETO, 2004; PAULA, 1975; RODRIGUES et al., 2006).

A literatura relata a presenca de enzimas responsaveis pela degradagao do
polissacarideo galactomanana no carogo de acgai. Este polissacarideo é formado
por uma cadeia de manose com ramificagbes de galactose. No entanto, a
literatura ndo dispde da analise estrutural completa dos polissacarideos presentes
nas sementes de acai (MENEZES NETO, 2004).

A inulina € um polissacarideo do tipo frutana e possui diversas aplicagdes
na industria de alimentos, incluindo seu uso como substituto da gordura e como
adocgante natural. A inulina e oligofrutoses sdo consideradas fibras alimentares,
pois sao resistentes a digestdo na parte superior do sistema gastrointestinal,
assim chegam ao intestino grosso intactas e sdo fermentadas por bifitobactérias
presentes no célon. (ROBERFROID, 1999)

Os polifendis sdo metabdlicos secundario, essenciais para o crescimento e
reproducdo de plantas. Os compostos fendlicos englobam desde moléculas

simples até moléculas com alto grau de polimerizagcdo e estdo presentes nos



vegetais na forma livre ou ligados a agucares (glicosideos) e proteinas (NACZK &
SHAHIDI, 2004). Os polifendis identificados no carogo de agai sao principalmente
protocianidina e epicatequina, pertencentes da classe dos taninos, apresentam
utilizacdo na industria de curtimento de couro, farmacéutica e cosméticos
(RODRIGUES et al., 2006).

Considerando que ainda nao foi encontrado na literatura dados sobre a
caracterizacdo quimica do polissacarideo presente no caroco de acai e devido ao
potencial de aplicagao industrial da inulina, galactomamana e também outros
componentes como, por exemplo, os polifendis, o processo investigado neste
trabalho foi de grande relevancia para a obtengcdo de importantes informagdes,
que possibilitem a viabilidade do processo de extragao de polissacarideos para a
utilizacao industrial.

O projeto proposto no presente estudo foi realizar a extracdo do
polissacarideo a partir do caroco do agai, identifica-la e caracteriza-la, e em
seguida, propor metodologia de extragao e realizar um planejamento experimental

visando a otimizagao do processo.



1.1 Objetivo

O objetivo do projeto foi a identificagcdo e avaliagdo das variaveis processo
de extragao dos polissacarideos soluveis presentes no caroco de acgai. Diversos
estudos estdo em andamento, no entanto, nenhum ainda capaz de eliminar ou
reutilizar residuo gerado pela agroindustria do agai. Dados da literatura apontam
para a presenga do carboidrato do tipo inulina ou manana no caroco de acai.
Neste trabalho foi feita a extragcdo e caracterizagao do polissacarideo presente no
caroco de acai (Euterpe oleracea), investigados através das técnicas analiticas de
cromatografia liquida, ressonancia magnética nuclear e espectrometria de
infravermelho Foi realizada também a analise dos efeitos das variaveis do
processo de extracao (temperatura, granulometria, relagdo massa e volume de
solugdo e a velocidade de agitagdo da mistura) do polissacarideo soluvel em

agua.



CAPITULO 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sdo apresentadas informacdes sobre a cadeia produtiva do
acai (Euterpe oleracea), principalmente no rejeito gerado, constituido
principalmente de carogo. Como o objetivo do trabalho foi focado na extragéo de
inulina sdo apresentadas informagdes sobre inulina, suas propriedades quimicas,
fisico-quimicas, potencial econdmico e métodos de extracdo. Também
informacdes sobre carboidratos de reserva e polifenois componentes estruturais

encontrados em carogos de diversas espécies de plantas.

2.1 Cadeia Produtiva do Acai

O acaizeiro (Euterpe oleracea) € uma palmeira (Figura 1) nativa da regiao
Norte, pertencente da familia Arecaceae (antiga Palmae), as palmeiras sao
plantas monocotiledoneas, lenhosas, formando um grupo natural de plantas com
morfologia muito caracteristica, que permite, mesmo aos mais leigos, a sua
identificagdo sem maiores dificuldades. (SODRE, 2005).

Figura 1. Palmeira de acai (Euterpe oleracea)



Os dois produtos atualmente explorados dessa palmeira sdo os palmitos e
os frutos. O palmito é exportado para outros estados e os frutos sdao destinados
principalmente ao mercado local do Estado do Para, sendo totalmente informal,
constituindo a base de renda de milhares de familias dessa regido. A partir do
despolpamento dos frutos € produzida uma bebida chamada acai, amplamente
comercializada no Estado do Para, que constitui a base da alimentacdo da
populagédo local e vem sendo difundida para outras regides do pais (ROGEZ,
2000).

A polpa também €& consumida na forma de creme, licor, geléia, mingau,
sorvete, picolé e doces. O caule do tipo estipe € lenhoso e sdlido, sendo utilizado
em edificacdes. As folhas sao utilizadas para cobertura de barracas provisérias e
fechamento de paredes e quando verde pode ser usada na alimentagao animal. A
palmeira também pode ser usada em ornamentagdo (TOWNSEND et al., 2001).

O acaizeiro floresce durante todos os meses do ano com um pico de
floragcédo entre os meses de fevereiro a julho, porém nao € considerada a época de
boa colheita. Teoricamente podem-se considerar dois periodos de producdo: a
safra de inverno (consiste na estagao das chuvas), a qual se estende de janeiro a
junho e a safra de verao, sendo de julho a dezembro (LUCZYNSKI, 2008).

Desde o inicio dos anos 90, o acai teve um crescimento macico e brutal
sobre o mercado externo, prefigurando o desenvolvimento de uma nova produgao
de renda (LUCZYNSKI, 2008). Segundo Rogez (2000) o consumo de acai
aumentou muito nos ultimos anos nos estados do sul e sudeste do pais, por
consumidores atraidos principalmente pelas suas propriedades caldricas e
medicinais. Isso se deve a presencga de polifendis responsaveis pelo seu poder
antioxidante, entre eles se destacam as antocianinas, responsaveis pela cor
caracteristica do acai (ALBARICI et al., 2009).

Segundo dados do IBGE (2007) a producdo nacional de frutos de acai
nativo, obtidos de forma extrativista, em 2007 totalizou 108 033 toneladas, sendo
6,6% maior que a de 2006. O principal produtor € o Estado do Para que, na

temporada 2007, concentrou 90,4% da produgao nacional. No estado encontram-



se 17 dos 20 maiores municipios produtores de frutos de agaizeiros nativos do
Pais. No estado do Maranhao a producgao extrativista correspondeu a 9,6%.

A alta producédo da bebida de acai faz com que a quantidade de residuo
gerado seja maior do que a produgao da bebida, uma vez que o carogo de acgai

representa aproximadamente 75% a 81% do peso total do fruto.
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Figura 2. Corte transversal do fruto de agai.

A producéo diaria de agai produz em média 300 toneladas de lixo organico
diariamente, gerando problemas ambientais para as cidades que comercializam o
produto (ROGEZ, 2000). Muitas industrias produtoras do vinho de agai descartam
0 carogo em vias publicas, permanecendo expostos na rua aguardando a coleta
da prefeitura, sendo na maioria das vezes colocados em sacas utilizadas para

descarte de outros tipos de residuos domésticos e industriais (LUCZYNSKI, 2008).

2.1.1 O Carocgo de Acai

O carogco do acai é duro e encontra-se envolvido por uma camada
celulésica fibrosa, que o separa da polpa.

A composigao do carogo foi determinada por Altman (1956) que verificou
que este apresenta uma baixa concentragdo de nutrientes, apresentando apenas
0,7% de nitrogénio. Os dados da composicdo do agai estudado estdo

apresentados na Tabela 1.



Tabela 1. Composigao do carogo de agai: (ALTMAN, 1956)

Composigao Porcentagem
Umidade 13,60
Extrato etéreo 3,01
Extrato aquoso 2,80
Proteinas brutas 4,34
Hemicelulose 12,26
Celulose 34,41
Lignina 7,72
Cinzas 1,34

O carogo de acgai tem sido uma fonte de estudos em diversas areas, devido
ao interesse no desenvolvimento de tratamentos adequados para descarte e
reutilizacdo deste residuo. Um estudo realizado por Townsend et al. (2001) exp0s
o0 reaproveitamento do caroco de acai como racao animal e também como
fertilizante. No entanto, os resultados demonstraram que o caro¢co de acai
apresenta baixo valor nutricional para a alimentagdo de ruminantes, sendo
recusados pelos animais devido ao seu sabor adstringente devido a presenca de
polifendis no carogo.

Um estudo desenvolvido por Teixeira et al. (2005) pesquisou a utilizagdo do
carogo de agai e também a capa do palmito no processo de compostagem do
solo, através de combinagdes com outros substratos, obtendo bons resultados. As
fiboras do caroco de acgai tém sido estudadas como adicdo em compdsitos
aumentando a resisténcia mecanica e termomecanicas de poliofelinas (plasticos)
recicladas (ITO et al., 2007). Outra aplicagao para o residuo de agai é a utilizagéo
como substrato para a producdo de enzimas por fermentagdo da lignocelulose,
cujo principal interesse € a utilizacdo dessa biomassa para a produgdo de
biocombustiveis (ZUNIGA et al., 2008).

Paula (1975) estudou a anatomia do pericarpo e identificou a presenca de
cristais de inulina no carogo de acai, encontrados principalmente no endosperma
jovem. O autor realizou a coloragdo do endosperma da semente, ocorrendo a
identificagdo caracteristica para o carboidrato inulina. No entanto, o autor nao

disponibiliza a quantificagao da inulina presente no caroco.



Uma patente foi depositada com o nome “aproveitamento da inulina e
amidos de baixa densidade para a fabricagdo de uma fibra soluvel oriunda de
sementes de Euterpe oleracea” onde o autor cita a presenga de 0,65 % de inulina
no carogo de acgai. Porém nesta patente ndo ha nenhum relato da metodologia
analitica utilizada na quantificagdo da inulina. O processo de obtencdo de inulina
descrito na patente consiste na moagem e encapsulamento da semente moida
(ALENCAR, 2007).

2.2 Carboidratos de reserva

Polissacarideos sdo polimeros naturais, que podem ser constituidos de um
unico ou diferentes tipos de monossacarideos. Esses polimeros sao unidos por
ligagbes glicosidicas diferindo entre si na unidade e no grau de ramificacdo destas,
no tipo de ligagdes que as unem e no comprimento de suas cadeias. (SILVA et al.,
2006). Muitos polissacarideos possuem aplicagdes industriais e sdo extraidas de
plantas ou algas via fermentagdo. Nas plantas superiores, os polissacarideos
podem ser obtidos de sementes, frutos e tubérculos.

O polissacarideo de reserva mais amplamente distribuido € o amido,
seguido das frutanas e dos polissacarideos de reserva de parede celular. Cada
um destes carboidratos apresenta caracteristicas que os tornam mais
convenientes para a planta (BUCKERIDGE et al., 2000a).

2.2.1 Carboidratos de reserva de parede celular

Os polissacarideos de reserva de parede celular podem ser divididos em
trés grupos: xiloglucanas, mananas, e os galactanos, sendo que as duas primeiras
destacam-se em aplicagdes industriais (CUNHA et al., 2009).

A estrutura quimica genérica das xiloglucanas de reserva das sementes
consiste de uma cadeia principal celulésica de unidades de D-glucose, as quais
podem estar substituidas em O-6 por unidades de a-D — xilopiranose (Figura 4).
Essas ultimas, por sua vez podem estar substituidas por unidades de [B-D-
galactopiranose (CUNHA et al., 2009).
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Figura 3. Estrutura do xiloglucano
(COVIELLO, 2007).

2.2.1.1 Manana e galactomanana

As mananas podem ser dividas em mananas puras, glucomananos e
galactomananas (LIMA, 2000). Os mananos puros sdo assim definidos por conter
mais de 90% de manose formando uma cadeia linear do tipo B (1—4) com poucas
ou sem ramificacbes. As galactomananas (Figura 5) sdo compostos por uma
cadeia linear de residuos de manose unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B
(1—4) com residuos de galactose unidos por ligagdes do tipo a (1—6). Os
galactanos é formado por uma cadeia de galactose unidas por ligagées do tipo
(1—4) (BUCKERIDGE et al., 2000a).



HO,
CH
o
W
CH,
OH oH oH
AY
o) o -
/ A o o
oM
CH, OH cH0H

Figura 4. Estrutura da galactomanana (MERCE et al., 2001).

Embora as galactomananas classicas obedegam a estrutura de manose
unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B (1—4) com residuos de galactose unidos
por ligacdes do tipo a (1—6), existem algumas delas, com menor frequéncia, que
sao diferenciadas, como € o caso da P.aculeata. De acordo com Guhra e Singh
(1988), esta galactomanana apresenta um polissacarideo de estrutura
multiramificada, com a presenca de ligagdes a (1-3); (1-4) e (1-6) na cadeia
principal.

Segundo Buckeridge et al (2000 b), os polissacarideos de reserva estao
associados a dureza (mananos em endosperma de sementes de palmeira, tomate
e alface), relagdes hidricas (xiloglucanos em cotilédones e galactomananos em
endospermas de sementes de leguminosas) e no controle da expansao celular
(galactanos nos cotilédones de lupino e em menor proporgdo, em sementes de
feijao e soja).

Em plantas superiores a manana é o principal material de reserva presente
no endosperma de sementes das familias Apiaceia, Rubiaceae, Asteaceae e
Arecaceae; esta ultima engloba a espécie Euterpe oleracea (PETKOWICZ et al.,
2001). Segundo Petkowicz et al. (2007) a manana encontrada na espécie
Shizolobium parahybae ndo € um polissacarideo de reserva, uma vez que a

andlise dos monossacarideos por cromatografia gasosa demonstrou que esse
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polissacarideo ndo €& consumido na germinagdo da semente. Assim, este
polissacarideo tem funcdo estrutural na semente em substituicdo de celulose
ausente neste tipo de semente.

A partir da extracdo de polissacarideos de Schizolobium amazonicum,

popularmente conhecida como pinho cuiabano, identificou-se a presenca de
manana linear. Esse polissacarideo € responsavel por 20% da massa do
endosperma dessa planta. A presenca de manana linear foi confirmada com
extracao aquosa com 18% de NaOH e as caracterizagdes realizadas por HPLC e
RMN. Ha uma diminuigdo constante de galactose e glicose quando a
concentragao de NaOH passa de 4% para 18%, chegando a 98% de manana. A

extracédo de polissacarideos de Schizolobium parahybae (guapuruvu) foi analisada

depois da germinacdo das sementes e o autor demonstrou que a manana nao é
um material de reserva ja que este se mantém apds a germinagao (PETKOWICZ
et al., 2001, 2007).

Segundo um estudo realizado por Rao & Mukherjee (1962), a extragdo de

polissacarideos dos carogos dos frutos de uma palmeira (Borassus flavellifer)

mostrou a presencga de galactomanana e manana. Segundo os autores a extragao
sucessiva com agua e solugdo de NaOH 4% proporcionou a extragdo de
galactomananas, enquanto a extragdo com uma solugdo de 18% de NaOH
forneceram mananas.

As concentragbes de manana e galactomanana variam com o
amadurecimento das sementes. Em sementes verdes aparecem em maior
proporcdo as galactomananas, e em sementes maduras a maior parte do
polissacarideo encontrado é manana. Segundo o autor a relagdo de manana e
galactomanana durante o amadurecimento do fruto é significativa, provavelmente
a galactomanana é substituida por uma manana nos estagios mais avangados de
amadurecimento da semente. As espécies mais utilizadas industrialmente sdo as
extraidas de Cyamopis tetragonolobus (goma guar) e de Ceratonia siliqua
(alfarroba). A propor¢cao de manose (M) e galactose (G) destes polissacarideos é
respectivamente 1,7:1 e 3:1. (CUNHA et al., 2009).
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Para Matheson & Saini (1977) a manana € o principal constituinte das
células endospérmicas das sementes de palmeiras, pode ser encontrada em 60%
das sementes de palmeiras e ocorre como principal constituinte da parede celular,
conferindo caracteristica muito espessa. Nestas sementes a manana desempenha
duas fungdes: confere resisténcia mecanica permitindo maior protecdo para o
embrido; serve como carboidrato de reserva que sao digeridos durante a
germinagdo e convertidos a sacarose para nutricdo da plantula em
desenvolvimento.

Panza (2004) afirma que a espécie Euterpe edulis apresenta em seu
endosperma paredes espessa, apresentando proteinas, lipidios e manana.
Menezes Neto (2004) identificou a presenca da enzima endo-B-mananase,
responsavel pela degradagdo da manana no endosperma do carogo de agai.
Segundo o autor a manana ¢é hidrolisada, produzindo manose e transportada até o
eixo embrionario onde é convertida em sacarose.

Atividades bioldgicas como antivirais, antitumorais, antioxidante,
anticoagulantes e antitrombadticos estdo sendo investigadas para polissacarideos
de diversas fontes. Os polimeros de carboidratos possuem grande aplicabilidade
na industria de alimentos. Algumas vezes estdo presentes por razdes
tecnolégicas, como auxiliares no processo, para estabilizar emulsbes e
suspensodes ou para fornecer a estrutura fisica necessaria para o empacotamento
e distribuicdo. No entanto, seu uso mais freqiente esta associado a sua
capacidade de espessar e gelificar solugdes, sendo aplicados para melhorar e
padronizar a qualidade dos alimentos processados LAPASIN & PRICL (1995)
citados por (TONELI 2006).

O principal uso desses polissacarideos na industria sdo em alimentos
dietéticos, uma vez que ela ndo € absorvida pelo corpo humano. Além de
modificar a viscosidade do produto final, possui capacidade de complexar ions
metalicos como ferro para ser utilizado como complexo alimentar (MERCE et al.,
2001).

Gouveia (2007) afirma que durante a germinagdo de sementes de Euterpe

oleracea os agucares comsumidos pelos embrides sido representados por
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sacarose e manose. Segundo o autor o consumo de manose pelo embrido € maior
que o de sacarose, afirmando que a manana € o principal carboidrato de reserva
em sementes de acaizeiro.

Na area de sumplementos alimentares para peixes, a utilizagdo desses
polissacarideos € devido a sua capacidade de atuar como um prebidtico nos
peixes, fornecendo bons resultados. O suplemento alimentar contendo 25 % de
mananoligossacarideo e 30 % de B-glucano) por kg de racédo durante 37 dias,
reduz a profundidade de criptas intestinais e favorece o aproveitamento de
proteinas na dieta, refletindo na melhora do desempenho produtivo e da
uniformidade dos peixes (GARCIA, 2008).

2.2.2 Inulina

A inulina € um carboidrato de reserva do tipo frutano que junto com o amido
e o0s glucomananos sao os principais compostos de reserva em bulbos, tubérculos
e rizomas de plantas (Hincha et al., 2007). E composta por um polimero de cadeia
linear de frutose unida por ligagdes glicosidicas 3 (2—1), com uma glicose terminal
(Figura 3). Uma vez que oligossacarideos sao definidos como polimeros de
frutose com uma molécula de glicose terminal, a inulina pode ser classificada
como fruto oligossacarideo (FOS) (SILVA, 1996; ROBERFROID, 1999).

CHzOH

GH:0H

c—0
I
]

n-1

5

o CH:0H

Figura 5. Estrutura da inulina
(ROBERFROID, 1999).
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A inulina é composta por uma mistura de oligbmeros de diferentes graus de
polimerizacdo (GP) variando de 2 até 60. Quando apresenta grau de
polimerizacdo maior que 10 sdo chamadas de inulina, quando o polimero
apresenta grau de polimerizagao menor que 10 sdo chamadas de oligofrutoses e
estas podem ser obtidas por hidrolise enzimatica da inulina. (ROBERFROID,
1999).

O nome inulina deve-se ao isolamento desse polissacarideo obtido por
extracdo a quente de uma planta conhecida como Inula helenium e descrito em
1804. (ROBERFROID, 2005 citado por GRZYBOWSKI, 2008).

Devido a sua estrutura apresentar ligagdes glicosidicas do tipo 3 (2—1), a
inulina e os oligossarideos nédo sao hidrolisados pelo sistema digestivo humano,
assim chegam ao intestino grosso intactos, onde serdo fermentados pelas
bifidobactérias presentes no célon. A inulina e as oligofrutoses sao classificadas
como fibras alimentares influenciando os parametros fisioldogicos do sistema
digestivo, como esvaziamento gastrico, tempo de transito, pH, e massa fecal de
forma similar as fibras dietéticas (ROBERFROID et al., 1993; ROBERFROID,
1999).

O valor caldrico da inulina foi estudado por Roberfroid (1999) a partir da
avaliagdo do gasto energético para a fermentagdo da inulina no célon. O autor
determina que o valor caldrico da inulina seja 1,5 Kcal, quase trés vezes menos se
comparado com o da sacarose (6,3 Kcal).

A inulina e as oligofrutoses tém sido muito utilizadas para substituicao da
gordura ou acgucar, a fim de se reduzir as calorias em alimentos; tais como
sorvete, produtos lacteos, doces e produtos de panificagdo. Contudo, por néo ser
digerida pelo sistema digestivo humano sua maior utilizagdo € como fibra
alimentar adicionada a alimentos (HAULY & MOSCATTO, 2002).
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2.2.2.1 Propriedades fisico-quimicas

A inulina € soluvel em agua, essa solubilidade é dependente da
temperatura da agua. A 10 °C a solubilidade € de aproximadamente 6% enquanto
que a 90 °C essa solubilidade passa a ser 35%. Em condigbes normais a inulina
se dispersa em agua. Em solugéo a inulina reduz o ponto de congelamento da
agua e aumenta o ponto de ebulicdo (SILVA, 1996).

A inulina possui a propriedade de formar um gel, estavel em condi¢des
acidas, essa capacidade é dependente de uma série de fatores: do grau de
polimerizacdo, o tamanho da particula do teor de sélidos, da concentracdo de
inulina e a adicdo de cations mono ou divalentes e hidrocoloides.

Em solugdes contendo de 11 a 30% pode-se notar um gradual aumento da
viscosidade e a formagao de uma solugéo com caracteristicas de gel. Quando ha

a formacéo de gel a inulina esta dispersa em pequenas particulas (SILVA, 1996).

2.2.2.2 Fontes de inulina

A inulina esta presente em mais de 30.000 plantas, principalmente no alho,
chicéria e dalia, conforme apresentado na Tabela 2. Outras fontes encontradas de
inulina sédo fungos e bactérias (SILVA, 1996). O tempo de coleta e condi¢cdes de
armazenamento influencia o perfil de agucares presentes no fruto (LEONEL,
2006).

Tabela 2. Principais fontes de inulina. (SILVA, 1996)

Planta Concentragao de inulina (%)
Trigo 1-4
Cebola 2-6
Alho porro 10-15
Aspargos 10-15
Raiz de chicoria 13-20
Yacon 15-20
Barbas de bode 15-20
Alcachofra de Jerusalém 15-20
Tubérculos de Dalia 15-20
Alho 15-25

15



2.2.2.3 Extragao de inulina

Diversos métodos de extragcéo de inulina foram estudados e patenteados. O
método mais utilizado € a extragao por difusdo a quente. O uso de temperaturas
elevadas também possui como vantagem a inativagado das enzimas presentes nos
alimentos, que podem interferir em processos posteriores. Além disso, 0 uso de
altas temperaturas no processo de extracao resulta em menores quantidades de
compostos nitrogenados no produto final (TONELI, 2006).

Cataldo et al. (2001) estudaram a extragao de inulina utilizando dioxido de
carbono supercritico em um extrator de ago inox. No entanto a eficiéncia da
extracao foi abaixo de 10% devido a grande massa molecular da inulina.

Galante (2008) estudou a extragao de inulina a partir do alho, comparando
0 processo em batelada e o processo continuo realizado em coluna de leito fixo
com recirculagao de solvente. O processo em coluna com uma unica passagem
de solvente obteve o melhor resultado com rendimento de 16,20 g de inulina por
100 g de alho.

Van Loo et al. (1995), em estudo sobre a presenca de inulina em diversos
produtos vegetais que fazem parte da dieta do oeste europeu, utilizaram a
extracao por difusdo em agua quente. Com a finalidade de prevenir a hidrélise por
enzimas vegetais liberadas durante o processo de extragcao, foi adicionada agua
destilada fervente a amostra, na propor¢do minima de 1:5 (amostra: agua). A
extracdo da inulina foi realizada em banho-maria a 75°C, durante 1 hora, sob
agitacao constante.

Toneli (2006) desenvolveu um processo de obtengdo de um concentrado
de inulina a partir de raizes de chicoria, utilizando a técnica de abaixamento de
temperatura e posterior separacéo fisica. No processo, as raizes de chicoria foram
lavadas, descascadas e picadas antes do processo de extragdo. O extrato obtido
foi filtrado e posteriormente concentrado em seguida foi levado a uma camara de

congelamento (temperaturas entre —8°C e —50°C), onde ocorreu a decantagao de
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inulina pelo abaixamento de temperatura. Apos descongelamento dos extratos, foi
realizada a separacao fisica entre as fases sobrenadante (liquida) e precipitada,
obtidas pelo abaixamento de temperatura do extrato.

O método de extracdo da inulina a partir de alcachofra de Jerusalém foi
investigado através da utilizagdo da metodologia de superficie de resposta e
aplicando-se ultra-som para aumentar a eficiéncia da extragdo. A influéncia do pH,
do tempo, temperatura e razdo massa: volume de solvente na extragdo foi
avaliado e uma comparacao entre procedimentos convencionais de extragao e
aplicando com sonicagao, demonstrou que o emprego da extragdo com sonicagao

de forma indireta aumentou a eficiéncia da extragdo. (LINGYUN et al., 2007)

2.2.2.4 Mercado de inulina

Devido aos atributos funcionais e nutricionais apresentados pela inulina e
pelas oligofrutoses, o grupo Rhéne-Poulenc decidiu comercializar estas fibras
alimentares através de um acordo com o grupo Raffinerie Tirlemontoise S.A., na
Bélgica. Sob os nomes comerciais Raftiline® e Raftilose®, esses produtos séo
hoje comercializados em 16 paises da Europa, no Japao e nos EUA. Raftiline®
atua como fibra dietética, bem como substituto da gordura. Ela contribui para uma
boa sensacéo tatil e melhora a estabilidade de espumas e emulsdes. Raftilose® é
comumente usado como um substituto do acucar em sorvetes e outros produtos
lacteos, altamente soluvel e com uma viscosidade semelhante a da glicose
(APPLIED TECHNOLOGY, 1993).

Apesar da producdo e aplicagdo da inulina serem muito difundidas em
alguns paises, no Brasil o seu uso ainda é muito restrito. Por se tratar de um
produto que ndo € produzido no mercado nacional, ela precisa ser importada, o
que a torna um ingrediente caro e dificulta sua aplicagdo (TONELI, 2006).
Atualmente o processamento industrial extrai o composto das raizes de chicoria
na Europa em paises como a Bélgica e Holanda. Atualmente a inulina é
comercializada no mercado brasileiro pela Orafti e vendida por 15 délares o quilo

do produto puro.
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2.2.2.5 Inulinase

As inulinases sao 2,1-3-D frutohidrolases que convertem inulina a frutose e
glicose, sendo que esta enzima € utilizada na produgdo de xaropes de alta
concentracao de frutose. As inulinases mais utilizadas sao aquelas obtidas do
fungo do género Aspergillus. Levando em conta os mecanismos de reagdo e os
produtos liberados na reacdo, ha dois tipos inulinases: as exoinulinases que
liberam sucessivamente residuos de frutose e as endoinulinases que hidrolisam a
molécula de inulina quebrando ligagdes frutosidicas ao acaso e gerando
inulotriose, inulotetraose e inulopentaose. (GRZYBOWSKI, 2008).

Atualmente ha muitos estudos sobre a cinética da hidrdlise pela acao da
inulinase, relacionando temperatura, concentracdo do substrato e tempo de
reagao, principalmente visando a produgéo de frutose a partir de inulina (RICA et
al., 2009).

2.2.3 Sacarose

A sacarose ou 0 agucar de cana € um dissacarideo formado por glicose e
frutose (LEHNINGER, 1991). A sacarose é o principal carboidrato soluvel
encontrado em sementes maduras de varias espécies de plantas. Esse agucar,
além de atuar como substrato para reagdes metabdlicas. (UEMURA &
STEPONKUS, 2003 citado por HELLMAN, 2008).

Lorenco (2000) estudou a obtengdo de frutose a partir de sacarose pela
acao da enzima inulinase, seguida da separagao de glicose e frutose feita em
colunas de adsorgao contendo zedlitas Y. A autora justifica que o mercado de
consumo da frutose tem aumentado significativamente nos ultimos anos, visto que
este acgucar esta sendo cada vez mais utilizado em substituicdo a sacarose,
devido aos beneficios fisioldgicos. A frutose é tolerada por pacientes diabéticos e
esta relacionada com o aumento da absor¢céo de ferro em criangas (PESSOA &
VITOLO, 1999).
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2.3 Polifendis

Os compostos fendlicos sdo de grande interesse e amplamente estudados.
Presentes no fruto de acai geram mais valor ao consumo dos produtos obtidos
apo6s seu processamento. No entanto no carogo de agai também s&o encontrados
polifénois que podem ser estudados e aplicados na industria de alimentos e
cosméticos dentre outras.

Os compostos fendlicos formam uma das principais classes de metabdlitos
secundarios essenciais para o crescimento e reproducédo de plantas, tem fungdes
antipatogénicos, sao responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e estabilidade
oxidativa. (NACZK & SHAHIDI, 2004).

A estrutura quimica dos polifendis € composta de um anel aromatico e uma
ou mais hidroxilas, sdo antioxidantes capazes de doar atomos de hidrogénio,
reduzindo radicais livres a espécies quimicas nao radicalares de baixa reatividade
e oxidando os polifénois. Compostos fendlicos incluem a classe do flavonoides,
flavonas, taninos, ligninas e lignanas, antraquinonas entre outros (GEORGE et al.,
2005).

A atividade antioxidante dos polifendis esta relacionada com a capacidade
de neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de
transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagac¢édo do processo
oxidativo. Os intermediarios formados pela agao de antioxidantes de polifendis séo
relativamente estaveis, devido a ressonéncia do anel aromatico presente na
estrutura dos compostos fendlicos (SOUSA, 2007).

Segundo Rodrigues (2006), o caroco de acai apresenta uma grande
atividade antioxidante. Nesse estudo, utilizando-se a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas, os autores identificaram a, protocatequina,
equicatequina, e cinco tipos de protocianidina (Figura 6) (dimero, trimero,
tetramero e dois diferentes pentameros) como sendo o polifenol presente no
carogo de agai, e sabe-se que estas pertencem a classe dos taninos
condensados. Também foi realizada a otimizagdo do processo de extracdo deste

polifenol.
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Figura 6. Estrutura da protocianidina.

A aplicacdo dos taninos destaca-se principalmente na industria de
curtimento do couro, pela capacidade da associagao de polifendis com a proteina
colageno (PANSERA et al., 2003).

2.4. Planejamento experimental e otimizagc&o de processos

A metodologia de planejamento experimental e analise de superficie de
resposta, baseadas nos fundamentos estatisticos vém sendo considerada uma
ferramenta poderosa e imprescindivel para o desenvolvimento de processos e
otimizagdo, formulacdo de produtos dentro das especificagbes desejadas ou
andlise dos efeitos e impactos que alguns fatores podem ter sobre o processo.
Esse método é indispensavel principalmente quando um grande numero de
variaveis esta envolvido no processo (RODRIGUES & IEMMA, 2005).

Apods a determinagdo das variaveis significativas através de planejamento
fatorial uma metodologia de analise de superficies de respostas pode ser
executada para otimizagdo do experimento. Neste sentido, otimizar significa
encontrar os valores das variaveis que irdo produzir a melhor resposta desejada,

isto &, encontrar a regido 6tima na superficie definida pelos fatores. A metodologia
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de superficie de resposta baseia-se na constru¢do de modelos matematicos
empiricos que geralmente empregam fung¢des polinomiais lineares ou quadraticas
para descrever o sistema estudado e, consequentemente, dao condicbes de
explorar (modelar e deslocar) o sistema até sua otimizagao (TEOFILO, 2006).

O processo de extracao de inulina a partir de raizes de chicoria foi estudado
por Oliveira (2004). O processo de extragdo por difusdo em agua, as variaveis
estudadas foram a temperatura e relagdo massa volume, indicando que as
melhores condi¢gbes pra a extracdo de inulina de raizes de chicéria foi a maior
temperatura e menor relagao massa: volume.

O processo de extracdo da polpa de acgai foi otimizado apontando que as
condi¢cOes oOtimas para a extragdo. As variaveis significativas estudadas foram a
temperatura, proporcéo de etanol e concentracdo de acido. As condi¢cdes 6timas
para a extracdo foi encontrada através da superficie de resposta (POMPEU,
2009).
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS
3.1 Métodos

3.1.1 Moagem do carogo

As sementes de agai (Euterpe Oleracea Mart) utilizadas foram provenientes
da cidade de Belém no estado do Para. Apos a chegada no laboratério foi
realizada a limpeza, seguida de secagem dos carogos em estufa a 50 °C. A
moagem das sementes foi realizada com auxilio de um moinho de facas e a
determinagdo da granulometria realizada através de peneiras granulométricas. Na
extracdo foram utilizadas do caroco de acai as partes correspondentes ao

endocarpo e pericarpo (semente e fibras).

3.1.2 Extracao de polissacarideos

Os carboidratos foram obtidos por difusdo em agua quente. As extragbes
foram realizadas em um reator encamisado fabricado para esse projeto (Figura 7)
de volume 250 mL (5,0 cm de diametro). Em todas as extragbes o solvente
utilizado foi agua destilada, uma vez que o produto a ser extraido tem maior
utilizagdo na industria de alimentos, a temperatura mantida através de um banho
termostatico. A agitacdo da mistura de carogo de agua foi realizada com um
agitador mecanico, com impelidor de duas pas inclinadas. A amostra foi filtrada
com auxilio de um papel de filtro e sob vacuo. As amostras formam congeladas
para posteriores analises. A massa utilizada para as extragbes foi de 30 g de
carogo moido com granulometria determinada em peneiras granulométricas para

cada tipo de experimento.
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Figura 7. Reator encamisado com
carogo de agai em agua destilada

3.1.3 Extracao do polissacarideo insoluvel em agua

Os carocgos de agai (30 g) foram lavados com agua a temperatura ambiente
por 3x e uma com agua quente por 30 minutos cada lavagem. Da parte insoluvel
foi realizada a extracdo com 150 mL de hidroxido de sédio 2 mol/L por 1 hora e
com aquecimento a 100 °C. A amostra foi filtrada e realizada a didlise por 3 dias

para a retirada dos sais presentes na amostra.

3.1.4 Purificacao do extrato

A purificacdo do extrato aquoso foi realizada por cromatografia em gel de
separacado Sephadex LH-20 como fase estacionaria, em uma coluna de vidro 1,0
metros x 0,50 mm (Figura 8), agua foi utilizada como fase mével para a fragéo de
carboidratos, os polifendis com eluicdo em metanol. As quatro fracbes foram
congeladas e colocadas em um liofilizador para a secagem e depois armazenadas
a temperatura ambiente para posteriores analises. A limpeza do sephadex foi
realizada com tratamento acido e seguida de tratamento basico apés a eluicao dos
polifendis. (OKUDA et al., 1989).
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Figura 8. Coluna de separagéo
aberta de Sephadex

3.1.5 Analise do efeito do tempo de armazenamento

As amostras de acai (Euterpe oleracea) foram coletadas no dia 11 de
novembro de 2008, no estado do Para, despolpadas 24 horas pés-colheita e as
extragoes realizadas 2, 8, 15, 60 dias pds-colheita. O armazenamento dos carogos
foi realizado em temperatura ambiente, os carogcos eram moidos no dia das
respectivas extragcbes. Também foi analisada uma amostra de 1 ano e meio poés-
colheita. As condi¢cbes experimentais foram temperatura a 90°C, rotacdo de 300
rpm, granulometria 1 mm e relagdo massa: volume 1:5 g/mL. A quantificagao dos
carboidratos foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com

detector de indice de refracao.

24



3.1.6 Estudo cinético da transferéncia de massa

Para a determinacdo do melhor tempo necessario para a extracdo de uma
maior quantidade de polissacarideo realizou-se o estudo cinético. As extracdes
foram realizadas conforme descrito em 3.1.1. As condi¢cdes experimentais foram:
temperatura da agua 80 °C, agitagdo de 450 rpm, relagdo massa: volume de 1:5 e
granulometria do carogco de 1 mm. A variavel tempo foi acompanhada nos
intervalos de 15; 30; 60 e 90 min.

3.1.7 Planejamento experimental para analise das variaveis

Foi realizado um planejamento dos ensaios de extragdo de acordo com a
metodologia de planejamento estatistico experimental (BARROS NETO et al.,
2001). Para verificar o efeito das seguintes variaveis independentes no processo
de extracdo: temperatura, relacdo entre a massa do carogco e o volume de
solvente, rotagdo do impelidor e granulometria do carog¢o. Foi realizado um
planejamento fatorial completo 2* com 3 repeticdes no ponto central, totalizando
19 experimentos. A analise dos efeitos foi realizada utilizando o software Statistica
7.0. Na tabela 3 esta descrita as condicbes experimentais utilizadas no

planejamento.

Tabela 3: As condigbes experimentais do planejamento experimental para a extragédo de
polissacarideos do carogo de acai

Variaveis -1 0 +1
Temperatura (°C) 70 80 90
Relagdo m: v (g/mL) 1:3 1:5 1.7
Rotacado (RPM) 150 300 450
Granulometria (mm) 0,5 1 1,4

Os experimentos codificados utilizados estao apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Condigbes experimentais codificadas para a extragado de polissacarideos do carogo de

acai.
Ensaio Temperatura Relagdo m: v Rotacgao Granulometria
(’C) (g /mL) (rpm) (mm)
1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1
6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 -1
9 -1 -1 -1 +1
10 +1 -1 -1 +1
11 -1 +1 -1 +1
12 +1 +1 -1 +1
13 -1 -1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1
15 -1 +1 +1 +1
16 +1 +1 +1 +1
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0

3.1.8 Otimizacao do processo de extragao

Para a otimizagao do processo de extracdo e construgcao da superficie de

resposta foram adicionados pontos axiais (-2 e +2) ao planejamento experimental

demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5: Condi¢des experimentais para a otimizagao do processo de extragao

de polissacarideos.

Variaveis -2 -1 0 +1 2
Temperatura (°C) 60 70 80 90 100
Relagdo m: v (g/mL) 1:1 1:3 1:5 1.7 1:9
Rotagao (rpm) 45 150 300 450 600

Granulometria (mm) 0.1 0,5 1 1,4 2
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Foram adicionados mais 8 ensaios ao planejamento experimental para a

realizagao do planejamento composto central.

3.2 Metodologia analitica

3.2.1 Quantificagao de carboidratos por CLAE

A identificacdo e quantificacdo dos polissacarideos foram feitas por CLAE
de acordo com o método AOAC usado para identificar e quantificar inulina
presente em alimentos complexos (QUEMENER et al., 1994).

Utilizou-se o cromatografo liquido de alta eficiéncia da marca Varian com
detector de indice de refragcdo Varian e injetor manual. As condigdes
experimentais utilizadas foram: fase moével agua deionizada, coluna HPX 87C (300
mm x 7,8 mm), vazdo 0,6 mL/mim, temperatura do forno para a coluna 75 °C e do
detector 40 °C, injecdo de 20 uL de amostra, tempo de corrida de 15 min. O
padrao utilizado foi inulina (obtida de raizes de chicoria, marca Sigma) nas

concentragdes 5, 4, 3, 2 e 1g/L.

3.2.2 Quantificagao de agucares totais

O método empregado foi fenol sulfurico (DUBOIS et al.,, 1956). Esse
método quantifica todos os agucares presentes na amostra. Em um tubo de ensaio
adicionar 500 yL de amostra, 500 uL de fenol 5% e 2,5 mL de acido sulfurico
concentrado em seguida agitados com auxilio de um vortex e colocadas para
reagir em temperatura ambiente por 30 minutos. A leitura é realizada com um
espectrofotdmetro na regiao do visivel em 490nm. O espectrofotdmetro utilizado
foi Shimadzu UV.

3.2.3 Hidrélise enzimatica da inulina

A enzima inulinase utilizada foi produzida por Aspergillus niger da marca
Sigma. Realizou-se a hidrolise na temperatura 50 °C durante 2 horas em tampao

fosfato pH 5, foram adicinados 100 pL de inulinase em 30 mL de solugdo contendo
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a amostra em concentragdo de 3 g/L. A hidrdlise foi realizada para o padrao de
inulina e para a amostra nas mesmas condic¢des. A hidrolise foi realizada conforme
descrito por RICA et al. (2009).

3.2.3 Hidrodlise acida

A hidrélise acida da amostra e dos padrdes de inulina e manana foram
realizadas com acido sulfurico 10 mM pH 2, por 30 minutos a 80 °C em banho
Maria seguida de resfriamento banho de gelo (GRZYBOWSKI, 2008).

3.2.4 Quantificagao de polifenodis

O método utilizado foi o Folin-Ciocalteu, a mistura de acidos fosfotungstico
(H3PW12040) e fosfomolibdico (HzPMo012040) se reduz ao oxidar os compostos
fendlicos, produzindo oxidos de tugstico e molibdeno de cor azul. Esta reacao
ocorre em meio basico com a adicao de carbonato de sédio. A leitura é realizada
em 760 nm e o acido galico como padrédo. Os valores de compostos fendlicos
totais sdo expressos como equivalentes de acido galico (mg de acido galico em
100 mg de sdlidos totais)(KUSKOSKI 2006).

As solugdes preparadas sao solucédo de Folin 2/10, solugdo carbonato de
sodio 75g/L e solugao padrédo de acido galico foram preparada nas seguintes
concentragdes: 25 , 20, 15, 10 e 5 mg. As medidas foram realizadas adicionando
em um tubo de ensaio 500uL de agua (branco), acido galico (padrao) ou amostra
diluida; 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu, a amostra foi deixada em repouso
durante 2 minutos a temperatura ambiente em seguida foi adicionado 2 mL de
carbonato de sddio, agitadado com um vortex e novamente foi deixado em
repouso durante 15 minutos em um banho de agua a 50 °C; as amostras foram
rapidamente resfriadas em um banho de gelo; as leituras da absorbancia foram
realizadas em 760 m e todas as analises foram realizadas em triplicata. Os valores
de fendlicos totais sdo expressos como equivalentes de acido galico (mg de acido
galico em 100 mg de solidos totais) (ALBARICI et al., 2009; GEORGE et al.,
2005).
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3.2.5 Espectrometria de infravermelho

Os espectros de absorg¢ao na regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrofotdmetro FTIR Perkin-Elmer, modelo 1600 com transformada de Fourier

de 4000 cm " a 400 cm ' A amostra foi preparada com pastilhas de KBr.

3.2.6 Ressonancia Magnética Nuclear H e **C

As analises de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizadas em
um aparelho BRUKER DRX-500, com ressonancia de ">C, de 500 MHz, em probe
de diametro 5 mm com amostras solubilizadas em agua deuterada, a temperatura

ambiente.
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CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extracado e quantificacdo dos polissacarideos soluveis

O extrato aquoso foi obtido a partir do carogo de agai por difusdo em agua
quente (80°C), a temperatura deve ser alta, pois a inulina possui uma maior
solubilidade com o aumento da temperatura (SILVA, 1996). O uso de
temperaturas elevadas também possui como vantagem a inativagado das enzimas
presentes nos alimentos, que podem interferir em processos posteriores. Além
disso, o0 uso de altas temperaturas no processo de extragao resulta em menores

quantidades de compostos nitrogenados no produto final (TONELI, 2006).

4.1.1 Quantificacao e identificagao por HPLC

A identificacdo do polissacarideo soluvel presente no carogo de acai foi
obtida através da comparagao dos cromatogramas das amostras com padrdes de
inulina e manana. Esses padrdes foram selecionados de acordo com trabalhos
publicados na literatura indicando a presenca de inulina (PAULA, 1975) ou
manana no carogo de agai. (MENEZES, 2004). A literatura relata a presenca de
manana como constituinte celular da maior parte de palmeiras estudadas, a inulina
€ um carboidrato de reserva que apesar de encontrado dados na literatura como
estando presente no carogo de acai, ndo ha relatos de sua presenga em nenhuma
semente de palmeiras.

A identificacdo dos compostos presentes no extrato aquoso foi realizada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detector de indice de
refracdo. Foi realizada a comparacdo do tempo de retencdo dos dois picos
intensos que aparecem no cromatograma do extrato aquoso obtido do carogo de
acai (Figura 9) com padrao de inulina (Figura 10). O padrdao estava na

concentracdo de 5 g/L.
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Figura 10. Cromatograma do padrao de inulina

No cromatograma da Figura 9 o pico com tempo de retengdo em 6,422
minutos apresenta o tempo de retencao préximo da inulina, o pico observado com
tempo de retencdo 8,010 minutos foi comparado com o padrdo de sacarose e

apresentou o0 mesmo tempo de retenc¢ao do padrao (Figura 11).
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Figura 11. Cromatograma do padrao de sacarose

A diferenca entre o tempo de retengcao do padrao de inulina e da amostra
de carogo de acai (6,376 e 6,442 minutos respectivamente) pode ser devido a

diferenca no grau de polimerizagdo do padrdo de inulina (aproximadamente 23)
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em comparacéo com o polissacarideo encontrado na amostra ou uma mistura de
polissacarideos.

A quantificacdo do pico presente na amostra do extrato aquoso de carogo
de acgai, que apresenta o mesmo tempo de retencdo da inulina, foi realizada
através da curva de calibragao construida com padrao. A quantificacdo apresentou
um teor de (4.851£0,11) % por grama de carogo para o mesmo lote de carogo de
acai realizadas nas condi¢cdes experimentais de temperatura 80 °C, rotacdo de
300 rpm, relacdo massa/volume de 1:5 e granulometria de 1mm.

O teor de polissacarideos encontrados na quantificacdo do extrato
aquoso do carogo de agai apresentou uma concentragdo maior que o valor citado
por Alencar (2007), segundo o autor a concentragao de inulina no carogo de acgai

seria de 0,6%.

4.1.2 Quantificagao de agucares totais

Foi realizada a quantificacdo de acucares total no extrato aquoso de caroco
de acai pelo método fenol sulfurico. A quantificacdo pelo método colorimétrico
apresentou uma concentragao de (5,95+0,18) % de agucares totais por grama de
carogo no extrato aquoso de acai. A quantificagao pelo método apresentou valores
bem préximo comparados com aqueles quantificados por HPLC que apresentou
um teor de (4.85+0,11) % por grama de carogo para o mesmo lote de carogo de

acai.

4.1.3 Hidrélise Enzimatica

A hidrdlise enzimatica foi realizada como uma metodologia de identificagdo
do pico de retencao préximo ao da inulina, complementar ao HPLC uma vez que o
indice de refragdo ndao € um detector universal, ou seja, ndo € possivel identificar
compostos com 0 mesmo tempo de retencdo. A inulinase € uma enzima especifica
para ligagcdes B (1—2), caracteristica da inulina. A banda larga identificada no
cromatograma da amostra de carogo de acai com tempo de retengdo proximo ao

do padrao de inulina (Figura 12) sugeriu a presenca ou de mistura de inulina em
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diferentes graus de polimerizagcdo ou de uma mistura de polissacarideos. A
amostra submetida a hidrélise foi extraida nas seguintes condi¢des: temperatura
80 °C, relagao massa: volume 1:5, granulometria 1 mm e rotagao do impelidor de
300 rpm (Figura 13).
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Figura 12. Cromatograma da amostra do extrato aquoso obtido do carogo de agai.
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Figura 13. Cromatograma da amostra de extrato obtido do carogo de agai apds hidrélise
enzimatica.

No cromatograma da Figura 13, o pico que apresenta 0 mesmo tempo de
retencédo do padrao de inulina em 6,429 minutos nao sofreu hidrélise com a adigao
da enzima inulinase (Figura 13). O carboidrato que sofreu hidrélise pela agao da
enzima foi sacarose, que possui uma frutose e uma glicose em sua estrutura e
pode ser confirmada pelo padrdo de sacarose com tempo de retencdo de 8.033
min. Os picos com tempo de retencdo em 9.825 min e 12.392 min séo
correspondentes a moléculas glicose e frutose respectivamente, identificadas
através da comparagcado do tempo de retencdo da amostra com o padréo de
glicose e frutose. Uma amostra de galactomanana foi analisada em HPLC

apresentou o mesmo tempo de retencéo da inulina.
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4.1.4 Hidrélise Acida

Para a identificacdo dos possiveis polissacarideos presentes no carogco de

acai foi realizada a hidrolise acida para o padrao de manana e para a amostra. A

hidrélise acida foi realizada para as amostras de padréo de inulina (Figura 14),

padrdo de manana (Figura 15) e para o extrato aquoso obtido do carogo de acgai

(Figura 16). Todas as hidrdlises foram realizadas nas mesmas condigdes.
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Figura 14.Cromatograma do padrao de inulina apds realizada a hidrélise acida
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Figura 16. Cromatograma do extrato aquoso de carogo de agai depois de realizada a hidrélise

acida.
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Apesar da baixa resolugdo dos picos dos cromatogramas possivelmente
pela presencga de intermediarios e do acido utilizado pode-se observar que apenas
0 padrao de inulina sofreu hidrélise. Pela analise dos demais cromatogramas nao
foi possivel fazer a identificagao estrutural do polissacarideo presente no carogo
de acai. Através da analise de hidrolise enzimatica e hidrélise acida foi possivel
determinar que na extracdo aquosa do caro¢co de acai nao foi encontrado o

polissacarideo inulina.

4.2 Purificacao do extrato aquoso

Os polissacarideos possuem uma forte interagdo com os polifendis
presente no carogo de agai o que dificulta a purificagdo. O método de purificagao
utilizado foi por gel de separagao Sephadex LH-20 como fase estacionaria e fase
movel agua ou metanol (OKUDA, 1989).

A fase estacionaria Sephadex € um gel de separagao por exclusdo de
tamanho, dessa forma os carboidratos maiores sédo fracionados primeiramente,
seguidos por sacarose e polifendis. O fracionamento na coluna de Sephadex do
extrato aquoso produziu trés fragdes (Figura 17) com agua destilada e uma fragao
fracionada com metanol, que foram posteriormente liofilizadas e reservadas para
analises futuras de RMN e |V.

O método de separagao a separagdo dos compostos por abaixamento da
temperatura também foi realizada. O abaixamento da temperatura do extrato
aquoso foi realizado conforme descrito por Toneli (2006) resfriando a amostra
lentamente, com a temperatura variando de 16 até — 8 °C em um intervalo de
0,1°C por hora. Esse processo de congelamento foi realizado em um
hidroconservador de imersdao em agua e propileno glicol desenvolvido pelo
Laboratério de Inovacdo em pés-colheita da Embrapa Instrumentagao
Agropecuaria (LASSO 2003). No entanto, este método n&o conseguiu separar

adequadamente o polissacarideo dos polifendis presentes na amostra.
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Figura 17. Amostras obtidas pelo processo de purificagdo por cromatografia liquida em gel
Sephadex do extrato aquoso do carogo de agai. Fragdes (a), (b) e (c) de carboidratos acordo

com o fracionamento na coluna e (d) fragao de polifendis obtidas do extrato aquoso do carogo de
agai.

4.3 Analise do Efeito do Tempo de Armazenamento

O estudo do efeito do tempo de armazenamento sobre a concentragdao do
polissacarideo encontrado no carogo de acai é importante para o melhor
rendimento da extracédo, podendo determinar se o carogo pode ser armazenado

apos a colheita ou se a extragado deve ser realizada em uma faixa de tempo pds-
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colheita. Na tabela 6 esta a quantificagado do polissacarideo extraido do carogo de

acgai em fungéo do tempo pés-colheita do carogo.

Tabela 6: Quantificagdo do extrato de polissacarideo

Amostra Dia % no carogo
1 2°dia 1,789
2 8°dia 2,156
3 15°dia 2,929
4 2 meses 2,946
5 1 ano e meio 3,181

A partir dos dados da Tabela 6 podemos verificar que a concentragao total
de polissacarideo variou em média 1% entre o segundo dia pds-colheita e o apds
15 dias pos-colheita e pode-se concluir que o metabolismo que ocorre carogo de
acgai nao é interrompido com o despolpamento do fruto. Ocorrendo possivelmente
polimerizacdo das moléculas presentes (LEONEL, 2006).

A extracdo da amostra 5 nao foi comparada diretamente com as demais
extragcdes uma vez que a amostra utilizada ndo € do mesmo lote das demais. O
tempo de coleta, tempo e condigcdes de armazenamento influenciam o perfil de

agucares presentes no fruto (LEONEL, 2006).

4.4 Extracado e quantificacdo dos polissacarideos insoluveis

Foi realizada a extracdo de polissacarideos insoluveis com solugado de
hidroxido de sddio 2 mol/L com temperatura de 90° C, seguida do processo de
separagao por dialise. A amostra apresentou um teor de 15 % de polissacarideos
insoluveis em agua por grama de carogo de acgai (Figura 18). Essa extragao foi
realizada para verificar a relacdo estrutural entre os polissacarideos soluveis e

insoluveis.
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Figura 18. Polissacarideos insoluveis extraidos em solugao alcalina do

carogo de agai.

Rao & Mukherjee (1962), verificaram que a concentracdo de
galactomanana em sementes de palmeira (Borassus flabelifer) pode variar durante
seu amadurecimento; neste trabalho o autor observou que em frutos verdes
predomina a formagdo de galactomanana enquanto a parede celular ndo esta
completamente formada. Em frutos maduro predomina o aparecimento de
mananas formando a parede celular rigida. Ribeiro (2010), que observou que nos
primeiros estadios de desenvolvimento dos frutos de E. oleracea o endosperma
das paredes celulares é pouco celularizado e com aspecto leitoso, tornando-se

rigido quando atinge seu ponto de maturagao.

4.5 Espectrometria no infravermelho

Existem ligagdes ao longo da cadeia de polissacarideos que podem ser
observadas, de forma qualitativa, por espectrometria no infravermelho, pois
indicam possiveis estiramentos e deformacées da molécula em estudo. Assim as
fragbes purificadas por coluna em separagdo em gel de Sephadex e os
polissacarideos obtidos por extracdo com solucdo basica foram analisadas. O
espectro representado na Figura 19 corresponde ao polissacarideo extraido com

solucao basica.
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Figura 19. Espectro na regiao do infravermelho de polissacarideos
extraidos com solugéo basica a partir do carogo de agai.

O espectro representado na Figura 20 é referente a primeira fragao retirada

da coluna de Sephadex da purificagdo da extracdo aquosa. Os espectros

apresentam absor¢cdes muito similares.
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Figura 20. Espectro na regido do infravermelho da fragao 1 obtida da
purificagdo por sephadex do extrato aquoso do carogo de agai
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O espectro de infravermelho para os duas amostras apresentam bandas na
regido entre 1200 e 900 cm™ caracteristicas de ligagdo C-O-C de carboidratos,
confirmando a ligagao entre os mondmeros formadores de polissacarideos. As
absorcdes na regido em 1241 e 1238 cm™ correspondem ao grupo C-O-C em
anéis de 5 carbonos (pentoses), enquanto que a faixa 1160 e 1050 cm
corresponde aos grupos C-O-C de hexoses que foram observadas nos trés
espectros referentes a polissacarideos. Em 1029 cm™ observou-se a deformagao
angular da ligagdo C-O de alcoois. A banda na faixa de 1060 a 1200 cm™ esta
relacionada com o estiramento de ligagbes C-O e vibragao do anel.

Em 3600 e 3000 cm™ observa-se a banda da ligagdo O-H existente nas
estruturas dos polissacarideos e também a banda em 1029 cm™ onde se observa a
deformacao angular da ligacdo C-O de alcoois, comum na estrutura das trés
amostras. O estiramento assimétrico do grupamento CH; € observado em 2900 a
2950 cm™ (SILVERSTEIN et al., 2006). Segundo Shingel (2002) o pico encontrado
na regido de 1090 cm™ representa o carbono anomérico. A faixa de 1200 a
1500 cm ' é considerada como deformacdo de CH e CH,. A banda de absorcéo em
1625 cm’ sugere a presenga de proteinas na amostra ocorrendo possivelmente
uma associagao entre carboidratos e proteinas (LIMA, 2009).

Figueiro et al. (2004) mostram bandas de absorgdo em 812 e 871 cm™,
indicando a presencga de unidades de configuragao a e unidades de configuragao 3
respectivamente.

Pode-se concluir, com as anadlises de infravermelho, que os espectros
representam polissacarideos, a amostra do extrato aquoso do carogo de acgai e a
amostra de obtida por extragdo basica apresentam em sua estrutura ligagdes com
configuragdo a e (. Por essa analise podemos dizer que o polissacarideo
encontrado no caro¢o de acai deve possuir em sua estrutura uma cadeia com
mondmeros ligados em configuragao a e B. Pelas analises podemos verificar que
nao foi encontrada a molécula de inulina, pois esta apresenta apenas ligagdes do

tipo B. a molécula de galactomanana € caracterizada por ligagdes do tipo a e .
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O espectro da Figura 21 é referente a fracdo 2, obtida da coluna de
purificagcdo. No espectro da Figura 21 & possivel identificar 5 bandas de absorgao
em 3600 e 3000 cm”, observa-se a banda da ligagdo O-H existente nas
estruturas dos polissacarideos. O estiramento assimétrico do grupamento CH; é
observado em 2931 cm™. A banda na faixa de 1060 a 1200 cm™ esta relacionada
com o estiramento de ligagbes C-O e vibragdo do anel. Em 1425 cm™ ocorre a
deformacgao angular do CH, A banda em 1625 cm™ pode indicar a presenga de

proteinas na amostra.
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Figura 21. Espectro da regiao no infravermelho da fragdo 2 do extrato
aquoso do caroco de agai.

O espectro apresentado na Figura 22 representa a fragdo 3 da purificagcao
em coluna de Sephadex. Essa amostra apresentou uma coloracdo avermelhada

indicando a presenca de polifendis.
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Figura 22. Espectro da regido do infravermelho da fragao 2
purificada do extrato aquoso do carogo de agai.

O sinal em 780 cm™ pode ser atribuido ao estiramento de C-H em anéis
aromaticos da natureza fendlica. A banda de absor¢do em 1285 cm™ pode ser
associada a grupo C-O caracteristica de protocianidina. (ENDELMANN e LENDI,
2002). A banda de absor¢ao em 3200 cm' apresenta a deformacdo axial O-H das
ligacdes de hidrogénio, as bandas na regido de 1614 e 1524 cm™ s&o referente a
deformacdo axial da do anel aromatico. A regido em 1284 cm™ é a deformacgao
axial C-O. Na regido de 1100 cm™ esta representada a deformac&o angular de C-
O, e absorgdo em 822 cm™ & equivalente a banda do C-H fora do plano, relativa a

substituicdo do anel aromatico.

4.6 Ressonancia magnética nuclear

A ressonancia magnética nuclear € uma das técnicas mais utilizadas para a
identificagdo de carboidratos. Os espectros de RMN de hidrogénio e de carbono
13 foram realizados apenas para a fragdo 1 da purificagdo do extrato aquoso de
caro¢o de acai, este espectro demonstrou que ¢ uma mistura complexa e foi

comparada a espectros de polissacarideos encontrados na literatura.
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4.6.1 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

Os deslocamentos quimicos para os polissacarideos mais encontrados em

sementes de diversas plantas estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Atribuicbes para os sinais do espectro de RMN H encontrado na

literatura

Polissacarideo H1 H2 H3 H4 H5 H6
D-galactopiranosil 54 3,6 3,92 3,99 3,87 4,07
D- manopiranisil 51 418 3,78 3,85 3,54 3,94
Manana a 1-3 52 4,10 3,87

Manana o 152 52 41 3,87

O espectro de RMN H foi obtido para a fragdo 1 da amostra purificada do

extrato aquoso do carogo de acgai (Figura 23).
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Figura 23. Espectro de RMN de H para o extrato aquoso de carogo de agai.
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Lima (2009) relacionou os sinais em 8 5.4 e 5.1 a uma D-galactose e a uma
D-manose respectivamente.

Segundo Fischer (2002) os sinais em & 2,226 corresponde a uma f3
galactose e o sinal © 5,274 corresponde a uma a manana.

Segundo Lizicarova (2007) os sinais no espectro de hidrogénio
caracteristicos de uma configuragéo B-manana o6 4,75 a 4,92, enquanto que os

sinais em ¢ 5,38-4,90 sao caracteristicos de uma configuragdo a-manana.

4.6.2 Ressonancia magnética nuclear de Carbono-13

Para a interpretagdo do espectro de RMN '*C de polissacarideos pode ser
analisada a regido do carbono anomeérico (6 110 -90). Os deslocamentos quimicos
para os polissacarideos mais encontrados em sementes de diversas plantas estao

listados na Tabela 8.

Tabela 8 Atribuicdo dos sinais de RMN - *C para polissacarideos encontrados na literatura

C1 C2 C3 C4 C5 C6 Ref

Inulina B (2—1) 92,2 71,8 732 703 72,8 61,6 Grybowski, 2008

B — Mann (1-4) 100,1 700 715 76,3 750 60,5 Bento, 2008

C. juncea

B- Man (1—-4) 100,2 701 716 76,5 750 60,6 Bento, 2008

S. virgata

Manana a (1—-2) 103,8/ 80,6 79,8 Gorin, 1973

94,4

Manana a (1— 2) 102,94 70,98 Kobayashi 1995

Manana a (1—6) 99,20 79,20 Lizicarova,
2007.

Manana f (1—4) 101,8 716 73,0 78,1 76,5 62,0 Petkowicz, 2001

Manana a (1—3) 103,1 Lizicarova,
2007.

B- D-gal (1— 2)aman 106,6 68 71,9 63.8 Tischer 2002
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O espectro da amostra de polissacarideo podemos identificar 3 carbonos na
regiao anomerica. Os deslocamentos quimicos para inulina (Tabela 8) observados
por GRZYBOWSKI (2008) nao foram encontrados no espectro (Figura 24) da

amostra de extrato aquoso do carogo de acai

106.59
103.07
95.08

v

T T
105 100 95 90 85 80 75 70 65 ppm

FigL’Ira 24. Espectro de RMN Bc para a amostra purificada do extrato aquoso obtido do carogo de
acai

Os espectros foram comparados com os dados da literatura (GORIN, 1973).
O sinal na regido anomérica em & 106.6 foi atribuido ao C1 das unidades de
galactose ligada 3(1—6) na cadeia de manana ligada o (1—2), o sinal em & 63,44
foi atribuido ao carbono C6 (TISCHER, 1999). Os outros carbonos anoméricos
foram atribuidos a manana ligada a (1-2) e a (1—>3) em & 103,5 (PRADO et al
1999) e unidades de manose redutora em & 95.5. O sinal em & 79,8 indica a

presenca de C3 substituido com configuragdo o, o sinal em & 77,95 pode ser
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atribuido ao C5 e o sinal em & 69,6 foi atribuido ao C6 da manana substituida, o
sinal em © 79.2 indica a presenga de substituicdes no carbono C2.

Pela analise de RMN foi possivel propor que na amostra de polissacarideo
€ uma cadeia de manana ligada a (1-52) e a (1>3) com ramificacdes de
galactose no ligadas B(1—6).

Essa configuracdo de manana ligada o (1—2) ndo € comum em sementes,
sendo encontrada em fungos estudados por Gorin (1973) que utilizou os espectros
de "*C-RMN para caracterizar diferentes espécies de Saccharomyces através dos
padrdes de substituicdo de manana encontradas na parede celular.

A realizacdo da fragdo de polissacarideos extraidos com solugcdo basica
nao foi realizada devido a baixa solubilidade do composto e a falta de

equipamento com temperatura controlada.

4.7 Estudo Cinético da transferéncia de massa

O estudo cinético foi realizado para a determinacdo do tempo necessario
para uma maior extracdo de polissacarideo. As condicdes experimentais foram as
mesmas utilizadas para o ponto central do planejamento experimental,
temperatura de 80 °C, granulometria 1 mm, relagdo massa; volume 1:5, e rotagao
de 300 rpm. Essa analise é fundamental para se evitar desperdicio de tempo e
energia na extracdo aquosa do carogo de agai. O resultado do estudo cinético
para a concentracdo de carboidratos em fungdo do tempo é apresentado na
Figura 25.
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Figura 25: Grafico da cinética de extracdo de
polissacarideos solluveis do carogco de acai em
funcao do tempo de extracao.

A analise da variancia também foi realizada para verificar se ha diferenca
significativa na extragdo em fungédo do tempo. De acordo com a tabela de analise
de variancia (ANOVA), apresentada na Tabela 9, os dados encontrados ndo sao
significativos a 95% de confianga, ou seja, ndo ha diferenga no teor de

carboidratos extraido em fungao do tempo.

Tabela 9: Tabela ANOVA para a quantificagdo de polissacarideos do carogo de agai

Fontes de variagao GL SQ Qm
tratamentos 3 0,180 0,060
erro 8 0,322 0,040
F= 1,4896
(p) = 0,2891

O tempo de extracdo foi padronizado para 15 minutos em todas as

extracoes.

4.8 Planejamento experimental para analise das variaveis
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Para a otimizacdo do processo de extracdo por difusdo a quente dos
polissacarideos presentes no carogo de acai, foram analisadas as variaveis do
processo de extracdo. Essas variaveis foram: temperatura, a relacdo da
massa/volume , a velocidade de agitagao e a granulometria do carogo de agai. Um
planejamento fatorial completo 2* foi realizado totalizando 16 ensaios e 3
repeticdes no ponto central. As respostas analisadas foram a concentracdo de
polissacarideos, sacarose e os polifendis presentes no extrato aquoso. A analise
dos efeitos de 4 variaveis foi realizada para um modelo de primeira ordem

utilizando o soltware Statistica 7.0.

4.8.1 Polissacarideo

O planejamento experimental utilizado para avaliar a influéncia da
temperatura, granulometria, rotagcdo do impelidor e a relacédo entre a massa e o
volume de solvente na etapa de extragdo bem como os resultados da
concentragao de polissacarideos estdo apresentados na Tabela 10.

Através da quantificacdo realizada concentracdo de polissacarideo no
carogo variou de 2,75 a 5,10 % de polissacarideo por grama de carogo. O maior
valor encontrado para a concentracdo de polissacarideo foi na condigdo com
parametros mais altos para a temperatura, rotacdo e relacdo massa/volume e
menor parametro de granulometria. Os valores encontrados para o ponto central

ficou acimas dos demais valores encontrados para a extragdo de polissacarideos.
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Tabela 10. Quantificagao de polissacarideos obtidos por extragdo aquosa do carogo de agai.

Ensaio Temperatura Relagdao Rotacido Granulometria % de

(°c) m: v (rpm) (mm) polissacarideo
G/ mL
1 70 1:3 150 0,5 2,92
2 90 1:3 150 0,5 3,38
3 70 1:7 150 0,5 4,50
4 90 1.7 150 0,5 3,50
5 70 1:3 450 0,5 2,75
6 90 1:3 450 0,5 3,26
7 70 1.7 450 0,5 4,40
8 90 1.7 450 0,5 5,10
9 70 1:3 150 1,4 3,37
10 90 1:3 150 1,4 3,52
11 70 1.7 150 1,4 3,05
12 90 1.7 150 1,4 3,33
13 70 1:3 450 1,4 3,10
14 90 1:3 450 1,4 3,77
15 70 1.7 450 1,4 3,10
16 90 1.7 450 1,4 4,24
17 80 1:5 300 1 4,76
18 80 1:5 300 1 4,90
19 80 1:5 300 1 4,99

A partir dos dados de quantificagdo do polissacarideo presente no carogo
realizou-se um estudo estatistico para a identificacdo das variaveis significativa no
processo de extragcao de acordo com o modelo matematico utilizando o software
Statistica 7.0. Os resultados dos calculos dos efeitos e o p-valor estao
apresentados na Tabela 11.

Todos os fatores foram estatisticamente significativos para p< 0,05 (95% de
confianga); a temperatura conforme esperado apresentou um efeito positivo na
extracdo, pois a alta temperatura aumenta a difusdo do meio de extracédo e a
solubilidade dos polissacarideos; assim quando maior a temperatura, maior sera a
extracdo de polissacarideos. A rotagdo também teve um efeito positivo, assim
quanto maior agitagdo, maior sera a extracdo de polissacarideos. Apenas a
granulometria teve um efeito negativo assim com uma menor granulometria

melhor é a extragcédo de polissacarideos do carogo de agai (Figura 26).

49



Tabela 11. Calculo dos efeitos de polissacarideos do extrato aquoso do carogo de agai

Variaveis e interagoes Efeitos p-valor
Média 3,7865805 4,9E-05
(1) Temperatura 0,36375 0,02445
(2) Relagéo massa: volume 0,64375 0,00801
3) Rotagéo (rpm) 0,26875 0,04349
(4) Granulometria -0,29125 0,03738
Interacédo T e M -0,08375 0,28528
Interacdo T e R 0,39125 0,02124
Interacdo T e G 0,19625 0,07723
Interacdo M e R 0,34625 0,02689
Interagdo R e G -0,65375 0,0077
Interacdo R e G -0,03375 0,61921

A variavel com o maior efeito sobre o processo de extragdo é a relagédo de
da massa de carogo de agai em relagdo ao volume de solvente adicionado (p-
valor 0,00801).

0.8 -
Relagdo m:V

0.6 4

0.4 1 Temperatura

Rotagao

- l
0 . .

-0.2

Efeitos

Granulometria

-0.4

Figura 26. Histograma dos efeitos principais das variaveis independentes
sobre a concentracao de polissacarideos no extrato aquoso de carogo de
acai.

50



Algumas intera¢des também tiveram efeitos significativos: a temperatura e a
rotacdo, a temperatura e granulometria, a relagdo massa: volume e a rotagéo e a
relagdo massa: volume com a granulometria.

O procedimento para verificar a validade destes modelos tem como
principio basico os critérios estatisticos de coeficiente de determinacdo (R?) e o
teste F. O coeficiente de determinacdo € um parametro estatistico que compara a
variancia dos valores das respostas previstas pelo modelo proposto com a
variancia da prépria populagao dos pontos experimentais. Quanto mais proximo de
1 estiver o valor de R? entre os valores previstos e os valores experimentais,
melhor tera sido o ajuste do modelo as respostas observadas.

O fundamento do teste F consiste em verificar se existe ou néo relagéao
entre as variaveis e a resposta. Quando nao ha relagdo entre a variavel e a
resposta, pode-se demonstrar que a razao entre as médias quadraticas MQR e
MQr segue uma distribuicdo F. Portanto, raz&o entre o Fcalc (MQR/MQr) e o Ftab
deve ser maior que 1, pode-se afirmar que a quantidade de variacdo devido ao
modelo € significativamente maior que a variagcdo nao explicada e o modelo é
considerado valido (BARROS NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2002).

Tabela 12. Analise de variancia para o modelo linear para a extragdo de polissacarideos
do extrato aquoso do carogo de acgai

Fonte de Somade Graus de Quadrado

Variagao Quadrados liberdade médio Fcalc- p- valor
Regresséo 5,803 10 0,580321 0,9383 0,547
Residuos 4,948 8 0,618477
F. Ajuste 4,921 6 0,820201
Erro Puro 0,027 2 0,013305
Total 10,75 18

O valor de F calculado dividido pelo Ftabelado foi de 0,28, o que significa
que ha evidéncia de falta de ajuste do modelo. Assim pode-se concluir que o
modelo n3o se ajusta bem aos dados experimentais. O modelo apresentou um R?
53,98. Esse fato pode ocorrer quando o planejamento esta na regidao de 6timo e

podem ser confirmados pelos valores encontrados no ponto central, estes sao
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maiores que os valores tabelados para a extracdo de polissacarideos do carogo

de acai.

4.8.2 Sacarose

Os compostos presentes no extrato aquoso do extrato aquoso de carogo de
acai foram quantificados, a sacarose é um interferente na extracdo de
polissacarideo. A menor extracdo de sacarose no processo auxilia a purificagao
do polissacarideo do extrato aquoso. A concentracao total de sacarose variou de
0,71% a 2,75 % (Tabela 13). As variaveis significativas para a extragédo de
sacarose foram a granulometria, a temperatura e a velocidade de rotagédo do

impelidor.

Tabela 13. Quantificagdo de sacarose no planejamento experimental

Ensaio Temperatura Relagao Rotagd Granulometria %

(°c) m: v o (mm) sacarose
(g/mL)  (RPM)
1 70 1:3 150 0,5 1,81
2 90 1:3 150 0,5 1,72
3 70 1:7 150 0,5 1,82
4 90 1:7 150 0,5 1,69
5 70 1:3 450 0,5 1,58
6 a0 1:3 450 0,5 1,74
7 70 1.7 450 0,5 1,93
8 90 1.7 450 0,5 2,75
9 70 1:3 150 1,4 1,04
10 90 1:3 150 1,4 1,06
11 70 1:7 150 1,4 0,71
12 90 1:7 150 1,4 0,71
13 70 1:3 450 1,4 1,00
14 90 1:3 450 1,4 1,46
15 70 1:7 450 1,4 0,71
16 a0 1:7 450 1,4 1,64
17 80 1:5 300 1 1,81
18 80 1:5 300 1 1,94
19 80 1:5 300 1 1,84
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Os efeitos das variaveis foram calculados e as variaveis significativas
determinadas de acordo com o p-valor com nivel de significancia de a=0,05. Os

dados estao na tabela 14.

Tabela 14. Efeitos para a extragéo de sacarose

Variaveis e interagcoes Efeitos p-valor

Média 1,5242105 0,0001
Temperatura 0,27125 0,01538
Relacdo massa:volume  0,06875 0,18081
rotagéo 0,28125 0,01433
Granulometria -0,83875 0,00164
12 0,13375 0,05907
13 0,32125 0,01104
14 0,08125 0,13963
23 0,24375 0,01894
24 -0,26625 0,01595
34 0,04125 0,34926

Na extragdo de sacarose as variaveis significativas sdo: a temperatura,
rotacdo, a rotacdo além das interacdes, temperatura e rotagcdo do impelidor,
relagdo massa: volume, rotagédo e relagdo massa volume e granulometria (Figura
27). Os parametros mais altos de temperatura e rotacdo favorecem a extracao

enquanto que o parametro baixo de granulometria favorece a resposta.
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Figura 27. Histograma dos efeitos principais das variaveis
independentes sobre a concentragdo de sacarose no extrato
aquoso de carogo de acai.

Para a validacdo do método foi realizado a analise da variancia e o teste
F(Tabela 15).

Tabela 15. Analise de Variancia - Modelo Linear

Fonte de Soma de Graus de Quadrado
Variagdo Quadrados liberdade médio Fcac. p-valor

Regressao 4,482 10 0,448241 6,4629 0,00719
Residuos 0,555 8 0,069356

F. Ajuste 0,546 6 0,090931 19,625 0,04921
Erro Puro 0,009 2 0,004633

Total 5,037 18

O valor de Fcalc para falta de ajuste ficou acima do valor de Ftab, e 0 R? =
0.89 assim o modelo linear é valido para descrever a extragao de sacarose obtida
do carogo de acai.

4.8.3 Polifenois

O estudo das variaveis foi realizado para a determinacdo de polifendis

presentes no carogo de acai (Tabela 16). Os polifendis sao interferentes na
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extracdo de polissacarideos, dessa forma, uma extragcdo menor de polifendis

facilita a extragao e purificacdo de polissacarideos.

Tabela 16. Quantificagao de polifendis no extrato aquoso de carogo de agai

Ensaio Temperatura Relagao Rotagcdo Granulome % de
(°C) m: v (rpm) tria (mm) polifendis
(g/ mL)

1 70 1:3 150 0,5 1,95
2 90 1:3 150 0,5 1,47
3 70 17 150 0,5 2,54
4 90 1.7 150 0,5 1,83
5 70 1:3 450 0,5 1,83
6 90 1:3 450 0,5 1,57
7 70 1:7 450 0,5 2,20
8 90 1:7 450 0,5 1,84
9 70 1:3 150 1,4 2,04
10 90 1:3 150 1,4 1,97
11 70 1:7 150 1,4 2,02
12 90 1:7 150 1,4 2,26
13 70 1:3 450 1,4 2,19
14 90 1:3 450 1,4 1,90
15 70 1:7 450 1,4 2,04
16 90 17 450 1,4 1,83
17 80 1:5 300 1 2,55
18 80 1:5 300 1 2,54
19 80 1:5 300 1 2,50

A partir dos valores de polifendis analisaram-se os efeitos das variaveis no
processo de acordo com a tabela 17. A concentragcao de polifendis totais variou

de 1.47 % a 2.5% dentro do planejamento experimental.
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Tabela 17. Calculo dos efeitos para os polifendis no extrato
aquoso de carogo de agai.

Variaveis e nteragoes Efeitos p-valor
Média 2,0567 8E-06
Temperatura (1) -0,21392  0,0035
Relagdo massa: volume (2) 0,20548  0,0038
Rotacao (3) -0,08228 0,0232
Granulometria (4) 0,127 0,0099
1x4 0,05865 0,0442
1x3 0,03924 0,0914
1x4 0,23839 0,0028
2x3 -0,1 0,0159
2x4 -0,19114  0,0044
3x4 0,00211  0,8838

Para um nivel de significancia de 95% podemos observar que todas as

variaveis sao significativas. Dessa forma a extracdo de polifendis apresenta um

menor rendimento a altas temperaturas devido ao seu efeito negativo; uma menor

relacdo massa de caroco e volume de solvente que apresentou efeito positivo;

menor volume de extragdo e maior granulometria do carogo (Figura 28).

0,25

0,2 -

0,15 -

0,1 -

0,05 -

Relagao m:V

Granulometria

Efeitos
o

-0,05 +

-0,1 -

-0,15 -

-0,2 -

-0,25 -

Temperatura

Rotagéo

Figura 28. Histograma dos efeitos principais das variaveis independentes
na concentragdo de polifendis no extrato aquoso de carogo de acai.
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O valor de F calculado para falta de ajuste ficou abaixo do valor de F
tabelado (Tabela 18), o que significa que ha evidéncia de falta de ajuste do

modelo.

Tabela 18. Teste F para o modelo linear

FV SQ nGL MQ Fcalc. p
Regressao 1,005 14 0,071786 0,358 0,932514
Residuos 0,803 4 0,20063
F. Ajuste 0,801 2 0,40061 616 0,001621
Erro Puro 0,001 2 0,00065

Total 1,808 18

O valor de Fcalc/Ftab indicou que ha evidéncia de falta de ajuste do
modelo. Assim pode-se concluir que o modelo ndo se ajusta bem aos dados
experimentais. Esse fato pode ocorrer quando o planejamento esta na regido de
6timo e podem ser confirmados pelos valores encontrados no ponto central que

possuem concentragdo maior no planejamento experimental.
4.9 Otimizacéo

A otimizacéo do processo de extracao de polissacarideos do caroco de acai
por difusdo em agua quente foi realizada utilizando os dados encontrados para as
variaveis do sistema analisadas anteriormente, todas as variaveis do sistema de
extragcdo foram significativas para o processo de extragdo. As variaveis,
temperatura, relagdo massa: volume, rotacdo e granulometria. Ao planejamento
estudado anteriormente foram adicionados pontos axiais, gerando modelos
quadraticos, permitindo o conhecimento sobre a curvatura da superficie de
resposta. Planejamento fatorial 2*, adicionados 8 ensaios axiais e mais 5
repeticdes no ponto central totalizaram 29 ensaios Os valores utilizados em cada

nivel estdo apresentados na Tabela 19.
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Tabela 19. Valores utilizados no planejamento fatorial para a otimizagao de polissacarideos do

extrato aquoso de acai.

Variaveis -2 -1 0 +1 2
Temperatura (°C) 60 70 80 90 100
Relagdo m: v (g/mL) 1:1 1:3 1:5 1.7 1:9
Rotagao (rpm) 45 150 300 450 600

Granulometria (mm) 0.1 0,5 1 1,4 2

A extracao de polissacarideos do caroco de acai é favorecida pelo aumento

da temperatura, diminuicdo na relacdo massa; volume, maior velocidade de

agitacdo e menor granulometria.
Através dos resultados do planejamento € possivel

coeficientes de regressdo (Tabela 20).

Para a

polissacarideos, calcular a ANOVA e construir as superficies de resposta.

Tabela 20. Resultados do planejamento fatorial para a extragéo de polissacarideos

determinar os

reposta concentragao de

Ensaio Temperatura Relagcdao Rotagao Granulometria

Teor de

(°c) m: v (rpm) (mm) polissacarideos
(g /mL)
1 -1 -1 -1 -1 2,92
2 +1 -1 -1 -1 3,38
3 -1 +1 -1 -1 4,50
4 +1 +1 -1 -1 3,50
5 -1 -1 +1 -1 2,75
6 +1 -1 +1 -1 3,26
7 -1 +1 +1 -1 4,40
8 +1 +1 +1 -1 5,10
9 -1 -1 -1 +1 3,37
10 +1 -1 -1 +1 3,52
11 -1 +1 -1 +1 3,05
12 +1 +1 -1 +1 3,33
13 -1 -1 +1 +1 3,10
14 +1 -1 +1 +1 3,77
15 -1 +1 +1 +1 3,10
16 +1 +1 +1 +1 4,24
17 -2 0 0 0 3.84
18 +2 0 0 0 4.74
19 0 -2 0 0 2.12
20 0 +2 0 0 443
21 0 0 -2 0 3.08
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Foi realizada a analise dos efeitos (Tabela 21), para um nivel de

significancia de 95%, os numeros (1) & referente a variavel granulometria, (2)

rotacado do impelidor, (3) relacdo massa:volume e (4) temperatura.

ajuste

A tabela de anadlise de variancia fornece informagdes sobre o quanto o

foi adequado, sendo possivel

propor o modelo probabilistico que

correlaciona a resposta em funcdo das variaveis estudadas, construindo a

superficie de resposta para a determinacao da faixa 6tima de operacéo.

extracado de polissacarideos obtido do caroco de acai.

Tabela 21. Calculo dos efeitos para a

extracao de polissacarideos

Variaveis Efeito p

4,90822 0,000003

(1)F (L) -0,39583 0,002687
F (Q) 0,16568 0,030627
(2)F (L) 0,65417 0,000611
F (Q) -0,74932 0,000408
(3)F (L) 0,39417 0,002720
F (Q) -1,24432 0,000090
(4)(L) -0,04417 0,378641
F (Q) -0,48182 0,001510
1Lx 2L -0,08375 0,208923
1Lx3L 0,39125 0,005002
1Lx4L 0,19625 0,033387
2L x3L 0,34625 0,007095
2L x4L -0,65375 0,001116
3Lx4L -0,03375 0,566070

Todas as variaveis séo significativas para o modelo de segundo grau
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O procedimento para verificar a validade destes modelos tem como
principio basico os critérios estatisticos de coeficiente de determinacdo (R?) e o
teste F. O coeficiente de determinacdo € um parametro estatistico que compara a
variancia dos valores das respostas previstas pelo modelo proposto com a
variancia da prépria populacao dos pontos experimentais. Quanto mais proximo de
1 estiver o valor de R? entre os valores previstos e os valores experimentais,
melhor tera sido o ajuste do modelo as respostas observadas.

O teste Fischer de significancia é usualmente utilizado para verificar se o
modelo explica uma quantidade significativa da variagdo dos dados experimentais,
comparando-se o valor estimado para F a partir dos resultados experimentais com
o valor tabelado para uma distribuicdo de referéncia. O fundamento do teste F
consiste em verificar se existe ou ndo relagdo entre as variaveis e a resposta.
Quando n&o ha relagao entre a variavel e a resposta, pode-se demonstrar que a
razdo entre as meédias quadraticas MQR e MQr segue uma distribuicdo F.
(BARROS NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2002).

Tabela 22. Analise de variancia

al SQ MQ F calc p
Regressao 14 20,94020902 1,495729216 2,106107502 0,087905599
Residuo 14 9,942611667 0,710186548
Total 28 30,88282069

O valor de Fcalc para falta de ajuste ficou muito abaixo do valor de F tab, o
que significa que ha evidéncia de falta de ajuste do modelo. O R? =0.67 devido a
falta de ajuste do modelo. Assim o modelo ndo pode ser considerado preditivo e
nao pode ser utilizado para a construgdo das superficies de resposta para a
extracao de polissacarideos do carogo de acai.

As variaveis escolhidas para a otimizacdo n&o permitem uma maior
variacdo de parametros; a temperatura deve ser mantida alta para a inativacéo
das enzimas; a granulometria abaixo dos valores apresentados dificulta a filtracao
do extrato e a velocidade utilizada esta dentro dos limites do equipamento

utilizado.
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CAPITULO 5
CONCLUSAO

Os procedimentos e as técnicas analiticas utilizadas indicam a presencga do
polissacarideo de reserva do tipo galactomanana. Nao foram encontradas
evidencias da presenca de da frutana do tipo inulina no carogo de acai.

Com o planejamento experimental realizado o maior percentual de
galactomanana encontrado foi de 7%.

A concentragao de polissacarideos insoluveis encontrada foi de 15%.

A otimizagéo do processo foi realizada indicando que o modelo encontra-se
na regido de 6timo da extrac&o. As variaveis do processo estudadas (temperatura,
relagdo massa/volume, velocidade de agitagdo e granulometria) foram todas

significativas.

Sugestoes para Trabalhos Futuros

v Analise da concentragdo dos polissacarideos do tipo manana e
galactomanana durante o processo de amadurecimento do fruto da
palmeira de agai.

v" Relagdo dos carboidratos comparados com outras espécies de acai.
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