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RESUMO

Foi feita uma revisdo da literatura referente a preparagao de

- - .

pectina de baixo teor de grupos metoxila e a cinética da rea-

¢3o de desmetoxilagao.

Foi estudada a acdo de acido clorfdrico, hidroxido de sddio e

aménia na desmetoxilac3do de pectina citrica.

Foi também estudada a velocidade da reagao de desmetoxilagao,
bem como a velocidade da.reagao de amonolise, quando foi em=

pregada amonia, tanto em meio aquoso como alcoolico.

Dos resultados obtidos, concluiu-se que a desmetoxilagao com-
amdnia em meio alcodlico na proporcao de 2,3/1 de amdonia-pec-
tina, € a técnica mais adequada para a obtengao de pectina de
baixo teor de grupos metoxila. Os resultados sao independen -

tes do grau alcodlico da mistura de reagao.



SUMMARY

The literature on the preparation of low methoxyl pectin and

on the reaction kinetics of demethoxylation was reviewed,

The effect of hydrochloric acid, sodium hydroxide and ammonia

on the demethoxylation of pectin was studied.

The reaction velocities of demethoxylation and ammonolysis when

employing aqueous or ethanolic ammonia were also studied.

From the results it was established that the demethoxylation
of pectin with ammonia in ethanol at the ratio of 2,3 parts of
ammonia to 1 part of pectin was- the most suitable technique
for preparing low methoxyl pectin., Results were shown to be
independent from the ethanol concentrations within the

limits of 65 to 89%.
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1. INTRODUCAOQ

Pectinas tem grande aplicagao na industria de alimentos, onde
sao largamente empregadas na preparacdo de geléias. Essas pec
tinas necessitam de acido e de grande quantidade de acgicar pa

ra formarem géis.

Entretanto, existe consideravel potencial de uso para as pec
tinas de baixo teor de grupos metoxila, que podem formar géis
num largo intervalo de pH, sem necessidade de aglcar, necessi
tando, entretanto, da presenca de cations bivalentes, sendo o

mais comumente empregado o calcio.

No presente trabalho, visou;se estudar as melhores condigoes-
de laboratorio para a desmetoxilacao de pectinas citricas a-
través do estudo da cinética de reagcao de desmetoxilagao, A
otimizagcao de um processo quimico de hidrolise dos grupos me=
toxila da pectina, depende diretamente do conhecimento dos da
dos cineticos dessa reagao e apresenta consideraveis dificul-
dades de estudo sistematico pela diversidade de propriedades=
do produto final, quando pequenas variacoes de condi¢oes de -
reacao sao introduzidas no processo. Tambem o estudo cinético
apresenta problemas que exigem algumas aproximagoes para a in
terpretacao dos resultadosiquando temos sistemas hetercgéneos

de reagao, como aqueles que aparecem neste trabalho.



0s dados cindticos obtidos serao passiveis de extrapolagao pa-
ra valores de capacidade industrial, tornando a desesterifica-

¢30 de pectinas técnica e economicamente viavel.



2, REVISAO DA LITERATURA

A desmetoxilacao de pectina foi estudada ja em 1921 por Tu-
tin (1), que observou a formacao de metanol e sal de acido-

péctico pela agao da pectase ou de alcali sobre pectinas.

Myers e Baker (2), em 1927, observaram uma diminui¢ao na
viscosidade de solugoes de pectina por adicdo, a temperatu-
ra ambiente, de acido ou 3lcali as solucdes, 0 efeito era -

mais pronunciado quando eram empregadas solucoes alcalinas.

Em 1929, Paul e Grandseigne (3) observaram que solugoes de
pectina tratadas com pectase formavam um gel firme na pre -
senca de sais de metais alcalino terrosog. 0s mesmos auto =
res observaram ainda que, quando pectina e pectase eram adi
cionados ao leite, havia formacao de gel, mesmo sem aqueci-

mento.

Joseph (4), em 1930, observando que o leite coagulava por a
dicao de pectina, independente do meio, sugeriu que a coagu
lagao era devida a remog3do de calcio do complexo de caseina

ela pectina or adsorcao ou por combinacao quimica.
sy P ¢ p

Kertesz (5), em 1939, investigando a mudanca na viscosidade
de solugoes de pectina a pH 3,2 aquecidas a 100°¢c por dife~
rentes tempos, observou que o poder redutor e o teor de gru

pos metoxila nao sofreram mudangas durante o periodo de a-



quecimento da experiéncia (8 horas), enquanto que a viscosi
dade mudou em aproximadamente 90% neste periodo. 0 referido
autor sugeriu que o aquecimento nao provocava mudangas qui=-
micas na pectina inicial e que, a viscosidade das solugdes~
dependia da presenga de agregados secundarios formados pe-

las moléculas de pectina e que esses agregados seriam des -

truidos pelo calor.

Em 1941, Baker e Goodwin (6) patentearam um metodo de prepa
racao de agentes geleificantes pela adigcio de sais de Al, =
Fe, Ca, Mn e Ni a pectinas com teor de metoxila variando de
3 a 6,5%. Segundo a patente de Baker e Goodwin (6), a forma

¢ao do gel em agua ocorria a pH variando de 3,5 a 7,0.

Kaufman et al (7), em 1942, preparando géis de pectina de
baixo teor de grupos metoxila em presenga de calcio, obser=~
varam que, quanto maior o peso molecular da pectina, maior-
era a firmeza do gel. Os autores (7) observaram tambem que
sais de calcio soluveis n3o eram desejaveis na preparacao -
dos geis, porque esses compostos forneciam fons de calcio -
tao rapidamente que os géis ficavam granulosos., 0s sais de
calcio menos solﬁvefs, como fosfato, citrato, carbonato, -
reagiam mais lentamente com o 3cido pectinico, permitindo -

um melhor controle da reacgao.

Em 1944, Owens et al (8), estudando a viscosidade de solu =

:0es de pectinas citrica e de maga com iqgual teor de grupos
¢ p ¢



metoxila, verificaram que a viscosidade relativa das solu--
¢oes variava com a cohcentraggo de maneira similar a outros
coloides hidrofilicos fonizaveis. Para solugdes dilufdas de
pectina, a viscosidade relativa tinha valor maximo a pH em
torno de 6, sendo que, quando a concentracao de pectina era
maior que 0,5%, a viscosidade relativa n3o era afetada por
mudancas de pH no intervalo de. 1 a 7. 0Os referidos autores-
observaram que solugdoes de pectina de concentracgdes inferio
res a 0,05% nao sofriam mudan¢a nas viscosidades relativas-
no intervalo de temperatura de 0 a 50°¢C. Entretanto, a con-
centragoes superiores a 0,05%, as viscosidades relativas de

cresciam com o aumento da temperatura.

McCready et al (9), em 1944, tratando pectina citrica com
hidroxido de sodio a diferentes pH e diferentes temperatu -
ras, observaram que, paralelamente a reacao de desmetoxila-
¢ao, havia também a degradacao da cadeia do polissacarfideo,
e que a velocidade de desesterificagao em relagao a de de-
gradagao, variava com o pH e a temperatura, Assim, a pH 10-
e a ISOC, a degradacgao era mehor do que a desesterificacgao,
e a pH acima de 10, a mesma temperatura, a degradac3o se da
va em proporg¢ao maior que a-desesterificac3o. 0Os referidos~-
autores concluiram que as melhores condigoes de reagcao se-
riam temperaturas maximas de ISOC para valores de pH ate 10
enquanto que para valores de pH acima de 10, a temperatura-

- . . o
nao deveria ser superior a 5 C.



0s mesmos autores, comparando as velocidades de desterifica
¢ao da pectina com hidréxido de amonio e com hidrdxido de
sodio a pH 11 e a ISOC, verificaram que, apesar da velocida
de de reacao com hidroxido de sddio ser aproximadamente o -
dobro da velocidade de reacao com hidroxido de amdnio, o u-
so deste Ultimo reagente para a desesterificagao da pectina
a pH proximo de 11, apresentava a vantagem de formar um pro

duto com menor conteudo de cinzas.

Ainda McCready et al_(9), estudando a influéncia de diferen
tes sais em varias concentragoes na desesterificacao da pec
tina com hidroxido de amdnio a pH 11 e a ISOC, verificaram-
que um aumento nas concentragoes dos diferentes sais aumen-
tava a velocidade de reagao e que a ordem de efetividade -~
dos cations no aumento da velocidade de reacao era: Ca>Mg >

Na = K,

Lineweaver (10), em 1945, desesterificando pectina com hi-
dréxido de sddio a pH 9,0 e 3 temperatura de 29,5°C, obser-
vou que na presencga de diversos eletrolitos em diferentes -
concentragoes, havia um aumento da velocidade da reac3o de
desesterificagao da pectina em atée 400%, dependendo da con-
centragao dos eletrolitos. 0 referido autor observou ainda-
que o cloreto de calcio acelerava mais a reacao de deseste-
rificacao do que o cloreto de sGdio em condi¢bes iguais de

forca ionica e pH.



Em seu trabalho, Lineweaver (10) concluiu que no caso da pec
tina, a consideravel aceleracao da velocidade de desesterifi
cagao, em relacdo a velocidade de desesterificacdo de éste -
res mais simples pelo efeito salino, seria devido a neutrali
zagao das cargas dos Tons carboxTlicos pelos cations, facili

tando desse modo a aproximag¢ao dos Tons hidroxila responsa -

veis pela hidrolise.

Schultz et al (11), em 1945, desesterificando pectinas citri
ca e de maca por métqdos quimicos e enzimatico, verificaram-
que pectinas desmetoxiladas enzimaticamente, apresentavam ca-
racteristicas de pectina de baixo teor de grupos metoxila, -
com teor de metoxila acima de 8%, enquanto na desesterifica-
¢ao com acido ou alcali, esse teor deveria ser ao redor de
6%. Os referidos autores verificaram também que acidos pect]
nicos desesterificados por enzimas eram menos dissociados do
que acidos pectinicos com mesmo teor de grupos metoxila pre-
parados por alcali. Para.explicar essa diferenca no comporta
" mento de pectinasaesesterificadas enzimaticamente e de pec-
tinas desesterificadas por metodos quimicos, os referidos au
tores sugeriram qﬁe o acido ou alcali desesterificava a ca-
deia poligalacturdonica indiscriminadamente, enquanto que a
enzima atuava somente em determinadas regices da cadeia, for
mando acidos semelhantes a acidos pécticos. Segundo Schultz-
et al (11), as porgoes da cadeia poligalacturdnica livres de

grupos metoxila, apresentavam uma concentragao alta de gru -

.-7—



Pos carboxila que atrairiam os Tons de hidrogénio mais for-
temente que os grupos carboxila distribuidos mais homogenea

mente na cadeia,

Speiser et al (12), em 1945, estudando a desmetoxilagSO de
pectina de maga com diferentes concentracdes de acido e a
varias temperaturas, verificaram que o adcido n3o s desmeto
xilava a pectina, como também removia outros carboidratos -
ligados a cadeia de pectina, produzindo uma substancia com
maior grau de pureza sem, no antanto, causar uma degradacgao
excessiva na molécula. Os mesmos autores verificaram, com =

relagao a cinética da desmetoxilacdo que a reacdo era de -~
primeira ordem em relagao 3 concentragao de éster, e que a
energia de ativacao dessa reacao estava de acordo com os va
lores obtidos para a hidrolise em meio acidode esteres de bai
xo peso molecular, sugerindo, portanto, que a hidrolise dos
grupos metoxila era independente da estrutura do resto da

molecula. O0s referidos autores observaram também que a velo

cidade de reagao aumentava com o aumento da temperatura.

Ainda Speiser et al (12), estudando a desesterificacao da -

pectina de mag¢a por pectase a pH 6,0 e a diferentes tempera

turas, verificaram que a velocidade de remocao de outros
carboidratos ligados a cadeia poligalacturdnica era muito -
menor que a velocidade de desesterificacao e observaram -
também que a velocidade de desesterificac3o era maxima a -

50°¢C,



Merril) e Weeks (13), em 1945, estudando a viscosidade a 25°C
de solucoes a 1% de péctinas citrica e de maga, como uma fun
¢ao do tempo de aquecimento a diversas temperaturas, verifi-
caram que a perda em viscosidade relativa era extremamente -
associada ao decrescimo de viscosidade intrinseca da pectina
e também que o valor para a energia de ativacdo da perda de
viscosidade com o tempo de aquecimento estava de acordo com-
os valores para o rompimento de ligacoes quimicas primarias.
O0s referidos autores sugeriram que a grande diminuigcao nas =
viscosidades de solugoes de pectina com o aquecimento era de
vido mais ao rompimento de ligagcoes quimicas do qhe a destru

icao de agregados secundarios.

Em 1946, Merrill e Weeks (14), desesterificando pectinas ci -
trica e de maca a diferenteﬁtemperaturase a diferentes pH,~-
verificaram que a reacao de desesterificacao em meio acido e
ra de primeira ordem, em relagao a concentracao de pectina e
que a energia de ativagao decrescia com o aumento de tempe-
ratura. Os autores verificaram tambem que a ve!ocidad; de de
gradacao em relagao a velocidéde de desesterificagao em solu
coes aquosas, diminuia pela adig¢ao de acidos; isto &, o aci-

do catalisava mais a desesterificacao do que a degradacao.

Foi observado tambem por Merrill e Weeks (14) que a adigdo de
sais neutros diminuia o pH e aumentava a velocidade de deses

terificagao de solugoes de pectina no seu pH natural; e que-



essas mudangas eram mais influenciadas pelos cations, princi
palmente divalentes do que pelos anions. Sequndo os referi =
dos autores, essas observacoes estao de acordo com a hipote-

se de que estes efeitos especificos estao relacionados a in-

teracao dos grupos carboxila com citions.

Em 1946, Woodmansee et al (15), estudando a acao de acgicares
na dispersibilidade de pectinas em agua, em presenca:de saca
rose e dextrose, verificaram que pectina de baixo teor de =
grupos metoxila era mais rapidamente dispersavel em agua,
a pH 3,35, quando sacarose estava presente em grande quanti-
dade, enquanto que a pH 2,95 a dispersibilidade era mais ra-

pida em presenca de grande quantidade de dextrose.

Os autores (15) estudando tambem o efeito de aclicares em pos
para preparacao de geleias com pectina, concluiram que a pre
senca de sacarose, como unico aglcar, produzia géis com tex-
tura granulosa e que essa textura poderia ser melhorada,

substituindo parte da sacarose por dextrose. Por outro lado,
po para geléias, contendo somente dextrose como aclcar, pro
duzia geléias nas quais, em pouco tempo, havia aparecimento-
de dextrose cristalizada. Portanto, para a obtencao de ge=
léias de boa aparéncia, seria desejavel que o actucar adicio=
nado em pos para a preparagéo de geléeias, fosse uma mistura=

de dextrose e sacarose,

Speiser e Eddy (16), em 1946, desesterificaram pectina de ma

-10-



¢a visando uma explicacdo para a grande diferencga de compor
tamento na formacao de geis, de pectinas desesterificadas -
por écido.e por enzimas, Os autores (16), estudéndo a influ
éncia do peso molecular e do método de desesterificacio na
geleificacao, observaram que a firmeza dos géis com 65% de
solidos soliveis, dependia, principalmente, do peso molecu=
lar da pectina, enquanto que a firmeza dos géis formados na
presenca de calcio, dependia marcadamente, do grau de este-
rificacao. Os mesmos autores notaram que pectinas desesteri
ficadas por enzimas, produziam géis menos firmes do que as
pectinas de peso molecular e grau de esterificagao analogos
desesterificadas por acidos. Esses autores sugeriram que de
vido & grande seletividade da ac3o enzimiatica, certas re-
gioes da molécula eram mais desesterificadas que outras, -

formando géis menos firmes.

McCready et al (17), em 1946, estabeleceram um método de -
precipitacao de pectinas de baixo teor de grupos metoxila,-
apenas por adigao de acido, sem necessidade de concentrac3o
da solugao de acido pectinico e sem o emprego de agentes or
ganicos precipitantes. 0s autores (17), concluiram que pec~-
tinas desesterificadas por acido ou alcali, com atéd 4% de
grupos metoxila e viscosidade intrinseca maior do que 2, e-
ram precipitadas pela adicao de 3cido com rendimento supe -

rior a 90% e a pH inferior a 2 e a temperaturas inferiores-
P

a 25°C. Por outro lado, pectinas desesterificadas por enzi-

“-11=~



mas, podiam ser precipitadas pelo mesmo metodo com um rendi
mento de 80% ou maior quando o contelddo de grupos metoxila-

era inferior a 7%.

Baker e Woodmansee (18), em 1947, estudando o envelhecimen-
to de géis de uva, feitos com pectina de baixo teor de gru-
pos metoxila contendo, aproximadamente, 30% de solidos solg
veis e tendo um pH ao redor de 3,1, verificaram que a firme
za dos geis aumentava durante o armazenamento, paralelamen-
te a3 perda de elasticidade dos mesmos, sendo esse aumento -
maior nos meses de verao, concluindo que a diminuicao de -
grupos metoxila da pectina durante o armazenamento era res-

ponsavel pelo aumento da firmeza do gel.

Owens e Maclay (19), em 1948, patentearam a preparacao de -
pectinas de baixo teor de grupos metoxila e alto peso mole-
cular por tratamento do proprio tecido vegetal desintegrado
em agua, com alcali a pH variando de 6 a 10 e a temperatu -
ras variando de 0 a 60°C. 0O pH foi mantido constante duran-
te todo o tempo de reacao pela adic3o de alcali. A reacao -
foi interrompida pela adi¢cao de acido e, em sequida, a mis-
tura foi aquecida a ebuligao, na presenca da Calgon para a

extracao da pectina do tecido vegetal,

Em 1948, McCready et al (20), em uma patente, descreveram o
isolamento de acidos pectinicos com baixo teor de grupos me

toxila, produzidos por desesterificacao acida, alcalina ou

=] 2-



enzimatica. A precipitacao foi feita por tratamento da solu
¢ao aquosa com dcido mineral a um pH abaixo de 2,0. 0 acido
pectinico foi separado da solugao acidificada e o excesso -
de acido removido por lavagem com aqua até que o pH da a-
gua de lavagem fosse no maximo 2,2. 0 precipitado lavado, -

foi entao seco.

Em 1548, Maclay et al (21), pafentearam um método de deses-
terificacao de pectinas pela ac3o de pectinaesterase em um
complexo pectina-aluminio a pH L4,2-4,5, A pectina de baixo-
teor de grupos metoxila obtida foi separada pela adigcao de

acido mineral.

Owens et al (22), em 1949, estudando os fatores que influi-
am nas caracteristicas de geleificacao de pectinas citrica-
e de maga de alto e baixo teor de grupos metoxila, verifica
ram que géis de pectina com alto teor de sélidos, tinham -
maior firmeza em condigoes que favoreciam a formag3o de pon
tes de hidrogénio entre'as moléculas de pectina, tais como:
pH, onde a molécula de pectina era praticamente n3o ioniza-
da e conteldo de agente desidratante suficiente para a des~-
solvatagao da molécula de pectina. Os referidos autores ob-
servaram, em relacaoc aos géfs de pectina de baixo teor de
grupos metoxila e com baixo teor de solidos, que:

a) a firmeza do gel era maior a pH em que a ionizagdo do 3-

cido pectinico poderia ser considerada total;

-13~-



b) a quantidade de Tons de cdlcio requerida para a formacao

do gel, dependia do teor de grupos metoxila na pectina;

c) a solubilidade em agua dos sais de calcio do acido pectl
nico aumentava com o aumento dos grupos metoxila na pec-

tina,

Os autores (22), concluiram que os géis de pectina com alto
teor de solidos, seriam formados através de ligagdes de hi
drogénio, enquanto que os géis de baixo teor de s6lidos se-
riam formados atraves de ligacoes cruzadas envolvendo Tons-

de calcio, suplementadas por ligacdes de hidrogénio.

.-
Em 1949, Woodmansee e Baker (23), estudando a reacao de des
esterificacdo de pectina a 60°C com varias concentracdes de
acido, observaram que a desesterificacao a pH 1,0 e a pH -
0,5 era de facil controle, enquanto que a pH abaixc de 0,5,
o teor de grupos metoxila era rapidamente reduzido e a rea-
¢ao se tornava dificil de ser controlada. Sequndo esses au-
tores, ocorria um rapido decréscimo no grau de polimeriza -
¢ao da pectina quando os tempos de desesterificacao foram -

aumentados a alta acidez.

Joseph et al (24), em 1949, estudando a desesterificacao da
pectina com hidroxido de amonio, observaram que havia forma
cao de amidas paralelamente a reacao de hidrolise do éster,
tanto em sistemas alcoolicos quanto em sistemas aquosos con

tendo alta concentracao de hidroxido de amdnio. Os referi -

-14-



dos autores verificaram também que em sistemas alcoolicos a
. . -~ . . v + .
quantidade de amonia era maior do que a de Tons NHA , expli
cando assim o aumento da velocidade de formacao de amida em
sistemas alcodlicos em relagao ao fato de que amidas forma-

vam quando amonia reagia com ésteres.

Segundo os mesmos autores, se na desesterificacao da pecti-

na com hidroxido de amonio em meio alcodlico, a concentra
¢ao de hidroxido de amdnio, temperatura e tempo de reacio -

forem controlados, o peso molecular da pectina n3o sofreria

grande alteragao, podendo entao ser produzide um produto

com 25 a 35% de esterificacao para uso comercial,

Ainda Joseph et al (24), es}udando géis de pectinas deseste
rificadas por hidroxido de amdnio em meio alcodlico, verifi
caram que a quantidade de calcio requerida por grama de pec
tina para a producao de um gel de determinada firmeza perma
neceu constante mesmo com um aumento de até oito vezes na
concentragao de hidroxido de amdnio durante a desesterifica
¢ao, que produziu um aumento correspondente em grupos amfdi
cos. 0Os referidos autores observaram também que o contetdo-
de nitrogénio amidico permanecia constante antes e depois =
da geleificagao sugerindo que os Tons de calcio reagiam com
os grupos carboxila livre§ e com alguns grupos carbecxila =~

neutralizados por hidroxido de amonio, mas nao com os gru -

pos amidicos.

_‘5..



Hills et al (25), em 1949, estudando a eletroforese de pec-
tinas desesterificadas por enzimas, concluiram que as enzi-
mas hidrolizavam grupos metoxila em posicoes determinadas -
da molécula de pectina. Os referidos autores observaram tam
bém que os geis de pectina desesterificada por enzimas eram
pouco firmes e que a firmeza do gel aumentava com o aumento
da desesterificacao enzimatica, concluindo que esse aumento
de firmeza dos geéis era devido ao aumento da homogeneidade-
na distribuicao de cargas na molécula, pela diminuigdo pro-

gressiva do teor de grupos metoxila.

Em 1949, Maclay e McCready (26), patentearam um método de =
desesterificagao de pectina em solugdo alcalina, a tempera-
tura variando de 12 a 15°C e pH variando de 10 a 12, Duran-
te a reagao, o pH foi mantido constante pela adigao de alca
li. No final da reacao, o pH foi ajustado para valores va-
riando de 3,5 a 4,5 e a pectina foi precipitada pela adigao

de alcool.

Bryant (27), descreveu em uma patente de 1949, a preparacgao
de pectina de baixo feor de grupos metoxila em solugao al-
coolica 75%, contendo 2 a 16 vezes a quantidade de amonia -
necessaria para romper os g}upos metoxila na pectina. A rea
cao foi feita a 25°C e completada em duas horas. Por este -
tratamento, os grupos metoxila foram transformados em gru -
pos amida e os grupos carboxila livres foram transformados

em sais de amonio, 0 produto obtido por Brvant (27), mos -~
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trou aproximadamente a seguinte distribuicao: grupos carbo-
xila livres 12 a 20%; sais de amonio 15 a 35%; grupos amida
20 a 30% e grupos metoxila 25 a 35%, sendo que este produto

s6 necessitava de Tons de cidlcio para a geleificacgao.

Em 1950, Owens et al (28) patentearam um método de isolamen
to de pectina de baixo teor de grupos metoxila, sem o uso -
de solventes organicos ou concentracao a vacuo. Solucdes de
pectinas de baixo teor de grupos metoxila preparadas por -
desesterificagao acida, alcalina ou enzimatica, foram trata
das com 2 a 10% de NaCl a pH entre 3 e 5 para a.precipita -

¢ao das pectinas.

Graham e Shepherd (29), patentearam em 1950 um metodo de neu
tralizacdo de pectina de baixo teor de grupos metoxila, em
pregando um método que envolvia a neutralizacdo do gel aci-
do, contendo 38 a 60% de pectina com NaHCO3 em quantidades-
suficientes para a obtencao de uma solugao de pectina a 1%,
com um pH entre 4 e 5, 0 material obtido era posteriormente

seco.

Em 1950, Mitchell (30), estudando a forma pela qual o nitro
génio se ligava a molécula de pectina desesterificada por a
monia, observou que o aumento de grupos carboxila livres =
nao se dava na mesma proporcao que a diminuigcao dos grupos-

metoxila,

..'i?-.



Mitchell (30) observou também que no tratamento com alcool
‘metilico de pectinas desesterificadas com amonia, havia so
mente uma pequena mudanca no conteudo de nitrogenio que po
deria ser atribuida ao aumento no conteldo de grupos meto-
xila ou no conteldo de galacturonideo, enquanto que o teor
de grupos metoxila aumentava,concluindo assim que os gru=
pos amida nao foram substituidos por grupos metoxila e que

0s grupos carboxila livres foram esterificados.

Owens (31), em 1950, em uma patente descreveu um método de
lixiviacao com acido'de pectina previamente desmetoxilada-
"in situ', a pH de 0 a 2,5 e a temperaturas entre 20 e'50°
C. Depois de cémpletada a lixiviacao, a pectina desmetoxi-
lada foi extraida com agua (o pH foi ajustado aproximada -
mente de 3,0 para 5,0) e, posteriormente, precipitada; o -
referido autdr nao mencionou o método de precipita¢ao da -

pectina.

Em 1953, Graham e Shepherd (32), desesterificando pectina-
citrica com hidroxido de aménio em meio aquoso, verifica -
ram que era possivel evitar a degradagdo intensa da molécu
la desde que a reacao fosse feita a baixas temperaturas. -
Os referidos autores verificaram tambem que a neutraliza -
cao parcial da pectina de baixo teor de grupos metoxila, -
aumentava a sua solubilidade e a sua estabilidade durante-

O armazenamento.

~18-



Em 1953, em uma revisao sobre pectinas de baixo teor de me=-
toxila, publicado pela Sunkist Growers inc (33), foi descri
ta a formagao de geis com pectinas de baixo teor de grupos=-
metoxila, tanto a pH 6,5, com leite, como a pH 2,5, com su-
cos de frutas ou vegetais. Segundo a referida publicacgao, a
adigao de baixas concentracdes de Tons de sodio, produziram

géis de melhor qualidade.

Katchalsky e Feitelson (34), em 1954, desesterificando pec=
tina citrica com hidréxido de sodio a 4°C e a diferentes pH
observaram que a constante de velocidade de reagao decres =
cia com o tempo da reagdo. Os referidos autores sugeriram =
que o campo eletrostatico fortemente negativo dos grupos -
carboxila, formados durante a hidrolise, causava a diminui-

¢ao da velocidade de reac3do.

Shepherd et al (35), em uma patente de 1954, que descreve a
preparacgao de géis de pectina de baixo teor de grupos meto-
xila, atribuiram as dificuldades da preparacao desses gais-
a frio, a presenca de Tons de calcio, que envolviam as molée
culas de pectina de baixo teor de grupos metoxila, produzin
do um gel granuloso, Segundo os referidos autores, esse e-
feito poderia ser eliminadoé pela preparagao de um produto=-
contendo uma combinagao de agﬁcare pectina, Este produto -~
foi preparado, dissolvendo-se uma parte de pectina para, nho
minimo, dez partes de agicar em agua, e a solucio aquosa so

fria posterior desidratacao.
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Em 1958, Neukon e Deuel (36), determinando a viscosidade in-
trinseca de pectatos de sodio obtidos por desesterificagdo -
de pectinas por hidroxido de sodio a diferentes temperaturas
observaram que as pectinas, sendo polissacarideos oxidados,~
teriam suas ligacoes glicosidicas facilmente rompidas por al
cali produzindo compostos com cadeias de menor peso molecu =
lar, Esses autores explicaram o rompimento das ligagoes gli-
cosidicas da pectina pelo mecanismo da B-eliminacao, de acor

do com o seguinte esquema:

o 3.
+ Cﬂsoﬂf HZO

Albersheim et al (37), em 1360, estudando a degradagdo da mo
lecula de pectina a pH 6,8 e a temperaturas variando de 60 a
90°C, verificaram que a velocidade de degradacao aumentava -
com o aumento de temperatura e era maior no infcio da reagao
diminuindo depois de determinado tempo de aquecimento. Os re

feridos autores explicaram que a diminuic3ao da velocidade da
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reacao - de degradagao da molecula com o tempo de aquecimento
se devia ao fato de que o conteudo de grupos metoxila dimi-
nuia com o tempo de reacao. Ainda Albersheim et al (37), -
consideraram que a conformagao das unidades de acido galac-
turdnico na cadeia de pectina deveria ser a conformacao C-1;
nessa conformacao os dois substituintes diretamente envolvi
dos na B-eliminagao, estariam situados em posicao axial e a

eliminag3o se daria de acordo com o seguinte esquema:

™~
0,.QCH
25

HO

Segqundo os referidos autores, os esteres de acidos algini -
cos que sao compostos onde o hidrogenio do carbono 5 e o re

siduo glicosidico n3o estdo em posicao axial, sao degrada =

dos mais lentamente,

Em 1961, Di Giacomo e Rispoli (38) estudando a desesterifi=-
cacao de pectina com hidroxido de amonio em meio aquoso e -

em meio alcodlico (65°GL), em tempos variando de ! a 5 ho-
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ras, concluiram que a reacao era mais facil de ser controla

da em meio alcoolico por ser mais lenta.

Em 1962, Rispoli e Di Giacomo (39), estudaram a influéncia-
de varios fatores na preparacao de géis de pectina de baixo
teor de metoxila. Segundo os autores (39), dos quatro fato-
res estudados, Tons de calcio, s6lidos soliiveis, grupos me-
toxila e pH, este Gltimo era o.menos importante, porque foi
possivel a preparacao de géis a pH entre 2,5 e 6,0. Os auto
res (39) também observaram que Tons de cilcio influiam mais
quanto mais baixo o teor de grupos metoxila e que a quanti-
dade otima desses {ons para a geleificacido, aumentava com a

diminui¢ao do teor de solidcs sollveis.

Leo e Taylor (40), em 1962, patentearam um método de prepa-
racao de géis com pectina de baixo teor de qrupos metoxila,
obtida pela desmetoxilacao de pectina citrica por pectina -
esterase. Segundo os referidos autores, os geis podiam ser

preparados a frio, sem a presenca de aclcar.

Bock e Lange (41), em 1963, deéesterificando pectina com hi
droxido de amdnio em solugao aquosa, a temperaturas que va-
riavam de 10 a 30°C e a valores de pH variando de 9,0 a -
16,3, verificaram que nesse intervalo de piH, o poder de ge-
leificagcdo dos produtos obtidos era maior, quanto mais bai-
Xxa a temperatura usada na desesterificacao. 0s mesmos auto

res observaram que o pH ou a concentracao de hidroxido de a
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monio empregados na desesterificacao n3o tinham efeito mar-
‘cante no poder de geleificacao da pectina. A degradagao da-
molécula de pectina foi da mesma ordem durante a desesteri=
ficagao com amdnia a alto pH por pouco tempo ou a baixo pH

por longo tempo.

Segundo Bock e Lange (41), a maxima capacidade de geleifica
c3o da pectina de baixo teor de metoxila era obtida pela =~

‘desesterificagdo a temperaturas variando de 10 a 15°C.

Em 1967, Dargel e Hock (42), fazendo reagir pectina citrica

e de beterraba, contendo 16,5% de grupos metoxila com gas a

monfaco, obtiveram 80% de pectinamida e cerca de 10% de
sais de amonio. Os autores.(MZ), sugeriram que a presenga =
de dgua (0,6%) deveria ser responsavel pela formacio do sal
0 produto obtido foi hidrolisado com pectina esterase e oOs
produtos da hidrolise separados por cromatografia em papel.
Entre outros produtos, foram identificados: acido galacturé

nico, amida do acido galacturdonico, arabinose e galactose,

Lopes e.Li;Hsieng (43), em 1968, estudando a firmeza de -
geis de maga a dfferentes pH, conteldo de solidos solaveis=
e de Tons de calcio com pectina de baixo teor de grupos me-
toxila contendo grupos amidicos, verificaram que apesar de
geis de pectina de baixo teor de grupos metoxila serem pr;-,

duzidos num largo intervalo de pH, o pH era um fator impor-

tante na qualidade e estabilidade dos geis de pectina-cal =~
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cio-acido com baixo teor de solidos. Os referidos autores ve
rificaram ainda que a detepminado pH e conteudo de calcio, a
quantidade de pectina de baixo teor de grupos metoxila reque
rida para produzir um gel de determinada firmeza decrescia =

com o aumento do conteldo de so6lidos scliveis.

Lopes e Li~Hsieng (43) observaram ainda que um gel pouco fir
me era formado se a quantidade de pectina de baixo teor de
metoxila ou a concentracao de calcio era maior ou menor do
que o intervalo considerado otimo. Os autores (43) tambem ob
servaram que o emprego de grandes quantidades de pectina ge-

ralmente causava turvacao no gel,

Ainda Lopes e Li-Hsieng (43) constataram que no armazenamen-
to, a firmeza do gel aumentava enquanto que a sua elasticida
de diminuia, Tais mudangas foram relacionadas a diminuicao =

de grupos metoxila.

Em 1969, Kohn (4k4), examinando a natureza e a forca da liga-
cao entre os grﬁpos carboxila da pectina de beterraba e os -
Tons de calcio através da determinacdo da constante de esta-
bilidade dos complexos formados entre Tons de calcio e pecti
na, verificou que pectinas desesterificadas por enzimas pos-
suiam segmentos na cadeia poligalacturonica com alta densi-
dade de carga eletrica, que podiam s¢ ligar a jons de calcio
mesmo quando essas pectinas possuiam alto grau de estérificg

cac. 0 autor observou tambem que a afinidade dos grupos car-
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boxila pelos Tons de calcio aumentava com a diminuig¢do do

teor de grupos metoxila.

Ainda Kohn (44), examinando a constante de estabilidade K-
de sais de calcio de acido péctico e de 3cido pectinico a-
cetilado, verificou que a constante de estabilidade dimi -
nuia com o aumento do grau de acetilagao, explicando que -
tal diminuicio era devida a impedimento estérico. Baseando
-se no estudo da constante de estabilidade de pectina ace-
tilada e na estrutura da molecula de pectina, o referido -
autor concluiu que, provavelmente, os jons de calcio se
ligariam aos grupos carboxila da pectina através de forgas

eletrostaticas.

Smit e Bryant (45), em 1969, metilando pectina citrica com
diazometano a temperaturas abaixo de -30°C, verificaram u-
ma diminui¢ao do peso molecular aparente, determinado pe=-
los referidos autores, por medidas de viscosidade. Os auto
res (45), atribuiram a diminuigao de peso molecular aparen
te durante a metilacao como resultado da despolimerizagao-

da cadeia de pectina.

Em 1972, Sewer-Lewandowska et al (46), estudando a firmeza
de geis de pectinas de baixo teor de grupos metoxila prepa
rados a pH proximo de 3,0, observaram que com a diminuicgao
de grupos metoxila, aumentava a sensibilidade de pectfna a

fons de calcio.
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Black e Smit (47), em 1972, estudando a desesterificacdo de
‘pectina por diferentes métodos, observaram que a temperatu-
ras variando de 5 a 7°C e a pH 8, a desmetoxilagao com hi =
droxido de s6dio era tao rapida a ponto de n3o permitir me=-
didas exatas do tempo requerido para a produgao de uma pec~-
tina com determinado teor de grupos metoxila. Os referidos-
autores verificaram que a pH 8 e temperaturas variando en -
tre 5 e 70C, a velocidade de desesterificacao com hidroxido
de sodio era cerca de 2,5 vezes maior do que a velocidade -
de desesterificacao com hidroxido de amdnio em solugdao aquo
sa no mesmo intervalo de temperatura e a pH 11, 0s mesmos -
autores, desesterificando pectina com acido clorfidrico 1,4~
N, verificaram que, apesar'da reacao de desesterificagao =~
ser muito lenta, a degradacao da molécula se dava em menor-

proporgao do que na desesterificac3ao em meio alcalino.,

Ainda Black e Smit (47), comparando géis preparados com pec
tinas desesterificadas por acido, hidroxido de sodio ou hi=
droxido de amonio, verificaram que tanto as pectinas desme-
toxiladas por acido como por hidroxido de sodio, produziam-
geis de firmeza éemélhante, quando os pesos moleculares e o
contelido de grupos carboxila livres desses produtos eram a
proximadamente iguais. Os mesmos autores observaram tambem-
que géis de pectinas com mesma porcentagem de grupos carbo- .
xila livres, produzidas por hidrolise com hidroxido de amo=

nio ou por acido tinham firmeza diferente. Pectinas de bai-
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xo teor de grupos metoxila desesterificadas com hidroxido de
amonio produziam géis mais firmes do que pectinas desesteri-
ficadas por acido, apesar do maior peso molecular destas ul-

timas. 0Os referidos autores sugeriram que a maior firmeza -~

Qr

dos géis de pectinas desesterificadas por amonia se devia
presenca de grupos amida que poderiam estar envolvidos em

ligagoes de hidrogeéenio.

Kawabata (48), em 1975, estudando a formacao de géis de pec-
tina de baixo teor de grupos metoxila, em presenca de Tons =
de calcio e magnésio, verificou que Tons de c3lcio formavam-
geis mais firmes e que seria necessario o emprego de quanti-
dades trés vezes maiores dos Tons de magnésio do que Tons de

calcio, para a preparacgao de géis de firmeza comparavel.
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3. MATERIAL

3.1. Reagentes

Em todas as experiencias foi empregada pectina citrica comer

cial previamente purificada e com as sequintes caracteristi-

cas:
grau de geleificagao 178
umidade 14,63%
cinzas 0,42%
qrupos metoxila 9,63%
viscosidade relativa 5,076

Foi empregado alcool comercial absoluto diluido com aqua, -

sempre que necessario.

Para as titulacoes foram preparadas solugoes padroes, com =

Tritisol Merck ou Normex Carlo Erba.

0s demais reagentes empregados foram reagentes puros para a-

nalise das marcas Merck, Carlo Erba ou Baker..
3.2, Aparelhos

Para a pesagem das amostras foi empregada balanca Mettler, -

modelo H-34,

Para a secagem de amostras foi utilizada estufa marca Fanem,

modelo 315/3,
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As determinagoes de umidade foram feitas em estufa 3 vacuo,

marca Fanem, modelo 99.

As medidas de pH foram feitas em potenciometro Methrohm -

AGCH=9100, com microeletrodo combinado.

As viscosidades foram determinadas com viscosimetro tipo Ca

nnon-Fenske n? 100 V 727, para liquidos opacos.

Para obtencao dos espectros infra-vermelhos, foi empregado-

espectrofotometro PYE UNICAM SP 1000.

0 poder de geleificaggo da pectina original foi determinado
em Ridgelimetro tipo Cox-Higby munido de copos Hazel-Atlas-

85.

Para a determinacao de cinzas foi empregada mufla marca -

Fanem, com temperatura maxima de 1.200°C,
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L, METODOS

L,1., Purificacao da Pectina

A 500 g de pectina citrica comercial foram adicionados 2000
ml de etanol 65% e 100 ml de acido cloridrico concentrado e
a mistura agitada durante 30 minutos. Em seguida a mistura-
foi deixada em repouso até a separagao da pectina; o 1Tqui=
do sobrenadante foi separado por decantagao e a pectina la-
vada varias vezes com alcool 65% até ficar livre de fons -
cloreto; foi finalmente lavada com etanol 99,5% e seca a

60°cC por 24 horas.

Na pectina purificada foram determinados: umidade, cinzas e
grupos metoxila; foram também determinados: grau de geleifi

cagao e viscosidade,

4L.,2, Desesterificacao da pectina em meio acido

Foram preparados.800 ml de soiucoes contendo 16,0 g de pecti
na em agua e acido cloridrico a pH 1,5 e 0,5 respectivamente
e as solucdes mantidas a 20°C, Da solucdo a pH i,5 foram ti-
radas amostras de 400 ml depois de 93 e 170 horas e da solu-
cao a pH 0,5 foram tiradas amostras de 400 ml depois de 358~
e 1726 horas., Em cada amostra a pectina foi precipitada pela
adicao de alcool 99,5%, separada por filtracao, lavada  com
dlcool 65% até prova negativa para Tons cloreto nas aquas de
lavagem e finalmente lavada com etanol 99,5% e seca em estu-
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fa a 60° por 24 horas,

Em seguida, os produtos obtidos foram triturados em almofa-

riz a uma finura de 60 mesh,

\

h.3. Desesterificagao de Pectina com Hidroxido de $6dio em=-

Solugao Aquosa

L,3,1, Efeito da concentrac3o de hidroxido de sodio

?oram preparadas solugoes contendo 8,0 g de pectina em 400~-
ml de solugoes respectivamente 0,05; 0,10; 0,14; e 0,20 H -
de hidroxido de sodio em agua e as mesmas deixadas sob agi-
tacao em frasco fechado por 30 minutos a temperatura de -

20°

C. Em seguida a pectina nas solucoes foi precipitada pe-
laadigao de acido cloridrico suficiente para baixar o pH -
das solugoes ate 1,0, As amostras nas quais a precipitacao-

da pectina nao foi quantitativa, foram tratadas com alcool-

99,5%.

A pectina de cada amecstra foi precipitada, sebarada poir fil
tragao ,'f;vada com alcool 65% ate prova negativa para ions
cloreto nas aguas de lavagem; foi finalimente lavada com eta
nol 99,5% e seca em estufa a 60°¢C por 24 horas. Em seguida,

os produtos obtidos foram moidos em almofariz a uma finura-

de 60 mesh.

Em todas as amostras foram determinades umidade, cinzas e =
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grupos metoxila.

0s resultados,média de duas determinagoes,encontram-se na ta

bela 2.

4.3.2. Efeito do tempo de reacao

4.3.2.1. A Temperatura de 20°¢

Foi preparada uma solugao contendo 56,0 g de pectina em -
2800 ml de uma solucado aquosa 0,10 N de hidroxido de sddio e
a mesma foi mantida sob agitacao a 20°C em frésco fechado., -
Dessa solugao foram retiradas amostras de 400 ml, depois de
3, 4, 5, 10, 20, 30 e hb minutos de reacao; e as amostras -

tratadas de maneira analogo ao descrito em 4.3.1.

Em todas as amostras foram determinados umidade, cinzas e -
grupos metoxila, bem como foram feitas medidas de viscosida-

de.
0s resultados,média de duas determinacdes,est3o na tabela 3.
4.3.2.2. A Temperatura de 4°C

Foi preparada uma solucao contendo 64,0 g de vectina em 3200
ml de uma solucao aquosa O,fO N de hidroxido de sodio, e a

mesma mantida sob agitac3o a 4°¢C.

Dessa solugSo foram tiradas amostras de 400 ml depois de 2,5;
5,03 7,5; 10; 15; 20; 30; e 40 minutos de reagao e as amos =
tras tratadas de modo andlogo do descrito em 4,3.1.
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Os resultados,média de duas determinacoes,encontram=-se na ta

bela 4,

b.4. Desesterificacao de pectina com hidroxido de amdénio em-

solugcao aquosa.

b.h.1. Efeito da concentracido de hidréxido de amdnio

Foram preparadas solugoes contendo 8,0 g de pectina em 400 -
ml de solugoes respectivamente 1,34%; 2,68; 5,36 e 8,04 N de
hidroxido de amdnio em aqua e as mesmas mantidas sob agita -
cao a 20°¢ por 60 minutos em frascos tampados. Em sequida as
solugoes foram acidificadas até pH 1,0 com acido clorfdrico-
concentrado e tratadas de modo analogo ao descrito no Ttem -

L,3.1,

0s resultados, média de duas determinacoes,encontram-se na -

tabela 5,

L.4,2., Efeito do tempo de reacdo

Foi preparada uma solucao com 64,0 de pectina em 3200 ml de
uma solugao aquosa 2,568 N de hidroxido de amdnio, e a solu -
¢ao foi mantida em frasco tampado, sob agitacdo, a 20°C. Des

sa solucao foram tiradas amostras de 400 mi apos 8, 15, 20,-

25, 30, 45, 60 e 75 minutos de reag3o. As amostras foram tra

tadas de modo andlogo ao descrito em 4,3,1,

0s resultados,média de duas determinagbes,encontram-se na ta



bela 6,

L,5. Desesterificacao de pectina com hidroxido de amonio em

meio alcoolico a 65%.,

4.5.1, Efeito das quantidades de pectina e amonia

Foram preparadas varias suspensoes contendo quantidades va-
riaveis de pectina e amonia em 100 ml de alcool 65%, confor

me os dados apresentados na Tabela 1.

TABELA 1
pectina amonia
Sistema {q) (9)
1 2,0 2,3
2 2,0 4,6
3 - ' 2,0 9,2
4 , 2,0 17,9
5 20,0 5,5
6 4,0 9,2
7 7,9 17,9
8 59,0 5,5

9 | 40,0 6,8
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As suspensoes foram mantidas a ZOOC, em frascos fechados, sob
agitacao durante 180 minutos. Em sequida as amostras foram -~
filtradas, lavadas com alcool 65% até ficarem livres de amo -
nia, lavadas entao com alcool 99,5% e secas a temperatura am-

biente em dessecador a vacuo, por 24 horas.

Em todas as amostras, alem de medidas de viscosidade, foram -
feitas determinagoes de umidadé, grupos metoxila e nitrogenio.
O0s resultados encontram-se na tabela 7. 0Os resultados corres-
pondentes ao teor de grupos metoxila e viscosidade represen -

tam a média de duas determinagoes.

4.5.2. Efeito do tempo de reacao nos diferentes sistemas da -

tabela 1.

L,5.2.1, Efeito do tempo no sistema 7

Foram preparadas suspensoes contendo 7,9 g de pectina e 17,9~
g de aménia em 100 ml! de alcool 65%, que foram mantidas sob a
gitacio a 20°C, em frascos fechados, por 10, 20, 30, 40, 60,
120 e 180 minutos respectivamente. Em sequida, as amostras fo

ram filtradas e tratadas de modo analogo ao descrito em 4.5.1.

Em todas as amostras, alem de medidas de viscosidade, foram =
feitas determinacoes de umidade, cinzas, grupos metoxila e ni

trogénio.,

O0s resultados média de duas determinacGes encontram-se na ta=-

bela 8.
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b,5.2.2, Efeito do tempo no sistema 8

Foram preparadas suspensdes contendo 40,0 g de bectina e 5,5
g de amdnia em 100 m] de alcool 65% , que foram mantidas a-
20°C em frascos fechados sob agitacao por 30360, go, 120,150,
180 e 210 minutos respectivamente. Em seguida as. amostras fo
ram filtradas e tratadas de modo analogo ao descrito em -

l’.s’].

Em todas as amostras, além de medidas de viscosidade, foram-
feitas determinacoes de umidade, cinzas, grupos metoxila e

nitrogeénio.

Os resultados,média de duas determinagdessencontram=-se na ta

bela 9,

4.5.3. Efeito do grau alcoolico na reacao de desesterifica -

cao da pectina,

Para essa experiéencia foi empregada pectina citrica comer=- -

. . ' . . ) 3 k4 .
cial,previamente purificada, com as sequintes caracteristi -
cas:

grau de geleificagao : 106

umidade : 14,60%
cinzas : 0,95%
grupos metoxila : 9,14%

viscosidade relativa o110
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Foram preparadas suspensoes contendo 40,0 g de pectina e 5,5
g de am6nia em 100 ml de alcool 65, 77 e 89% respectivamente e
e as mesmas mantidas sob agitacao em frascos tampados por -
180 minutos a 20°¢C. Apds esse tempo as amostras foram filtra-

das e tratadas de modo analogo ao descrito em 4.5.1.

Em todas as amostras, alem de medidas de viscosidade, foram-
feitas determinacoes de umidade, cinzas, grupos metoxila e -

nitrogenio.

0s resultados, média de duas determinacdes, encontram=-se na

tabela 12,

4,6, Metodos analiticos
L.6.1. Determinacao de umidade, cinzas e grupos metoxila

As determinacoes de umidade, cinzas e grupos metoxila foram=-

feitas segundo o método de Cwens et al, 1952 (L49).
h,6.2. Determinag3o de viscosidade

Para a determinagao das viscosidades foram usadas solugdes -
0,50% de pectina a pH 6,0. As medidas de viscosidade foram -
feitas em tubos de viscosimetro tipo '"Cannon Fenske' para 17

quidos opacos a 37,80°¢C.
h.6.3. Determinacao do poder geleificante

0 poder geleificante da pectina original foi determinado em-

=37~



Ridgelimetro segundo a técnica descrita por Leme (50).
L.6.h, Determinac3o do teor de amida.

0 teor de amida das amostras de pectina desmetoxiladas por
hidroxido de amdnio foi determinado em Micro-Kjeldahl se =

gundo o método da AOAC (51).
h.6.6. Espectros de absorcao infra-vermelho

Para a analise dos espectros de absorc3o infra-vermelho das
pectinas foram preparadas peliculas a partir de solucdes a

2% de pectina (Figuras 1, 2, 3 e 4).

.7, Determinagao das constantes de velocidade

As constantes de velocidade das reacoes, k, foram determina
das pelas curvas dos graficos 1, 2, 3 e 4, pelo método dos

Quadrados Minimos (52).



5. RESULTADOS

TABELA 2

Efeito da concentracao de hidroxido de s6dio na desesterifj

cac3o da pectina a 20°C. Tempo: 30 minutos.

Normalidade

d grypos
a umidade cinzas -
~ metoxila

solugao

(N) (%) (%) (%)
0,05 14,95 0,52 9,11
0,10 15,04 0,58 1,67
0,14 15,01 0,49 0,54
0,20 14,98 0,53 0,53
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TABELA 3

Efeito do tempo de reacao na desesterificacao da pectina com

hidréxido de sédio 0,10 N a 20°c.

viscosidade

tempo umidade cinzas grupos MeO relativa nsp/c
(min) (%) (%) (%) | Mr (d1/7g)
3 14,94 0,46 4,13 2,650 . 3,300
L 15,02 0,53 3,40 2,424 2,848
5 14,97 0,51 2,55 2,342 2,684
10 15,04 0,48 2,01 2,291 2,582
20 14,93 0,45 1,70 2,150 2,300
30 15,03 0,55 1,68 2,090 2,180
40 15,01 0,50 1,64 1,925 1,850

Recuperagao media do produto: 72,05%
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TABELA 4

Efeito do tempo de reagao na desesterificacao da pectina com

hidréoxido de sodio 0,10 N a 4°c.

viscosidade

tempo umidade cinzas grupos Me0 relativa nsp/c
(min) (%) (%) (%) N (d1/g)
2,5 15,70 0,60 7,35 4,253 6,506
5,0 15,73 0,64 6,00 3,§60 5,920
7,5 15,72 0,5 4,78 3,662 5,32k
10 15,65 0,61 3,73 3,344 L,688
15 15,64 0,58 3,02 2,912 3,824
20 15,71 0,57 2,68 2,645 3,290
30 15,74 0,62 2,41 »2,530 3,060
Lo 15,67 0,53 2,34 2,364 2,728

Recuperacgao media do produto: 75,48%

-
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TABELA 5

Efeito da concentragao de amonia em solucao aquosa na deses-

terificacdo da pectina a 20°cC. Tempo: 60 minutos

Normalidade

da umidade cinzas grupos MeO
solucao '

(N) (%) (%) (%)

1,34 - 15,55 0,h4h 6,21

2,68 15,46 0,50 2,01

5,36 15,53 0,49 1,46

8,0k 15,48 0,45 1,40
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TABELA 10

Constantes de velocidade (k) da reag3o de desesterificacio

da pectina.

M e i o constante de velocidi

de de reacao k (min"])

NaOH 0,10 N a 4°¢ ' 0,091
NaOH 0,10 N a 20°c¢ 0,26

hidroxido de amdnio aquoso
2,68 N a 20°¢ 0,047

hidroxido de amonio alcodlico

65% (7,9 g de pectina e 17,9 g
de amdnia) a 20°¢ 0,041

hidroxido de amonio alcoolico
65% (L4L0,0gde pectina e 5,5 g de

aménia) a 20°¢ 0,0062
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TABELA 11

Relagao entre a velocidade de formagao de sal e a velocidade
da reacao de formagao de amida na desesterificagao da pecti-

na com amonia,

* * x
Meio g NH3/g pectina ka kg kA/kS
amonia em solu-
¢ao aquosa 2,68 N . 2,3 0,020 0,027 0,74
amonia em solu~
cao alcoolica 65%
(sistema 7) 2,3 0,036 0,005 7,20
amonia em solu=-
cao alcoolica 65%
(sistema 8) 0,14 0,0033 0,0029 1,14

=
]

constante de velocidade da reac3o de amondlise

constante de velocidade da reacao de saponificagao

P
]
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6. pDIScuUssAo

6.1. Discussao dos Métodos

Para a desesterificacao em meio 3cido foram empregadas solu=
coes de acido cloridrico a pH 0,5, j3 empregadas em outros =
trabalhos (23) e a pH 1,5, A temperatura de 20°C foi emprega

da para que a degradagao fosse reduzida ao minimo,

Na hidrolise alcalina com hidroxido de sddio em solugao aquo
sa, foram feitas experiéncias preliminares (experiéncia 4.3,
1.) com diferentes concentracoes de hidroxido de sodio, a =
fim de serem determinadas as melhores concentragoes de cada-

reagente para o estudo da cinética da reagao.

0s resultados dessas experiéncias (Tabela 2), levaram ao uso
neste trabalho, de solugoes 0,10 N de NaOH, com as quais foi
obtida desesterificagao superior a 80%, dentro de um interva

lo de tempo aceitavel, isto &, 30 minutos,

Para o estudo da cinética da desesterificagao com hidroxido-
de aménio em solugao aquosa as concentracoes de reagentes 3
serem usaaas tambem foram calculadas com base em experiencias
preliminares (experiéncia L.4.1.), cujos resultados se encofl

tram na Tabela 5.

0s resultados dessas experiencias (Tabela 5) levaram ao USO,

neste trabalho, de solugoes 2,68 N de hidroxido de amonio, =

-59-—



com as quais foi obtida desesterificagdo de 79% de grupos me-

toxila em 60 minutos de reagao.

Para a desesterificacao com amdnia em meio alcodlico, foram =
feitas diversas experiéncias variando-se as quantidades de -~
pectina e NH3 (Tabela 1), Nessas experiencias 0s sistemas 1,-
2 e 3 correspondem as quantidades empregadas na reacao com a-
mGnia em meio aquoso (solugdes 1,34 N, 2,68 N e 5,36 N, res =
pectivamente). No sistema 4 foi empregada para 2 g de pectina,
a quantidade maxima de amdnia, para a qual! ainda € possivel -
se obter uma solugao alcodlica final de 65%, que foi emprega~-

da em todas as reagoes.

itera

No sistema 5 foram empregadas quantidades iquais as da |

tura (38).

Nos sistemas 6 e 7 foram empregadas quantidades maiores de -

pectina e de amonia, embora a relagao dos reagentes seja a =

mesma do sistema 2, sendo que a quantidade de amdnia em=
. . . - . L4

pregada no sistema 7 foi a maxima possivel para termos um -

grau alcoolico de 65%,

Nos sistemas 8 e 9 foi estudada a desesterificacao com maio -

»

res quantidades de pectina em relacao as quantidades de amd =
nia. No sistema 8 a quantidade de pectina empregada foi o do-
bro da quantidade empregada no sistema 5 para a mesma quanti-

dade de amonia.

-] -



As quantidades de reagentes a serem empregadas no estudo da =
cinética da reagdo de desesterificac3do foram escolhidas base-

adas nos resultados da Tabela 7.

Foi escolhido o sistema 7, considerando~se que nesse sistema,
embora havendo a mesma relacao das quantidades de pectina e a
monia do sistema 2, a velocidade das reacdes de desesterifica
¢ao e de amondlise foram maiores, enquanto que a degradagao -
sofrida, embora maior que no sistema 2, ainda apresentou resul

tados bastante satisfatorios.

0 sistema 8 foi escolhido tendo-se em vista que os resultados
obtidos neste sistema e no sistema 9 (Tabela 7) foram pratica
mente os mesmos, sendo que neste Ultimo sistema, a quantidade

de amdnia empregada foi maior gque a empregada no sistema 8,

0 estudo do efeito do grau aicodlico na desesterificacgao da
pectina foi escolhido com base nos resultados obtidos com o -

sistema 8 (Tabela 7).

0 grau alcodlico de 89% foi escclhido por ser o grau maximo -
para que a relagao pectina-zmdonia fosse mantida, enquanto que

o grau alcoolico de 77% representou a madia entre 65 e 89%.



6.2, Discussao dos resultados
6.2.1, Desesterificacao em meio acido

O0s resultados da desesterificacao da pectina em meio acido, con
forme descrito na experiéncia 4.2,, indicam que a reacdao & len-.
ta, pois a pH 1,5, apds 170 horas, somente 0,15% de grupos meto
xila haviam sido desesterificados, enquanto que a pH 0,5 foram-
necessarias 1.726 hdras para que 1,38% dos grupos metoxila fos-

sem hidrolisados.

Tais resultados, aliados aoc fato de que um aumento da temperatu
ra da reagao causaria maior degradacdao na cadeia poligalacturo=
nica (23), mostram a pouca viabilidade da hidrolise acida, a -
temperaturas nas quais a despolimerizagao pudesse ser evitada =

ou pelo menos diminuida,
6.2.2, Desesterificacao em meio alcalino

A lingaridade da variacao do logaritmo da quantidade de grupos=-
ﬁetoxila em fungdo do tempo (Grafico 1) na desesterificagao com
hidroxido de sodio, até 5 minutos de reacdo a 20°C e atéd 10 mi-
nutos de reacao a 4°c; indica que nesses intervalos de tempo a
reagcao pode ser tratada comc sendo de primeira ordem em relagao

a3 concentragac de grupos metoxila.

Pelos dados das Tabelas 3 e 4, observamos que o aumento da tem=
peratura causa uma diminuicao nas viscosidades relativas dos =

produtos obtidos, o que siqgnificaria uma maior degradacgao da
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cadeia de pectina (37).

=c. o . . R
Pelo Grafico 5, observamos que a 20 C a viscosidade relativa
sofre uma diminui¢3o brusca nos primeiros cinco minutos de -
-~ 0 N . . ~ . . a
reagcao, enquanto que a 4°C a diminuigao da viscosidade e pro

gressiva e lenta, tendendo a constante depois de 30 minutos,

Essa rapida diminuicao inicial da viscosidade relativa, pode
ria ser explicada pelo fato de que a degradacao da cadeia de
acido pectinico se di pelo mecanismo da B-eliminagao e sendo
assim, seria necesséria a presenca de grupos metoxilavpara -
que o hidrogenio do carbono 5 se tornasse mais 1abil. A medi
da que os grupos metoxila diminuem pela desesterificacao, ha
veria diminuicdo tambem da velocidade de degradacao da ca-
deia pectinica. A viscosidade reduzida est3 dentro do limite
minimo aceitavel (32) de 3 dl/g somente para o produto obti-
do apds 3 minutos de reacao a 20°C, enquanto que a 4°C obte-

mos um produto com viscosidade reduzida de 3,060 d1/g, mesmo

apds 30 minutos de reacgio.

Se considerarmos que o teor de grupos metoxila Ootimo para a
geleificagao seria de 2,5 a 4,5% (38) a desesterificagao da-
pectina deveria ser feita em apenas 3 minutos a 20°C e entre

10 e 20 minutos a 4°c¢,

0 desvio da linearidade na curva de desesterificacao com hi=

droxido de sodioc sea da guando a quantidade de grupos metoxi-

usl;m



la residual estiver proxima de 2,55% para a reacao a 20°C -
(Tabela 3), enquanto que a 4°C o ponto-de desvio & atingido -
quando a concentragao de grupos residuais estiver proxima de

3,73% (Tabela 4),

Na desesterificagio com hidroxido de amdnio, observamos que -
as curvas n? 1 dos graficos 2,3 e 4 s3o semelhantes 3s curvas
da reagao com hidroxido de s6dio a 20 e 4°C, embora a veloci-
dade inicial da reacao seja muito menor com hidréxido de amd-

nio (Tabela 10).

Uma vez que a constante de velocidade de reacao de ésteres -
com amonia pode ser considerada como a soma das constantes da
velocidade de formagao de amida e de formacdo de sal (53) e
que a reagao de formagao de amida & de primeira ordem em rela
¢3o ao teor de éster, podemoﬁ, baseados nos Graficos 2, 3. e
4L (curvas 1 e 2), calcular as constantes de velocidade da rea

¢ao de formacaoc de amida.

A constante de velocidade da reacao de saponificagao pode ser

calculada por diferenga.

0 Grafico 2 mostra que na desesterificacao da pectina com hi-
droxido de amdnio em solugdo aquosa, o desvio da linearidade,
tanto da curva de desesterificacao, como da reagido de amondli
se da pectina se deu ao redor de 2,40% de grupos metoxila e
na desesterificagdo com amonia em dlcool 65% esses desvios se
dao ao redor de 1,96% para a desesterificacio e amondlise no
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sistema 7, e ao redor de 3,85% e 3,64% respectivamente para a

desesterificacao e amondlise no sistema 8 (Graficos 3 e h).

Tendo em vista que também na rea¢3o com amdnia em solucdo a-
quosa ha formagao de amida, poderemos supor que o desvio da
linearidade da curva de desesterificacao dessa reagao seja de
vido nao s6 ao campo eletrostitico negativo criado pelos gru-
pos carboxila (34) mas também poderia ser influenciado pela

reacao de amondlise,

Analogamente ao que acontece na desesterificacao com hidroxi-
do de sédio, na reagdo com hidréxido de amdnio em meio aquoso
ou alcodolico, também a viscosidade decresce rapidamente na fa
se inicial da reagdo (Graficos 6, 7 e 8 e Tabelas 6, 8 e 9).-
Neste caso também uma diminuig3o da degradacio dos produtos -
obtidos seria causada pela diminuicdo do teor de grupos meto-

xila,

Os dados da Tabela 6, indicam que a desmetoxilagao de pectina
com hidroxido de amdnio em solucdo aquosa deveria ser feita -
em tempos variando entre 20 e 25 minutos, para termos um pro-=
duto final com teor de grupos metoxila e viscosidade intrfnsg

ca aceitaveis (32 e 38),

0s dados das Tabelas 8 e 9, que correspondem aos sistemas 7 e
8, respectivamente, mostram que a desesterificacdo com amdnia

em meio alcodlico, no sistema 7, com L0 minutos de reacao ja-



nos da um produto com teor de metoxila baixo para a formagao
de géis (38), embora a viscosidade reduzida esteja com va-
lor acima de 3 d1/g; no sistema 8 (Tabela 9) a desesterifica
¢ao da pectina & mais lenta, e s3 vamos obter um produto com
teor de grupos metoxila menor do que 5%, com 120 minutos de

reagao.,

Nos dois sistemas estudados, a degradacao se d3 em proporcgao
menor do que nas experiencias anteriores, visto que mesmo de
pois de 180 minutos de reacao, embora com teor de grupos me=-
toxila 1,01% no sistema 7 e 210 minutos e 3,58% de grupos me
toxila no sistema 8, em ambos os casos a viscosidade permane

ceu acima do valor considerado aceitavel (Tabela 8 e 9).

Pelas tabelas 6, 7, 8 e 9, verificamos que na desesterifica-
¢ao com hidroxido de amdGnio tanto em meio aquoso como alcod-
lico, ha formagao de amida e, considerandoAque a presenf%a de
grupos amVdicos na molécula aumentam a firmeza dos géis (47),
a desesterificacao com amonia resultaria em todos os casos,-
num produto final de melhor qualidade dovque a desesterifica

¢ao com hidroxido de sédio.

No caso da desesterificagdo com amdonia, a reagdo, em meio al
codlico daria produtos finais de meihor poder geleificante -
do que em meio aquoso, uma vez que nesse meio havera maior -
formagao de amida e menor degradacio da cadeia poligalacturd

nica (Tabelas 6, 8 e 9),



Ainda pelos dados da fabe]a 7, observamos que, embora a visco
sidade seja ligeiramente maior no produto obtido no sistema 8,
significando menor degradagao, temos, em compensagcao, no pro-
duto obtido com o sistema 7, desesterificacao bem maior e -
maior teor de amida, o que daria um produto final com melhor=-

poder de geleificagao.

Pelos resultados apresentados na Tabela 10, verificamos que a
maior constante de velocidade da reagao de desesterificac3o -
corresponde a da desesterificagao com hidroxido de sddio a

(o]

20°C; no entanto, nessa reagao, a degradagao & muito intensa-

(Tabela 3), dando produtos finais de baixo poder geleificante.

Se compararmos as constantes de velocidade da reagao de deses
terificacio com hidréxido de amdnio e hidréxido de sodio, ob=
servamos que as constantes da reacao com hidroxido de amonio-
sao mais baixas do que as da reacao com hidroxido de sédio, =
mesmo a 4°C e que h3 pouca diferenca entre os valores das cons
tantes de velocidade das reagoes com amonia em meio aquoso e
meio a]coéiico no sistema 7, valores esse bhem maiores do que

os obtidos para o sistema 8.

- N -
No entanto, no sistema 7, em que foi usado amonia em alcool,~-
obtivemos um produto com degradagao muito menor do que em -
meio aquoso. Se considerarmos também, como ja foi dito, que a

presenca de grupos amidicos aumentam a firmeza do gel (47), -

entao o método de desesterificacdo em meio alcoslico no siste

~58~



ma 7, seria ainda mais vantajoso.

A diferenca entre as viscosidades dos produtos obtidos com os
sistemas 7 e 8 (ambos em meio alcoclico), com pequena vanta -
gem para o sistema 8, n3o € suficiente para considerarmos o
sistema 8 superior, face aos valores de amondlise no sistema-

7, com as vantagens ja discutidas da formacao de amidas.,

0 uso de alcool 77 ou 89% nao parece influir na reacdo de des
esterificacao como mostram os dados da Tabela 12, Quando a =
desesterificagao foi feita em alcool 65%, houve uma diminui -

¢ao da viscosidade do produto final contrabalanceada pela me-

nor desesterificagao em alcool 77%.

A reacao de ésteres de baixo peso molecular com amdnia em -
meioc aquoso pode produzir amidas, cujo rendimento aumenta -

quando a reagao ¢ feita em meio hidroalcodlico,

A pectina, que seria um éster de alto peso molecular e que em
meio alcoolico participa de um sistema heterogéneo, formou =
quantidades consideraveis de amida, chegando mesmo a ser essa

a reagao predominante no sistema 7 {Tabela 8),

A identificac3ao dos grupos amida foi feita através de espec -
» ) - ...]

tros infravermelho em que est3a presente absorgao em 1685 cm

que pode ser atribuida ao estiramento do grupo cartonila de a

midas»(Slfr)°



7. CONCLUSOES

Em face dos resultados experimentais deste trabalho, conclui=

-se que:

1. A hidrolise acida da pectina & muito lenta nas temperaturas

em que haveria menor degradacao da molécula,

2. A hidrdlise alcalina com NaOH & muito rapida, mesmo 3 tem=

peratura de b°c, dificultando o controle do processo,

3. A hidrolise da pectina com NaOH & acompanhada de intensa -
degradac3o da molécula a 20°C, sendo que a reducao de tem=

peratura reduz tanto a degradagao como a desesterificacgao.

4. A hidrolise com amdnia em meio aquoso & mais lenta do que-=-

a hidrolise com NaOH.

5. A hidrolise com amonia em meio aquoso causa menor degrada=-

¢ao da molécula do que em presencga de NaOH,

6. Na hidrolise com amonia em meio aquoso, ha formagiao de ami

da.,

7. A hidrolise com aminia em meio alcodolico & relativamente =

mais lenta do que a hidrolise com amonia em meio aquoso,

8. A degrada¢ao da molécula de pectina com amonia & menor em

meio alcealico do que em meio aquoso,
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90

10,

1,

12,

A hidrolise com amdnia em meio alcodlico conduz 3 formacao

de amida em quantidades elevadas,

A proporgao pectina/amdnia na reac3o em meio alcodlico & -

importante para a maior formacao de amida,

A‘desmetoxila§50 de pectina com amonia em meio alcodlico -
na proporg¢ao 2,3/1 de amdnia-pectina @ a técnica mais ade-
quada a3 obtengao de pectina de baixo teor de grupos metoxi
la, pois conduziu a formagao de um produto com alto teor =

de grupos amida e alta viscosidade,

A substituigao do dlcool a 65% por alcool a 77 ou 89% nido
ofereceu vantagens na reagcao de desesterificagao de pecti-

na com amoniae.
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