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RESUMO

A utilizagdo da polpa de alfarroba, que ¢ considerada um sub-produto da industria da
semente da alfarroba, tem despertado um interesse crescente nos ultimos anos e mostra-

se como sendo uma alternativa interessante € economicamente viavel.

Neste trabalho pretendeu-se abordar as evolugdes, experimentagdes, processos
biotecnoldgicos e aplicacdes mais relevantes realizadas até entdo dos produtos

derivados da alfarroba, tanto da semente mas, principalmente, a polpa de alfarroba.

Os produtos convencionais provenientes da alfarroba sdo aplicados em diversas
industrias, com mais enfoque na industria farmac€utica e na industria alimentar.
Atualmente, tem-se a goma de semente de alfarroba (LBG), os xaropes obtidos a partir

da polpa de alfarroba, a fibra de polpa de alfarroba, os compostos fendlicos e o pinitol.

A valorizag@o biotecnologica da polpa de alfarroba também passa pelos processos de
bioconversdo desta e apresentam-se como sendo bastante promissores para o futuro. A
producdo de bioetanol por fermentacdo representa um grande avanco para a obtencdo e
implementag¢do de combustiveis alternativos e renovavel, assim como a fermentagdo de
hidrogénio e de acidos organicos. Para além disso, o manitol também representa um
importante composto que pode ser isolado a partir da polpa de alfarroba, que apresenta

beneficios ao nivel da saude e estd amplamente implementado na industria alimentar.

PALAVRAS-CHAVE: Polpa de alfarroba, goma de semente de alfarroba, xarope de
polpa de alfarroba, fibra de polpa de alfarroba, pinitol.






ABSTRACT

The use of the carob pulp, which is considered a byproduct of the carob seed industry
has attracted increasing interest in recent years and has shown to be an economically

viable and attractive alternative.

In this study we sought to address the developments, trials, biotechnological processes

and applications of the most relevant products derived from carob, both seed and carob

pulp.

The conventional products obtained from carob are used in various industries, more
focused in the pharmaceutical industry and the food industry. Currently, these products
are locust bean gum (LBG), syrups obtained from the carob pulp, carob pulp fiber,

phenolic compounds and pinitol.

The biotechnological upgrading of carob pulp also passes through bioconversion
processes and presents itself as very promising in the future. The production of
bioethanol by fermentation represents a major breakthrough for the production of
alternative fuels and renewable energy, as well as fermentation for hydrogen and
organic acids production. In addition, mannitol is also an important compound which
can be obtained from the carob pulp, which has benefits in terms of health and is widely

implemented in the food industry.

KEYWORDS: Carob pulp, locust bean gum, carob pulp syrup, carob pulp fiber, pinitol.
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1. INTRODUCA O

1. INTRODUCAO

A alfarrobeira comum pertence a familia Fabaceae (Leguminosae) e tem como
nome cientifico Ceratonia siliqua L.. A familia Fabaceae, para além de ser uma das
familias de plantas mais numerosas, estd amplamente distribuida pelo Mundo nas
regides onde o clima ¢ tropical, subtropical ou temperado (Batlle & Tous, 1997).

E uma 4rvore que apresenta uma robusta coroa semiesférica e um tronco de
casca castanha, grosso e aspero, que pode atingir os 10 metros de altura. As suas folhas
sdo de dimensdes variadas e esverdeadas, caracterizam-se por apresentarem pequenas
flores habitualmente com coloragdes entre a cor de vinho tinto e o verde e, por
apresentarem vagens indeiscentes direitas ou ligeiramente curvadas e de forma alongada.
Este fruto ¢ denominado alfarroba. A propagacdo da planta da alfarrobeira ¢ realizada

através de sementes (Batlle & Tous, 1997).

Figura 1 Alfarrobeira (Biostyle, 2012).
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VALORIZAGAO BIOTECNOLOGICA DA POLPA DE ALFARROBA

A distribuicdo geografica desta arvore situa-se na zona do mediterraneo. Visto
que a alfarrobeira ¢ uma planta xeréfita, ndo ¢ uma planta exigente e, por essa razdo, ¢
de facil adaptagdo tanto a climas secos como em climas com curtos periodos de chuva
anualmente. Prevalece mais em solos arenosos e em solos pouco ricos, como por
exemplo, solos calcarios. A bacia do mediterrdneo ostenta as caracteristicas citadas
anteriormente e ¢ uma regido subtropical o que justifica o evidente desenvolvimento da
espécie (Batlle & Tous, 1997). O cultivo da alfarrobeira ¢ muito comum em paises
como Espanha, Portugal, Italia, Grécia, Marrocos e Turquia. Sendo que Espanha, Italia,
Portugal e Grécia foram os paises da bacia do mediterraneo responsaveis por cerca de
75 por cento (%) da producdo mundial de alfarroba no ano 2007 (DRAPALG, 2007;
Macedo, 2006).
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Figura 2 Distribuicdo geografica do cultivo da alfarroba (Batlle & Tous, 1997).

No nosso pais, o desenvolvimento da alfarroba abrange principalmente o sul de
Portugal e ¢ o barrocal de sotavento algarvio de Portimao a Lagos o local perfeito para o
seu cultivo. E os concelhos que detém a maior area de cultura sdo Loulé, Silves, Faro,
Albufeira, Olhdo e S3o Bras de Alportel (Batlle & Tous, 1997; DRAPALG, 2007).
Usualmente, a cultura da alfarrobeira ¢ aliada a culturas de amendoeiras, figueiras e

oliveiras (DRAPALG, 2007). Na regido algarvia, a alfarrobeira tem assumido um papel
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1.INTRODUCA O

de grande importincia ao nivel ecoldgico e econdmico, principalmente em relacdo a
amendoeira e a figueira, espécies também caracteristicas daquela regido. As variedades
Mulata, Galhosa e Canela sdo as mais comuns no territorio nacional (Barracosa, Osorio,
& Cravador, 2007; Macedo, 2006). No ano de 2006, a producdo de alfarroba em
Portugal atingiu as 44 197 toneladas por ano e tem-se como objectivo aumentar a
producdo cerca de 8,6% até ao fim de 2013 (DRAPALG, 2007; Macedo, 2006).

Com este trabalho pretende-se estudar a valorizacdo da polpa de alfarroba e
explicar os processos biotecnologicos que estdo envolvidos nessa valorizacdo. Pretende-
se ainda estudar os avangos realizados at¢é ao momento nesse campo e analisar

perspectivas futuras.
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2. ALFARROBA

2.1 Alfarroba

A alfarroba ¢ o fruto da alfarrobeira e ¢, como ja referido anteriormente, uma
vagem rigida direita ou ligeiramente curvada de forma alongada. A vagem atinge 10-30
centimetros (cm) de comprimento, 1,5 — 3,5 cm de comprimento e aproximadamente 1
cm de espessura. Quando esta vagem estd no estado maduro, ¢ constituida pela semente
e pela polpa. A semente corresponde a 10% do peso seco do fruto, enquanto a polpa de
alfarroba corresponde a 90% (Batlle & Tous, 1997).

Quimicamente, a vagem € constituida por agucares soluveis, fibra alimentar e
uma fragdo fendlica sendo esta composta essencialmente por taninos condensados,
(Batlle & Tous, 1997).

A utilizagdo da alfarroba como matéria-prima revela ser uma é&rea em
desenvolvimento no sentido da utilizagdo separadamente da semente e da polpa. Esta
utilizagdo da alfarroba advém das diversas propriedades que este fruto apresenta, como
por exemplo atividade antioxidante, modulacdo do perfil lipidico sanguineo e
capacidade antiemética (Batlle & Tous, 1997; Makris & Kefalas, 2004; Zunft et al.,
2003).

Semente

Polpa

Figura 3 Constituicdo da vagem de alfarroba (Adaptado de Haiat, 2013).
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2.2 Semente de alfarroba

A semente de alfarroba ¢ constituida pelo involucro, pelo endosperma e pelo
germe ou embrido. Representam em peso seco, 30-33%, 42-46% e 23-25% da semente,
respectivamente. O involucro possui propriedades antioxidantes, o endosperma ¢ rico
em galactomananas e o embrido contém uma elevada percentagem de proteinas, cerca
de 50% (Batlle & Tous, 1997).

A galactomanana ¢ uma goma com um notério valor comercial visto que
consegue atuar como espessante por aumento da viscosidade e também assume
propriedades emulsionantes e estabilizantes. Assim, a semente de alfarroba ¢ utilizada
ao nivel da industria alimentar (Batlle & Tous, 1997; Dionisio & Grenha, 2012).

Para além da industria alimentar, a semente de alfarroba apresenta igualmente
importancia ao nivel da induastria farmacéutica, onde ¢ frequente a utiliza¢do da farinha
de alfarroba na alimentacdo das criancas, funcionando como um antiemético devido ao

espessamento do contetido estomacal (Aggett ef al., 2002).

Tabela 1 Composi¢cdo média do embrido da semente de alfarroba (adaptado de Batlle e Tous, 1997).

Constituinte Percentagem (%)
Agua 7
Lipidos 8
Cinza 6
Proteina (bruta) 52
Hidratos de carbono 27

2.3 Polpa de alfarroba

A polpa de alfarroba ¢ o maior constituinte da vagem de alfarroba, representado
aproximadamente 90% do peso seco total. A polpa de alfarroba é considerada um sub-
produto do aproveitamento da semente, no entanto, devido as suas propriedades e a sua
composicdo quimica representa uma mais-valia para a valorizagdo da vagem de
alfarroba na sua globalidade (Batlle & Tous, 1997).

A constitui¢do quimica da polpa de alfarroba, ou de qualquer outro material

vegetal, depende das condi¢des criadas aquando do cultivo, nomeadamente o local e o
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2. ALFARROBA

tempo de amadurecimento (Batlle & Tous, 1997; Biner, Gubbuk, Karhan, Aksu, &
Pekmezci, 2007). A polpa de alfarroba ¢ quimicamente constituida por agucares,
celulose e hemiceluloses, compostos minerais (potassio, calcio, magnésio, sodio, cobre,
ferro, zinco e manganés) e lipidos. Nos extractos de polpa de alfarroba podemos
encontrar a presenca de aminodcidos, como por exemplo, alanina, glicina, leucina,
tirosina e fenilalanina (Avallone, Plessi, Baraldi, & Monzani, 1997; Batlle & Tous,
1997).

Entre os agucares que sdo os constituintes maioritarios deste fruto, destacam-se
a frutose, a glucose e a sacarose, sendo esta ultima a que apresenta maior percentagem,

correspondendo a cerca de 32 a 38% (p/p) dos aglicares totais (Avallone et al., 1997).

Tabela 2 Composi¢cdo média da polpa de alfarroba (tabela adaptada de Batlle e Tous, 1997).

Constituinte Percentagem (%)
Acucares totais 48-56
Sacarose 32-38
Glucose 5-6
Frutose 5-7
Pinitol 5-7
Taninos 18-20
Polissacarideos nao amildceos 18
Cinza 2-3
Lipidos 0,2-0,6

A polpa de alfarroba possui ainda na sua composicdo compostos fenodlicos,
porém devido a utilizacdo métodos de extracdo e devido as diferentes proveniéncias da
alfarroba ndo h4 unanimidade entre autores quanto a sua concentragao (Avallone et al.,
1997; Ayaz et al., 2007; Papagiannopoulos, Wollseifen, Mellenthin, Haber, & Galensa,
2004). Foram realizados varios estudos neste sentido, sendo que Ayaz e a sua equipa
determinaram a concentragdo de fenois totais pelo método de Folin-Ciocalteu e
chegaram a conclusdo que a polpa de alfarroba possui 13 a 19 miligramas (mg) de
equivalentes de acido galhico (GAE) por g de s6lido em peso seco. Outros trabalhos

referem uma concentragao total de polifendis de 6,1% (p/p) (Ayaz et al., 2007). O acido
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galhico assume o papel principal de entre todos os constituintes fenolicos. Foi
determinada uma concentracdo de 174,1 mg de acido gélhico/kilogramas num estudo
onde este constituinte foi quantificado por cromatografia liquida de fase gasosa (HPLC)
depois de devidamente extraido da polpa de alfarroba, com 4agua e acetona
(Papagiannopoulos et al., 2004). Num outro estudo, onde a extracdo dos dacidos
fenolicos foi realizada com azoto liquido e acetona, sdo apresentadas concentragcdes em
GAE de 1249,5 mg, 1550,5 mg de ésteres de GAE e 468,3 mg de glicésidos de GAE
por kg de peso seco de solido. Neste mesmo trabalho foram quantificados o acido
siringico e sinapico (Ayaz et al., 2007). Num estudo de 2004 foram analisadas amostras
comerciais de diversos componentes da alfarroba: a LBG, os kibbles (pequenos pedacos
de polpa de alfarroba que resultam do processo de extracdo das sementes), polpa de
alfarroba (Carobmax®) e um xarope obtido a partir da polpa de alfarroba. A amostra
que apresentou maiores resultados foi a polpa de alfarroba e foram determinadas
concentragdes de 26,3 mg/kg de taninos hidrolisaveis e 14,8 mg/kg de taninos
condensados. Para além disso também foi detectada a presenca de derivados de
quercetina, miricetina e campferol (Papagiannopoulos ef al., 2004). Mais recentemente,
em 2011, Bernardo-Gil e a sua equipa de trabalho procederam a uma extragdo
supercritica com CO; e identificaram diferentes compostos fendlicos, como ¢ o caso do
acido cumdrico, acido ferulico, naringenina, acido cafeico, apigenina, entre outros
(Bernardo-Gil et al., 2011).

Outro constituinte da polpa de alfarroba ¢ o pinitol, que constitui cerca de 5 a
7% do peso do fruto seco. Este constituinte assume um papel importante na constituigao
da alfarroba visto que, caso exista uma adulteracdo na industria alimentar, o pinitol ¢é
utilizado como o principal indicador de uma incorporagdo de alfarroba (Batlle & Tous,

1997).
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3. PRODUTOS CONVENCIONAIS PROVENIENTES DA ALFARROBA
E SUA VALORIZACAO
3.1 Goma de semente de alfarroba

A goma de semente de alfarroba (em inglés, locust bean gum — LBG) é um
polimero de origem natural, que tem sido comummente utilizado na industria
farmacéutica e na industria alimentar (Dey, Sa, & Maiti, 2011). A goma de alfarroba,
devido as suas propriedades, como por exemplo capacidade de gelificacdo e
espessamento, ¢ usada como excipiente em multiplas formulagdes. A LBG é um
polissacarideo ndo amildceo constituido por moléculas de galactose e manose, numa
razdo de 1:4 (Batlle & Tous, 1997; Dionisio & Grenha, 2012). A goma de semente de
alfarroba pertence a classe das galactomananas, que constituem reservas de hidratos de
carbono que se encontram facilmente no endosperma das sementes de varias plantas,
como por exemplo, Ceratonia siliqua, Cyamopsis tetragonoloba e Caesalpinia spinosa
(Dionisio & Grenha, 2012; Mathur & Mathur, 2005).

Quanto a estrutura quimica, a LBG apresenta-se como sendo um polimero
neutro de uma estrutura principal de unidades de D-manose ligadas por ligagdes B-(1-4)

com cadeias laterais de D-galactose ligadas por ligacdes «-(1-6) (Beneke, Viljoen, &

Hamman, 2009; Mathur & Mathur, 2005). As propriedades fisico-quimicas das
galactomananas sdo bastante influenciadas pelo contetido em galactose e também pela
distribuicdo desta molécula ao longo da cadeia. Assim, a razdo entre a molécula de D-
galactose e D-manose também varia, e estas oscilagdes acontecem devido a
determinados factores, como por exemplo, o tipo de semente utilizada para a obtencao
da goma e igualmente devido as condi¢des de cultivo as quais as plantas sdo submetidas

(Beneke et al., 2009).
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Figura 4 Estrutura molecular da galactomanana (Marianecci ef al., 2011).

Apesar das galactomananas serem moléculas hidrofilicas, a sua solubilidade, na
maior parte dos casos, encontra-se reduzida e, quando se encontram em solucdo, os
polissacaridos ocupam um volume consideravel. Este volume ¢ causado pela
conformacdo estendida da molécula, originando assim solu¢cdes com uma viscosidade
elevada. Esta viscosidade depende do peso molecular do polimero (Mathur & Mathur,
2005). A viscosidade e a solubilidade deste polimero neutro sdo pouco afectadas numa
escala de pH de 3-11 (Beneke et al., 2009; Yang, Zhou, & Deng, 2003).

A solubilidade da LBG ¢ afectada principalmente pela razao entre as moléculas
de manose e de galactose que o constituem. Isto € justificavel pela andlise destas duas
moléculas, uma vez que as moléculas de galactose sdo mais hidrofilicas e as moléculas
de manose sdao mais hidrofobicas. Como a molécula de LBG apresenta uma razao de 4:1
de manose relativamente a galactose, considera-se que a LBG apresenta uma
solubilidade limitada e tem tendéncia para formar agregados quando em contacto com
agua (Picout, Ross-murphy, Jumel, & Harding, 2002; Pollard et al., 2008).

Devido aos factores que fazem variar a constituicdo da LBG, esta ¢ considerada
polidispersa do ponto de vista quimico. A polidispersao da LBG ¢ resultante da variagao
da sua estrutura quimica, e pode resultar do grau de substituicio com galactose, da
padronizacdo dos grupos laterais da cadeia de galactose e do comprimento da cadeira ou
grau de polimeriza¢do (Beneke et al., 2009; Pollard et al., 2008). Considera-se que a
LBG ¢ parcialmente soluvel a temperatura ambiente uma vez que, nestas condi¢des se
alcanga 50% de solubilizacdo. Por outro lado, se a temperatura de solubilizagdo for

80°C conseguem-se percentagens de solubilizacdo entre os 70 e os 85 %, com 30
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minutos de agitagdo. Assim, a temperatura assume um papel fundamental na
solubilizacdo (Dakia, Blecker, Robert, Wathelet, & Paquot, 2008; Dionisio & Grenha,
2012). Algumas moléculas de alto peso molecular e as galactomananas com baixo grau
de substitui¢do com galactose conseguem ser dissolvidas a temperaturas altas e, pelo
contrario, o fendmeno ndo ocorre a temperaturas baixas. Estes factos suportam a ideia
de que a LBG ¢ polidispersa (Dakia ef al., 2008; Garcia-Ochoa & Casas, 1992). Com o
objectivo de superar problemas relacionados com a solubilidade, vérios derivados de
carboxilo, hidroxilo e fosfato tém sido adicionados a LBG, sendo que os resultados
obtidos trazem melhorias notorias a solubilidade (Garcia-Ochoa & Casas, 1992).

A LBG apresenta um peso molecular situado entre os 50 e os 1000 kDa
(Dionisio & Grenha, 2012). Devido ao interesse crescente ¢ a descoberta de novas
aplicagdes industriais desta goma, procedeu-se a investigagdo e ao desenvolvimento de
novas estratégias que permitissem novos e melhores avangos. Assim, uma dessas
estratégias centra-se na hidrdlise de moléculas de alto peso molecular. A hidrolise acida
e a hidrolise enzimatica t€ém sido muito exploradas; contudo, ha uma particularidade da
LBG que decide qual o método mais eficaz para esta hidrolise: a LBG, sendo
constituida por galactomananas, origina residuos de manose ligados por ligagdes de B-
(1,4), logo, a enzima PB-mananase ¢ a escolha mais evidente e mais explorada
(Naganagouda, Salimath, & Mulimani, 2009; Vaheed, Shojaosadati, & Galip, 2011).
Esta enzima ¢ extraida e purificada de bactérias e fungos, que demonstraram serem
excelentes produtores extracelulares de B-mananase (Naganagouda et al., 2009). Um
exemplo desses produtores ¢ o fungo Aspergillus niger, que assume um importante
papel na produgdo desta enzima. O fungo ¢ classificado, pela FDA, como sendo um
organismo Generally Recognized As Safe (GRAS), o que justifica o facto referido
anteriormente (FDA, 2001; Naganagouda ef al., 2009).

3.1.1 Processo de extra¢do da goma de semente de alfarroba

O processo de extracdo da LBG tem origem nas sementes de alfarroba que,
como ja referido anteriormente, representam 10% do peso seco total desta vagem. As
sementes sdo tratadas e processadas industrialmente da seguinte forma: quebra da casca,
peneiracdo e moagem sucessivamente. Estes processos, que preparam as sementes de

alfarroba, t€ém como objectivo principal isolar e moer o endosperma. Este constituinte é
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posteriormente recuperado e separado apods a quebra da casca e a separacdo do germe ou
embrido, também constituintes da semente. Segue-se a moagem.

A LBG pode ser clarificada ou ndo. Quando se opta por ndo clarificar, a goma ¢é
embalada e estd pronta a ser comercializada. Por outro lado, esta goma pode ser
clarificada de forma a obter-se um produto mais puro. Assim, quando se opta pela
clarificacdo, a LBG ¢ submetida a uma dissolu¢do em 4gua quente, seguida de uma
filtracdo onde se descarta a fracdo insoluvel. Por sua vez, a fragao soltivel ¢ submetida a
uma precipita¢do alcodlica, geralmente realizada com etanol ou isopropanol. Depois da
precipitacdo o residuo ¢ filtrado novamente, seco, moido e, por ultimo, embalado. O
produto final desta clarificagdo ¢ a LBG clarificada (Batal & Hasib, 2013; Kawamura,
2008; Prajapati, Jani, Moradiya, Randeria, & Nagar, 2013).

Casca

Endosperma

Embrido

Figura 5 Constituintes da semente de alfarroba (Dakia et al., 2007).

Na realiza¢do do processo de extracdo, existem alguns aspectos a ter em conta,
nomeadamente, a dificuldade existente em tratar os graos de alfarroba. Isto acontece
pois o tegumento apresenta-se duro, sendo crucial realizar o descasque sem destrui¢do
do endosperma e do embrido. Num primeiro método, os graos sdo tratados com acido
sulfurico a determinada temperatura, com a finalidade de hidrolisar o tegumento. Os
restantes constituintes sdo removidos e limpos. Em alternativa a utilizacdo de acido

sulfurico pode realizar-se uma torragem em forno rotativo, onde o tegumento se destaca
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dos restantes constituintes e as metades do endosperma, do qual o embrido ja se separou,
sdo resgatadas da casca queimada destes. A principal diferenga entre estes dois métodos
esta relacionada com a cor dos produtos obtidos, visto que com o acido sulfurico obtém-
se um produto mais claro e mais esbranquigado e com a torragem o produto obtido
apresenta-se mais escuro (Prajapati ef al., 2013).

As amostras de LBG usualmente comercializadas tém a seguinte composi¢ao: 5-
12% de agua, 1,7 — 5% cinza soluvel em acido, 0,4-1% de cinza e 3-7% de proteina.
Quando a amostra ¢ a LBG clarificada a sua composi¢do varia, sendo 3-10% de agua,
0,1-3% de matéria soltivel em 4cido, 0,1%-1% de cinza e 0,1-0,7% de proteina. De todo
o processo de extracdo da LBG pode ainda obter-se produto contaminado com
impurezas. As principais impurezas sdo a casca, o germe, quantidades residuais de

etanol ou isopropanol (Prajapati et al., 2013).
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Figura 6 Processo de extragdo da LBG (Adaptado de Batal & Hasib, 2013; Kawamura, 2008; Prajapati ef al., 2013).
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3.1.2 Aplicagdes da goma de semente de alfarroba

Ao longo do tempo, tém-se utilizado os polimeros naturais nos avangos tanto na
area da cosmética como na induastria alimentar e farmacéutica. Na area farmacéutica, os
avancos cientificos tém sido centrados no desenvolvimento de sistemas de entrega do
farmaco apropriados. Também ¢ de interesse, no desenvolvimento do farmaco, evitar os
possiveis efeitos secundérios e aumentar a eficicia terap€utica. Atualmente, o numero
de formulacdes existentes para distribuicdo do fairmaco ¢ numeroso e diversificado.
Temos, por exemplo, sistemas matriz, implantes, microparticulas, nanoparticulas, filmes,
sistemas injetaveis, entre outros. A fun¢do que os polimeros naturais podem assumir nos
sistemas de entrega de farmacos vai estar dependente da formulacdo farmacéutica.
Exemplo dessas fun¢des sdo a funcdo de ligante, formadores de matriz, espessantes,
viscosantes, emulsionantes, gelificantes, bioadesivos (Beneke et al., 2009; Dionisio &
Grenha, 2012). A LBG demonstra ser uma goma com varias possibilidades de aplicagao
e mais-valias no que respeita a distribuicdo de farmacos e ao desenvolvimento de
sistemas com essa fun¢do (Prajapati et al., 2013).

Ao nivel da induastria farmacéutica, o sistema de libertacdo controlada numa
formulagdo farmacéutica oral € e continua a ser o sistema mais comum e o mais popular
face a outros sistemas de distribuicdo de farmacos. Nas formulagoes de libertacao
prolongada, a LBG assume um papel muito importante na libertagdo do farmaco da
matriz, uma vez que, os polissacarideos que a constituem apresentam capacidade de
inchamento e de libertagdo do farmaco de forma faseada (Naganagouda et al., 2009). O
primeiro registo da utilizacdo da LBG na formulagdo de um comprimido como
excipiente data de 1998, Sujja-areevath e a sua equipa (1998) revelaram que na
producdo de diclofenac de sddio as mini-matrizes continham 49,5% de LBG (Prajapati
et al., 2013). A LBG também foi utilizada no fabrico de um comprimido que possui
uma matriz de goma de alfarroba, em que esta incorpora teofilina e mioglobina. Este
comprimido foi melhorado com glutaraldeido reticulado na tentativa de a rede assumir
um potencial maior para uma libertagdo prolongada eficaz. Este efeito ndo foi
observado, visto que a taxa de libertacdo foi semelhante na presenca ou auséncia do
glutaraldeido (80% em 8 horas). Contudo, este facto pode ser justificado pelo niamero
baixo de cadeias laterais e também pelas diminutas ligagdes cruzadas, que ndo foram
suficientes para efetivar o mecanismo de libertagdo do farmaco (Coviello, Alhaique,
Dorigo, Matricardi, & Grassi, 2007). Mais recentemente, mas assumindo uma func¢ao

diferente, a LBG tem vindo a ser desenvolvida como agente super-desintegrante, numa
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apresenta¢ao de comprimidos orodispersiveis de nimesulida. A incorporagdo de 10% de
LBG na formulagao resultou num tempo de desintegracdo de 13 segundos, no entanto
ndo chegou a ser utilizada na formulacdo final (Dionisio & Grenha, 2012). Outra
formula¢do ¢ o Eudragit®, composto por microesferas utilizadas para preparar
comprimidos orodispersiveis de ofloxacina incorporando a LBG. O tempo de
desintegracdo que foi observado variou entre 12 e 20 segundos, aumentando com o
aumento da concentra¢do de goma de alfarroba (Malik, Arora, & Singh, 2011). Antes de
ser usado na formulagdo TIMERxX® foi usado em conjunto com a goma dexantano, no
entanto esta combinac¢do nao teve associacao de nenhum farmaco. Neste caso, a LBG
funcionou como impulsionador no desenvolvimento do sistema TIMERxXx® que
demonstrou ter potencial de libertagdo controlada, in vitro e in vivo. O produto
encontra-se comercializado atualmente. Concluindo-se assim, que a combinagdo de
LBG com outros polissacarideos, como por exemplo o xantano ou a goma de caraia, sao
associagoes benéficas (Dionisio & Grenha, 2012). Apesar de ser nos comprimidos que
existe um maior desenvolvimento e utilizacdo da LBG, outros avancos foram
desenvolvidos noutras formas farmacéuticas, como ¢ o caso das dispersdes coloidais.
Um exemplo disso ¢ a dispersdo de LBG e lovastatina. Este tipo de associagdo foi
realizadas com o objectivo de aumentar a solubilidade do farmaco. Assim, a LBG ¢
submetida a um tratamento térmico que faz diminuir a sua viscosidade e assim, ndo ¢
afectada a sua capacidade de inchamento. Este tratamento térmico permitiu um aumento
de solubilidade do principio ativo, sendo que com LBG ndo tratada termicamente ¢ de
53%, contra 65% de solubilidade com LBG clarificada. Ao analisarmos os valores
obtidos, estes podem ser considerados favoraveis, visto que, a lovastatina por si s6 tem
uma solubilidade de apenas 35% (Patel, Tekade, Gattani, & Surana, 2008). Para além
das dispersdes coloidais, a LBG também foi utilizada na preparagdo de hidrogéis, em
conjunto com a goma de xantano. Estes dois polissacarideos foram utilizados em
conjunto com o objetivo de controlar a libertacdo de prednisolona. Verificou-se um
aumento da concentracdo de goma resultou na diminui¢do da taxa de libertacdo do
farmaco, apontando para que a difusdo do farmaco seria essencialmente controlada pela
densidade da rede tridimensional da matriz (Dionisio & Grenha, 2012).

Quando falamos de fairmacos cuja distribui¢do do fArmaco deva ser realizada na
cavidade bocal, estes apresentam duas vantagens que se destacam: permitem evitar a
eliminagdo pré-sistémica no trato gastro-intestinal (TGI) e evitar o efeito de primeira

passagem hepatica. Logo, a distribuicdo local de farmaco tenciona melhorar a
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biodisponibilidade dos que sdo pouco absorvidos no TGI, procurando assim, ultrapassar
este problema (Mujoriya, Dhamande, Washkhede, & Angure, 2011). Para um sistema
de administragdo oral funcionar um dos aspectos mais importantes a ter em conta, tem a
ver com a capacidade de adesdo a mucosa. Para que a adesdo aconteca e se verifique
acdo terapéutica, tornou-se frequente a utilizacdo de polimeros. E mais uma vez, a LBG
tem sido documentada e apresenta-se como sendo um polimero com perfil para ser um
forte mucoadesivo (Sudhakar & Kuotsu, 2006). No seguimento desta vantagem que os
polissacarideos apresentam, comprimidos que contém LBG ou uma mistura de
LBG/goma de xantano na constitui¢do matricial foram produzidos com a finalidade de
melhorar a biodisponibilidade do principio ativo, metoprolol. A utilizagdo desta
associacdo vai evitar um grande efeito de primeira passagem do farmaco.
Experimentalmente, a formula¢do contendo apenas LBG resultou na libertagdo
progressiva do farmaco; onde 7,5% de polimero da origem a uma libertagcdo de 98% em
45 minutos. Contudo, a associagdo LBG/goma de xantano revelou ser mais eficaz para
este tipo de formulacdo, considerando a integridade fisica, a dureza e a mucoadesdo
apresentadas. Os comprimidos com LBG/goma de xantano, na propor¢dao 2:1,
demonstraram a libertacdo completa do farmaco em 45 minutos, mas pouca
permeabilidade. Esta limitacdo pode ser superada com lauril sulfato de sodio 1%, que se
traduz num aumento da permeabilidade do fArmaco pelos poros da mucosa (Yamagar,
Kadam, & Hirlekar, 2010).

A LBG ¢ utilizada também na formulacdo de farmacos em que a distribuigdo ¢
realizada no cdlon, visto que este ¢ conhecido por conter quantidades consideraveis de
polissacaridos. Para além disso, o colon ¢ uma regido colonizada por um grande numero
de bactérias e, consequentemente, ha a produgdo de muitas enzimas. A utilizacdo deste
tipo de distribui¢do ¢ proporcionar um efeito terapéutico local, Util em doengas
especificas como a doenca inflamatéria do colon. No entanto, este tipo de distribuigdo ¢é
utilizada também para um efeito terapéutico sistémico, principalmente no caso dos
farmacos cuja absorcao se revela insuficiente no TGI superior. A degradacdo da LBG ¢
assegurada no colon, que possui, entre outras, a enzima P-mananase (Dionisio &
Grenha, 2012; Jain, Gupta, & Jain, 2007). O primeiro estudo em que a LBG foi
utilizada para ser distribuida no colon, teve como base utilizacdo de peliculas desta
como material de revestimento em comprimidos de teofilina. Os filmes de LBG
utilizados evidenciaram uma elevada capacidade de inchar (300-500%) que

potencializava a entrega do fAirmaco no co6lon, local onde a degradagdo acontecia. Este
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estudo ndo se revelou muito promissor, visto que foi detectada instabilidade mecanica
nos filmes de LBG (Hirsch, Binder, Schehlmann, Kolter, & Bauer, 1999). Outro estudo
realizado por Raghavan e a sua equipa, em 2002, investigou o potencial de uma mistura
de LBG/quitosano com o objectivo de ser utilizado como material de revestimento.
Através deste revestimento, consegue-se um protecdo do ambiente fisiologico do
estomago e do intestino delgado mas que ndo evita uma degradagdo por enzimas
bacterianas existentes no colon e, assim, permite a libertacio do farmaco. Foram
testadas e aplicadas varias propor¢des no comprimido de messalazina, sendo que a
proporcao 4:1 demonstrou melhores resultados, com uma libertacio de farmaco de
cerca de 98% apo6s 26 horas de incubacdo. Este sistema de libertagdo foi também
realizado in vivo, e revelou que a libertacdo do fairmaco era iniciada ap6s 5 horas, o que
corresponde ao tempo de transito intestinal médio (Raghavan, Muthulingam, Jenita, &
Ravi, 2002).

Quanto a aplicacdo da LBG na distribuicdo de fdrmaco no sistema ocular, foi
investigada uma formula¢do que consistia em microparticulas de LBG/i-carragenano
com gentamicina encapsulada, preparadas por emulsificacdo. Posteriormente, estas
eram incorporadas num gel de alcool polivinilico que era aplicado na superficie ocular.
Os resultados revelaram uma diminui¢do de 50% do tempo de desintegragdo com a
adi¢do de 10% de LBG, sendo que a formula¢do sem LBG revelava um tempo de
desintegracdo de 6 horas. Apesar dos resultados satisfatorios, ndo foram feitas mais
investigacdes nem sdo conhecidos mais desenvolvimentos neste tipo de sistema
(Dionisio & Grenha, 2012; Prajapati et al., 2013).

Foram igualmente investigadas formulagdes para a aplicacgdo topica usando LBG.
A formulagdo consistia num hidrogel com LBG/goma de xantano numa proporcao 1:1
com o objectivo de incorporar niossomas. Os niossomas sdo vesiculas de surfactante
ndo-ionico, que oferecem maior estabilidade quimica e maior disponibilidade face aos
lipossomas convencionais. Nestes niossomas foram incorporados varios farmacos,
incluindo calceina, ibuprofeno e cafeina. A incorporacdo dos niossomas no hidrogel
permitiu um efeito protetor sobre a integridade das vesiculas e uma libertagdo lenta do
farmaco através do sistema polissacarido (Coviello ef al., 2007; Dionisio & Grenha,

2012; Marianecci et al., 2011; Prajapati et al., 2013).
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De um modo geral e do ponto de vista da distribuicdo de farmacos, a LBG
apresenta-se como sendo uma boa escolha. Isto acontece devido a determinadas
caracteristicas que este produto tem, nomeadamente:

- E biocompativel, bioabsorvivel e biodegradavel na natureza;
- Nao ¢ teratogénico ou mutagénico (de acordo com a Joint FAO/WHO Expert

Committee on Food Additives realizada em Genebra, Abril 1975);

- Tem um tempo de prateleira aceitavel;
- Os produtos provenientes da sua degradagdo sdo rapidamente excretados (Dey et

al., 2011).

A LBG foi deste muito cedo explorada em todas as suas potencialidades. Esta
descrita e foi referida pela primeira vez em 1983 como tendo um efeito
hipocolesterolémico, isto ¢, diminui o colesterol das LDL devido ao seu alto teor em
fibras insoluveis (Zavoral et al., 1983). Este facto foi posteriormente confirmado e
demonstraram-se os efeitos da LBG no controlo da hipercolesterolemia (Zunft et al.,
2003). Ainda assim, também foi demonstrado que, apesar de ndo ser tdo eficaz como
outras galactomananas, a LBG pode reduzir a taxa de colesterol (Evans, Hood,
Oakenfull, & Sidhu, 1992). A inclusdao de LBG em produtos alimentares ¢ frequente,
visto que existe uma elevada capacidade de gelificagdo inerente, € como esta goma nao
¢ assimilada pelo TGI, a sua ingestdo provoca uma sensacdo de saciedade e uma
reducdo na absor¢do de nutrientes (Dakia, Wathelet, & Paquot, 2007). Existe atualmente
no mercado a LBG em capsulas que sdo utilizadas para a diminuicdo do apetite —

Arkopharma Arkocépsulas® de goma de alfarroba (Dionisio & Grenha, 2012).

Figura 7 Arkocéapsulas® de goma de alfarroba. (Arkocapsulas, 2011).
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Outro campo de biotecnologica do LBG ¢ a engenharia de tecidos. A engenharia
de tecidos fornece a combinagdo de células, biomateriais nao celulares, firmacos, genes
que podem ser concebidos, especificados, fabricados e administrados simultaneamente
ou sequencialmente como agentes terapéuticos. Uma dessas aplicagdes ¢ suportes de
tecido, que sdo matrizes tridimensionais conectados por poros com porosidade elevada
que sdo utilizados como tecidos de semeadura, reconstrucao, reparacao ou remodelagdo.
Este tipo de tecidos podem ser naturais ou sintéticos, e ser classificados em implantes
permanentes ou temporarios. Os permanentes mantém a sua forma e resisténcia durante
o processo de regeneracdo/reparacdo do o0rgdo; os temporarios vao-se degradando ao
longo do tempo de regeneragdo/reparagdo. Os polissacaridos com galactose sdo
utilizados como suportes de tecido e a LBG ¢ utilizada na preparagdo destes (Prajapati

etal.,2013).
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3.2 Xarope de polpa de alfarroba

A polpa de alfarroba ¢ o maior constituinte do fruto da alfarrobeira e tem na sua
composicdo uma forte componente em agucares. Como ja foi referido anteriormente,
cerca de 48 a 56% da polpa de alfarroba ¢é constituida por aglcares soluveis,
nomeadamente sacarose, glucose e frutose. Este elevado teor em acucares confere-lhe
um elevado potencial de valorizacdo. A polpa de alfarroba ¢ considerada atualmente,
um sub-produto do aproveitamento da semente de alfarroba. Ela ¢ muito utilizada como
alimento para animais, como por exemplo para cavalos, devido ao seu elevado valor
calorico (Batlle & Tous, 1997). Devido a sua composi¢do tdo elevada em aglicares
suscitou na comunidade que se debruca sobre o tema um interesse crescente de
aproveitamento e inovacdo. Ao nivel industrial encontraram-se formas de extrair os
acucares que constituem a polpa de alfarroba para a obtencdo de xaropes e a preparacao
de meios fermentativos, permitindo a produgdo de 4cidos organicos, como por exemplo
acido butirico, e também a producdo de biocombustiveis, como o bioetanol. (Ayaz et al.,

2007).

3.2.1 Processo de extracdo dos acticares da polpa de alfarroba

O processo de extragdo dos aglicares de alfarroba comeca com uma etapa
preliminar, a qual podemos chamar de limpeza da alfarroba. Normalmente, quando a
alfarroba chega do campo de cultivo vem acompanhada por um conjunto de elementos
estranhos, que ndo interessam para o processo de extragdo ter continuidade. Assim, esta
etapa consiste na separacdo mecanica e na limpeza do fruto com agua, seguida de
secagem. O objectivo desta operagdo ¢ a obtengdo de um produto que esteja
higienicamente limpo para seguir para a proxima fase. Na segunda etapa deste processo
a alfarroba ¢ passada através de um moinho de martelo, que aproveita o facto da vagem
de alfarroba apresentar uma fragilidade superior em relagdo a semente. Dentro do
moinho, a alfarroba ¢ esmagada e passa por uma rede de didmetro entre os 12 a 20
milimetros (mm) (Diaz, 1997). Depois desta passagem obtém-se uma matéria-prima que
esta pronta a ser utilizada por exemplo para a alimentacdo. Esta fase ¢ chamada de corte.
Seguidamente, a matéria-prima obtida na fase anterior passa por um separador de
peneira que separa os restos de semente da polpa e cujo objectivo ¢ obter granulos
inferiores a 10 mm. A granulometria 6ptima ¢ de cerca de 5/6 mm. A etapa que se segue

¢ a extragdo dos acucares. Este processo pressupde a imersdo da matéria-prima
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resultante da etapa anterior j& seca e fragmentada, num volume de agua determinado, a
uma dada temperatura e valor de pH, durante um periodo de tempo ja determinado.
Quando se acaba a etapa de extracdo, a polpa de alfarroba tem um elevado conteudo em
agua e por esta razdo, ¢ necessario proceder-se a uma prensagem com o proposito de
remocdo da dgua. Esta dgua ¢ utilizada na etapa de extragdo, permitindo assim uma
poupanca e rentabilizacdo deste processo. A fracdo resultante da prensagem ¢
adicionada a fragdo soluvel. Seguidamente, procede-se a uma filtracdo para eliminar
possiveis particulas que ainda existam em suspensdo e desta forma ¢ conseguido o
extrato aquoso. Este extrato aquoso ¢ caracterizado por uma coloragdo escura,
normalmente castanha, com odor enjoativo e com sabor doce e amargo. Doce devido a
presenca dos acucares e amargo devido a presenca dos compostos fendlicos. Para
obtencdo de um produto com a maior pureza possivel em termos de agtlicares, procede-
se a uma descalcificacdo em que sdo removidos calcio e magnésio de forma a prevenir
possiveis problemas que possam surgir em fases posteriores do processamento (Diaz,
1997). As etapas seguintes sdo mais uma filtracdo e uma evaporacdo, etapas estas que
antecedem a purificacdo cromatografica. Esta cromatografia ¢ realizada com resinas
cationicas e posteriormente realiza-se uma desmineralizacdo e uma descoloracdo do
extrato aquoso por cromatografia de troca idnica (Biner et al., 2007; Diaz, 1997). O

processo de extragdo dos acucares da polpa de alfarroba estd sucintamente na figura 8.
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Figura 8 Principais etapas do processo de extracdao do xarope de alfarroba (Diaz, 1997).
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Todos estes processos que tentam purificar o mais possivel o extrato aquoso,
apesar disso, ndo permitem que este produto seja comercializado como aglicar natural.
Quando o objectivo ¢ a utilizacdo dos agucares na industria alimentar opta-se por nao
realizar a purificagdo cromatografica mas sim por se fazerem ajustes no tempo e na
temperatura de evaporagdo para promover, ou nao, uma caramelizacdo dos agucares
sempre de acordo com aquilo que se pretende (Cordero, 2008; Diaz, 1997).

Um xarope obtido pela extragdo dos aglcares naturais da polpa de alfarroba
deve apresentar auséncia de cor, cheiro e sabor. A sua composicdo deve ser

aproximadamente a que se apresenta na tabela 3 (Diaz, 1997):

Tabela 3 Exemplo da composi¢do de um xarope obtido pela extragdo de polpa de alfarroba (Adaptado de

Diaz. 1997).
Constituinte Percentagem (%)
Sacarose 55-75
Frutose 7-15
Glucose 7-16
Outros agucares 0,5-3
Pinitol 4-14
Impurezas organicas e inorganicas 0,5-2

3.2.2 Aplicagdes do xarope de polpa de alfarroba

Como foi referido anteriormente, pode optar por se fazer a caramelizagdo ou ndo
dos acucares. Caso se faga essa caramelizacdo, o produto que se obtém no final pode ser
submetido a uma fase liquefeita com aporte de d4gua que varia em funcdo do produto e
pretendido, que possui sabor doce e textura de mel. Consoante a saida de mercado
podemos ter: licor de alfarroba, xarope de alfarroba, mel de alfarroba e caramelo liquido
de alfarroba. Se, apds a caramelizagdo, o produto for submetido a uma fase de secagem
com o objectivo de eliminar a dgua, obtém-se um produto com grau de humidade a
cerca de 5%. Este produto apresenta varias vantagens, entre as quais facil utilizagdo,
conservagdo e transporte e, para além disso, como a percentagem de 4gua ¢ baixa o
risco de contaminagdo microbiologica ¢ também menor. O produto final pode

apresentar-se de varias formas: granulado de xarope de alfarroba, xarope de alfarroba
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em po, xarope de alfarroba liofilizado, comprimidos de xarope de alfarroba. Estes
produtos estdo prontos a utilizar, isto €, para a sua reconstitui¢do basta ser adicionada a
quantidade de 4gua desejada ao produto (Cordero, 2008).

Sendo assim, o xarope obtido através da extragdo dos aglicares da polpa de alfarroba
pode ser utilizado tanto pela industria farmacéutica mas, principalmente, pela industria
alimentar. As suas utilizagdes mais comuns sdo para a preparagdo de (Cordero, 2008):

- Creme de aveld e alfarroba (50% de pralina de aveld e 50% de xarope de

alfarroba);,

- Creme de améndoa e alfarroba (50% de pralina de améndoa e 50% de xarope de

alfarroba);

- Torrdo de alfarroba e améndoas (pasta de améndoa e alfarroba);

- Bebida energética de alfarroba (bebida de alfarroba com sumo de laranja e sumo

de limao);

- Batido de alfarroba (alfarroba e leite);

- Creme de leite e alfarroba;

- Refresco de alfarroba;

- Licor de alfarroba;

- Caramelos de alfarroba;

- Aguardente de alfarroba;

- logurte de alfarroba;

- Barritas energéticas de alfarroba;

- Alfarroba liofilizada (em po6);

- Doce de alfarroba;

- Sumo de alfarroba;

- Orchata de alfarroba e améndoas;

- Manteiga de alfarroba;

- Café de alfarroba;

- Molho de alfarroba;

- Xarope de alfarroba em po;

- Xarope de alfarroba granulado;

- Xarope de alfarroba liofilizado;

- Xarope de alfarroba em comprimido.
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Como se pode verificar, através da extracdo dos agucares da polpa de alfarroba sdo
obtidos produtos que podem ser utilizados das mais variadas maneiras, seja em termos
da induastria farmacéutica como na industria alimentar, passando até por produtos
destinados a alimentacdo quotidiana. Por exemplo, ¢ utilizado como aditivo do café ou

como seu substituto devido ao elevado teor em agucar.
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3.3 Fibra de polpa de alfarroba e compostos fendlicos

A polpa de alfarroba possui na sua constituicdo quimica grandes concentragdes
de fibras e polifenois (Batlle & Tous, 1997; Zunft et al., 2003). As fibras, tendo em
conta a sua solubilidade em &4gua, podem ser de dois tipos: fibras soliveis e fibras
insoluveis (Gruendel et al., 2006). As fibras soluveis, como por exemplo, o amido, a
inulina e a pectina, aparecem em menor quantidade na polpa de alfarroba. Pelo contrério,
as fibras insoliiveis encontram-se em maiores quantidades e a polpa de alfarroba contém
cerca de 18% de celulose e hemiceluloses (Batlle & Tous, 1997).

A celulose ¢ um polimero linear constituido por unidades de D-glucose ligadas por
ligagdes glicosidicas B-(1->4) e ¢ um constituinte da parede celular das plantas
superiores. As suas propriedades principais sdo:

- Insolubilidade nos solventes organicos;

- Nao cora pelo iodo;

- E soltivel no reagente cupro-amoniacal de Schweizer (Cunha, Batista, & Roque,

2010, p.152).

Figura 9 Estrutura quimica da celulose (Cunha & Roque, 2010a).

A definicao de compostos fenolicos diz-nos que, os compostos fendlicos sdo:
“todos aqueles que ndo sendo azotados tém um ciclo ou ciclos aromadticos e sdo
principalmente derivados do metabolismo do acido siquimico e/ou de um poliacetato”
(Cunha & Roque, 2010a, p. 212).

Os compostos fendlicos encontram-se presentes num leque muito variado de
diversas espécies vegetais e também se encontram presentes em grande parte dos
alimentos. Tal como a uva, a alcachofra e o alecrim, também a polpa de alfarroba revela

uma grande presenca de compostos fendlicos na sua constituicao (Avallone et al., 1997,
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Cunha & Roque, 2010c; Manach, Scalbert, Morand, Rémésy, & Jiménez, 2004; Owen
et al., 2003). Sao compostos que se caracterizam por darem coloragdo aos tecidos
vegetais, devido a respostas a reagdes quimicas ou a agressdes por agentes patogénicos,
e assim, expressam-se na forma de pigmentos (Cunha & Roque, 2010c; Manach et al.,
2004). Os compostos fenolicos representam um vasto grupo de compostos pois, como ja
foi referido anteriormente, agrupam todos os compostos nao azotados com um ou mais
ciclos aromaticos e que derivam de duas vias metabolicas — a via do acido siquimico e a
via do acetato. No geral, os compostos fendlicos possuem pelo menos um nucleo
benzénico ligado a um ou mais grupos hidroxilos. Estes grupos podem apresentar-se
livres ou conjugados sob a forma de ésteres ou heterosidos (Cunha & Roque, 2010b).
Devido a acidez do hidroxilo fenolico, os compostos fenolicos sdo caracterizados pela
sua reactividade, esta reactividade vai possibilitar a forma¢ao de novas moléculas, tanto
pela unido oxidativa, assim como pela facilidade de oxidagdo do nticleo aromadtico
(Cunha & Roque, 2010b).

Quanto a classificagdo dos compostos fendlicos, estes podem ser classificados
tendo em conta o numero de atomos de carbono e as ligacdes quimicas estabelecidas.
Esta classificagdo agrupa os compostos fenolicos por familias. As principais familias de
compostos fenolicos sdo: flavondides, acidos fenodlicos, estilbenos, linhanos e taninos

(Manach et al., 2004).
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Tabela 4 Classificacdo dos compostos fendlicos (Lima, 2012a; Manach ef al., 2004).

Familia Sub-familia Exemplos
) Quercetina, Campferol, Miricetina, Delfinidina,
Flavonois o
Cianidina
) (+)-catequina, Epicatequina, Galhocatequina,
Catequinas ] )
Epigalhocatequina
Flavondides o Cianidina-3-glucésido, Peonidina-3-glucésido,
Antocianinas o )
Malvidina-3-glusosido
Flavanonas Herperidina, Liquiritigenina, Naringenina
Flavonas Apigenina, Luteolina
Isoflavonodides Daidzeina, Genisteina
Acidos Acido Vinilico, Acido Galhico, Acido Siringico,
Fendlicos Acido Salicilico, Acido Cafeico, Acido Fertlico
Estilbenos Pinosilvina, Resveratol, Hidroxiresveratol
Linhanos Matairesinol
Hidrolisaveis Acido Tanico, Geranina, Casuarinina
Taninos
Condensados Propelargonidina, Procianidina, Prodilfinidina

Os taninos sdo constituidos por um conjunto de mondmeros. Os taninos
possuem um elevado peso molecular e caracteristicas como a capacidade de se ligarem
e precipitarem proteinas e a capacidade de reagir com outros polimeros. Os taninos
podem ser distinguidos como dois grupos de taninos diferentes: os taninos hidrolisaveis
e os taninos condensados (Crozier, Clifford, & Ashihara, 2006; Cunha & Batista, 2010).
Os taninos hidrolisaveis sdo resultado da esterificagdo de um poliol alifatico, quase
sempre glucose, por um acido fenolico. Dentro do grupo dos taninos hidrolisdveis temos
dois sub-grupos: os galhotaninos (constituidos pelo acido géalico) e os elagitaninos
(constituidos pelo acido hexa-hidroxidifénico (HHDF)). Os elagitaninos também podem
ser constituidos por desidro-hexa-hidroxidifénico (DHHDF), um produto que resulta da

oxida¢do do HHDF. Um exemplo de um elagitanino ¢ a casuarinina (Cunha & Batista,
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2010; Lima, 2012b). Os taninos condensados, também podem ser designados
proantocianidinas, sdo oligobmeros ou polimeros de catequinas monoméricas e de
leucoantocianidinas. Como exemplos deste tipo de taninos temos, por exemplo, a

propelargonodona, procianidina e a prodelfinidina (Cunha & Batista, 2010).

OH

Figura 10 Unidades fendlicas mais frequentes na estrutura dos taninos hidrolisaveis (Cunha & Batista, 2010).
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3.3.1 Processo de extra¢do dos compostos fendlicos

O processo de extragdo dos compostos fenolicos revela alguma complexidade,
visto que a maioria dos compostos ndo se encontra na sua forma livre. Para que se
consiga o isolamento de determinado composto ¢ necessaria a quebra de ligacdes pré-
existentes, logo, para que isto aconteca, pode ser necessario a realizacdo de tratamento
térmico, hidrolise acida, hidrolise alcalina ou hidrolise enzimatica. Na hidrolise acida e
alcalina sdo utilizados, normalmente o acido cloridrico e o hidréxido de so6dio e na
hidrolise enzimatica sdo utilizados enzimas especificas para o tipo de ligacdo que se
pretende quebrar (Cunha & Batista, 2010; Cunha & Roque, 2010a; Lima, 2012b). Para
se obter uma eficiéncia maxima no processo de extragdo, o sistema de solventes de
extragdo deve ter a polaridade semelhante ao composto que se pretende extrair. Assim,
os compostos fenolicos apresentam-se maioritariamente na forma de conjugados com
polissacarideos, que sdo sobretudo soliveis em solventes aquosos/alcoodlicos. Os
compostos fendlicos na forma ndo conjugada, por sua vez, t€m mais afinidade para
solventes organicos (Cunha & Roque, 2010b; Hajaji et al., 2010). Tém sido descritos
varios sistemas de extracdo e existem varios factores a considerar no processo de
extracdo. De um modo geral, os sistemas de extracdo podem ser compostos por um sé
solvente ou por uma mistura de solventes. Solventes como o metanol, etanol e acetona
assumem o papel de solventes mais comuns e utilizados na extracdo dos compostos
fenodlicos (Avallone et al, 1997; Bonoli, Verardo, Marconi, & Caboni, 2004;
Kumazawa et al., 2002; Makris & Kefalas, 2004). No entanto, também foi descrita a
utilizacdo de outros solventes, como por exemplo 4gua, acetato de etilo ou
diclorometano (Hajaji et al., 2010; Makris & Kefalas, 2004). Foi ainda relatada a
utilizagcdo de acetonitrilo ndo sé para a extragdo mas também como estabilizador da
solugdo extratada (Makris & Kefalas, 2004). Factores como a concentracdao do solvente,
a temperatura, a granulometria do sélido a ser extratado, a duracdo do processo e a
secagem devem ser tidos em conta porque os polifendis sdo susceptiveis de sofrer
alteracdes. A concentracdo que se traduziu em resultados mais eficientes foi a solugao
aquosa de metanol a 80% proposta por Makris e Kefalas (Bonoli et al., 2004; Makris &
Kefalas, 2004). Num estudo realizado em 1964, Henis e sua equipa, em 1964,
realizaram um processo de extragdo com 4agua e concluiram que, quanto maior a
temperatura, maior sera a eficiéncia da extragdo. Em relagdo a duragdo do processo, os
autores concluiram que a extragdo era superior com uma dura¢do de 40 minutos (Henis,

Tagari & Volcani, 1964). Quanto a granulometria, ja foram realizados processos de
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extracdo em que a polpa de alfarroba se apresentava na forma de farinha ou na forma de
kibbles (pequenos pedacos fragmentados de polpa) (Hajaji et al., 2010; Kumazawa et al.,
2002; Makris & Kefalas, 2004). Tém sido realizados varios estudos no sentido de tentar
optimizar cada vez mais os pardmetros que influenciam a extra¢do de polifenois. Em
2013, Roseiro e seus colaboradores (Roseiro, Tavares, Roseiro, & Rauter, 2013)
realizaram uma extra¢do por decoccdo de kibbles com carbonato de célcio, em tempos
de extragdo entre 8 e 20 minutos e temperaturas entre os 80 e os 100°C. Os valores
optimos desta experiéncia foram obtidos para uma temperatura de 98,5°C durante 17
minutos (Roseiro et al., 2013). Um sistema de extracdo de compostos fenolicos
alternativo consiste na adsor¢do destes compostos a uma superficie, podendo esta
superficie ser barro poroso ou até mesmo carvao ativado. Este sistema de extragdo sé
pode ser utilizado no caso de amostras aquosas, o que constitui uma desvantagem deste
método (Arellano-Cérdenas, Gallardo-Veldzquez, Osorio-Revilla, Loépez-Cortéz, &

Gomez-Perea, 2005; Tancredi et al., 2004).
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3.3.2 Aplicagdes da fibra de polpa de alfarroba e dos compostos fenolicos

Tanto as fibras como os compostos fenolicos presentes na polpa de alfarroba
apresentam determinadas caracteristicas e propriedades que tornam a polpa de alfarroba
uma mais-valia para a satide do ser humano.

A hipercolesterolémia contribui para um elevado risco associado a doenca
cardiovascular. Para tentar controlar este aumento descontrolado dos valores de
colesterol recomenda-se, numa primeira fase, a mudanca de hébitos alimentares, uma
vez que o consumo de alimentos com determinadas propriedades pode trazer beneficios
para a saude. Pensa-se que a introdugdo de fibras, especialmente insoliveis, tenha
efeitos benéficos na saude humana (Gruendel et al., 2006; Gruendel, Otto, et al., 2007).
Ao longo do tempo, foram realizados varios estudos para perceber qual a relagdao que
existe entre o consumo destas fibras e o efeito nos valores de colesterol. Como a polpa
de alfarroba contém concentracdes elevadas de fibras e de polifendis, tém sido
realizados alguns estudos para perceber se a polpa de alfarroba representa um beneficio
para o ser humano e se deve ser introduzida na dieta habitual (Gruendel, Garcia, et al.,
2007; Zuntt et al., 2003). Num estudo realizado por Zunft e seus colaboradores (Zunft et
al., 2003), foram investigados os efeitos da introducdo na alimentagdo de uma
preparacdo de polpa de alfarroba rica em fibra insoliivel sobre o colesterol no sangue.
Este ensaio clinico consistiu numa interven¢ao de seis semanas em 58 voluntarios.
Nesse mesmo estudo concluiu-se que o consumo de fibra de polpa de alfarroba reduziu
os niveis de colesterol total e do colesterol LDL; o racio LDL:HDL diminuiu no grupo
que consumiu fibra de polpa de alfarroba e foi inferior ao grupo de controlo. Também
se observou uma reducdo mais pronunciada dos valores de colesterol nas mulheres do
que nos individuos do sexo masculino. Pensa-se que o mecanismo de diminui¢do do
colesterol no sangue ¢ da responsabilidade da fibra soluvel: esta terd influéncia na
solubilizacdo dos lipidos, adsorvendo os é&cidos biliares, e assim diminuindo as
concentragdes de colesterol (Zunft et al., 2003). Em 2006 Gruendel e a sua equipa
(Gruendel ef al., 2006) fizeram um estudo em que o objectivo final era a avaliagdo pos-
prandial dos niveis lipidicos e de triglicéridos (TG) plasmaticos, e os niveis de acidos
gordos ndo esterificados (NEFA) apos a ingestdo de fibra dietética insoluvel. Neste
estudo foi utilizada polpa de alfarroba como fonte de fibra insoltivel e polifendis, e
concluiu-se que o consumo de polpa de alfarroba diminuiu a concentracdo dos NEFA e

dos TG. Os NEFA sdo solubilizados, visto que a fibra soluvel é capaz de adsorver os
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acidos gordos. No entanto, o0 mecanismo pelo qual o nivel de TG diminui ainda nao ¢
conhecido e pensa-se nao estar relacionado com o consumo de alfarroba (Gruendel et al.,
2006).

A Diabetes mellitus e a obesidade também sdo doencas que merecem especial
atencdo (Gruendel, Otto, ef al., 2007). A resisténcia a insulina ¢ caracterizada por uma
capacidade reduzida que o musculo esquelético apresenta para oxidar os acidos gordos.
E, neste ambito, alimentos funcionais que diminuam os NEFA circulantes e que
aumentem a oxidacdo da gordura podem ser interessantes para uma prevengdo e,
possivelmente, tratamento da diabetes e da obesidade. Num estudo realizado em 2007
investigou-se os efeitos retardados do consumo de fibra de polpa de alfarroba, em duas
situacdes: a) jejum e b) pds-prandial, verificando os niveis de glucose, de insulina, de
NEFA e de leptina (Gruendel, Garcia, et al., 2007). A leptina ¢ uma hormona
predominantemente produzida no tecido adiposo e esta relacionada com a supressdo do
apetite. A amostra utilizada foi fibra de polpa de alfarroba. Este estudo concluiu que
existiu o consumo de fibras estd relacionado com o metabolismo lipidico, no entanto
também foram relatados efeitos adversos que se pensa serem causados pelos compostos
fenolicos (Gruendel, Garcia, et al., 2007). Ainda em 2007, Gruendel e sua equipa
investigaram os efeitos dose-dependentes da fibra de polpa de alfarroba na glucose pos-
prandial, quando administrada em conjunto com uma carga de glucose (Gruendel, Otto,
et al., 2007). Os resultados deste estudo apontam para a ingestdo de fibra causar um
aumento da concentracdo da glucose pos-prandial, assim como da concentragdo de
insulina. No entanto, os mecanismos que suportam esta ideia ainda continuam a ser
investigados.

Como ja foi referido anteriormente, a polpa de alfarroba ¢ rica em compostos
fenodlicos e esses compostos apresentam atividades terapéuticas. Os compostos fenolicos
possuem um poder antioxidante elevado. Este facto ¢ justificavel pela estrutura dos
compostos fenolicos, isto €, os compostos fendlicos tém uma estrutura que € propicia a
que sejam os aceitadores e neutralizadores de radicais livres. O poder antioxidante
destes compostos pode ser utilizado para o estudo da neutralizacdo e prevengdo de
reacdes que podem desenvolver inlimeras patologias, como doengas cardiovasculares,
cancro, osteoporose, doencas neurodegenerativas e Diabetes mellitus. Este poder
antioxidante tem sido comparado com antioxidantes-padrdo, como por exemplo a

vitamina C, vitamina E, quercetina, acido galhico, 4cido cafeico, 4cido tanico e
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catequinas (Anesini, Ferraro, & Filip, 2008; Cheynier, 2005; Klenow, Jahns, Pool-Zobel,
& Glei, 2009; Makris & Kefalas, 2004; Quiles, Rami, Go, & Huertas, 2002).

O 4cido galhico ¢ um dos constituintes fenolicos maioritarios da polpa de alfarroba.
O 4cido galhico exibe agdo farmacologica e através da formacdo de espécies de
oxigénio reativas (ROS) ¢ induzido o estado de apoptose e/ou necrose, impedindo o
desenvolvimento destas células (Locatelli et al., 2008). Um estudo realizado em ratos
diabéticos testou se a administragdo de acido galhico tem uma acdo hipoglicémica pela
estimulacdo das células de Langerhen’s a produg¢do de insulina, que originard a
diminui¢do da glucose (Punithavathi, Prince, Kumar, & Selvakumari, 2011). Foi ainda
relatada uma agdo protetora contra o stress lipidico caracteristico da diabetes pela sua
capacidade de captar radicais livres (Lima, 2012b; Punithavathi et al., 2011). Pal e
Ghosh demonstraram em células bacterianas a a¢do protetora do ADN contra a radiacao,
sendo o 4cido galhico o responsavel pela preven¢do da atividade mutagénica da célula
(Pal & Ghosh, 2011). Apesar de todas estas agdes positivas, o dcido galhico em excesso
pode ser prejudicial. Foi realizado um estudo em que se verificou que a ingestdo de

acido gélhico leva a disturbios sanguineos, como a anemia (Lima, 2012b).

Outro constituinte da polpa de alfarroba sdo os taninos, que revelaram ter
algumas funcdes ao nivel do organismo humano. Num estudo em 2006, os taninos
foram utilizados como base de alimentacdo do mesmo. Os resultados deste estudo
demonstraram que existiu uma diminuicdo dos niveis de colesterol com a inclusdo na
dieta de taninos (Silanikove, Landau, Or, & Kababya, 2006). Os taninos também
possuem caracteristicas antidiarreicas e atividade antimicrobiana (Batlle & Tous, 1997;
Cunha & Batista, 2010). A atividade antimicrobiana ¢ devida a capacidade dos taninos
condensados precipitarem as proteinas, e tem suscitado um interesse crescente no
tratamento e prevencao de ulceras pépticas (Cunha & Batista, 2010; Henis ef al., 1964;
Lima, 2012b). Existem compostos fendlicos que possuem uma atividade de
fitoestrogénios. Estes sdo compostos que mimetizam a atividade das hormonas de
estrogénios. Compostos como a apigenina, quercetina, naringenina, daidzeina e
resveratrol assumem essa fun¢do (Rice & Whitehead, 2006). Estudos com ravesratrol e
apigenina tém demonstrado uma agdo protetora do cancro (Rice & Whitehead, 2006;
Scalbert, Manach, Morand, & Em, 2005). Tanto as fibras como os compostos fendlicos
que estdo presentes na fibra de polpa de alfarroba sdo apontados como sendo benéficos,

sobretudo na satide humana. Diminuem o colesterol, suprimem o apetite, t€ém efeito
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antioxidante, acdo protetora do cancro, propriedades antidiarreicas, atividade
antimicrobiana, entre outros.

Todas estas funcdes propiciaram um desenvolvimento da indlstria na elaboracao
de diversos produtos tendo por base fibras e compostos fendlicos da polpa de alfarroba.
Um exemplo deste tipo ¢ um produto baseado em alfarroba que tem propriedades
antidiarreicas. Todo o processo foi patenteado e ¢ obtido um produto antidiarreico por
altas temperaturas (superiores a 120°C), sem que exista a solubiliza¢do dos taninos. O
produto ¢ submetido a uma secagem e a uma pasteurizagdo — cujo seu nome comercial é
Arobon® (Thomas, 1992). Noutra invengdo, sdo obtidos produtos naturais com
propriedades antioxidantes a partir da polpa de alfarroba, por extra¢do supercritica.
Neste caso sdo obtidos dois produtos sdlidos, ricos em compostos fendlicos e fibras. As
suas propriedades antioxidantes fazem com que estes produtos sejam utilizados em
preparagdes industriais, principalmente tendo em vista a industria alimentar, a indlstria
farmacéutica e a industria cosmética. Este produto encontra-se patenteado desde 2010
(Esteves et al., 2010). Ainda em 2010, foi patenteada uma bebida polifuncional nao
alcodlica obtida por fermentacdo do extrato aquoso da polpa de alfarroba triturada e
soro de leite, por uma mistura de microrganismos diferentes e sua respectiva preparacao
(Gil et al., 2010). Esta bebida contém compostos fenolicos, na sua maioria
representados por 4cido galhico, pinitol, além de microrganismos com potencial
probidtico. Esta bebida contribuiu para a valorizacdo da polpa de alfarroba que constitui

um subproduto da industria da semente, abrindo novas perspectivas de mercado (Gil et

al., 2010).
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3.4 Pinitol

O pinitol, ou 3-metil-D-quiro-inositol, ¢ um dos constituintes da polpa de
alfarroba, estd presente em cerca de 5 a 7% (p/p) na polpa e apresenta elevada
solubilidade em agua (Batlle & Tous, 1997). O interesse crescente no pinitol fez com
que alguns estudos tenham sido direcionados neste sentido. O pinitol tem sido
identificado como tendo um efeito hipoglicemiante que imita os efeitos da insulina. A
ingestdo de D-pinitol ¢ a principal fonte metabolica de D-quiro-inositol uma vez que
este ¢ um precursor daquele in vivo (Davis ef al., 2000). A administracdo do composto
D-quiro-inositol demonstrou uma diminui¢ao da concentra¢do de glucose no sangue de
ratos diabéticos. A glucose e o D-quiro-inositol podem competir pela absor¢ao em vias
especificas, e assim este composto pode ser bastante importante no tratamento pré-

diabético em alguns pacientes (Davis et al., 2000).

OH OH
H O \\\\\\OH H O “\\\\O H
HaCQ\\\“"' "l"’//QH HO\\\\\“. "l"’//oH
OH OH
Pinitol D-chiro-Inositol

Figura 11 Estrutura quimica do pinitol e do D-quiro-inositol (Davis et al., 2000).

O pinitol ¢ frequentemente encontrado em leguminosas, nos citrinos e na soja (Davis et
al., 2000). Num estudo realizado por Davis e seus colaboradores, foi testado se uma
alimentacdo a base de pinitol conseguia melhorar a sensibilidade a insulina e ao
metabolismo lipidico, em doentes obesos com diabetes tipo 2 ou intolerantes a glucose
(Davis et al., 2000). As conclusdes deste estudo ndo foram muito esclarecedoras sobre a

existéncia de uma relagdo direta entre a suplementagdo de pinitol e a concentracdo de
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glucose no organismo. Serdo necessarios mais estudos para definir quais os efeitos
terap€uticos do pinitol (Davis et al., 2000; Kim, Kim, Joo, Jung, & Kim, 2005; Tetik,
Turhan, Oziyci, & Karhan, 2011).

As propriedades anti-inflamatorias do pinitol foram descritas em estudos
realizados em ratinhos. O D-pinitol era indicado como eficaz na prevencao das cataratas
e edema da cérnea. O D-pinitol pode ter ainda efeito antioxidante e hepatoprotetor (Kim
et al., 2005; Tetik et al., 2011). Como existem poucos dados sobre a concentracao de D-
pinitol no xarope de alfarroba, em 2011 foi realizado um estudo para determinar o teor
daquele composto no xarope de polpa de alfarroba (Tetik ef al., 2011). Tetik e a sua
equipa mostraram que o xarope de alfarroba ¢ uma fonte de D-pinitol quando em
comparagdo com outras fontes conhecidas, como por exemplo a soja (Tetik ez al., 2011).
O pinitol apresenta ainda outra particularidade. Caso exista adulteragao pela adigdo de
polpa de alfarroba a um produto alimentar, esta pode ser detetada pela andlise da

composicao, sendo que o pinitol ¢ um dos principais indicadores de adultera¢do (Tetik

etal.,2011).
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4. PROCESSOS DE BIOCONVERSAO PARA A VALORIZACAO DA
POLPA DE ALFARROBA

4.1 Fermentacao para producao de bioetanol

A utilizacdo de biocombustiveis, como o bioetanol, apresenta varias vantagens ao
nivel do ambiente face a utilizagdo de combustiveis fosseis, nomeadamente a
diminui¢do das emissdes dos gases que provocam o efeito de estufa e consequentemente
melhorar a qualidade da atmosfera. A producdo de bioetanol para utilizagdo como
combustivel tem apresentado, nos ltimos anos, um interesse crescente. As principais
fontes de producdo de etanol sdo: matérias-primas ricas em agucares fermentesciveis;
matérias-primas ricas em polissacaridos que podem ser hidrolisados em agucares; e
matérias-primas de biomassa lenhoceluldsica que tém na sua constitui¢do lenhina e
celulose. No entanto, a producdo de etanol apresenta-se dispendiosa ao nivel da
producdo (Sanchez et al., 2010; Sdnchez-Segado et al., 2012).

A polpa de alfarroba moida pode ser utilizada para consumo humano e através da
fermentacdo por Saccharomyces cerevisae consegue-se produzir etanol. Na tentativa de
desenvolver este método Sanchéz e a sua equipa (2010) estudaram a produgdo de
bioetanol a partir da utilizagdo da vagem de alfarroba e da levedura de S. cerevisae. Na
figura 16 estd um diagrama a explicar todo o processo proposto por Sanchéz e pelos
seus colaboradores para a producdo de bioetanol. A alfarroba ¢ considerada uma boa
aposta para a producdo mundial de bioetanol e, desta forma pode tornar este processo
uma alternativa viavel a producdo de combustiveis. Pensa-se que a polpa de alfarroba
enquanto matéria-prima possa produzir cerca de 0,320 L/kg, sendo apenas ultrapassadas
por duas matérias-primas, o milho e o trigo (Balakumar & Arasaratnam, 2009; Sanchez
et al., 2010). A polpa de alfarroba apresenta também caracteristicas importantes que se
tornam vantagens em relacdo a outras matérias-primas que sao:

- A polpa de alfarroba ndo compete com o consumo de alimentos, uma vez que ¢
considerada um sub-produto da semente;

- Os custos de produgdo esperados sdo idénticos aos processos realizados com
cana-de-agucar;

- A producdo ¢ realizada tendo em conta a reducdo da emissdes de gases
associados a utilizacdo de fertilizantes e a sua fixacao me solos minerais;

- E a hidrdlise 4cida pode ainda melhorar a produgdo de etanol (Sanchez et al.,

2010).
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Figura 12 Diagrama de obtengéo de etanol pela utilizagdo de alfarroba (Adaptado de Sanchez-Segado et al., 2012).
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Mais recentemente, foi apresentada uma hipdtese para a producdo de bioetanol
também utilizando como matéria-prima a polpa de alfarroba. Sanchéz-Segado e seus
colaboradores, em 2012, apresentaram a proposta de producdo juntamente com uma
analise econdmica para mostrar a rentabilidade deste processo. Entdo, este processo foi
concebido compreendendo as seguintes etapas para obtencdo do bioetanol:
Armazenamento, extragao dos agucares, fermentagao, recuperagao do etanol e secagem.
Este processo foi pensado para se ter um custo de producdo de 0,55 €/L e podendo
representar uma alternativa aos combustiveis fosseis. E estimado que o investimento
necessario para este processo seja de 39,61 milhdes de euros, contudo, prevé-se que os

retornos deste investimento se situem na ordem dos 7% (Balakumar & Arasaratnam,

2009; Sanchez-Segado et al., 2012).
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4.2 Fermentacao para producao de hidrogénio e acidos organicos

A molécula de hidrogénio ¢ composta por dois atomos de hidrogénio (H»), a
temperatura ambiente ¢ um gés incolor, inodoro e insipido. Este gas tem sido alvo de
estudos que demonstram que o hidrogénio tem potencial para ser a fonte de energia, ja
que tém uma elevada eficiéncia na conversdo em energia 1til assim como, um elevado
nivel energético com uma entalpia de combustdo de 120-142 KJ/g. Para além disto, este
gas apresenta vantagem ao nivel ambiental pois produzem-se poucos compostos
poluentes durante a sua combustdo (Hallenbeck & Ghosh, 2009; Kotay & Das, 2008).

O biohidrogénio corresponde ao hidrogénio produzido através de processos
biologicos. Um desses processos biologicos pode ser realizado por fermentagdo
anaerobia escura. Esta fermentagdo ¢ realizada por bactérias anaerdbias, em condig¢des
de anoxia, auséncia de luz e num meio rico em hidratos de carbono. Tanto o hidrogénio
como os 4acidos orginicos, como por exemplo o 4cido butirico, acético, lactico, e até
alcoois como o etanol podem ser produtos resultantes deste processo fermentativo, uma
vez que, podem ser sintetizados facilmente na presenca de agucares como por exemplo,
glucose, xilose, arabinose e celobiose (Argun, Kargi, Kapdan, & Oztekin, 2008). A
optimizacao da fermentacdo escura tem em consideracdo diversos aspectos:

- As caracteristicas do in6cuo, isto €, se este ¢ constituido por uma cultura pura,
por uma mistura de culturas ou por consorcios bacterianos. A auséncia de
microrganismos metanogénicos faz com que a utilizacdo de culturas puras
apresente vantagens sobre as restantes opgdes. No caso de existirem estes
agentes metanogénicos, torna-se necessario o seu tratamento, sujeitanto os
indcuos a uma acidificacdo. Este processo de fermentagdo tem vindo a ser
realizado principalmente por microrganismos pertencentes ao género
Clostridium sp., que apresentam os rendimentos mais elevados;

- A disponibilidade dos substratos como fonte de carbono, como por exemplo, na
producdo de hidrogénio por via fermentativa, torna-se muito mais eficaz quando
¢ realizada a partir do amido hidrolisado do que do amido em bruto. No caso de
estarmos perante substratos lenhoceluldsicos, para serem utilizados como
substrato tém que sofrer algum tipo de tratamento. Podem sofrer acidificacao,
alcalinizacdo ou aquecimento. Estes pré-tratamentos apresentam desvantagens

visto que podem originar compostos de acdo inibitdria;
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- A concentragdo inicial do substrato e dos metabolitos produzidos durante o
processo. Estas duas caracteristicas sdo muito importantes pois tanto uma como
outra podem levar a uma acdo inibitdria e consequentemente diminuir o
rendimento do processo. O controlo dos metabolitos formados torna-se
importante na medida em que a sua acumulagdo no meio leva a uma redugdo do

valor de pH (Argun et al., 2008; Pan, Zhang, Fan, & Hou, 2010).

O biohidrogénio representa atualmente, uma grande aposta para o futuro, como sendo
uma fonte de energia inesgotavel e que tras consigo, vantagens ao nivel ambiental. No
entanto, a incompleta conversdo do substrato traduz-se numa diminui¢do do rendimento
e que constitui o maior obstaculo para o biohidrogénio se tornar uma energia renovavel
(Hallenbeck & Ghosh, 2009; Kotay & Das, 2008). A glucose ¢ necessaria para ser
utilizada como substrato e, numa tentativa de colmatar esta necessidade, os residuos
lenhoceluldsicos representam uma boa aposta, sdo matérias-primas nao dispendiosas,
estdo abundantemente distribuidas e constituem uma potencialidade na producdo
biologica. Os residuos lenhoceluldsicos sofrem hidrolise quimica ou enzimatica e dao
origem a misturas de aglicares simples, que conseguem ser utilizadas por bactérias. A
semelhanca do hidrogénio, a producdo de 4cido butirico e acético também acontece
aquando a realizagdo do processo de fermentagdo escura. Seja o interesse o
biohidrogénio ou a producdo de 4cidos orgéanicos, a valorizacdo de subprodutos
agricolas e agro-alimentares pode representar uma aplicagdo rentavel deste tipo de

matérias-primas (Lo, Huang, Fu, Chen, & Chang, 2009; Panagiotopoulos et al., 2002).
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4.3 Produc¢ao de manitol

O manitol ¢ um composto que possui varias propriedades que demonstram ser
benéficas para a satide, nomeadamente o baixo valor caldrico, o efeito antioxidante e o
facto de o seu metabolismo no organismo humano ndo ser mediado pela insulina. O
manitol, quando se apresenta na forma cristalizada ¢ muito pouco higroscopico e
quimicamente inerte. O manitol apresenta propriedades fisico-quimicas melhores que o
sorbitol, o seu estereoisdmero e como tal, apresenta maior valor comercial. O isémero
optico do D-manitol ¢ o L-manitol, este Gltimo composto ndo ocorre naturalmente na
natureza, por sua vez, o D-manitol existe em diversas frutas e legumes (Korakli &

Vogel, 2003; Saha & Racine, 2011; Soetaert, Vanhooren, & Vandamme, 1999).

OH OH

OH OH

Figura 13 Estrutura quimica do manitol (Bickel, 2010).

A producgdo de manitol tem sido desenvolvida ao longo do tempo e, este pode
ser obtido por hidrogenacdo quimica ou conversdo bioldgica. A hidrogenagdo quimica
tem inicio numa molécula de frutose e, normalmente sdo os xaropes a fonte deste agucar,
e ¢ realizada a temperatura e pressoes elevadas, na presenca de um catalisador metalico.
A hidrogenacdo da frutose d4 origem a manitol e sorbitol numa propor¢do 50:50 e
constitui um processo de obtencdo do manitol ndo especifico. No entanto, a utilizacao
de apenas moléculas de frutose pura ¢ economicamente pouco vidvel e, sdo utilizadas
misturas de glucose e frutose numa proporcdo de 50:50. Assim, a utilizacdo destas
misturas resulta num pior rendimento, apenas originando 25% de manitol contra 75% de
sorbitol. Separa-se ainda o manitol do sorbitol, o que se revela dificil e que se traduz
num aumento de custo deste processo (Gil et al., 2011; Yun, Kang, & Song, 1996).

A alternativa a hidrogenacao quimica ¢ a utilizagdo de processos biotecnologicos, isto €,

a tecnologia enzimatica e a tecnologia microbiana. A tecnologia enzimatica tem como
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base a producdo enzimatica de manitol com a enzima manitol desidrogenase (MDH),
que usa NAD(P)H como cofactores, estes ultimos revelaram-se dispendiosos e
representam a limitagdo deste processo. Como alternativa a este problema considerou-se
a utilizacdo de andlogos artificiais do NAD(P)H e a sua regeneragdo independente de
processos bioquimicos. Esta alternativa foi pouco explorada visto que, ao nivel
industrial a sua utilizacdo ¢ complexa e cara. A tecnologia microbiana tem por base a
utilizagdo de microrganismos para a conversao de frutose em manitol e existem diversos
processos descritos e utilizam tanto bactérias como leveduras. E relatada a utilizagio em
maior quantidade de misturas balanceadas de frutose e glucose como substrato, no
entanto, substratos obtidos a partir de inulina ou de melacos e seguidamente
suplementados com fontes de azoto (como por exemplo, extractos de carne, peptonas de
soja) também tém merecido especial aten¢do visto que sdo mais baratos que os
comummente utilizados (Korakli & Vogel, 2003; Saha, 2006a, 2006b; Wisselink,
Weusthuis, Eggink, Hugenholtz, & Grobben, 2002). Os principais estudos e principais
patentes que utilizam a tecnologia microbiana como base para a producdo de manitol

sdo descritos sucintamente na tabela 5.
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Tabela 5 Producdo de manitol por via microbiana: estudos realizados, tanto em bactérias como em

leveduras.
Autores e ano Microrganismo
Observacoes
do estudo utilizado

Itoh et al. (1992)

Lactobacillus sp.
B001

Producéo simultinea de manitol, acido acético
e acido lactico. Utilizagdo de misturas de

glucose e frutose. Patente EP0486024A2.

Yun, Kang e Song(1996)

Lactobacillus sp.

Producdo de manitol.

KY-107
Frutose utilizada como principal substrato e,
Lactobacillus Hiose HHe prineipatst
] ] glucose, maltose, manose e galactose
Saha (2002) intermedius

NRRL B-30560

utilizados como fontes de carbono secundarias.

Patente US6855526.

Ojamo et al. (2003)

Leuconostoc
pseudomesenreroi

des ATCC 12291

Producdo de manitol recorrendo a utilizacio de
células imobilizadas. Mistura de glucose e

frutose constituiu a fonte principal de carbono.

Patente US6602691B1.
. Producdo de manitol utilizando como substrato
Lactobacillus
) ) a inulina e na presenca de inulinases por um
Saha e Bothast (2006) intermedius
processo de sacarificacdo e fermentacdo
NRRL B-3693 . . e gaqe g
simultaneas ou apos hidrolise acida.
Producdo de manitol em modo semi-
Saha, Racine e Terentieva descontinuo utilizando xaropes de frutose
(2006) como base do meio de cultura. Patente WO
044608/2006.
Lactobacillus Producdo de manitol em modo semi-
Racine e Saha (2007) intermedius descontinuo utilizando um meio suplementado
NRRL B-3693 com peptona de soja e manganés.
Candida Levedura produtora de manitol. Patente
Song et al. (2001)
magnoliae US6528290.

60




4. PROCESSOS DE BIOCONVERSAO PARA A VALORIZACAO DA POLPA DE ALFARROBA

Tanto a hidrogenacdo quimica como a conversdo biologica sdo processos que
apresentam algumas desvantagens. No entanto, a conversdao bioldgica ¢ a alternativa
mais promissora que, em comparagdo com a sintese quimica, apresenta conversao
completa da frutose em manitol, uma grande especificidade e a possibilidade de utilizar
substratos de baixo grau de pureza, como por exemplo, os xaropes. Contudo, os estudos
referidos na tabela 5 continuam a apresentar alguns aspectos a melhorar, sdo processos
morosos, € que utilizam meios de cultura base dispendiosos e provenientes de substratos
alimentares. Para além disso, estes estudos utilizam suplementos de elevado custo e
técnicas de cultivo complexas e exigentes (Gil ef al., 2011; Wisselink ez al., 2002).

Recentemente, foi apresentada uma nova forma de produ¢do de manitol que
tenta resolver muitas das desvantagens anteriormente referidas. Trata-se de um processo
fermentativo inovador, em que ¢ obtido um hexitol (C¢H40¢) que tem varias utilizagdes,
principalmente ao nivel da industria alimentar mas também com aplicagdes no campo
da medicina e nas induastrias farmacéutica e quimica. Este processo segue a via
microbioldgica e ¢ realizado a partir da fragcdo solivel que se obtém apds a extragdao da
polpa da vagem triturada da alfarroba com 4gua. As estirpes microbianas utilizadas tém
a capacidade de converter os aclcares presentes no extrato aquoso, que pode ser
hidrolisado com 4cidos ou enzimas e suplementado com nutrientes, tendo em vista a sua
utilizagdo como meio de cultura para a producdo de manitol. Este processo foi
patenteado (PT 104633) e apresenta vantagens em relacdo aos estudos anteriormente
realizados, entre as quais:

- Obtencdo de manitol através de uma matéria-prima de baixo valor comercial

(polpa de alfarroba);

- Extractos aquosos obtidos por um processo simples e economico;

- Rendimentos mais elevados comparativamente ao processo quimico;

- Possibilidade de recuperagdo da biomassa microbiana produzida no processo e
sua utilizagdo para outros fins;

- Vantagens econOmico-ambientais, isto ¢, como se utiliza um produto
proveniente da polpa de vagem de alfarroba, que por si s6 ¢ considerada um
subproduto da alfarroba representa valor acrescentado e perspectiva novas

possibilidades de mercado (Gil ef al., 2011).
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O manitol tem uma aplicacdo ampla na induastria alimentar, ¢ um produto usado
como aditivo alimentar (E21), ¢ usado para dar um sabor doce e como agente de
texturiza¢cdo. Aumenta o prazo de validade dos produtos alimentares uma vez que, reduz
a cristalizagdo. Como referido anteriormente, ¢ muito pouco higroscopico e
quimicamente inerte, o manitol ¢ Util para tornar produtos estaveis com alta humidade.
E, em conjunto com produtos como o sorbitol e o xilitol, utilizado em pastilhas de
mascar, produtos com poucas calorias. O manitol tem ainda aplica¢cdes na industria
farmacéutica, na formulacdo de comprimidos e granulados, aqui o manitol absorve a
humidade, ndo interage com outros componentes das formulagdes e, como tem um
sabor doce, mascara o gosto menos agradavel de muitos firmacos. Na medicina, o
manitol assume funcdes de diurético osmotico, em cirurgia podem ser utilizadas
solugdes de manitol parentéricas para prevenir a insuficiéncia renal e nas cirurgias
realizadas ao cérebro podem ser uma mais-valia na redu¢do do edema cerebral. O
hexanitrato de manitol € utilizado na hipertensdo, ja que tem fungdes vasodilatadoras. O
manitol também ¢ utilizado em investigacdo, principalmente em microbiologia, onde ¢
uma fonte de carbono frequente (Gil ef al., 2011; Soetaert et al., 1999; Wisselink et al.,
2002).
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5. CONCLUSAO

O objectivo deste trabalho baseou-se no aprofundar do conhecimento cientifico das

caracteristicas que a alfarroba apresentava, e em especial a polpa de alfarroba.
A alfarrobeira ¢ uma arvore que estd distribuida um pouco por todo a globo terrestre,
com incidéncia principal no sul da Europa — zona do mediterrdneo — , América do Sul e
até no continente australiano. Esta arvore d4 um fruto, a alfarroba que desde cedo
suscitou muito interesse, principalmente ao nivel da industria alimentar. A alfarroba,
como referido anteriormente neste trabalho, ¢ constituida pela semente e pela polpa.
Existiu sempre uma maior tendéncia para a induastria se focar mais na valoriza¢do da
semente do que a polpa de alfarroba. Por esse motivo, a industria baseada na semente de
alfarroba estd mais desenvolvida do que a utilizacdo da polpa de alfarroba, sendo
mesmo até agora considerada um subproduto.

A semente de polpa de alfarroba d4 origem a uma goma, a LBG. Esta goma ¢ um
polimero neutro com determinadas caracteristicas que fazem com que a utilizagdo deste
seja diversificada, desde a sua utilizagdo na induastria alimentar como espessante,
passando pela industria farmacéutica e cosmética. A LBG revelou-se uma mais valia no
desenvolvimento farmacéutico ao nivel da distribuicdo de medicamentos, e na utilizacao
alimentar sendo que ¢ um produto que apresenta beneficios ao nivel da reducdo do
colesterol e até ¢ utilizado como antiemético em leites para bebés pelas suas ja referidas
capacidades espessantes.

A polpa de alfarroba ¢ constituida por um grande teor em aglcares. Estes sdo
facilmente extractaveis para a obten¢do de xaropes mas também para, a preparacao de
meios fermentativos que vao servir de base para o desenvolvimento de outros produtos
alternativos. A partir dos xaropes podem ser produzidos inimeros outros compostos e
produtos que podem fazer parte da alimentacdo do quotidiano, como por exemplo,
licores de alfarroba, doce de alfarroba, manteiga de alfarroba, café de alfarroba.

As fibras e os compostos fendlicos também sdo constituintes importantes da polpa
de alfarroba. Estes compostos podem assumir um papel muito importante para a saude
humana em geral. Devido as suas propriedades, a polpa de alfarroba quando introduzida
na dieta, pode influenciar no sentido de uma diminui¢do do valor de colesterol e pensa-
se que também possa ter influéncia no tratamento da Diabetes mellitus. Os compostos
fenodlicos t€ém uma poderosa agdo antioxidante e podem neutralizar facilmente os

radicais livres. Todas estas caracteristicas levaram a um desenvolvimento industrial, em
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que foram reconhecidos inumeros novos produtos que na sua constituicdo tivessem
fibras e compostos fenolicos com origem na polpa de alfarroba.

A polpa de alfarroba tem ainda na sua constituicdo outro produto de interesse, o
pinitol. Este composto tem sido promovido como sendo um composto bioactivo com
influéncia na sensibilidade a insulina e ao metabolismo lipidico. Revela-se ainda como
tendo propriedades anti-inflamatérias e muito util aquando a realizagcdo de testes de
adulteracao.

Para existir, de facto, uma valorizagdo da polpa de alfarroba ¢ necessario

perceber quais sdo os processos de bioconversdo que podem ser desenvolvidos e que
tipo de vantagens estes podem trazer. Pela utilizacdo da polpa de alfarroba podemos
realizar a fermentagdo dos agucares na sua constituicdo a fim de produzir etanol e
tornando o bioetanol como um biocombustivel a desenvolver e a apostar no futuro. Esta
fermentagdo deu origem a um interesse crescente principalmente ao nivel dos
biocombustiveis tendo ja sido realizadas propostas industriais para comecar a produgao,
a partir de polpa de alfarroba. Da mesma maneira, a produgdo de hidrogénio e de
compostos organicos pode ser realizada por via biologica, utilizando a fermentacdo
anaerobia escura como o modo de obtencdo destes dois compostos que, mais tarde se
pensa poderem ser utilizados também como uma forma de substituicdo dos
combustiveis atuais, com diversas mais-valias, como por exemplo, o facto de se
poderem tornar numa fonte de energia inesgotavel.
Outro composto que exibe diversas propriedades benéficas e que pode ser obtido
através da polpa de alfarroba ¢ o manitol. Este apresenta baixo valor calorico, efeito
antioxidante e o seu metabolismo no organismo humano nao ¢ mediado pela insulina. A
producdo deste composto pode ser realizada por hidrogenagao quimica ou bioldgica. E a
utilizacdo de processos biotecnologicos representa a melhor alternativa para a sua
producdo. Recentemente foi apresentado uma alternativa de producdo deste composto
com vdrias vantagens que vinham superar os estudos ja realizados até entdo, como por
exemplo, o facto de o processo ndo ser dispendioso, os rendimentos elevados e com
vantagens economico-ambientais. O manitol ¢ utilizado em grande escala na industria
alimentar, como aditivo alimentar, na industria farmacéutica, ajudando na formulagao
de comprimidos e granulados e fisiologicamente assume o papel de diurético osmotico.

Tanto a alfarroba e principalmente a polpa de alfarroba, representam uma boa
aposta futura e de desenvolvimento cada vez mais ao nivel da investigacdo. A polpa de

alfarroba tem um grande potencial de valorizacdo, em Portugal. No futuro pensa-se que
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a producdo de biocombustiveis vai ser uma das areas mais desenvolvidas e trabalhadas

tendo como base a polpa de alfarroba.
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