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RESUMO

Embora existam estudos sobre as caracteristicas e aplica¢cGes de materiais derivados do pequi,
o grande volume de residuos gerado pelo consumo deste fruto ainda é subaproveitado. Esses
residuos podem ser usados para novas aplicacoes, especialmente na agregacao de valor ao fruto
e seus subprodutos. O objetivo geral deste estudo foi identificar melhores parametros para a
extracdo de pectinas a partir do 0 mesocarpo externo de pequi com &cido citrico e avaliar o
potencial prebidtico das pectinas obtidas. O impacto de trés variaveis: pH, temperatura e tempo
foi avaliado sobre o rendimento e as propriedades quimicas (teor de acido galacturdnico e grau
de esterificacdo) e fisico-quimica (indice de escurecimento) das pectinas extraidas pela
utilizacdo de um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). O 4cido citrico foi
empregado como alternativa aos acidos minerais comumente usados nesse tipo de extracdo. As
amostras de pectina que apresentaram valores iguais ou superiores a 65% de é&cido
galacturdnico foram selecionadas para avaliagdo do potencial prebidtico para o crescimento da
bactéria Lactobacillus rhamnosus GG, além da avaliacdo da toxicidade usando modelos de
zebrafish. Com base nos resultados de DCCR de teor de &cido galacturénico e percentual de
rendimento foi encontrada a seguinte melhor condigéo de extracdo: pH de 2,5, temperatura de
73°C e tempo de cerca de 70 minutos. Para as respostas de grau de esterificacdo e indice de
escurecimento nas condicOes indicadas obteve-se pectina de alto grau de esterificacdo e com
indice de escurecimento mediano referente a 60%. O aumento do pH de extracdo tendeu a gerar
pectinas de baixo grau de esterificacdo. As amostras quando comparadas ao controle
apresentaram um potencial prebidtico exceto a condicao de extra¢do de 84°C, 60 minutos e pH
1,91. Nenhuma das pectinas extraidas mostraram toxicidade nos testes realizados com
zebrafish, sugerindo um certo nivel de seguranca, sendo necessario mais analises para possiveis
aplicacbes futuras. A principal contribuicdo deste estudo € a proposta de uma nova
aplicabilidade para a casca do pequi, ao demonstrar o potencial prebidtico das pectinas
extraidas, o que pode agregar valor a esse residuo e oferecer uma solucdo sustentavel para o

aproveitamento deste subproduto desse fruto.

Palvras-chave: Caryocar coriaceum. Mesocarpo externo. Pectinas. Prebidticos.



ABSTRACT

Although there are studies on the characteristics and applications of materials derived from
pequi, the large volume of waste generated by the consumption of this fruit is still underutilized.
This waste can be used for new applications, especially in adding value to the fruit and its
byproducts. The general objective of this study was to identify the best parameters for the
extraction of pectins from external mesocarp of pequi with citric acid and to evaluate the
prebiotic potential of the pectins obtained. The impact of three variables, pH, temperature, and
time, was evaluated on the yield and chemical properties (galacturonic acid content and degree
of esterification) and physicochemical properties (browning index) of the pectins extracted
using a Central Composite Rotational Design (CCRD). Citric acid was used as an alternative to
the mineral acids commonly used in this type of extraction. Pectin samples that presented values
equal to or greater than 65% galacturonic acid were selected to evaluate the prebiotic potential
for the growth of the bacteria Lactobacillus rhamnosus GG and toxicity evaluation using
zebrafish models. Based on the DCCR results of galacturonic acid content and percentage yield,
the best extraction conditions were found: pH of 2.5, temperature of 73°C, and approximately
70 minutes. For the responses of esterification degree and browning index under the indicated
conditions, pectins with a high degree of esterification and a median browning index of 60%
were obtained in the assays. Increasing the extraction pH tended to generate pectins with low
esterification. Compared to the control, the samples presented prebiotic potential except for the
extraction condition of 84°C, 60 minutes, and pH 1.91. None of the extracted pectins showed
toxicity in the tests performed with zebrafish, suggesting a certain level of safety, requiring
further analysis for possible future applications. The main contribution of this study is the
proposal of a new applicability for the pequi peel by demonstrating the prebiotic potential of
the extracted pectins, which can add value to this residue and offer a sustainable solution for

the use of this byproduct.

Keywords: Caryocar coriaceum. External mesocarp. Pectins. Prebiotic.
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1 INTRODUCAO

A pectina é um polissacarideo estrutural presente nas paredes celulares das plantas,
amplamente utilizado na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética devido as suas
propriedades gelificantes, estabilizantes e espessantes. A crescente demanda por produtos
naturais e saudaveis tem impulsionado a pesquisa e 0 uso de métodos eficientes de extracdo de
pectina. Além das aplicacGes habituais e comumente conhecidas novas pesquisas mostram as
pectinas como potenciais prebidticos, agentes sequestradores de ions, agentes antiglicémicos,
agente ansiolitico dentre outros.

O aumento de pesquisas que buscam solugdes sustentaveis e vidveis para materiais
organicos descartados surgiram com o intuito de utilizar residuos como matéria-prima para
producdo e extracdo de materiais. Um grande nimero de estudos atuais trabalha com
subprodutos de frutos com o intuito de obter pectinas, como o pequi que apesar de ser promissor
existem poucas pesquisas utilizando esse fruto.

O pequi € um fruto encontrado no cerrado brasileiro e é principal fonte de renda para
diversas familias. A sua casca constituida pelo epicarpo e mesocarpo externo correspondem a
cerca de 80% da massa do fruto, porém esse residuo acaba ndo sendo aproveitado mesmo com
estudos mostrando possuir mais antioxidantes do que a porgdo comestivel (Silva et al., 2016).
Trabalhos como de Siqueira et al. (2022) e Le&o et al. (2018) trazem novas possibilidades de
aplicacdo para esse subproduto ao realizarem a extracdo de pectinas.

A extracdo de pectina é realizada, principalmente, por processos quimicos, fisicos e
enzimaticos (Guadalini, Rodrigues, Marczak, 2019, Jong et al., 2024). O método quimico é o
mais tradicional e amplamente utilizado, envolvendo a utilizagdo de acidos minerais como
acido cloridrico ou &cido sulfdrico para hidrolisar as paredes celulares e liberar a pectina
(Adentuji et al., 2017). Trabalhos como o de Lee e Choo (2020) destacam a importancia ao uso
de &cidos alternativos aos minerais e apresentam uma comparacdo entre a utilizacdo e
beneficios da troca de acido minerais por &cidos organicos no processo de extracao de pectinas.

Reconhecida como uma fibra dietética de grande relevancia, a pectina tem sido objeto
de estudos que destacam o seu potencial prebidtico, sugerindo aplicacbes benéficas nos
processos metabolicos (Guo et al., 2023; Huang et al., 2024). O consumo de prebidticos pode
promover o crescimento de bactérias benéficas, ao mesmo tempo que previne 0
desenvolvimento de bactérias patogénicas, contribuindo para a manutenc¢do da saude intestinal
(Slavin, 2013). Além disso, os prebidticos podem melhorar a absor¢ao de minerais como calcio

e magnésio, favorecendo a saude Ossea (Carvalho, 2019). Ha também indicios de que esses
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compostos podem ajudar no controle da glicemia em pessoas com diabetes tipo 2, uma vez que
a modulacdo da microbiota intestinal pode aumentar a sensibilidade a insulina (Gibson et al.,
2017).

Este trabalho tem como objetivo explorar a extracdo de pectina utilizando o método
quimico a partir do &cido citrico explorando variagdes de pH, tempo e temperatura com intuito
de identificar como esses parametros interferem no produto final obtido, bem como avaliar o

potencial prebidtico das pectinas extraidas do mesocarpo externo (casca) de pequi.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Identificar melhores parametros para a extracdo de pectinas utilizando o mesocarpo externo

de pequi com &cido citrico e avaliar o potencial prebidtico das pectinas obtidas.

2.2 ESPECIFICOS

e Extrair pectinas com &cido citrico a partir de um delineamento experimental DCCR
utilizando como variaveis independentes pH, tempo e temperatura.

e Caracterizar as pectinas quanto ao grau de esterificacdo, porcentagem de &cido
galacturonico, rendimento, cor e viscosidade.

e Avaliar o potencial prebiodtico das pectinas de pequi por meio de testes in vitro de
densidade otica.

e Avaliar a toxicidade das pectinas extraidas frente a zebrafish.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PEQUI

O pequi, um fruto nativo da regido do cerrado brasileiro, € amplamente conhecido
por suas caracteristicas nutricionais e bioativas. Duas espécies sdo mais conhecidas: Caryocar
brasiliense e Caryocar coriaceum, sendo a segunda a mais comumente presente na regido do
cerrado do Ceard. O fruto, de coloracdo amarela intensa e aroma caracteristico, é
tradicionalmente consumido em diversas regides do Brasil, sendo utilizado tanto na culinaria
quanto na medicina popular (Silva, Lima e Cavalli, 2019).

O pequi é composto por uma polpa rica em lipidios, proteinas, carboidratos, fibras
e minerais, além de conter substancias bioativas, como carotenoides e compostos fendlicos, que
Ihe conferem propriedades antioxidantes (Leéo et al., 2017).

A figura 1 mostra como as partes do fruto: exocarpo ou epicarpo, mesocarpo

externo, mesocarpo interno, endocarpo e améndoa.

Figura 1 — Corte transversal para melhor visualiza¢do da estrutura do fruto do pequi,
exocarpo (a), mesocarpo externo (b), mesocarpo interno ou polpa porgdo comestivel do

fruto(c), endocarpo(d) améndoa (e).
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Fonte: Belo, 2009

A polpa do pequi destaca-se por seu elevado teor de lipidios, com &cidos graxos
monoinsaturados (principalmente o acido oleico) representando uma grande proporcéo do seu
contetdo de gordura (Leal, 2017). Estes acidos graxos sdo amplamente conhecidos por seus
beneficios a salde cardiovascular. Além disso, o fruto é uma boa fonte de fibras dietéticas,
vitaminas (particularmente vitamina A) e minerais como potassio, magnésio e fésforo (Leal,
2017).

A casca do pequi composta pelo epicarpo e mesocarpo externo é rica em
carboidratos (Tabela 1) e corresponde a cerca de 80% da massa total do fruto (Silva et al., 2016,
Vera et al., 2005). Esse subproduto pode ser utilizado para a fabricacdo de sabao, racdo animal
e tintas, além disso a farinha processada deste material por conter alto teor de fibras alimentares

sugere uma possivel aplicacdo para uso como alimento funcional (Silva et al., 2016).

Tabela 1 — Composicdo média da farinha de Pequi obtida do mesocarpo externo do pequi

reportada por diferentes autores.

Componente Quantidade Referéncias
Proteina 2,69% Leal, 2017
Lipideos 0,85-1,32% Soares junior et al., 2010;

Siqueira et al., 2013

Teor de agua 2,95% Leal, 2017

Carboidratos 93% Soares janior et al., 2010;

Siqueira et al., 2013
Cinzas 2,43% Leal, 2017
Pectina 3,33% Boas et al., 2013

Fonte: proprio autor

Os carotenoides presentes no pequi, especialmente o beta-caroteno, sao
responsaveis por suas propriedades antioxidantes, ajudando a neutralizar os radicais livres e
prevenindo o estresse oxidativo. Estudos demonstram que o consumo de alimentos ricos em
carotenoides pode estar associado a reducdo do risco de doengas crbnicas, como cancer,

diabetes e doengas cardiovasculares (Gomes, 2007; Viana, Adorno e Santos, 2022)
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Além da sua acdo antioxidante, o pequi também apresenta propriedades anti-
inflamatorias (Oliveira et al., 2010). Pesquisas indicam que os compostos bioativos do fruto,
incluindo os acidos graxos e compostos fendlicos, podem modular processos inflamatorios no
organismo, o que pode ser benéfico no tratamento e prevencdo de condi¢bes como artrite,
doencas metabolicas e inflamag6es crénicas (Mozaffarian e Wu, 2011; Kromhout et al., 2012).

No setor alimenticio, a polpa do fruto é utilizada na preparagédo de pratos tipicos e
produtos derivados, como 6leos e conservas (Candido et al., 2012). Porém, recentemente, o
interesse industrial pelo pequi tem crescido devido ao seu potencial como fonte de ingredientes
funcionais para o desenvolvimento de alimentos saudaveis e cosméticos. Na medicina
tradicional, o éleo extraido do pequi é utilizado como emoliente e cicatrizante, sendo aplicado
em tratamentos tdpicos para queimaduras e feridas (Baildo et al., 2015).

Pesquisas tém investigado o potencial do fruto como fonte de pectina, um
polissacarideo utilizado na industria alimenticia para a formacéao de géis e como espessante. A
extracdo de pectina a partir das cascas do pequi por métodos como a extracdo assistida por
micro-ondas revelou rendimentos promissores, ampliando as perspectivas de aproveitamento
de subprodutos do fruto na economia circular (GFI Brasil, 2021).

Essas propriedades tornam o pequi uma espécie com grande potencial econémico e
biotecnoldgico, especialmente em regides do cerrado, onde ele ja desempenha um papel

importante na cultura local e na sustentabilidade (Ribeiro et al., 2012).

3.2 PECTINAS

3.2.1 Fontes de Pectinas

A pectina estd presente no tecido vegetal com uma concentracdo média que varia
entre 2 a 10% (nas paredes celulares priméarias de gramineas e secundarias) e até 35% (em
dicotiledéneas e monocotiled6neas, excluindo gramineas). Esta substancia estd amplamente
distribuida nas lamelas internas das células e representa cerca de um terco das suas paredes
(Reichembach e Petkowiczs, 2021; Dryshya e Wani, 2024). Apesar de ser encontrada em varios
tecidos vegetais, apenas um numero limitado de materiais € utilizado na producdo comercial de
pectina, sendo as principais fontes a casca de laranja, o bagaco de maca, a polpa de beterraba
sacarina e o limdo (Ripoll e Hincapié-Llanos, 2023).

O elevado teor de pectina em diversos materiais vegetais oferece oportunidades

para reaproveitar residuos ndo utilizados da agricultura, agroindustria e industria alimentar,
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promovendo assim a expansao da producdo de pectina e o fortalecimento da economia circular
(Roman-Benn et al., 2023). No entanto, o uso de fontes alternativas para a extracdo de pectina
depende de varios fatores, tanto da matéria-prima quanto da propria pectina. Entre os fatores
ligados a matéria-prima estdo a sua disponibilidade, sazonalidade, logistica e teor de pectina.
No que diz respeito a pectina, destacam-se a sua composi¢ao quimica, estrutura, caracteristicas
moleculares e capacidade de formar gel (Reichembach e Petkowiczs, 2021).

Pesquisas recentes tém explorado novas fontes potenciais de pectina, avaliando as
suas propriedades fisico-quimicas e de qualidade com vista a otimizar o seu uso em diferentes
industrias. Ledo et al. (2018) confirmaram o potencial das cascas de pequi para obtencdo de
pectina através de extracdo assistida por micro-ondas. O rendimento variou entre 9,91 e
20,79%, sendo a temperatura o principal fator que influenciou os resultados, com maiores
rendimentos observados em cascas com exocarpo e mesocarpo. No entanto, amostras contendo
apenas mesocarpo externo apresentaram alto grau de esterificagdo (>50%), uma caracteristica
que afeta 0 mecanismo de formacéo de gel da pectina e, consequentemente, as suas aplicagdes.

Ahsan et al. (2024) investigaram a extracdo acida de pectina das cascas de banana
maduras e verdes como possiveis substitutos de gordura em produtos de panificagdo, com um
rendimento de 16,46% em pH de 1,5 e 250 minutos. Ribeiro et al. (2021) estudaram o potencial
da pectina extraida do bagaco de caju, alcangando um rendimento de 62,6%. Outras matérias-
primas exploradas para a obtencéo de pectina foram bagaco de caju (Yapo e Koffi, 2013), casca
de romé (Abid et al., 2017), residuos de berinjela (Kazemi, Khodaiyan e Hosseini, 2019) e casca

de manga (Gemechu, Emire e Zewdie, 2024).

3.2.2 Aspectos fisioldgicos da pectina

A pectina é um componente essencial das paredes celulares primarias e da lamela
média das plantas, representando até 30% da massa seca dessas estruturas (Figura 2. A). Do
ponto de vista fisiologico, a pectina desempenha um papel essencial na regulacdo da
plasticidade da parede celular, facilitando processos como crescimento celular, maturacdo dos
frutos e respostas de defesa das plantas a estresses bidticos e abioticos (Mohnen, 2008).
Apresentam estruturas muito complexas e geralmente variam significativamente dependendo
das matérias-primas e dos métodos de extracdo empregados (Cui et al., 2021; De Laet et al.,
2024).

A pectina é composta por trés principais dominios estruturais (Figura 2. B),

Homogalacturonano (HG), Ramnogalacturonano-I (RG-1) e Ramnogalacturonano-Il (RG-II).
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O HG ¢ formado por residuos de 4cido galacturdnico ligados por ligagdes glicosidicas a-(1—4),
com grupos carboxila que podem ser metilados na posigdo C-6 e/ou O-acetilados nas posicdes
C2 e C3, dependendo da planta. A degradacdo controlada dessa estrutura por enzimas
pectinoliticas permite processos de abscisao e desdiferenciacdo celular, fenémenos fisiol6gicos
importantes em varias fases do desenvolvimento vegetal (Taiz et al., 2017).

RG-I sdo unidades dissacaridicas repetidas de ramnose e acido galacturénico, com
ramificacdes de agucares neutros como galactose, xilose, frutose e arabinose, e a RG-II trata-se
da forma mais complexa que existe como um dimero ligado por ponte de borato, com a cadeia
principal de &cido galacturdnico que pode ser metilado. Devido as varias modificacOes
estruturais naturais, a pectina ndo apresenta peso molecular definido, o que contribui para sua
versatilidade e aplicagOes (De Laet et al., 2024; Liu et al., 2024; Yang et al., 2024).

Figura 2 — A) Localizagdo da pectina na parede celular. B) Representacdo da estrutura da

pectina

A . — _ | Lometa media
/ \/__,_’__\:7/—/

k
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B
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Fonte: Proprio autor
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A pectina participa ativamente no processo de expansdo celular. Durante o
crescimento, a modificacdo na esterificacdo do acido galacturdnico afeta a rigidez e plasticidade
da parede celular, facilitando a expanséo sob a pressdo de turgor (Cosgrove, 2005). Além de
sua funcdo no crescimento, a pectina tem papel fundamental na maturagéo e senescéncia de
frutos. A despolimerizacdo e solubilizacdo das pectinas sdo processos fisiologicos de suma
importancia no amolecimento de frutos durante a fase de maturagdo, processo mediado por
enzimas como a poligalacturonase e a pectinmetilesterase (Brummell, 2006). Estes eventos
promovem alteracdes na textura, tornando os frutos mais macios, um atributo importante na
palatabilidade e qualidade de produtos horticolas (Canteri et al., 2012).

As pectinas também estdo envolvidas na resposta das plantas a estresses abidticos
e bidticos. Em situacOes de estresse mecanico ou ataque patogénico, a degradacao controlada
das pectinas na lamela média pode induzir o fortalecimento de barreiras fisicas, como a
formacdo de calose, ou desencadear a liberacdo de oligogalacturonideos, que atuam como
moléculas sinalizadoras no sistema imune das plantas (Torrezan e Labate, 2023). Estes
oligossacarideos servem como elicitores, estimulando respostas de defesa, incluindo a producao

de espécies reativas de oxigénio e a ativacdo de genes de defesa (Vale, Santos e Silva, 2018).

3.2.3 Classificacdo das pectinas

A pectina é um heteropolissacarideo que desempenha um papel fundamental na
estrutura das paredes celulares das plantas. Sua classificacdo baseia-se principalmente no grau
de esterificacdo, que afeta diretamente suas propriedades fisico-quimicas e suas aplicacBes
industriais. A partir do grau de esterificacdo, as pectinas podem ser classificadas em dois
grandes grupos: pectinas de alto grau de esterificacdo (AGE) e pectinas de baixo grau de
esterificacdo (BGE) (Mohnen, 2008). A desesterificacdo enzimatica ou quimica pode ser usada
para ajustar o grau de esterificacdo e melhorar as propriedades gelificantes, enquanto a
modificacdo através de radiacdo ou processos térmicos pode aumentar sua estabilidade e

funcionalidade em diferentes condicdes de processamento (Jong et al., 2023).
3.2.3.1 Pectinas de alto grau de esterificacdo (AGE)
As pectinas de alto teor de esterificacdo sé&o aquelas que apresentam um grau

superior a 50%. Este tipo de pectina requer condicdes acidas e altas concentracGes de aclcar

para formar géis, sendo amplamente utilizada na industria alimenticia para a producéo de
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geleias, marmeladas e produtos de confeitaria (Willats et al., 2001). A formagéo de gel em
pectinas AGE ocorre por meio de interacdes hidrofobicas entre as cadeias de pectina
parcialmente esterificadas e moléculas de agua, promovidas pela adi¢cdo de aglcares que

desidratam o sistema e favorecem a reticulagéo (Schols; VVoragen, 2002).

3.2.3.2 Pectinas de baixo grau de esterificacédo (BGE)

Por outro lado, as pectinas de baixo teor de metoxilas possuem um grau de
esterificacdo inferior a 50%. Diferentemente das AGE, as BGE ndo requerem grandes
concentracOes de aglcar ou condigOes &cidas para formar géis. Em vez disso, a formacéo de gel
ocorre em presenca de ions bivalentes, como o célcio, que promovem a reticulacdo entre as
cadeias de acido galacturénico desesterificadas, similar a uma "caixa de ovo" (egg-box model)
de estabilizacdo (Jong et al., 2024). As BGE séo amplamente aplicadas em produtos de baixo
teor de aclcar e em alimentos funcionais, devido as suas propriedades gelificantes sob

condi¢cBes moderadas e a sua versatilidade no desenvolvimento de texturas (Ripoll et al., 2015).

3.2.3.3 Pectinas amidadas

Alem das classificagdes tradicionais baseadas no grau de esterificagdo as pectinas
também podem ser modificadas por processos de amidificacdo, resultando nas chamadas
pectinas amidadas. Nestas, uma porcao dos grupos carboxilicos livres do acido galacturdnico é
convertida em amida, o que altera suas propriedades de gelificacéo.

As pectinas amidadas apresentam maior resisténcia a variacbes de pH e
concentracdo de célcio, sendo amplamente usadas na industria alimenticia para aplicagdes
especificas, como produtos que exigem texturas estaveis (Picot-Allain, Ramasawmy e
Emmambux, 2020).

3.2.4 Tipos de Extracdo de pectinas

3.2.4.1 Método Quimico

Os métodos quimicos de extracdo de pectinas sdo os mais amplamente utilizados

na industria. Geralmente, as pectinas sdo extraidas usando solugcbes acidas, como &cido

cloridrico, acido citrico ou acido sulfurico, em temperaturas elevadas (entre 60°C e 90°C). Esse
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processo rompe as ligacdes entre as pectinas e as outras macromoléculas da parede celular,
como celulose e hemicelulose, promovendo a solubilizacdo do acido poligalacturénico
(Albano; Nogueira, 2014).

A eficacia da extracdo quimica depende de varios fatores, como o tipo de acido, a
concentracéo, a temperatura e o tempo de extracdo. Segundo Oliveira et al. (2016), a extracdo
acida de pectinas de cascas de laranja com acido cloridrico a pH 2,0 e temperatura de 80°C
durante 2 horas resultou em um rendimento de 12% de pectina, com caracteristicas desejaveis
para a industria de geleias e compotas. No entanto, a extracdo acida pode degradar parcialmente
as cadeias de pectina, o que afeta suas propriedades de gelificacéo.

Alternativamente, solucdes alcalinas podem ser usadas, embora menos comuns. A
extracdo alcalina, realizada com hidroxido de sodio, por exemplo, pode ser vantajosa para a
obtencdo de pectinas com diferentes caracteristicas estruturais, como um menor grau de
metoxilacdo. Isso pode aumentar a funcionalidade das pectinas em formulacdes alimentares que
requerem géis formados com ions célcio (Canteri et al., 2012).

Adequando as condicBes de extracdo € possivel observar vantagens para o
rendimento apenas alterando o tipo de acido utilizado. Lee e Choo (2020) apresentaram uma
comparacdo entre a utilizacdo de &cido citrico e acido cloridrico para a extracdo de pectinas
presentes na casca da melancia, obtendo como resultado rendimentos melhores quando
utilizado &cido citrico.

Na literatura foram relatados apenas trés trabalhos que utilizam os residuos de pequi
como fonte de extracdo de pectinas, em todos os trabalhos foi utilizado &cido citrico para ter
um processo mais limpo. Siqueira et al., 2012 trabalharam com a variagdo na concentragéo de
acido citrico de 1 a 9% (m/v), além da variagdo de tempo (60 a 180 min) e de temperatura (68
a 98°C) e obtiveram rendimentos entre 14,89% e 55,86%, mas apenas pectinas baixo grau de
esterificacdo. Siqueira et al., 2022 trabalharam com trés concentrac¢des de acido citrico (1, 4,
8%), dois tempos (80 e 160 min) e duas temperaturas (80 e 100°C), e obtiveram rendimentos
de até 26,6% com pectinas de baixo e alto grau de esterificacdo. Ledo et al., 2017 estudaram o
uso de 4cido citrico em conjunto com micro-ondas e como resultados o rendimento maximo foi

de 20,76% e todas as pectinas extraidas foram de alto grau de esterificacao.

3.2.4.2 Método Fisico

Os métodos fisicos de extracao de pectinas tém ganhado destagque nos ultimos anos

por serem considerados mais sustentaveis, uma vez que utilizam menos solventes quimicos e
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energia. Entre os principais métodos fisicos estdo o aquecimento assistido por micro-ondas e a
extracao assistida por ultrassom, ambos comumente utilizados para aumentar a eficiéncia e o
rendimento da extracao.

A extracdo assistida por micro-ondas baseia-se na capacidade das micro-ondas de
aquecer rapidamente o material vegetal, promovendo a quebra das paredes celulares e liberando
a pectina em um curto periodo de tempo. De acordo com Ledo et al. (2017), a extracdo de
pectinas de casca de pequi utilizando micro-ondas resultou em rendimentos de até 20%, além
de reduzir o tempo de extracdo de varias horas para apenas alguns minutos. Esse método
também ¢é eficiente na preservacdo da estrutura da pectina, mantendo um alto grau de
esterificacdo. A pesar das vantagens apresentadas o processo de extracdo por micro-ondas pode
acabar comprometendo o rendimento do material, j& que o aumento da poténcia pode
superaquecer e acabar degradando a pectina presente (Kute et al., 2015).

Outro método fisico relevante é a extracao assistida por ultrassom, que utiliza ondas
sonoras de alta frequéncia para gerar cavitagdo nas células vegetais, facilitando a liberagédo de
pectinas. A técnica tem sido amplamente estudada para aumentar o rendimento e a qualidade
da pectina, com menor degradacdo estrutural quando comparada aos metodos quimicos
tradicionais (Chen et al., 2017). Os estudos de Bagherian et al. (2011) demonstraram que a
extracdo assistida por ultrassom de pectinas de beterraba sacarina resultou em uma extragédo
mais rapida e eficiente, com melhor preservacdo das caracteristicas gelificantes das pectinas.
Apesar das vantagens, a extracdo por ultrassom pode acabar gerando um efeito oposto ao
esperado e acabar degradando as pectinas produzidas em decorréncia ao efeito de saturacéo que

ocorre devido ao alto nimero de bolhas (Xu et al., 2014).

3.2.4.3 Método Enzimatico

ExtracBes enzimaticas de pectinas dependem das reacOes que ocorrerem de forma
especifica e seletiva. As enzimas sdo utilizadas com o intuito de quebrar os componentes
presentes na parede celular facilitando a liberacdo de pectinas presentes, além da diminuicao
do tempo de reacdo necessario para esse processo (Yang et al., 2018; Adentuji et al., 2017).
Nos trabalhos de Maric et al. (2018) e Zoghi et al. (2021) sdo apresentados alguns beneficios
da utilizagdo de enzimas no processo de extracdo de pectinas sendo alguns deles: a ndo corrosdo
acida dos equipamentos, sem necessidade de aquecimento reduzindo o gasto energético e a
especificidade das enzimas resultando em pectinas com melhor qualidade. Este tipo de extracédo

pode acabar ndo sendo o0 mais adequado uma vez que a elevacao do custo das enzimas pode
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ndo trazer resultados consideraveis no rendimento e na qualidade na pectina extraida (Dranca e
Oroian, 2019).

3.2.5 AplicagOes

A classificacdo das pectinas tem grande relevancia nas industrias alimenticia,
farmacéutica e cosmética. As pectinas de alto grau de esterificacdo sdo usadas principalmente
em alimentos de alta concentracdo de agucar, como geleias e doces, enquanto as pectinas de
baixo teor de metoxilas sdo ideais para produtos de baixo teor de agucar, como iogurtes e geleias
dietéticas (Thakur etal., 1997). Além disso, as pectinas tém aplica¢fes em sistemas de liberacéo
controlada de farmacos, como agentes de encapsulamento e em formulacdes cosméticas para
promover a viscosidade e a estabilidade de emulsdes (Gomez et al., 2013).

Devido as suas propriedades gelificantes e capacidade de formar ligaces com
moléculas de agua e compostos organicos, a pectina tem efeitos positivos sobre o trato
gastrointestinal. Ao ser ingerida, ela atua como uma fibra sollvel, retardando a absorcéo de
acucares e colesterol, auxiliando no controle glicémico e na reducdo dos niveis de colesterol
plasmatico, o que pode diminuir o risco de doencas cardiovasculares (Nakamura & Miyoshi,
2010). Além disso, estudos indicam que a pectina pode ter propriedades prebidticas,
promovendo o crescimento de bactérias benéficas no intestino (Dongowski et al., 2002).

A tabela 2 traz alguns estudos recentes com possiveis aplicacdes alternativas além
das frequentemente utilizadas para as pectinas extraidas, mostrando a diversidade desse
material que pode atuar como antioxidante, em tratamento de agua ou até em tratamento de
doengas. (Xu et al., 2018; Zaid et al., 2019; Kusrini et al., 2018)

Tabela 2 — Fontes de pectina e suas aplicacdes alternativas em diferentes areas

Fonte de pectina Aplicacéo Referéncia
Jaca (exocarpo) Atividade antioxidante Xuetal., 2018
_ Absorcdo de lantanio em tratamento de o
Durian (exocarpo) ] Kusrini et al., 2018
agua
Pitaya (exocarpo) Agente diminuidor de colesterol Zaid et al., 2019

) Citotoxico para células de glioblastoma
Gabiroba (polpa) Amaral et al., 2019
humano
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Rodsamran e

Limao (exocarpo) Antioxidante para 6leo de soja )
Sothornvit, 2019
Toranja (exocarpo) Remocao de cobre (2+) da agua Zhang et al., 2020
Liméo Efeito ansiolitico e antiglicémico Alves et al., 2024
Bagaco da macé Efeito prebidtico Wilkowska et al., 2021

Fonte: Proprio autor

3.2.6 Regulamentacao

A pectina, amplamente utilizada como aditivo alimentar e ingrediente funcional, é
regulamentada em nivel global por diversas autoridades de seguranca alimentar e organizacgoes
internacionais. Seu uso em alimentos e produtos industriais esta sujeito a normas que garantem
a seguranca e a eficacia do produto, além de especificar os critérios de pureza, métodos de
extracao e aplicacéo.

O Codex Alimentarius, estabelecido pela Organizacdo das NacGes Unidas para a
Alimentacdo e a Agricultura (FAO) e a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), é uma das
principais referéncias para a regulamentacéo internacional de aditivos alimentares, incluindo a
pectina. De acordo com o Codex, a pectina é classificada sob o cddigo INS 440, sendo permitida
como um agente espessante, estabilizante e gelificante em uma ampla variedade de alimentos,
incluindo geleias, compotas, produtos lacteos e sobremesas (FAO; WHO, 2022).

O Codex especifica que a pectina utilizada em alimentos deve ser extraida de fontes
vegetais, como macas ou cascas de citricos, e deve atender aos critérios de pureza estabelecidos,
sendo exigido 0 minimo de 65% de acido galacturdnico, além disso deve ser incluido limites
de contaminantes como metais pesados que ndo podem passar de 5 mg/kg e solventes residuais
que ndo podem ultrapassar de 1%. A pectina também deve ser rotulada de acordo com seu grau
de esterificacdo, distinguindo entre pectinas de alto grau de esterificacdo (AGE) e baixo grau
de esterificacdo (BGE), conforme as diferentes aplica¢fes industriais (FAO; WHO, 2019).

Para o Brasil a regulamentacdo de aditivos € realizada pela ANVISA, seguindo
como referéncia o Codex Alimentarius, Unido Europeia e FDA. A legislacdo vigente € a
Resolugédo de Diretoria Colegiada (RDC) n. 778/2023 (ANVISA, 2024). As aprovacdes de
aditivos seguem os parametros definidos na RDC anteriormente mencionada e a
regulamentacdo do MERCOSUL - GMC/RES. N° 52/98.

Na Unido Europeia, 0 uso da pectina como aditivo alimentar é regulamentado pelo
Regulamento (CE) n.° 1333/2008, que estabelece as normas para aditivos alimentares utilizados
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em produtos comercializados no mercado europeu. A pectina, registrada sob o cédigo E440, é
aprovada para uso em uma ampla variedade de alimentos, incluindo alimentos para bebés,
produtos de panificacdo, confeitos, laticinios e molhos (European Commission, 2008). Além
disso, o regulamento define os niveis maximos permitidos de pectina em alimentos e as
condicBes de uso, dependendo do tipo de produto alimenticio.

No que diz respeito a rotulagem, os produtos contendo pectina devem identificar o
aditivo pela designacéo "pectina” ou "E440", conforme estipulado no regulamento europeu de
rotulagem de alimentos. O regulamento também destaca que o0 uso de pectina deve respeitar o
principio de quantum satis, ou seja, utilizado apenas na quantidade necessaria para atingir o
efeito desejado, sem exceder os limites aceitaveis de consumo diério (European Commission,
2008).

Nos Estados Unidos, a pectina é reconhecida como um aditivo alimentar seguro
pelo Food and Drug Administration (FDA) e esta incluida na lista GRAS (Generally
Recognized As Safe). De acordo com a regulamentacdo do FDA (21 CFR 184.1588), a pectina
pode ser utilizada como estabilizante, espessante, emulsificante e agente de encapsulacdo em
alimentos (FDA, 2021). A pectina utilizada nos EUA deve ser obtida a partir de matérias-primas
vegetais seguras e processada de acordo com boas praticas de fabricacdo (GMP).

A legislacdo norte- americana ndo impde limites especificos para a quantidade de
pectina que pode ser usada em alimentos, aplicando também o principio de quantum satis. No
entanto, a FDA estabelece diretrizes claras para a rotulagem, garantindo que o consumidor seja
informado adequadamente sobre a presenca de pectina nos produtos alimenticios (FDA, 2021).

Em outras regiGes do mundo, como Japdo, China e Australia, o uso de pectinas é
igualmente regulamentado por suas respectivas autoridades de seguranca alimentar. No Japéo,
0 Ministério da Saude, Trabalho e Bem-Estar estabelece diretrizes para o uso de pectinas como
aditivos alimentares, permitindo seu uso em varias aplicagdes alimenticias (Japan External
Trade Organization, 2020). Na China, a National Health Commission regula o uso de pectinas
como aditivo alimentar aprovado, classificando-as como um espessante e estabilizante seguro
para uso em alimentos (China Food Additives Association, 2018).

Na Australia e Nova Zelandia, a pectina é regulamentada pela Food Standards
Australia New Zealand (FSANZ) sob o codigo de aditivos alimentares INS 440. A pectina é
permitida em uma ampla gama de alimentos, com requisitos de rotulagem e seguranca que estéo
alinhados com as regulamentacdes internacionais (FSANZ, 2018).

A regulamentacdo do uso de pectinas em alimentos segue diretrizes rigorosas em

varias jurisdi¢es, com o objetivo de garantir a seguranca do consumidor e a eficacia funcional
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do aditivo. As normas globais sdo amplamente harmonizadas, com pequenas variagoes
regionais, mas todas as regulamentacdes destacam a importancia de atender aos critérios de
pureza e limites estabelecidos para contaminantes. Além disso, 0 uso de pectina deve respeitar

0s principios de quantum satis, evitando excessos e garantindo a seguranga no consumo.

3.3 PREBIOTICOS

3.3.1 Propriedades

Os prebioticos sdo definidos como ingredientes alimentares ndo digeriveis que
estimulam de forma seletiva o crescimento e/ou a atividade de grupos de microrganismos
benéficos no intestino, resultando em beneficios para a satide do hospedeiro (Hutkins et al.,
2024). Esses compostos sdo geralmente carboidratos de cadeia curta, como oligossacarideos,
que resistem a digestdo no trato gastrointestinal superior e sdo fermentados pelas bactérias
intestinais, especialmente bifidobactérias e lactobacilos, no célon (Gibson et al., 2017).

Os principais compostos com efeito prebidtico reconhecido incluem o0s
frutooligossacarideos (FOS), galactooligossacarideos (GOS), inulina, xilooligossacarideos
(XOS) e lactulose (Slavin, 2013). Estes compostos sdo classificados como fibras alimentares
sollveis, e a resisténcia a digestdo no intestino delgado € uma caracteristica fundamental para
0 seu efeito prebidtico, permitindo que eles atinjam o célon, onde sdo fermentados pelas
bactérias benéficas (Hutkins et al., 2024).

Os frutooligossacarideos e a inulina sdo polimeros de frutose encontrados
naturalmente em alimentos como chicéria, cebola, alho e banana. Ja os galactooligossacarideos
sdo obtidos pela acdo enzimética na lactose, e os xilooligossacarideos sdo produtos da
degradacéo da xilana, um polissacarideo da parede celular de vegetais (Gibson et al., 2017).

Os prebidticos exercem diversos efeitos beneficos sobre a saide, principalmente
pela sua acdo sobre a microbiota intestinal. A fermentacdo desses compostos pelas bactérias
intestinais resulta na producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), como o butirato,
acetato e propionato, que tém papel crucial na manutencdo da saude do cdlon, fornecendo
energia para os colonacitos e regulando a inflamacéo intestinal (Rivero-Uga, 2017).

O consumo regular de prebidticos pode promover um equilibrio saudavel da
microbiota intestinal, aumentando a populacdo de bactérias benéficas (bifidobactérias e
lactobacilos) e reduzindo a presenca de bactérias potencialmente patogénicas (Giannini et al.,

2016). Além disso, estudos indicam que os prebioticos podem contribuir para a melhora da
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funcdo imunoldgica, modulando a resposta inflamatdria e promovendo a producéo de citocinas
anti-inflamatorias (Slavin, 2013).

O alcance do equilibrio da microbiota intestinal através do consumo de prebidticos
tem sido associado a prevencao e controle de varias condi¢des de saide. A manutencéo da salde
intestinal e 0 aumento da producdo de AGCC, em particular o butirato, estdo relacionados a
reducédo do risco de doencas inflamatdrias intestinais, como a colite ulcerativa e a sindrome do
intestino irritdvel (Rivero-Uga, 2017).

Estudos também mostram que o consumo de prebidticos pode influenciar
positivamente a absor¢do de minerais, como calcio e magnésio, contribuindo para a satde 6ssea
(Scholtens et al., 2014). Além disso, ha evidéncias de que a suplementacdo com prebidticos
pode auxiliar no controle da glicemia em individuos com diabetes tipo 2, uma vez que a
modulacdo da microbiota pode melhorar a sensibilidade a insulina (Gibson et al., 2017).

Os prebioticos tém sido amplamente utilizados na industria alimenticia como
ingredientes funcionais, principalmente em produtos lacteos, pées, barras de cereais, bebidas e
suplementos alimentares (Rivero-Uga, 2017). Sua inclusdo em alimentos € valorizada por
proporcionar beneficios a saude, além de sua capacidade de melhorar a textura, retencdo de

umidade e estabilidade de produtos alimentares (Manassi et al., 2022).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao e preparo da matéria prima

Cascas de pequi foram coletadas junto a produtores de Barbalha-Ceara e sanitizadas
com 200 ppm hipoclorito de sédio por 15 minutos. Apoés a separacdo manual com auxilio de
faca do mesocarpo externo (Figura 3), esse foi branqueado sendo submetido a aquecimento em
agua a 100 °C por 5 minutos (Figura 4). O material foi macerado, congelado (-80 °C) e levado
ao liofilizador (Liotop LP 820). O material seco foi processado em moinho de impacto (IKA

Al1 basic) para obtencdo de um po.
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Figura 3 — Mesocarpo externo do pequi

Fonte: Proprio autor

Figura 4 — Mesocarpo externo do pequi pds processo de branqueamento

~

Fonte: Proprio autor

4.2 Delineamento experimental e analise estatistica

Um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) foi realizado para a
extracdo das pectinas utilizando como variaveis independentes pH, temperatura (°C) e tempo
(min). As varidveis de resposta foram rendimento, grau de esterificacdo, teor de &cido

galacturdnico e indice de escurecimento. O delineamento teve 17 tratamentos sendo oito pontos
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fatoriais, seis pontos axiais e trés pontos centrais (Tabela 3). O delineamento e analise estatistica

foram realizados usando o software Protimiza.

Tabela 3 — Variaveis do Delineamento de Composto Central Rotacional DCCR (23)

Variaveis
independentes/ -1,68 -1 0 +1 1,68
Fator
pH (x1) 15 1,91 2,5 3,09 3,5
Tempo (min) (X2) 30 60,36 105 149,64 180
Temperatura (°C) (x3) 60 66,1 75 83,9 90

Fonte: Proprio autor

4.3 Extragéo da pectina

A pectina do pequi foi obtida por meio de extracdo acida utilizando acido citrico
como solvente organico, na proporc¢éo sélido-liquido de 1:40 (m/v), variando-se 0s parametros

de pH, temperatura e tempo conforme 0 DCCR (Tabela 4).

Tabela 4 - Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional com valores reais e
codificados (entre parénteses) para a extracdo de pectinas com acido citrico a partir do
mesocarpo externo do pequi.

(continua)
Variaveis reais (codificadas)
Ensaios Temperatura Tempo oH
(°C) (min)
PT1 66,1(-1) 60,39(-1) 1,91(-1)
PT2 83,9(1) 60,39(-1) 1,91(-1)
PT3 66,1(-1) 149,64(1) 1,91(-1)
PT4 83,9(1) 149,64(1) 1,91(-1)
PT5 66,1(-1) 60,39(-1) 3,09(1)
PT6 83,9(1) 60,39(-1) 3,09(1)

PT7 66,1(-1) 149,64(1) 3,09(1)



29

Tabela 4 - Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional com valores reais e
codificados (entre parénteses) para a extracdo de pectinas com acido citrico a partir do

mesocarpo externo do pequi.
(conclusao)

Variaveis reais (codificadas)

Temperatura Tempo

Ensaios ) pH
(°C) (min)
PT8 83,9(1) 149,64(1) 3,09(1)
PT9 60(-1,68) 105(0) 2,5(0)
PT10 90(1,68) 105(0) 2,5(0)
PT11 75(0) 30(-1,68) 2,5(0)
PT12 75(0) 180(1,68) 2,5(0)
PT13 75(0) 105(0) 1,5(-1,68)
PT14 75(0) 105(0) 3,5(1,68)
PT15 75(0) 105(0) 2,5(0)
PT16 75(0) 105(0) 2,5(0)
PT17 75(0) 105(0) 2,5(0)

Fonte: Proprio autor

Seguindo a proporc¢do sélido-liquido 1:40, 10g de p6 do mesocarpo externo de
pequi foram solubilizadas em 400 mL de solucdo de &cido citrico 0,01M, realizando o ajuste de
pH com &cido citrico 2M (Figura 5 A). As solucdes foram levadas a banho-maria com agitacgéo,
onde o tempo e a temperatura foram ajustados e ao final do processo extrativo, foram
centrifugadas a 2,448 x g a 25 °C por 10 minutos (Heraeus Multifuge X3R - Thermo Scientific).
Apo6s a centrifugacdo as amostras foram filtradas em malha de aco, e a solugdo de pectina
soltvel obtida foi precipitada em solucgéo alcoolica, seguindo a proporc¢éo 1:2 (v/v) com alcool
etilico 96°GL e mantidas sob refrigeracdo (4°C) por 24h (Figura 5 B). Em seguida foi realizado
uma nova centrifugacdo (15,303 x g, 4 °C, 10 min) e o precipitado obtido foi lavado com 50
mL de &lcool 70%, centrifugado e em seguida lavado com 50 mL de acetona PA. Apds a
lavagem o precipitado foi seco em estufa com circulacdo de ar a 50 °C (SL 102 - Solab) por 4
horas (Figura 5 C) e triturado em moinho de impacto (IKA A1l basic), obtendo assim a pectina
(Figura5 D).
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Figura 5 — A) Solugdo contendo p6 do mesocarpo externo pequi com acido citrico; B)

Dispersao alcodlica; C) Pectina seca; D) Pectina triturada

Fonte: Proprio autor

4.4 Rendimento

Os rendimentos dos materiais produzidos foram calculados considerando a
massa do produto final seco dividida pela massa inicial de p6 do mesocarpo de pequi
(Equacdo 1).

Rd(%) = ~Lx100 (1)
0

Mo massa inicial; ms massa final

4.5 Andlise de FTIR

A identificacdo dos grupos funcionais presentes na estrutura das pectinas foi
realizada em espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier (Spectrum two -
Perkin Elmer) em pastilhas de KBr preparadas com as pectinas na concentracdo de 1% (m/m).
Varredura realizada na faixa de frequéncia de 400 cm™ a 4000 cm'® com resolugdo de 4 cm™ e
64 scans.

O grau de esterificagdo das amostras foi determinado pela proporcao das areas dos
grupamentos de acido galacturbnico esterificado em relacdo aos grupamentos de é&cido

galacturdnico total (Manrique e Lajolo, 2002). Os valores foram determinados atraves das areas
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das bandas que variam de 1600-1630 cm™ (4cidos livres - AL) e 1700-1750 cm™ (acidos
esterificados - Ag) (Equacéo 2).

GE = —E— (2)

Ag+Ap
4.6 Acido galacturénico

A analise foi realizada utilizando a metodologia de Tullia, Cozi e Carpita (1991).
Foram preparados 10 mL de solucBes de pectina na concentracdo 0,1% (m/v), entdo aliquotas
de 0,6 mL foram separadas em tubos de ensaio e adicionadas 60 pL de &cido sulfamico, em
seguida colocadas em banho de gelo. Adicionou-se 3,6 mL de uma solucéo de tetraborato de
sodio (0,075 M) com acido sulfurico concentrado as solu¢6es foram agitadas em vortex por 10
s e levadas a banho-maria a 100 °C por 20 minutos. Ap6s esse periodo as amostras foram
deixadas em banho de gelo até o resfriamento. Em seguida, 60 puL de 3-fenilfenol (0,15% m/v)
em solucéo de NaOH (0,5% m/v) foram adicionados aos tubos de ensaio. O material foi agitado
em vortex (5 s) e apds 5 min realizou-se a leitura da absorbancia no espectrofotémetro UV-VIS
(Cary 60 — Agilent technologies) no comprimento de onda 525 nm. Realizando uma curva de
calibracdo com &cido galactur6nico nas concentracdes de 0,01 a 0,1 mg/mL determinou-se o

conteldo de acido presente em cada pectina extraida.
4.7 Reologia

Estudos reoldgicos foram conduzidos na zona viscoelastica linear das amostras
usando um reémetro Thermo Scientific (HAAKE MARS, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA). As amostras foram preparadas na concentracdo de 4% (m/v) e deixadas sob
agitacdo por 18 horas. A taxa de deformacédo foi determinada pela analise de varredura de
amplitude de oscilacdo (OAS) e a viscosidade aparente foi estimada por meio de um ensaio
reoldgico oscilatério por 3 minutos a 25 °C, com 1% de deformacéo e frequéncia de 1 Hz,

usando uma geometria de placa conica (C60/1-TiL) com uma lacuna de 0,052 mm.
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4.8 Colorimetria

As amostras secas foram analisadas em colorimetro (Konica minolta modulo CR-
400). Todas as leituras foram realizadas no mesmo dia e local para ndo haver interferéncia da
luminosidade ou de qualquer fator externo. Seguindo o sistema CIELab (Ji, et al., 2010), o
parametro L* representa a luminosidade da amostra variando de zero a cem (0: preto; 100:
branco), a* indica as cores em uma escala vermelho — verde (+a*: vermelho; -a*: verde), e b*
representa a cor numa escala amarelo — azul (+b*: amarelo; -b*: azul). A cromaticidade (C*)
foi calculada pela equacdo (3) e o angulo de tonalidade (h*) pela equacdo (4). O software

Colorizer foi utilizado com os parametros CIELab para obter as coloragfes das amostras.

a? +b** (3)

— pan—1D"
h = tan p 4)

O indice de escurecimento foi calculado com base na Equacédo 5 e o fator x presente
é calculado pela Equacéo 6, utilizando os parametros de L, a* e b* (Maskan, 2001).

B.I = 100x 22 (5)
0,17

X = (ax+1,75L) ( )
T (5,645L+a*—3,012b%)

4.9 Analise de toxicidade utilizando modelo Zebrafish

Peixes Zebrafish (Danio rerio) (idade de 90 a 120 dias; 0,4 + 0,19, 3,5+ 0,5
cm), silvestre, de ambos os sexos, foram adquiridos em loja local (Fortaleza, CE). Os animais
foram mantidos em um aquério de vidro (30 x 15 x 20 cm) de 10 L (n=3 / L), com agua
clorada (ProtecPlus®) e bomba de ar com filtros submersos, sob uma temperatura de 25 ° C,
pH 7,0 e ciclo circadiano de 14 - 10 h (claro/escuro). Os peixes receberam ragdo (Spirulina®)
ad libitum 24 h antes dos experimentos. Foram ministradas doses de pectina nas
concentracdes de 4 mg/kg, 20 mg/kg e 40 mg/kg.

Os peixes (n = 6 / grupo) foram selecionados aleatoriamente nos experimentos,
anestesiados em agua gelada e transferidos para uma esponja Umida, tratados com 20 pL de
cada pectina em doses variadas (4 mg/kg; 20 mg/kg e 40mg/kg) por via intraperitonial (i.p),
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em seguida foram deixados em repouso para anélise da taxa de mortalidade por um periodo
de 96 h, registrando-se a cada 24 h o numero de peixes mortos em cada grupo (Oecd, 1992),
sendo a dose letal capaz de matar 50 % dos animais (DLso) determinada pelo método
matematico Trimmed Spearman-Karber com intervalo de confianca de 95%.

Antes das aplicacdes das pectinas, 0s animais foram anestesiados em agua gelada
e ap0s 0s experimentos, os animais foram sacrificados por imersdo em agua gelada (2 e 4 °
C) por 1 min até a perda dos movimentos operculares. O trabalho foi aprovado pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceard (CEUA-UECE; n°
04983945/2021), estando de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal.

4.1 Avaliacéo do potencial prebidtico

O potencial prebi6tico das amostras foi avaliado pelo crescimento de Lactobacillus
rhamnosus GG (DSM 33156) usando a pectina extraida do mesocarpo do pequi como fonte de
caborno. O meio de cultura MRS formulado (MRSf) foi preparado sem a adi¢do de dextrose. A
formulacdo do MRSf para 1 litro de solugédo incluiu 10 g de proteose peptona N° 3, 10 g de
extrato de carne, 5 g de extrato de levedura, 1 g de polisorbato 80, 2 g de citrato de aménio, 5
g de acetato de sddio, 0,1 g de sulfato de magnésio, 0,05 g de sulfato de manganés e 2 g de
fosfato dipotassico. O meio MRSf serviu de base para a adi¢do de frutooligossacarideos (FOS)
e das pectinas.

O crescimento de L. rhamnosus GG foi acompanhado por meio de leituras de
absorbancia em espectrofotometro UV-VIS (A = 660 nm) nos tempos de 0 h e 24 h e o resultado
expresso por meio da diferenca das leituras (delta). As anélises foram realizadas utilizando as
amostras de pectinas e FOS em meio MRSt nas concentracdes de 0,5% e 1% (m/v).

A avaliagdo do potencial prebiotico foi realizada em triplicatas, entdo realizou-se o
teste estatistico de dunnett para comparar as médias entre 0 MRSf e as amostras de pectinas
selecionadas utilizadas nas analises de potencial probidtico utilizando o programa Statistica
Ultimate Academic v.14 (StatSoft). Este teste foi aplicado afim de verificar se 0os aumentos da
densidade 6tica das amostras com pectinas de pequi foram significativos em relacao as amostras

que ndo continham.



5. Resultados

5.1 Extracdo das pectinas por DCCR
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As pectinas extraidas foram nominadas com os cddigos PT seguido do nimero referente

ao ensaio definido no DCCR. Os resultados de rendimento, grau de esterificacdo, teor de acido

galacturdnico e indice de escurecimento por ensaios podem ser observados na Tabela 5.

Tabela 5 —Resultados de percentuais de rendimento, grau de esterificacdo, &cido

galacturdnico e indice de escurecimento referente a extracdo acida das pectinas do

mesocarpo externo do pequi.

Resultados
Ensaios  Rendimento(%)  GE(%) Ac
Gal.(%)
PT1 7,37 65,38 63,20 42,72
PT2 11,45 62,18 78,50 47,22
PT3 10,40 46,20 48,15 70,12
PT4 13,26 65,71 52,12 78,70
PT5 4,90 42,15 67,36 67,72
PT6 7,46 43,06 82,44 59,25
PT7 4,19 34,18 70,14 57,80
PT8 6,04 39,65 57,94 31,13
PT9 16,67 46,90 43,31 57,51
PT10 5,28 27,72 79,09 64,31
PT11 7,21 73,82 74,13 55,11
PT12 8,55 31,27 64,55 69,10
PT13 6,32 62,83 33,20 73,42
PT14 11,89 49,22 62,04 63,74
PT15 8,15 47,06 67,32 59,97
PT16 9,13 42,27 68,61 62,39
PT17 9,66 50,4 68,11 60,77

Ac Gal.% - teor de &cido galacturdnico; GE% - Grau de esterificacdo; IE- indice de

escurecimento

Fonte: Préprio autor
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5.2 Rendimento

Os rendimentos da extracdo de pectina do mesocarpo do pequi obtidos
encontraram-se numa faixa de 4,19 a 16,67% (Tabela 4). Esses resultados estdo em consonancia
com os relatados na literatura, como apresentados no estudo de Happi Emaga et al. (2008),
Canteri-Schermin et al. (2005) e Min et al. (2011). Happi Emaga et al. (2008) obtiveram valores
de rendimento de 2,4 a 21,7% para a extracdo de pectina da casca da banana pelo método
quimico utilizando &cido cloridrico a 0,05M. Canteri-Schermin et al. (2005) encontraram
rendimentos de 6,13 a 13,75% na extragdo de pectina a partir do bagaco da maca utilizando
acido citrico e acido nitrico a um pH de 2,5, enquanto Min et al. (2011) conseguiram valores de
4,6 a 7,7% na extracdo de pectina da casca da maca utilizando método enzimatico e método
quimico com &cido oxalico a 0,25%.

Siqueira et al. (2022) realizaram processo de extragdo com mesocarpo de pequi
utilizando &cido citrico em trés concentragbes (1, 4 e 8% m/v), aquecimento em duas
temperaturas (80 e 100 °C) e dois tempos de extracdo (80 e 160 min), trazendo resultados de
rendimento que variam do intervalo de 10,3 a 26,6%. Os maiores rendimentos encontrados
foram nas duas extracGes que utilizaram acido citrico a 4% e temperatura de 80 °C,
apresentando uma melhoria com o aumento de tempo, porém ao aumentar a temperatura 0s
rendimentos reduziram. O aumento da concentracdo de acido citrico também ndo trouxe
resultados benéficos a extracao, indicando que pode haver uma faixa 6tima de pH e temperatura
de trabalho.

Ledo et al. (2018) trabalharam com a extracdo de pectinas do mesocarpo de pequi
com uso de &cido citrico e micro-ondas. No estudo foram analisadas extra¢des utilizando uma
Unica solucdo de &cido citrico com pH igual a 2, variacdo de poténcia (317 a 883 W) e variacédo
de temperatura (52 a 108°C), ao final obtiveram rendimentos que variaram de 9,91 a 20,79%.

Neste trabalho, das 17 extracOes realizadas apenas duas (PT5 e PT7) apresentaram
valores de rendimento abaixo de 5%. Estas extragdes possuem como parametro pH igual 3,09
e temperatura de 66,1 °C, divergindo apenas no tempo de extracdo. Ja os tratamentos PT1 e PT2
que apresentaram pH igual a 1,91 obtiveram uma melhoria no rendimento, 7,37% e 11,45%
respectivamente. Além disso, é possivel observar que o aumento da temperatura de PT1 (66,1
°C) para PT2 (83,9 °C) influenciou o rendimento.

A partir dos resultados obtidos, o rendimento do processo (Rd) de extragdo das
pectinas foi estudado usando o DCCR. O Rd foi afetado pelo efeito linear do pH (xi1) e

temperatura (X3), ja 0 tempo (x2) afetou de forma quadratica e na intera¢cdo com o pH, podendo
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ser observado atraves da equacdo do modelo reparametrizado (Equacédo 8). A porcentagem de
variacdo explicada (R?) pelo modelo foi muito boa, cerca de 90% e assim o modelo se ajusta
bem aos dados experimentais (Tabela 6). Observando a curva de contorno gerada pelo modelo
na figura 6, pode-se verificar que rendimentos superiores a 8% podem ser obtidos para pH na
faixa entre 1,5 a 2,5%, considerando um pH menos &cido de 2,5, a faixa de temperatura seria
entre 73 e 90°C e tempo de 73 a 140 minutos.

Rd = 8,78 - 2,87 X1+ 0,51 X12 - 0,59 X2?2 + 1,52 X3 - 0,87 X1 X2 (8)

Tabela 6 — ANOVA para a variavel resposta rendimento das pectinas extraidas do

mesocarpo externo de pequi com &cido citrico usando DCCR.

Fonte de variacéo SQ gl QM Fcal p-valor
Regressao 160 5 32 28,4 6,13E-06
Residuos 12 11 1

F. ajuste 11 9 1 2,2 0,35293
Erro puro 1 2 1

Total 172 16

R2=92,8 %

SQ: soma dos quadrados; gl: grau de liberdade; QM: quadrado médio; Fcal: F calculado

Fonte: Proprio autor

Figura 6 — Curvas de contorno para o rendimento (%) das pectinas em fun¢éo do pH,

temperatura e tempo.
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Fonte: Proprio autor

O pH mais baixo e temperatura ndo tdo elevadas favorecem a extracao de pectinas,

provavelmente por facilitar a sua extracdo da lamela média da parede celular. Trabalho de
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Siqueira et al. (2012) também encontraram que maiores rendimentos foram obtidos em
condicdes de temperatura (74, 83, 92 e 98 °C) e concentracdo de acido citrico (1, 2, 5, 8 e 9%)
Apesar do aumento da temperatura e pH mais baixo serem favoraveis para extracdo das
pectinas, ha de se ter o cuidado para evitar a degradacéo excessiva da molécula nestas condigdes
(Jong et al., 2023).

5.3 FTIR

Todas as pectinas apresentaram um padrdo caracteristico de FTIR, demonstrando
assim a identidade da pectina extraida do pequi. As amostras tiveram um comportamento
similar nas bandas de 3400 cm™ (vibraces de estiramento do O-H), de 2900 cm™ (vibracdes do
alongamento CHs), de 1750 cm™ (carbonilas esterificadas), de 1620 cm™ (carbonilas néo
esterificadas) e de 1300 a 800 cm (fingerprinting) (Gao et al., 2024).

Na Figura 7 é observado o FTIR das pectinas comerciais Sigma (baixo grau de
esterificacdo), Exodo (alto grau de esterificacdo), pectina de pequi PT10 e pectina de pequi
PT11. As pectinas extraidas do mesocarpo do pequi possuiram o mesmo perfil de transmitancia
das amostras comerciais, sendo que a amostra PT10 teve um perfil semelhante ao da pectina
comercial Sigma, ambas pectinas com baixo grau de esterificacdo. Por outro lado, a amostra
PT11 apresentou um perfil de transmitancia similar ao da pectina comercial Exodo, de alto grau
de esterificacdo. As demais amostras obtidas na extracdo também produziram resultados
similares, apresentando bandas semelhantes, havendo apenas diferencas na banda de 1750 cm’
! onde as pectinas de baixo grau de esterificacdo apresentaram bandas menos intensas de

transmitancia.



Figura 7 —Espectro de FTIR das pectinas comerciais e amostras de pectinas extraidas

do mesocarpo externo de pequi (amostras PT10e PT11)
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5.4. Grau de esterificacéo

As extragOes resultaram em pectinas com diferentes graus de esterificacdo (GE)
que variaram de 27,72% a 73,82% (Tabela 4).

A Figura 8 mostra que o pH e tempo foram as variaveis independentes que
geraram impacto no GE das pectinas. O grau de esterificacdo (GE) das pectinas foi afetado
pelo efeito linear do pH (x1) e tempo (X2), alem do efeito quadratico do pH como mostra a
Equacdo 8. A porcentagem de variagdo explicada (R?) pelo modelo reparametrizado ficou
em 69%, e isto significa que 69% da variacao é explicada pelo modelo proposto (Tabela 7).
Observando a curva de contorno gerada pelo modelo na Figura 8, pode-se verificar que para
obter pectinas de alta GE a faixa de pH seria abaixo de 3,1 e para tempo até 140 min
aproximadamente. Trabalho de Siqueira et al. (2012) também encontraram que maiores
graus de esterificacdo foram obtidos em condi¢cdes mais acidas com pH abaixo de 2,0.
Contrariamente, pectinas de baixo GE podem ser obtidas em pH a partir de 3,1 em ampla
faixa de tempo. O pH é uma varavel conhecida por estar associada ao processo de
desesterificacdo das pectinas (Jong et al., 2023).
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GE =52,62 - 8,24 x1 - 4,54 x:2 - 7,22 x> (9)

Tabela 7 — ANOVA para a variavel resposta grau de esterificacdo das pectinas extraidas
do mesocarpo externo de pequi com acido citrico usando DCCR.

Fonte de variacéo SQ gl QM Fcal p-valor
Regressao 1908 3 636 9,8 0,001223
Residuos 848 13 65

F. ajuste 793 11 72 2,6 0,309714
Erro puro 55 2 28

Total 2756 16

R2=169,2 %

SQ: soma dos quadrados; gl: grau de liberdade; QM: quadrado médio; Fcal: F calculado

Fonte: Proprio autor

Figura 8 — Curvas de contorno para o grau de esterificagdo das pectinas em funcéo do
pH, temperatura e tempo
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Fonte: Proprio autor

O trabalho de Ledo et al. (2018) obtiveram apenas pectinas de alto grau de
esterificacdo (51 — 80%), ja no trabalho de Siqueira et al. (2022) foram obtidas pectinas tanto
de alto grau de esterificacdo (62,02%) quanto de baixo grau (29,87%), assim como neste
trabalho. Logo extracdes acidas com aquecimento se mostram mais favoraveis para a

extracao dos dois tipos de pectinas do mesocarpo de pequi.
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5.5 Teor de acido galacturénico

Os resultados na Tabela 5 mostram que algumas extracbes de pectina ndo se
enquadram no padrao minimo de 65% de &cido galacturénico (FAO, 2022).

A partir dos resultados do DCCR, verificou-se que os fatores pH, tempo e
temperatura tiveram efeitos lineares, efeito quadratico da temperatura e efeito da interacdo
tempo e interacdo significantes (p > 0,05) para a resposta teor de acido galacturénico (AG). A
Equacdo 10 representa 0 modelo matematico reparametrizado obtido pelos experimentos com
R2 de 79% (Tabela 8) sendo assim ser possivel propor este modelo. As figuras de curva de
contorno para a resposta (Figura 9) mostraram que teores de acido galacturénico acima de 65%
foram obtidos em pH superior a 1,8. Em pH de 1,8 a faixa ideal de temperatura foi de 75 a 82°C.
A medida que se aumentou o pH, a faixa de temperatura foi ampliada de 67° a 90°C. Teor de
acido galacturdnico a partir de 65% também poderia ser obtido a partir de 67°C usando o menor
tempo testado.

Para esta mesma resposta (AG), considerando um pH de 2,5 que foi 0 pH menos
acido encontrado com maiores rendimentos de extracdo de pectinas (>8%), € necessaria uma
temperatura minima de 71°C no menor tempo testado (30 minutos) para se conseguir teor de

acido galacturénico a partir de 65%.

AG =68,58 + 6,78 x1 - 5,80 x2 + 5,16 x5 - 6,15 x3? - 4,82 X2 X3 (10)

Tabela 8 — ANOVA para a variavel resposta teor do grau de esterificacdo das pectinas

extraidas do mesocarpo externo de pequi com acido citrico usando DCCR.

Fonte de variacéo SQ gl QM Fcal p-valor
Regressao 2129 5 426 8,1 0,00197
Residuos 576 11 52

F. ajuste 574 9 64 109,4  0,009088
Erro puro 1 2 1

Total 2705 16

R?=78,7 %

SQ: soma dos quadrados; gl: grau de liberdade; QM: quadrado médio; Fcal: F calculado

Fonte: Proprio autor
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Figura 9 — Curvas de contorno para teor de acido galacturdnico das pectinas em fungéo

do pH, temperatura e tempo.

pH (X:) x tempo (Xz) pH (X)) x Temperatura (Xs) tempo (Xz) x Temperatura (X:)
200 % o
25 B =
75 { = (-] o =%
= 5 5 » _ &
15 P 5 G
® ; & ;@
125 ;— o ;
® 5 ™ R
100 £ § . 5 g |
s ™ 5 @ E
= & 4 &
n
L s &0 4 & 1 :
= »m < = ~— () < = o e
14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 T4 15 18 2 22 24 26 28 3 3I2 M 0 4 W 8 {0 20 10 160 R0 200

pH x4 pH X tempo (X, minj
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Muitos trabalhos na literatura com extragdo de pectinas ndo relatam o teor de acido
galacturénico das pectinas extraidas ndo se tendo assim a garantia de que estdo dentro dos
parametros determinados pela FAO (2022). Pela revisdo realizada até o0 momento, esta foi a
primeira que é relatada uma extracao das pectinas de casca de pequi com &cido citrico e se tem

reportada uma relacdo com o teor de acido galacturdnico encontrado no material.

5.6 Indice de escurecimento

A cor é a primeira caracteristica percebida em um material, especialmente na
industria alimenticia, e pode variar de acordo com 0s processos tecnoldgicos aplicados. A
luminosidade, medida em uma escala de 0 a 100, indica a claridade ou escuriddo de uma
amostra, sendo que os valores mais préximos de 100 correspondem a amostras mais escuras
(Nogueira; de Jesus, 2014). Neste estudo, as amostras apresentaram luminosidade mediana,
com valores minimos e maximos de 39,49 e 62,55, respectivamente (Apéndice B).

Em uma percepgdo inicial, a olho nu, as amostras de pectina de pequi, indicaram
uma gama de tons marrons. Ao serem analisadas mais detalhadamente, revelaram uma
distribuicdo mais precisa no segundo quadrante do circulo cromatico, apresentando uma escala
que varia do vermelho ao amarelo.

Resultados semelhantes foram encontrados por Twinomuhwezi et al. (2023), que
ao extrairem pectinas da casca da tangerina, identificaram uma coloracdo levemente
amarronzada. Os autores ressaltaram que os componentes de cor contidos nas matérias-primas

estudadas influenciam na coloragdo das pectinas. Kute et al. (2019) relataram que a pectina
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com menor intensidade de cor s@o as mais desejaveis em aplica¢fes alimenticias, uma vez que
causam menor efeito na aparéncia final do produto. Todavia, quando aplicadas em matrizes de
cores mais intensas, o efeito da coloracdo da pectina pode ser amenizado.

A partir dos resultados obtidos por DCCR, o indice de escurecimento (IE)
apresentou respostas significativas a efeitos lineares, quadraticos e interacdes entre as diferentes
variaveis (x1-pH, xo-tempo e xs temperatura), conforme modelo apresentado pela Equacgdo 11.
A porcentagem de variacao explicada (R?) pelo modelo reparametrizado ficou em 80% (Tabela

9), sendo considerada adequada.

IE = 60,05 + 3,25 X2 - 2,81 X3 - 12,12 X1 X2 - 6,03 X1 X3 (11)

Tabela 9 — ANOVA para a variavel resposta teor do indice de escurecimento das pectinas
extraidas do mesocarpo externo de pequi com acido citrico usando DCCR.

Fonte de variacéo SQ gl QM Fcal p-valor
Regresséo 1718 4 430 12,0 0,000364
Residuos 428 12 36

F. ajuste 425 10 42 28,4 0,034422
Erro puro 3 2 1

Total 2146 16

R2=80 %

SQ: soma dos quadrados; gl: grau de liberdade; QM: quadrado médio; Fcal: F calculado

Fonte: Proprio autor

Observando as curvas de contorno (Figura 10), verificou-se um maior indice de
escurecimento com o aumento da temperatura nos pHs menores do que 2,6. Esse resultado pode
ser atribuido a degradacéo da pectina durante o tratamento térmico e armazenamento, processo
associado a formacdo de uronideos insaturados (Einhorn-Stoll et al., 2020; Hu et al., 2023).
Além disso, as cadeias laterais das pectinas também sdo hidrolisadas durante o tratamento
térmico, liberando aclcares neutros que podem contribuir para o escurecimento por meio da
reacdo de Maillard (Raka, Takada, & Hossain, 2021). Um comportamento inverso nos pHs
maiores do que 2,6 com relacdo a temperatura também foi observado. A variavel também

influenciou nesta resposta onde maior tempo promoveu escurecimento das pectinas.
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Figura 10 — Curvas de contorno para indice de escurecimento das pectinas em funcéo

do pH, temperatura e tempo.
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5.7 Potencial Prebiético

O efeito da pectina extraida do mesocarpo de pequi sob o crescimento de
Lactobacillus rhamnosus GG foi avaliado apos 24 h de incubacdo a 37°C (Tabela 10).
Independentemente do tratamento utilizado para extracdo de pectinas do mesocarpo externo do
pequi, todas elas foram assimiladas como fonte de carbono pelo microrganismo. Foi observado
gue 0 aumento da concentragéo das pectinas de pequi no meio de cultura provocou uma reducao
no crescimento dos L. rhamnosus o que pode estar associado a menor disponibilidade de agua
do meio. Outro fator que pode ter contribuido para um menor crescimento do microrganismo
seria 0 aumento da viscosidade. Isto porque um aumento de viscosidade poderia prejudicar a
mistura com 0 meio de cultura levando a uma ndo homogeneidade dos componentes,
ocasionando uma reducdo no crescimento dos microrganismos. Tamargo et al. (2018)
mostraram que alteracdes de viscosidade afetam a difusdo de nutrientes e o desenvolvimento
microbiano intestinal. Sendo assim, a concentracdo de 0,5% de pectina no meio de MRST foi
mais adequada para o crescimento do microrganismo do que a 1% nas condi¢Oes estudadas

neste trabalho.
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Tabela 10 — Valores de densidade 6tica referentes ao crescimento de L. rhamnous GG apés

24h utilizando fontes de carbono de meio MRSf e de pectinas do mesocarpo externo de

pequi.

Absorbancia (660nm)

Concentracéo (m/v)

Fonte de carbono 0,5% 1%

MRSf 0,206 0,206
MRSf + PT1 0,365 0,283
MRSf + PT2 0,452 0,152
MRSf + PT5 0,497 0,262
MRSf + PT6 0,448 0,288
MRSf + PT10 0,434 0,419
MRS + PT11 0,443 0,284
MRSf + PT12 0,419 0,299
MRSf + PT15 0,455 0,279
MRSf + FOS 0,880 1,213

MRSf- Caldo Man, Rosa e Sharp formulado; PT- Pectina do mesocarpo externo do pequi; FOS-
Frutooliossacarideo

Fonte: Proprio autor

As cadeias laterais de agucares neutros e regides de ramnogalacturonana | (RG-I) e
a ramnogalacturonana Il (RG-II) presentes na estrutura das pectinas tém sido relacionadas ao
efeito prebiotico destes polissacarideos (Canteri et al., 2012).

Os resultados da Tabela 10 mostram o A das absorbancias referente ao crescimento
do microrganismo medidas no tempo de 24 horas e 0 horas. Realizando o teste de dunnett os
resultados indicaram que das fontes de carbono com as pectinas de pequi em relagdo apenas ao
meio MRS apenas o experimento com PT2 na concentracdo de 1% néo apresentou diferenca
significativa (p>0,05).

Comparativamente ao FOS, um prebiotico comercial, nas condi¢des estudadas, o
crescimento do probiético na presenca das pectinas foi inferior. Porém, o crescimento
bacteriano ndo é o Unico critério para ser considerado um prebidtico. E necessario o composto
ser resistente a acidez gastrica, nao ser hidrolisado por enzimas de mamiferos, ocorrer absorcdo
gastrointestinal, fermentacdo pela microflora intestinal, estimulacéo seletiva do crescimento,
atividade de bactérias intestinal associadas & salde e bem-estar, além de suficientemente

descrito para permitir comparag6es de dados robustas e fabricacao reproduzivel do ingrediente
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(Roberfroid et al., 2011; Davani-Davari et al., 2019; Hutkins et al., 2024). Assim, estudos
futuros devem ser realizados para comprovar a caracteristica prebiotica das pectinas de pequi.
Sem duvida, o uso das pectinas de pequi seria uma forma de agregacéo de valor as

cascas deste fruto, um residuo gerado em grande quantidade no consumo da fruta.

5.8 Teste de Toxicidade

As doses de 4 mg/kg, 20 mg/kg e 40 mg/kg das amostras de pectinas analisadas nao
foram tdxicas para zebrafish adulto até 96 h de analise (DLso > 40 mg/kg), pois ndo houve um
quantitativo de morte significativo e nenhuma alteracdo anatdmica aparente nos animais
durante este periodo (p > 0,05). Alves et al. (2024) ao realizar teste similar concluiram que as
doses ministradas de pectinas de limdo ndo foram toxicas. No painel European Food Safety
Authority (EFSA, 2017) é determinado pelo comité cientifico que o consumo diario de pectinas

pode variar de 6 a 38 mg/kg.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa realizada sobre a extracdo de pectinas do mesocarpo externo do pequi
utilizando acido citrico mostra que ha possibilidade de extracdo de pectinas com diferentes
graus de esterificagdo e a quantidade minima exigida de 65% de &cido galacturdnico, conforme
estabelecido nas diretrizes de uso de pectinas. A substituicdo de acidos minerais por acido
citrico, amplamente utilizado na inddstria alimenticia, mostrou-se promissora por manter a
eficiéncia do processo de extracdo. Este fator é de grande interesse para a industria, que busca

solucdes mais sustentaveis sem comprometer a qualidade dos produtos.

Com relacdo ao processo de extracdo, foi observado que pHs mais baixos
proporcionaram um rendimento superior de até 16,67%, e maiores graus de esterificacdo
atingindo até 73,82%. A obtencdo de pectinas de diferentes graus de esterificacdo é vantajosa,
uma vez que suas aplicacdes podem variar dependendo dessas caracteristicas, ampliando as
possibilidades de utilizacdo desse biopolimero em diferentes produtos alimentares ou

farmacéuticos.

Com base nos modelos encontrados para o percentual de &cido galacturénico e
rendimento ao realizar uma analise conjunta € possivel definir que para obter pectinas com teor
de &cido galacturénico de no minimo 65% e rendimentos de pelo menos 8% pode-se trabalhar
com pH na faixa de 2,5, temperatura de 73°C e o tempo de cerca de70 minutos. Para as respostas
de grau de esterificacdo e indice de escurecimento nas condic¢des indicadas obtém-se pectinas
de alto grau de esterificacdo e com indice de escurecimento mediano referente a 60%. O
aumento do pH de extragéo tende a gerar pectinas de baixo grau de esterificacdo, entéo se assim

desejado é possivel realizar esse ajuste para obter este tipo de pectina.

Os testes realizados para avaliar o potencial prebidtico das pectinas extraidas
demonstraram resultados promissores, ja que, independentemente do grau de esterificacdo,
todas as amostras favoreceram o crescimento da bactéria probiotica Lactobacillus rhamnosus
GG. Esse achado é significativo, pois sugere que as pectinas do pequi podem ser incorporadas
em produtos que visam promover a salde intestinal. Apesar de resultados promissores para um
potencial prebidtico é necessario a realizacdo de mais analises para que haja a comprovacéo de

tal efeito.
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Além disso, as amostras selecionadas ndo apresentaram toxicidade nos testes
realizados com modelos de zebrafish, o que reforca a seguranca do uso das pectinas extraidas

do pequi em potenciais aplica¢Ges alimenticias e terapéuticas.

A principal contribuicdo desta pesquisa esta na valorizagdo dos residuos do pequi,
fruto amplamente consumido no Brasil, especialmente na regido do Cerrado. Ao demonstrar
que esses residuos podem ser aproveitados para a extracdo de pectinas com possiveis
propriedades prebioticas, o estudo abre caminho para o desenvolvimento de novos produtos,

agregando valor a um subproduto que, de outra forma, seria desperdicado.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que a extracdo de pectinas do mesocarpo externo do pequi utilizando
acido citrico é uma alternativa viavel e sustentavel, com resultados que atendem as
especificacbes estabelecidas para a indastria alimenticia. Os resultados de DCCR
demonstraram um melhor resultado de acido galacturdnico e rendimento para pHs mais acidos,
em temperatura de cerca de 70°C e tempo de extracdo de 70 minutos, resultando em pectinas
com alto grau de esterificagdo. Por outrora, pectina de baixo grau de esterificacdo foram obtidas
para pHs acima de 3. Estudos de validagdo que comprovem serem estas as melhores condig0es
de extracdo podem ser realizados posteriormente. Os achados quanto ao potencial prebiotico
das pectinas extraidas sdo promissores, destacando seu efeito positivo no crescimento da
bactéria probidtica Lactobacillus rhamnosus GG, sem apresentar toxicidade em modelos
bioldgicos. Assim, a pesquisa ndo s6 promove 0 uso sustentavel dos residuos do pequi, mas
também impulsiona o desenvolvimento de novos produtos com beneficios a salde. Novos
estudos s@o necessarios para confirmar o potencial prebidtico observado e ampliar as aplicacGes

industriais dessas pectinas.
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APENDICE A-TABELA DE DADOS DE ANALISE COLORIMETICA DAS PETINAS

EXTRAIDAS DO MESOCARPO EXTERNO DO PEQUI COM ACIDO CITRICO

Cor

L a* b* c* h indice BI
PT1 62,548 3,316 20,472 20,74 80,806 42,72249
PT2 61,534 4,166 21,558 21,554 79,068 47,22166
PT3 51,678 5,612 24,42 25,056 76,942 70,1218
PT4 45,474 7,476 22,58 23,786 71,68 78,69728
PT5 50,238 4,226 23,598 23,974 79,836 67,72036
PT6 47,736 5,25 19,438 20,13 74,9 59,25154
PT7 50,48 3,998 20,844 21,224 79,144 57,79896
PT8 39,822 3,3 8,958 9,548 69,776 31,13034
PT9 39,492 4,408 15,62 16,318 74,306 57,51491
PT10 42,69 5,358 18,396 19,166 73,854 64,31491
PT11 57,022 3,416 23,126 23,376 81,6 55,11471
PT12 43,38 4938 20,144 20,74 76,224 69,09831
PT13 52,468 4736 26,18 26,588 79,742 73,41628
PT14 40,214 5,84 16,824 17,808 70,864 63,74158
PT15 55,2 4,494 23,472 239 79,158 59,97378
PT16 49,008 5,196 20,992 21,626 76,096 62,39278
PT17 47,98 4,528 20,34 20,838 77,438 60,76722

Fonte: Proprio autor



