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RESUMO

As tamaras sao os frutos da tamareira (Phoenix dactylifera L.), espécie da Familia
Arecaceae, que ¢ provavelmente uma das mais antigas plantas cultivadas pelo homem e possui
importancia econdmica, religiosa e nutricional para comunidades de paises desérticos. O
objetivo desta pesquisa ¢ a extragdo, purificacdo e caracterizacao quimica estrutural das fibras
dietéticas extraidas da polpa das tamaras da Tunisia. Esses frutos foram adquiridos no mercado
municipal de Curitiba (Parand, Brasil) e suas sementes foram retiradas manualmente. A polpa
foi triturada com agua em liquidificador e submetida a digestdo enzimatica sequencial para
extracdo das fibras dietéticas, resultando nas fragdes TAS (fibra soluvel) e TAI (fibra insoluvel).
A fragdo TAS teve um rendimento de 1,5% e é composta por pectinas com alto grau de
metilesterificacdo, com dominios de homogalacturonana e arabinogalactana do tipo II. A fra¢ao
TAI (rendimento de 6,5%) passou por extragdo alcalina sequencial, através da solubilizacao
com solucdo de hidréxido de sédio 1%, gerando as fracdes sobrenadante (TAIKSIM) e
precipitado (TAIKP1M), com rendimentos de 1,4% e 1,1%, respectivamente.
Subsequentemente o residuo da extracdo a 1% foi solubilizado em solu¢dao de hidroxido de
sodio 10%, originando as fracdes sobrenadante (TAIKS10M) e precipitado (TAIKP10M), com
rendimentos de 0,3% e 0,5%, respectivamente. Os resultados de caracterizagao das fragdes
TAIKSIM e TAIKS10M indicam a presenga de arabinoxilanas, enquanto que
arabinogalactanas do tipo I foram observadas na fracdo TAIKP1M e glucuronoxilanas na fragao
TAIKP10M. Novos processos de purificacdo sao necessarios a fim de realizar a caracterizagao

da estrutura quimica fina desses polissacarideos.

Palavras-chaves: tamaras; Arecaceae; polissacarideos; fibra dietética; xilana; arabinogalactana



ABSTRACT

Dates are berries from Phoenix dactylifera L. palm trees, a species of the Family Areaceae,
which is probably one of the oldest plants cultivated by men which have economic, religious
and nutritional significance for desert countries communities. The aim of this research is the
extraction, purification and chemical structural characterization of dietary fibers extracted from
the pulp of Tunisian dates. These fruits were purchased at the public market in Curitiba (Parana,
Brazil) and the seeds were manually removed. The pulp was grinded with water in a blender
and submitted to sequential enzymatic digestion to extract dietary fibers, resulting in the TAS
(soluble fiber) and TAI (insoluble fiber) fractions. The TAS fraction had a 1.5% yield and was
composed of pectins with a high degree of methylesterification, holding homogalacturonan and
type II arabinogalactan domains. The TAI fraction (6.5% yield) underwent sequential alkaline
extraction, through solubilization with 1% sodium hydroxide solution, producing the
supernatant (TAIKS1M) and precipitate (TAIKP1M) fractions, with yields of 1.4% and 1.1%,
respectively. Subsequently, the residue from the 1% extraction was solubilized in 10% sodium
hydroxide solution, yielding the supernatant (TAIKS10M) and the precipitate (TAIKP10M)
fractions, with yields of 0.3% and 0.5%, respectively. The characterization results of the
TAIKS1M and TAIKS10M fractions indicate the presence of arabinoxylans, while type I
arabinogalactans have been observed in TAIKPIM fraction, and glucuronoxylans in the
TAIKP10M fraction. New purification processes are required in order to characterize the fine

chemical structure of these polysaccharides.

Keywords: dates; Arecaceae; polysaccharides; Dietary fiber; xylan; arabinogalactan
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1 INTRODUCAO

A tamareira (Phoenix dactilyfera L.) pertence a familia Arecaceae, anteriormente
chamada de Palmaceae e ¢ constituida de espécies conhecidas genericamente como palmeiras.
Seu fruto cumpre um papel significativo no estado nutricional de comunidades de paises
desérticos, locais onde existe a maior parte do cultivo mundial (ISMAIL et al., 2006; ERSKINE
et al., 2011; SIDDIQ ¢ GREIBY, 2013).

A tamara, fruto dessa espécie, ¢ uma boa fonte energia uma vez que € rica em
carboidratos metabolizaveis (AL-FARSI et al., 2005; AL-SHAHIB ¢ MARSHALL, 2003;
SIDDIQ e GREIBY, 2013). As tamaras podem ser consumidas frescas, secas, em forma de
pasta, vinagre, xarope, suco concentrado, geléia, manteiga, barra de fruta, molho e picles
(SIDDIQ e GREIBY, 2013).

Esse fruto contém baixo teor de gorduras e alta concentragdo de aglcares simples,
variando conforme o cultivar, o solo, as condi¢des climaticas e o estagio de amadurecimento
da fruta (AL-FARSI et al., 2005; AL-SHAHIB e MARSHALL, 2003; SIDDIQ ¢ GREIBY,
2013). A glicose e a frutose s@o os principais agticares encontrados (AL-HOOTI et al., 1997;
AL-FARSI et al., 2005; SAHARI, BARZEGAR ¢ RADFAR, 2007; AHMED, AHMED e
ROBINSON, 1995). Estudos pré-clinicos demostraram que fracdes obtidas de tdmaras
possuem efeitos antioxidante, antimutagénico, antimicrobiano, anti-inflamatdrio,
gastroprotetor, hepatoprotetor, nefroprotetor, atividades anticancer e imunoestimulantes
(BALIGA et al., 2011).

Estudos também apontam que a tdmara ¢ uma boa fonte de fibras dietéticas, que compde
entre 5,3 e 21,8% do peso seco do fruto. Sendo que 63-94% dessas fibras sdo insoluveis em
agua e 6-37% sao soluveis (GEORGE et. al., 2020; MRABET; 2012; BORCHANI et al, 2010;

ELLEUCH et al., 2008; AL-FARSI e LEE, 2008).
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A definicdo mais recente de fibras dietéticas foi proposta pela FAO/WHO (2017): “as
fibras dietéticas sdo polimeros de carboidratos com dez ou mais unidades monomeéricas, as
quais nao sao hidrolisadas pelas enzimas endogenas no intestino delgado de humanos”. Esses
polimeros estdo presentes nos alimentos de maneira natural, podem ser sintéticos ou ainda
obtidos de matérias primas alimentares, desde que demonstrem efeitos fisiologicos benéficos a
saude (FAO/WHO, 2017).

Diferentes fibras dietéticas conferem distintos beneficios a satide, uma vez que
estruturas especificas de cada tipo de fibra promovem respostas fisioldgicas distintas.
Caracteristicas, como comprimento do polimero (massa molecular), composicao (tipos de
monossacarideos), estrutura do polimero (tipos de ligacdes) e compostos associados
determinam viscosidade, capacidade de formacdo de gel, solubilidade e fermentabilidade
dessas fibras pela microbiota intestinal. Estas propriedades modificam a distensdo e o
esvaziamento gastrico, a absor¢ao de nutrientes, a fermentagao colonica, a saciedade, a glicemia
e insulinemia pos prandiais, os niveis de colesterol sanguineo, a resposta inflamatoria e o tempo
de transito intestinal, gerando efeitos positivos na satide do individuo (POTANEN et al., 2018).

Uma vez associadas a prevencao e tratamento de patologias, as fibras dietéticas tem sido
foco de interesse de estudos cientificos (CAPRITA et al., 2010). Entretanto, até o momento,
nao existem informacdes disponiveis sobre quais polimeros de carboidratos constituem as fibras

soluveis e insoluveis das tamaras.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TAMARAS

A tamareira (Phoenix dactilyfera L.) parece ter uma histéria de cerca de 7.000 anos e
¢ provavelmente uma das mais antigas plantas cultivadas pelo homem. Tem uma origem
incerta, porém possivelmente provém da Africa e da regido do Golfo Pérsico. Seu cultivo foi
levado para a regido mediterranea pelos fenicios, uma das primeiras civilizagdes humanas. Em
4.000 A.C. as tamareiras ja eram cultivadas na baixa Mesopotamia. Em 3000 A.C. o desenho
do tronco da tamareira simbolizava um ano e o cacho das tdmaras um més nos templos do Vale
do Nilo (ZIHAD et al., 2021; ERSKINE et al., 2011; ASHRAF e HAMIDI-ESFAHANI, 2011).

As tamaras, frutos da tamareira, foram por muitos anos a principal fonte de riqueza dos
povos do deserto, nomades do Oriente Médio, devido a sua alta capacidade de adaptagdo a altos
niveis de salinidade no solo e verdes longos e secos, além de serem alimento basico com papel
importante no estado nutricional dessas comunidades (ERSKINE et. al, 2011; ISMAIL et al.,
2006; SIDDIQ e GREIBY, 2013). A Tunisia, pais desértico que esta entre os dez maiores
produtores mundiais, teve em 2019 uma produg¢do média de 288.700 toneladas de tamaras
(FAOSTAT, 2021). O pais produz predominantemente (65% da produgao total) as tdmaras do
tipo ‘Deglet Nour’, que ¢ considerada uma variedade de grande qualidade sensorial e valor
comercial (YAHMED et al., 2021).

Essa espécie também possui importancia para as trés maiores religioes biblicas. Suas
folhas sao usadas no “Domingo de Ramos” dos cristaos. Seus frutos sdo considerados um dos
setes alimentos sagrados do judaismo. E tanto a tamareira quanto as tdmaras sdo mencionadas

no Livro Sagrado Mugulmano “Al-Qur'an (fAlcordo)”, além de serem usualmente escolhidas
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para quebrar o jejum “Ramada” no més sagrado para os mugulmanos (ALI et al., 2012; SIDDIQ
e GREIBY, 2013).

A tamareira ¢ uma monocotiledonea que pertence a familia botanica Arecaceae, uma
familia que inclui espécies conhecidas genericamente como palmeiras. E uma espécie didica,
ou seja, possui individuos masculinos e individuos femininos, € podem atingir até 30 metros de
altura (ERSKINE et al., 2011; SIDDIQ ¢ GREIBY, 2013).

As tamaras sao frutos constituidos por apenas uma semente, um mesocarpo carnoso
(polpa) e um fino epicarpo (parte externa). Cerca de 20 a 60 tdmaras se arranjam em pequenas
espigas e algumas dessas sdo ligadas a um eixo central formando um cacho. Cada tamareira
pode ter entre 5 e 30 cachos. Uma tamareira produtiva gera entre 8 a 10 cachos de tamaras,
pesando de 60 a 100 kg (HUSSAIN, FAROOQ e SYED, 2020; ERSKINE et. al, 2011;
AHMED, AHMED e ROBINSON, 1995).

Esse fruto sofre modificacdes ao longo dos seus estdgios de crescimento e
desenvolvimento. Desde a polinizacao, leva de 150 a 200 dias para chegar ao estdgio em que
esta totalmente maduro. Hababouk, Kimri, Khalal, Rutab e Tamr sdo termos arabes que
representam respectivamente, o fruto apos a polinizacao, a tdmara verde imatura, a madura
colorida (amarela ou vermelha dependendo da variedade), a marrom macia e o estagio firme,
tipo passa (HUSSAIN, FAROOQ e SYED, 2020; AHMED, AHMED e ROBINSON, 1995;
AL-SHAHIB ¢ MARSHALL, 2003; ERSKINE et. al, 2011). A Figura 1 mostra fotos dos

diferentes estdgios de amadurecimento das tamaras, conforme os dias apds a polinizacdo (DPP).
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Figura 1. Diferentes estagios de amadurecimento das tdmaras conforme o DPP. Adaptado de

AL-ALAWI et.al., 2017.

Esses frutos podem ser consumidos frescos nos estagios Khalal e Rutab ou ainda no
estagio Tamr, que tem uma maior validade. Mas também sdo consumidos localmente em forma
de pasta, vinagre, xarope, extrato, suco concentrado, geléia, manteiga, barra de fruta, bolo de
fruta, molho e picles (SIDDIQ e GREIBY, 2013; SAHARI, BARZEGAR e RADFAR, 2007,
AHMED, AHMED e ROBINSON, 1995).

O formato, tamanho, peso e teor de umidade dos frutos diferem conforme a variedade e
as condigoes de cultivo. O teor de umidade diminui conforme o amadurecimento do fruto, com
aproximadamente 85% de umidade no estagio Kimri, 50-60% no estagio Khalal, 35-40% no
estagio Rutab e aproximadamente 20% no estdgio Tamr (BIGLARI, ALKARKHI e EASA,
2008; ASSIS, MELO e QUEIROZ,1999).

Baseado em seu teor de umidade e de agucares soluveis, no estagio Tamr as tdmaras
também sao classificadas no estagio 7amr, em tamaras moles, tAmaras semi-secas € tamaras
secas, conforme sua textura. As tdmaras moles, apresentam teor de umidade geralmente
superior a 30%; as tdmaras semi-secas entre 20 e 30% e as tdmaras secas menos de 20%
(BIGLARI, ALKARKHI ¢ EASA, 2008; ASSIS, MELO ¢ QUEIROZ,1999).

Em termos de composi¢do nutricional, as tamaras tém baixos niveis de lipidios e

proteinas, sendo constituidas principalmente por carboidratos. Em se tratando desses
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carboidratos, o fruto tem alta concentracao de agucares simples, o que o torna boa fonte de
energia rapida, e cujos niveis também variam conforme o cultivar, o solo, as condigdes
climaticas, praticas de cultivo e o estagio de amadurecimento da fruta (HUSSAIN, FAROOQ
e SYED, 2020; SIDDIQ ¢ GREIBY, 2013; AL-FARSI et al., 2005).

A glucose e a frutose sdo os principais agucares redutores encontrados, principalmente
nos estagios Rutab e Tamr, devido ao aumento da atividade da enzima invertase ao longo do
amadurecimento do fruto, que hidrolisa a sacarose (AL-HOOTT et al., 1997; AL-FARSI et al.,
2005; SAHARI, BARZEGAR e RADFAR, 2007; AHMED, AHMED ¢ ROBINSON, 1995).

Os compostos fenolicos, como flavonoides e acidos fenodlicos, carotendides, fitoesterdis
e fitoestrogenos, também fazem parte da composi¢do das tdmaras, principalmente no estagio
Kimri, porém seu teor ¢ reduzido progressivamente conforme o amadurecimento do fruto
(ALAM et. al, 2021; BIGLARI, ALKARKHI ¢ EASA, 2008; AL-ALAWI et al., 2017).

Tanto os frutos, quanto as sementes, polen, folhas e outros derivados da Phoenix
dactylifera sao empregados no tratamento de doengas e promocao de saude, em sistemas de
saude tradicionais e de maneira popular. As pesquisas disponiveis sugerem que essa espécie
tem efeitos antioxidante, antiangiogénico, anti-inflamatoério, antimicrobiano, anti-
hiperglicémico, anti-hiperlipidémico, hepatoprotetor, nefroprotetor, neuroprotetor, anticincer e
de melhora da fertilidade (ECHEGARAY et.al.; 2020, EL-FAR et al.; 2018, TALEB et. al.;
2016).

As tamaras também sdo uma boa fonte de fibras dietéticas, compondo entre 3,6 a 20,2%
do peso seco do fruto. Sendo que 63-94% dessas fibras sdo insoliiveis em agua e 6-37% sao
soluveis. O principal componente das fibras insoliveis parece ser a lignina, um polimero
complexo, ndo-carboidrato, presente principalmente no epicarpo do fruto (GEORGE et al.,
2020; BORCHANI et al, 2010; ELLEUCH et al., 2008; AL-FARSI e LEE, 2008; MRABET;

2012; SHAFIEI et al., 2010).
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2.2 FIBRAS DIETETICAS

Fibra dietética (FD) € um conceito proveniente da ciéncia da nutricio (POUTANEN et
al., 2018). A sua primeira definicao foi introduzida na literatura cientifica em 1953 (HIPSLEY,
1953). No entanto, até a década de 1970 existiam poucas informagdes sobre o assunto e as fibras
eram definidas apenas como carboidratos que resistiam a digestdo ¢ melhoravam o transito
intestinal (JONES, 2014). Até hoje muitas defini¢des sdo encontradas em organizagdes oficiais
nacionais € internacionais. De maneira geral, todas definem fibras dietéticas como polimeros
de carboidratos que ndo sdo digeridos e absorvidos na parte superior do trato gastrointestinal
humano. Porém diferem na inclusdo ou ndo de compostos sintéticos ou isolados (que nao fazem
parte naturalmente do alimento) e na exigéncia de efeitos fisiologicos na satide documentados
(e do tipo de efeito fisiologico) (CAPUANO, 2017).

A definicao mais recente de fibras dietéticas foi proposta pela FAO/WHO (2017):

As fibras dietéticas sdo polimeros de carboidratos com dez ou mais unidades
monomeéricas, as quais ndo sao hidrolisadas pelas enzimas endogenas no intestino

delgado de humanos e pertencem as seguintes categorias:

° Polimeros de carboidratos comestiveis que estdo presentes naturalmente em
alimentos;
° Polimeros de carboidratos obtidos a partir de matérias-primas alimentares, por

meios fisicos, enzimaticos ou quimicos e¢ que tenham demonstrado um efeito
fisiologico de beneficio a satde, conforme demonstrado por evidéncias cientificas
aceitas pelas autoridades competentes;

° Polimeros sintéticos de carboidratos, os quais apresentam efeito fisioloégico de
beneficio a satde, comprovado por evidéncias cientificas aceitas pelas autoridades

competentes (FAO/WHO, 2017).

Apesar da lignina ndo ser um carboidrato, este grupo heterogéneo de polimeros
fenolicos estd inserido na maioria das defini¢des de fibras dietéticas (CAPUANO, 2017).

Segundo a propria FAO/WHO (2017), as fibras alimentares provenientes de vegetais podem
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incluir fragdes de lignina e/ou outros compostos associados a polissacarideos nas paredes das
células vegetais. Esses compostos s6 nao estdo incluidos na defini¢ao de fibra alimentar quando
extraidos e reintroduzidos em um alimento. Esta organiza¢ao também considera que a inclusao
de carboidratos de 3 a 9 unidades monoméricas na defini¢cao de fibras alimentares ¢ facultada
as autoridades de cada pais (FAO/WHO, 2017).

A palavra “carboidrato” ¢ um termo genérico que inclui monossacarideos,
oligossacarideos e polissacarideos, bem como algumas substancias derivadas de
monossacarideos. Os polimeros de carboidratos que constituem as fibras dietéticas sao
formados por varias unidades de monossacarideos unidas umas as outras por ligacdes
glicosidicas, sendo denominados polissacarideos (MCNAUGHT, 1996).

As longas cadeias de monossacarideos que compdem os polissacarideos podem ser
ligadas em varias posi¢des e algumas contém ainda cadeias laterais de varios comprimentos, o
que aumenta muito o nimero de estruturas possiveis (BUCHANAN, GRUISSEML, JONES,
2015).

Além disso, as fibras dietéticas podem ser classificadas conforme suas propriedades
fisico-quimicas como: soliveis em agua e essencialmente fermentaveis (pectinas, inulina,
mucilagens, glucomananas e B-glucanas) ou insoluveis em agua, menos fermentaveis e nao
viscosas (celulose, hemiceluloses, lignina e alguns tipos de amido resistente). Elas também
podem ser classificadas com base em sua composi¢do quimica, sendo divididas em:
polissacarideos nao amilaceos, poli e oligossacarideos resistentes, amido resistente, lignina e
outras substancias vegetais (VERSPREET et al, 2016; WEICKERT e PFEIFFER, 2018).

As fibras dietéticas sao o principal componente da parede celular das plantas. A parede
celular vegetal é uma estrutura que delimita o formato, confere protecdo e rigidez a célula e
modula sua comunicagdo com o meio ambiente, o que € essencial para a sua sobrevivéncia. A

parede celular das plantas ¢ composta por duas camadas distintas: uma parede celular primaria
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que se forma durante o crescimento e uma parede celular secundaria que se forma apos as
plantas terem completado seu crescimento (CAPUANO, 2017, BUCHANAN, GRUISSEML,
JONES, 2015; OCHOA-VILLARREAL et al., 2012).

Os polissacarideos que compdem as paredes celulares primarias de vegetais sdao a
celulose, as hemiceluloses e as pectinas e podem ser observados na Figura 2. A celulose forma
uma matriz cristalina de microfibrilas e essa matriz ¢ imersa em uma massa amorfa de pectinas,
que formam uma fase em gel. As hemiceluloses estdo ligadas na superficie da celulose e
impedem o contato direto entre as microfibrilas. Algumas proteinas e compostos fenolicos
também estabilizam a parede celular de vegetais (DEY ¢ HARBORNE, 1997; OCHOA-

VILLARREAL et al., 2012).

Lamela
média

Parede
celular
primaria

~ Celulose
Membrana [

plasmatica

Hemicelulose

Figura 2. Organizacdo dos componentes da estrutura da parede celular primaria de vegetais.

Adaptado de SCHELLER ¢ ULVSKOV, 2010.

Em dicotiledoneas e em monocotiledoneas ndo gramineas, como as tdmaras (Phoenix
dactylifera), objeto de estudo deste trabalho, a parede celular primaria ¢ rica em pectinas e
hemiceluloses. Essas paredes celulares primarias sdo denominadas como parede celulares do

tipo 1. Diferente das paredes celulares primarias das monocotiledoneas do grupo das gramineas
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(Familia Poaceae) que sdo denominadas paredes celulares primarias do tipo 2 e que contém

pequenas porgdes de pectinas € mais hemiceluloses. (DEY e HARBORNE, 1997).

2.2.1 Pectinas

As pectinas ou polissacarideos pécticos sao polimeros abundantes nas paredes celulares
primarias e lamelas médias das plantas. Sdo formadas principalmente por unidades
monossacaridicas de D-acido galacturonico (GERSCHENSON, 2016; CAFFALL e MOHNEN,
2009; OCHOA-VILLARREAL et al.,, 2012). Este monossacarideo ¢ um agucar &cido,
composto por seis atomos de carbono e cuja estrutura corresponde a estrutura do
monossacarideo galactose oxidado em C-6 (GERSCHENSON, 2016).

As pectinas se distinguem por diferentes dominios denominados de
homogalacturonanas (HG), ramnogalacturonanas do tipo I (RG-I), ramnogalacturonanas do
tipo II (RG-II), xilogalacturonanas (XGA) e apiogalacturonanas (AGA) (GAWKOWSKA;
CYBULSKA; ZDUNEK, 2018; CAFFALL e MOHNEN, 2009).

As HG sdo as pectinas mais abundantes nas plantas. Sao formadas por longas cadeias
lineares de D-GalA (4cido galacturdnico) que estdo a-(1—4) ligadas e constituem cerca de 60%
dos polissacarideos pécticos encontrados nas paredes celulares vegetais. Alguns dos
grupamentos carboxilicos das HG podem ser metilesterificados em C-6 e acetil-esterificados
nas posi¢cdes O-2 e/ou O-3, dependendo da espécie de planta, do tecido vegetal e estado de
maturagdo (CUI, 2005, CAFFALL e MOHNEN, 2009; OCHOA-VILLARREAL et al., 2012;
GERSCHENSON, 2016).

As XGA consistem na substitui¢ao do C-2 ou C-3 do polimero de D-GalA por unidades
de xilose. Ja as AGA sao resultantes da substituicdo por unidades de apiose em C-2 ou C-3 de

unidades de D-GalA (JIN et al., 2021; CUI, 2005; GERSCHENSON, 2016).
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As RG-I sdo caracterizadas por uma cadeia principal formada pelo dissacarideo a-
(1—4)-D-GalA-a-(1—2)-L-Rha com substitui¢des parciais nas posicoes O-4 e /ou O-3 das
unidades de a-L-Rha. Essas substitui¢des variam em composi¢cdo € comprimento, mas se
constituem principalmente por unidades de L-ramnose ou ainda por cadeias poliméricas como
as arabinanas, galactanas ou arabinogalactanas dos tipos 1 e 2. Também podem estar presentes
em sua constituicdo a a-L-fucose, o B-D-acido glucuronico, 4-O-metil-B-D-acido glucurdnico e
os acidos fertlico e cumarico (OCHOA-VILLARREAL et al., 2012, CUI, 2005; JIN et al.,
2021).

Ja as RG-II sdo pectinas de baixo peso molecular que sdo encontradas em menor
proporg¢ao nos vegetais. Sua composi¢ao é reconhecida como um trecho de estrutura da HG,
tendo cerca de sete a nove unidades de D-GalA de comprimento, com seis cadeias laterais bem
definidas, designadas de A a F, que substituem os grupamentos hidroxila nas posi¢des O-2 e O-
3. Essas cadeias laterais sdo bastante complexas, porém possuem uma estrutura que parece ser
altamente conservada entre varias espécies de plantas. Essas cadeias laterais contém ramnose e
monossacarideos raros como a 2-O-metil-xilose, a 2-O-metil-fucose, o acido acérico, o KDO
(acido 3-desoxi-D-manno-octulésico) e o DHA (4cido 3-desoxi-D-lyxo-heptulosarico) (JIN et
al., 2021; CAFFALL e MOHNEN, 2009; OCHOA-VILLARREAL et al., 2012; CUI, 2005).

E possivel observar as estruturas dos principais dominios estruturais das pectinas na
Figura 3.

As pectinas também podem ser classificadas com base no grau de esterificacdo dos
grupamentos carboxilicos. As que contém menos de 50% de ésteres metilicos sdo pectinas LM
(com baixo teor de grupamentos metil) e as que contém mais de 50% de ésteres metilicos sdo
pectinas HM (com alto teor de grupamentos metil). O grau de esterificacdo interfere na
conformagdo e nas propriedades de solugdo destes polissacarideos (CHENGXIAO et al., 2021;

CUIL 2005).

27



®
2

AG-1 @ Arabinana Cadeia lateral A @
P14 *

O wl s * Q
o ) 8 6-0O-Me e
,9 e * *,..“"* a3 W | ome > ]i‘/c)’"?-“" Cadeia lateral C g
? ! ﬂcl)lp e ﬁ e*”“’x b e A Cadeia lateral E o “‘?
$-0-Me ? " L ‘E?J *‘ ’; 4-0-Me 6 * %
O-Ac ? eo“‘nﬁw"ed\l‘ ‘tve..\,‘- "’vea‘.‘, A"f-,eﬂ\-'-‘ e«l 16-" Jﬂe.ul leul 'e‘" 1@1 Jﬁm J'euueul 4@ 9
G '8 0-Ac 'o’ a.n- x R ﬁ
5 fo ﬂu,‘”* w ‘fs Cadeia lateral F ?
" S e 'E)J Cadeia lateral D ‘F% T ?
o""*’”* du::‘- O-Ac *“'-’e
Galactana m3 at4 e
moj;u«OmnOuun* Em:‘pu* e
(@]
AG-TI Cadeia lateral B
HG RG-1 RG-11 XGA

S vGaps A L-riap & oanir O vcap O vom Ac Acetyl Fe Ferulic acid
*L_\,,[ A e A Laeen * D-Xylp O D-Kdo  Me Methyl

Figura 3. Estruturas dos polissacarideos pécticos e seus quatro dominios principais. a)
homogalacturonanas (HG), b) rhamnogalacturonanas do tipo I (RG-I), ¢)
rhamnogalacturonanas do tipo II (RG-II), d) xilogalacturonanas (XGA). Adaptado de JIN et

al., 2021.

Os polissacarideos pécticos formam géis através das ligagdes de hidrogénio entre os
grupamentos carboxila livres da pectina e os grupamentos hidroxila do composto adjacente. A
pectinas HM formam géis em condi¢des acidas e na presencga de acticares, enquanto que as LM
formam géis em presenca de ions divalentes como o calcio, que se ligam aos grupamentos
carboxila livres. A capacidade de formar solucdes viscosas e de gelificacdo das pectinas € uma
caracteristica bastante interessante para a industria de alimentos e para algumas das
propriedades fisiologicas benéficas das pectinas, como a capacidade de redugao da absor¢ao de

glicose e lipideos no trato gastrointestinal (KUMAR et al., 2021; GERSCHENSON, 2016).
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2.2.2 Hemiceluloses

Depois da celulose, os polissacarideos mais abundantes na natureza sao as
hemiceluloses, que sdo extraidas da parede celular apenas com solugdes aquosas alcalinas,
independentemente da sua estrutura. Possuem baixo peso molecular e também sdo chamadas
de glicanas de reticulacao, estando ligadas a celulose e a lignina na parede celular vegetal
(BUCHANAN, GRUISSEML, JONES, 2015; OCHOA-VILLARREAL et al., 2012;
SPIRIDON e POPA, 2008; EBRINGEROVA; HROMADKOVA e HEINZE, 2005).

Os trés principais grupos de hemiceluloses sao as xilanas, as mananas e as xiloglucanas,
as quais apresentam cadeia principal formadas por unidades de D-Xilose, D-Manose ¢ D-
Glucose, respectivamente, unidas por ligagdes B-(1—4). As xiloglucanas se distinguem da
estrutura da celulose pela presenga de unidades de D-Xilose ligadas a cadeia principal (CUI,
2005). Em plantas terrestres, as xilanas possuem ramificagdes constituidas por cadeias curtas
de acido glucurdnico ou seu éter 4-O-metilico, L-arabinose e/ou oligossacarideos compostos
por D-Xilose, L-Arabinose, D- ou L-Galactose e D-Glucose (EBRINGEROVA;
HROMADKOVA e HEINZE, 2005). As gramineas, outro grupo de monocotiledoneas
comelinideas, tendem a ter substitui¢gdes de arabinofuranose nas posi¢des O-2 e/ou O-3 das
unidades de xilose da cadeia principal, constituindo as arabinoxilanas (SCHELLER e
ULVSKOV, 2010).

Na Figura 4 ¢ possivel observar a estrutura de polissacarideos hemicelulosicos de

plantas e suas ligacdes glicosidicas.
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2.2.3 Celulose

Descoberta pela primeira vez por Anselme Payene, a celulose ¢ um dos polimeros
mais abundantes do planeta, compreendendo cerca de um ter¢o da massa total da parede
celular vegetal. E um polissacarideo de estrutura simples, constituido por uma sequéncia
longa e linear de unidades de D-glucose unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B-(1—4)
(HE et al., 2021; LIU et al., 2021; DEY e HARBORNE, 1997; OCHOA-VILLARREAL et

al., 2012).

Equatorial
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B-(1 —4)-glucana
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B-(1 —4)-xilana
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B-(1 —4)-glucomanana

S NVRTA

B-(1 —4)-manana

Figura 4. Polissacarideos hemicelulosicos de plantas e sua ligacao f-(1—4) em configuracio

equatorial em C-1 e C-4. Adaptado de SCHELLER e ULVSKOV (2010).

Na parede celular vegetal, as cadeias de celulose se agregam, formando as
microfibrilas de celulose, o que dd suporte a planta. Estas estruturas sdo altamente

cristalinas e insoluveis, quimicamente estaveis e resistentes a acdo de enzimas (OCHOA-

VILLARREAL et al., 2012).
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2.3 POLISSACARIDEOS DE FRUTOS DE PALMEIRAS

Tendo em vista as monocotiledoneas comelinideas em geral, os polissacarideos das
paredes celulares da familia Poaceae, que inclui os cereais e as gramineas, sdo 0s mais
estudados devido a sua importancia econdmica. Os principais polissacarideos nao celuldsicos
encontrados em suas espécies sao as glucuronoarabinoxilanas, além de quantidades varidveis
de (1—3) (1—4)-p-D-glucanas (HARRIS et al., 1997; HARRIS, 2005).

Por outro lado, o numero de estudos sobre a composi¢ao da parede celular de plantas
pertencentes as outras familias de monocotiledoneas comelinideas ¢ limitado. Em se tratando
da familia Arecaceae, suas espécies parecem ter uma composi¢do mais semelhante as
dicotiledoneas e as monocotiledoneas ndo comelinideas. De maneira geral, consta que sdo
constituidas por grandes propor¢cdes de pectinas, pequenas propor¢des de
glucuronoarabinoxilanas e xiloglucanas, e auséncia de (1—3) (1—4)-B-D-glucanas (HARRIS
et al., 1997; HARRIS, 2005). Porém estudos do nosso grupo de pesquisa sobre polissacarideos
de frutos de espécies da familia Arecaceae mostram uma heterogeneidade maior.

Cantu-Jungles e colaboradores (2017a) estudaram a pupunha (Bactris gasipaes), fruto
de uma palmeira da familia Arecaceae, e obtiveram uma homogalacturonana linear altamente
metil esterificada com pequenas por¢des de xilogalacturonana, além de uma
rhamnogalacturonana do tipo I. J4 em estudos com a polpa do buriti (Mauritia flexuosa), foram
encontrados polissacarideos pécticos e hemicelulosicos quase que em quantidades iguais. Os
polissacarideos obtidos desse fruto por Cantu-Jungles e colaboradores (2015) foram
homogalacturonanas HM, além de (1—5)-a-L-arabinanas ramificadas nas posig¢des O-2 ¢ O-3
ligadas a rhamnogalacturonana do tipo I. Ainda, Cordeiro, de Almeida e Tacomini (2015)

isolaram desse mesmo fruto polissacarideos hemiceluldsicos lineares incomuns em palmeiras:
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uma (1—3)(1—4)-0-D-glucana linear, uma (1—5)-a-L-arabinana linear ¢ uma (1—4)- -D-
xilana linear.

Em se tratando do acai (Euterpe oleraceae), foram encontrados maiores rendimentos de
xilanas, que sdo hemiceluloses, do que de polissacarideos pécticos. Segundo os autores, este
fato poderia ser atribuido a uma possivel diminui¢do da proporcao de polissacarideos pécticos
durante o amadurecimento do fruto (CANTU-JUNGLES et al, 2017b). Os polissacarideos do
acai isolados até o0 momento foram uma homogalacturonana HM, uma arabinogalactana do tipo
IT com porgdes elevadas de cadeias contendo unidades de Galp ligadas nas posicdes O-6 e O-
3,6, pequenas quantidades de glucomananas e uma (1—4)-p-D-xilana majoritariamente linear
(CANTU-JUNGLES et al, 2017b; CANTU-JUNGLES et al, 2017c¢).

O mesmo ocorreu no estudo com a polpa do tucuma Astrocaryum aculeatum (Cantu-
Jungles et al, 2017d), onde os autores obtiveram maior rendimento de polissacarideos
hemicelulésicos do que de pectinas. Entre as hemiceluloses, a galactoarabinoxilana 4cida foi
obtida em maior propor¢ado, seguida por arabinanas, glucuronoxilanas e pequenas porgdes de
xiloglucanas.

Vale também ressaltar outros polissacarideos isolados dos frutos de outras espécies da
familia Arecaceae. Silva e Parente (2001) obtiveram do mesocarpo dos frutos de Orbignya
phalerata uma a-D-glucana (1—4)-ligada, com pontos de ramificagdo formados por unidades
de D-glucose nas posi¢des O-3 e O-6.

Além disso, do mesocarpo da macatba (Acrocomia aculeata) foi isolada uma
galactoglucomanana constituida por uma cadeia principal formada por unidades de (1—4)-f-
D-Manp associadas a uma cadeia inicial de unidades de (1—3)-B-D-Galp e uma cadeia terminal
de unidades de (1—4)-a-D-Glcp ligados (SILVA; SILVA e PARENTE, 2009). Dois

polissacarideos de estruturas similares foram isolados do mesocarpo dos frutos de Arecastrum
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romanzoffianum e também do mesocarpo dos frutos do catolé (Syagrus oleracea) por esses
mesmos autores (SILVA e PARENTE, 2010a; SILVA e PARENTE, 2010b).

Os estudos mostrados acima sugerem que as paredes celulares das espécies que
pertencem a familia Arecaceae podem possuir composicdes variadas, diferentes daquelas
previstas por Harris e colaboradores (1997) e Harris (2005).

Em relacao aos estudos prévios sobre polissacarideos de tdmaras, Ishurd e colaboradores
(2002, 2007) e Ishurd e Kennedy (2007) foram os primeiros pesquisadores a sugerir a presenga
de B-glucanas lineares com ligacdes (1—3),(1—4) e (1—3), (1—6) na polpa das tamaras.

Mais recentemente, George e colaboradores (2020) analisaram o conteudo de fibra
dietética total em dez variedades de tAmaras coletadas nos Emirados Arabes Unidos (EAU).
Estes autores utilizaram o método Uppsala que consiste na remogao de aglicares simples e
amido utilizando amilase termoestavel e precipitagdo com etanol, seguido de hidrolise com
acido sulfurico para determinagdo dos agucares neutros por Cromatografia Gas-Liquido (GLC)
e determinacao de lignina pelo método Klason. O teor total de fibra dietética encontrado nas
dez variedades de tamaras foi de 5,3 a 8,4%, sendo que a lignina variou entre 25 a 40% do total
de fibras dietéticas. A partir da composicao monossacaridica obtida dessas fibras, estes autores
presumiram a presenga de celulose, B-D-glucana, arabinoxilana, galactomanana, pectinas e
lignina nos frutos da tamareira (GEORGE et.al, 2020).

Nao existem estudos cientificos que determinem com precisdo a estrutura quimica fina
dos polissacarideos presentes na polpa das tdmaras até o momento. Levando em consideragao
que as caracteristicas da estrutura quimica como a anomericidade, arranjo espacial e tipo de
ligacdes glicosidicas estio relacionadas a atividade bioldgica dos polissacarideos e que as fibras
dietéticas de plantas demonstram ter propriedades terapéuticas positivas para a saude, esta

elucidagdo se faz relevante. Além disso, informagdes sobre os polissacarideos presentes nas
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paredes celulares de frutos de monocotiledoneas comelinideas da familia Arecaceae podem

agregar informagdes importantes para os estudos taxondmicos desta familia.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Extrair, purificar e caracterizar estruturalmente as fibras dietéticas da polpa da tdmara

da Tunisia (Phoenix dactylifera L.).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter as fibras dietéticas soluveis e insoluveis da polpa da tdmara pelo método
enzimatico-gravimétrico;

- Purificar as fragdes polissacaridicas presentes nas fragdes que constituem as fibras
dietéticas soluvelis e insolaveis;

- Realizar a caracterizacdo da estrutura quimica fina dos polissacarideos obtidos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DO MATERIAL

As tamaras da Tunisia (Phoenix dactylifera L.) foram adquiridas no estagio Tamr,
conforme sdo comercializadas para o consumo humano, em Outubro de 2019, no Mercado
Municipal da cidade de Curitiba, no estado do Parand. As suas sementes foram retiradas
manualmente e a polpa foi acondicionada em geladeira até o inicio da extracdo de
polissacarideos. Foram utilizados 711 g de tdmaras sem sementes para a extracao e outras 81 g
foram congeladas e liofilizadas para o céalculo da umidade da amostra. O teor de agua foi

calculado com base na diferenga entre o peso umido inicial e peso seco apo6s liofilizagao.

4.2 EXTRACAO DAS FIBRAS DIETETICAS

4.2.1 Método enzimatico-gravimétrico

O primeiro tratamento realizado foi o método enzimatico-gravimétrico oficial da AOAC
(Método 991.43) para obtengao de fibras alimentares soliveis e insoluveis (LEE,
S.C.; PROSKY, L.; VRIES, 1992). Inicialmente, cerca de 100 g da polpa das tdmaras (TA)
foram trituradas com agua em um liquidificador doméstico. De acordo com este método,
amostras com teor de lipidios menor que 10% nao precisam passar por deslipidificacao.
Segundo Hussain, Farooq e Syed (2020) as tamaras apresentam 0,12—0,72% de lipideos totais.
Assim sendo, a amostra suspensa em agua foi entdo diretamente submetida a digestdo
enzimatica sequencial para remog¢ao de amido e proteinas.

A TA suspensa em agua foi inicialmente aquecida a 90 °C, adicionada de 200 pL de a-

amilase e com manuten¢ao da temperatura por 2 h. Em seguida o tratamento foi resfriado e
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estabilizado em 60 °C. Logo apds foi adicionado 100 uLL de amiloglucosidase e essas condigdes
foram mantidas por 1,5 h. Apds esse periodo foi realizado o teste do Lugol para confirmar a
auséncia de amido. Esse teste consiste em se adicionar uma gota da amostra em uma placa de
Petri e posteriormente adicionar uma gota da solugcdo de Lugol, observando a presenca ou
auséncia da coloracao azul.

Apos confirmacao da auséncia de amido (auséncia da coloragdo azul no Teste do Lugol),
manteve-se ainda a temperatura a 60 °C, sendo adicionado posteriormente 200 uL de protease.
Este sistema foi conservado por mais 2 h. Em seguida, a suspensao tratada enzimaticamente foi
centrifugada a 8.000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante (contendo fibra dietética soluvel) foi
separado do precipitado (contendo fibra dietética insoluvel). Para remoc¢do dos agucares de
baixa massa, como monossacarideos, di- e oligossacarideos, tanto o sobrenadante quanto o
precipitado foram submetidos a dialise contra agua da torneira a temperatura ambiente por 24
h, em membranas semipermeéveis de exclusdo por tamanho de 12 a 14 kDa (Spectra Por®).

As 711 g de TA foram fracionadas em sete partes e tratadas separadamente, logo o
processo descrito acima foi realizada sete vezes. As fracdes contendo as fibras soluveis (TAS)
resultantes destes sete processos foram reunidas, concentradas em rotaevaporador e liofilizadas.
O mesmo se deu para as fragdes contendo as fibras insoluveis (TAI), que posteriormente foram
submetidas a extra¢do alcalina.

Os rendimentos foram determinados e expressos como uma porcentagem com base no
peso seco inicial da TA. A Figura 5 apresenta esquematicamente o processo de extragdao

descrito ¢ as fracoes obtidas.
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Tamara s/ sementes (711g)
Peso seco: 619g

Meétodo Enzimatico-Gravimétrico

Fibras Soluveis (fracdo TAS) Fibras Insoluveis (fracdo TAI)
(9,43 g- 1,5 %) (40,44 g - 6,5 %)

Figura 5. Fluxograma de extracdo dos polissacarideos presentes na polpa das tdmaras pelo

método enzimatico-gravimétrico.

4.2.2 Solubilizacdo das hemiceluloses presentes na fracdo TAI

A fragdo TAI contém as fibras dietéticas insoluveis, que podem apresentar a presenca
de pectinas (que nao foram solubilizadas pelo método enzimatico-gravimétrico descrito acima),
hemiceluloses e celulose. Visando a solubilizagao dessas pectinas residuais e de hemiceluloses,
a fragdo TAI passou por extracdo alcalina sequencial. Primeiro em solugdo de NaOH 1% sob
refluxo, em banho-maria aquecido a 100 °C, por 2 h. Seguido por centrifugacao a 8000 rpm por
10 minutos, gerando o extrato alcalino (sobrenadante) e o residuo da extragao (precipitado).

O extrato alcalino (TAIK1M) foi neutralizado com acido acético glacial, ocorrendo a
formagdo de precipitado, o qual foi separado por centrifugacao a 8000 rpm por 10 minutos.
Esse procedimento gerou duas novas fracdes, a TAIKSIM (sobrenadante) e TAIKPIM
(precipitado) as quais foram concentradas em rotaevaporador, dialisadas por 48 h e liofilizadas.

O residuo proveniente da extra¢do com solucdo de NaOH 1% passou por nova extra¢ao
alcalina, em solu¢ao de NaOH 10% sob refluxo, em banho-maria aquecido a 100 °C, por 2 h.
Em seguida, foi submetido a centrifugacdo a 8000 rpm por 10 minutos, gerando o extrato
alcalino (sobrenadante) e o residuo da extracao (precipitado). O extrato alcalino (TAIK10M)

também foi neutralizado com acido acético glacial, ocorrendo a formagao de precipitado, o qual
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foi separado por centrifugacao a 8000 rpm por 10 minutos. Esse procedimento gerou as fragdes
TAIKS10M (sobrenadante) e TAIKP1OM (precipitado). Essas fragdes também foram
concentradas, dialisadas e liofilizadas.

As 40,44g de TAI foram fracionadas em trés partes e tratadas separadamente, logo o
processo descrito acima foi realizada trés vezes. Os rendimentos dessas fragdes também foram
determinados e expressos como uma porcentagem com base no peso seco inicial das tamaras.
A Figura 6 apresenta esquematicamente o processo de extracdo alcalina sequencial descrito e

as fragdes obtidas.

TAI
(40.44 g - 6.5 %)

‘ Extracio Alcalina NaOH 1% ‘

‘ TAIKIM ‘ ‘ Residuo da Extracio ‘
‘ Neutralizagdo e Centrifugacio ‘ ‘ Extragdo Alcalina NaOH 10% ‘
Sobrenadante (fracio TATKSIM) Precipitado (fragiio TATKP1M) ‘ Residuo da Extragio ‘ ‘ TATK 10M ‘
(8,6 g— 1.4 %) (69g—1,1%) [

Neutralizacdo e Centrifugacio

Sobrenadante (fracdo TATKS10M) Precipitado (fracdo TATKP10M)
(2,0 2-03 %) (2,9 20,5 %)

Figura 6. Fluxograma de extracdo de polissacarideos de tamaras obtidos por extragdo alcalina

sequencial da fragao TAI

4.3 PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS

As fragdes brutas obtidas a partir do método enzimatico-gravimétrico e da extracao

alcalina sequencial foram submetidas aos processos de purificagdo descritos a seguir. A
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purificacao dessas fragcdes foi acompanhada por analises de composi¢do monossacaridica (por
GLC e GC-MS), espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN) e determinagao de

homogeneidade (por HPSEC-MALLS).

4.3.1 Precipitag@o por Solucdo de Fehling

As fracdes TAS, TAIKSIM e TAIKS10M foram submetidas a purificacdo pela
precipitacdo com solucao de Fehling, conforme método proposto por Jones e Stoodley (1965).
Esse método consiste em um fracionamento através da formagao de complexos polissacaridicos
insoltveis com cobre.

A fragdo TAS (2 g) foi dissolvida em 600 mL de agua destilada para dar inicio ao
tratamento, porém mesmo em agitagdo com aquecimento por 16 h, uma parte do material nao
ficou soluvel. Decidiu-se por centrifugar esse material e utilizou-se apenas o sobrenadante para
o tratamento. O precipitado foi congelado e liofilizado tendo rendido 1,08 g, por consequéncia
o sobrenadante correspondeu a 0,92 g. Foi entdo realizado o tratamento nesse material soluvel
com 600 mL de reagente de Fehling. Este reagente consiste em duas solugdes (A e B) na
proporcao 1:1. A solu¢do A é composta por sulfato de cobre e a solugdo B ¢ composta de KOH
e tartarato de sodio e potéssio.

Ap0s vigorosa agitagdo manual, o sistema foi mantido sob refrigerag¢@o por 2 h e depois
passou por centrifugacao (8000 rpm, 20 min) gerando as fra¢des soluvel (TAS-SF) e insolavel
complexada com ions cobre (TAS-PF). As fragdes obtidas foram neutralizadas com acido
acético glacial e dialisadas contra dgua corrente, por 48 h em membranas com limites de
exclusdo de 12-14 kDa. Durante a didlise da fracdo TAS-SF, houve formag¢do de precipitado
no interior da membrana. Desta maneira, esse material foi novamente centrifugado, gerando
duas novas fragdes: o sobrenadante (TAS-SFS) e o precipitado (TAS-SFP). Os materiais

dialisados foram submetidos ao tratamento com resina catidnica do tipo SST60 protonica
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(Permution®) para remoc¢do do cobre residual. Depois foram filtrados, neutralizados e
dialisados por mais 24 h. Os materiais foram subsequentemente concentrados sob pressao
reduzida e liofilizados. A fragao TAS-SFS teve um rendimento de 10,8% em relagado a fragao
de TAS (0,92 g) utilizado neste tratamento e a fragdo TAS-SFP teve um rendimento 21,5%.

A fracdo TAIKSIM (0,7 g) foi dissolvida em 300 mL de agua destilada e tratada com
300 mL de reagente de Fehling. O sistema também foi agitado vigorosamente, mantido sob
refrigerag@o por 2 h e centrifugado (8000 rpm, 20 min) gerando as fragdes soltvel (TAIKS1M-
SF) e insoluvel (TAIKS1M-PF) que foram neutralizadas, dialisados e submetidos ao tratamento
com resina cationica. Depois foram filtrados, neutralizados e dialisados por mais 24 h. Os
materiais foram também concentrados e liofilizados. As fracdes TAIKS1IM-SF e TAIKS1M-
PF tiveram rendimento de 21,9% e 5,7% em relacdo aos 0,7 g de TAIKS1M, respectivamente.

Ja a fracao TAISK10M (1 g) foi dissolvida em 500 mL de 4gua destilada no inicio do
tratamento, porém mesmo em agitagao com aquecimento por 16 h, uma parte do material ndo
ficou soluvel. Decidiu-se por centrifugar esse material e utilizou-se apenas o sobrenadante para
o tratamento. O precipitado foi congelado e liofilizado tendo rendido 0,26 g, por consequéncia
o sobrenadante (utilizado no tratamento) correspondeu a 0,74 g e foi tratado com 500 mL de
reagente de Fehling. O tratamento desse material foi realizado utilizando o mesmo
procedimento descrito para a fracdo TAIKSIM e gerou a fracdo soltivel denominada
TAIKS10M-SF (rendimento de 64,9% em relagdo aos 0,74 g usados no tratamento) a insoltavel

denominada TAIKS10M-PF (1,4%).

4.3.2 Despigmentacao

A fragdo TAIKPIM passou por tratamento de clareamento para redugao de pigmentos,

lignina e alguns compostos fendlicos ligados aos polimeros de carboidratos (DEY e
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HARBORNE, 1997). Foram solubilizados 1 g de TAIKPIM em 100 mL de NaOH 0,5% e 1
mL de hipoclorito de sédio (2-2,5% de p/p de cloro ativo) (MONOBE et al., 2008). A suspensao
ficou sob agitacdo em agitador magnético, em temperatura ambiente por 16 h. Apds esse
periodo foi neutralizada com &cido acético glacial, dialisada em membranas semipermeaveis

(12-14kDa) contra a agua corrente por 24 h e liofilizada. Esse tratamento gerou a fracao

TAIKP1IM-CL

4.4 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE POLISSACARIDEOS

4.4.1 Métodos quimicos

4.4.1.1 Composi¢ao monossacaridica

As composicdes monossacaridicas foram determinadas ap6s a hidrolise acida total de 3
mg das fracdes com 1 mL de 4cido trifluoracético (TFA) 2 M, a 100 °C em estufa por 8 h ou
com | mL de TFA 1M, a 100 °C em estufa por 16 h. As amostras foram retiradas da estufa e
destampadas para evaporagao total do TFA. Os residuos secos foram dissolvidos em 1 mL de
agua destilada e depois adicionados de 2 mg de NaBHs (WOLFROM e THOMPSON, 1963b).
O pH alcalino foi confirmado e as amostras foram colocadas na estufa a 100 °C por 10 minutos
para a redu¢do dos monossacarideos em seus respectivos alditois. A seguir as amostras foram
neutralizadas com 4cido acético glacial e liofilizadas para a retirada da dgua.

Os aldito6is obtidos foram acetilados com piridina e anidrido acético (1:1 v/v; 1 mL), na
estufa a 100 °C por 30 minutos (WOLFROM e THOMPSON, 1963a). Posteriormente as
reacOes foram interrompidas com 1 mL de agua destilada e os acetatos de alditéis foram

extraidos com cloroformio e lavados diversas vezes com solucdo aquosa de CuSOg4 a 5% para
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a eliminagdo da piridina residual. Estas lavagens foram seguidas de lavagens com agua destilada
para eliminac¢do do sulfato de cobre. Com uma pipeta Pasteur de vidro a fase cloroférmica da
amostra foi transferida para um frasco limpo e evaporada em capela a temperatura ambiente.
Os acetatos de alditdis foram analisados por GLC ou GC-MS e identificados pelos seus tempos

de retenc¢do e/ou perfis de fragmentacao obtidos por impacto de elétrons.

4.4.1.2 Metilagao

A metilacao dos polissacarideos presentes na fragio TAIKP1M-CI foi realizada pelo
método de Ciucanu e Kerek (1984). Aproximadamente 10 mg das amostras foram solubilizadas
em 2 mL de DMSO. Depois foi adicionado hidréxido de sédio pulverizado a solugdo, seguido
de 2 mL de iodeto de metila e agitacdo em vortex por 30 min. A solucdo foi mantida em agitagdo
com agitador magnético overnight. Apds este periodo o processo foi repetido para assegurar a
metilagao total dos polissacarideos.

Em seguida, a dgua destilada foi adicionada para cessar a metilagdo e a solucao foi
neutralizada com dacido acético glacial. Os polissacarideos metilados foram extraidos com
cloroférmio e lavados diversas vezes com agua destilada. A fase cloroféormica foi transferida
para um tubo de vidro limpo e evaporada completamente.

Os polissacarideos metilados secos passaram por metanolise com solu¢do de acido
cloridrico em metanol a 3,5% (v/v, 2 mL), sendo mantidos em estufa a 80 °C por 2 h. Apos esse
periodo as amostras foram mantidas abertas até a evaporagao completa.

Posteriormente foi realizada a hidrolise dessas amostras com 1,5 mL de H»SO4 0,5 M
em estufa a 100 °C por 16 h. A reagdo foi interrompida com 1,5 mL de agua destilada, o H>SO4

foi neutralizado com carbonato de bario (BaCOs) e a solugdo foi centrifugada (8.000 rpm por
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15 minutos). Os sobrenadantes foram reduzidos com NaBD4 (pH 9) e mantidos em repouso
overnight. As amostras foram neutralizadas com acido acético e liofilizadas.

Por fim foi realizada a acetilagdo com piridina-anidrido acético conforme procedimento
descrito no item 4.4.1. Os acetatos de alditdis parcialmente O-metilados resultantes foram
analisados por GC-MS, sendo identificados por seus tempos de retengdo e perfis de

fragmentacao obtidos por impacto de elétrons comparados a padrdes (SASSAKI et al., 2005).

4.4.2 Métodos Espectrofotométricos

4.4.2.1 Dosagem de acidos urdnicos

A dosagem de acidos urdnicos foi realizada pelo método descrito por Filisetti-Cozzi e
Carpita (1991), sendo o método sensivel para 0,97 a 38,8 pg de acidos urdnicos.

Os polissacarideos (1,5 mg) foram solubilizados em solucdo de NaOH a 0,5%. A 400
pL da solucdao de amostra foi adicionado 40 puL. de solugdo de 4cido sulfamico-sulfamato de
potéssio 4 M (pH 1,6), seguido de 2,4 mL de tetraborato de s6dio (75 mM em H2SOs4). A solugdo
foi agitada em vortex e aquecida em banho-maria a 100 °C por 20 minutos. Apds resfriamento
até temperatura ambiente, foi adicionado 80 puL de meta-hidroxibifenila e a absorbancia foi lida
em comprimento de onda de 525 nm. Como padrao, foi produzida uma curva utilizando 4cido
galacturénico ou acido glucurdnico nas concentragdes 2, 5, 10, 20 e 30 pg/mL. O ensaio foi

realizado em triplicatas ou quintuplicatas,
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4.4.2.2 Dosagem de proteinas

A determinagdo do conteudo de proteina das amostras foi realizada com o corante
Coomassie Azul Brilhante G-250, segundo o processo descrito por Bradford (1976), utilizando-
se como padrao para construcdo da curva de calibracdo a albumina sérica bovina (BSA).

Foram preparadas solucdes de cada amostra com diferentes concentracdes (1 mg/mL, 5
mg/mL e 10 mg/mL). Para cada 1 pL dessas solu¢des foram adicionados 5 pL. do Reagente de
Bradford (Bioagency®). O sistema foi incubado por 5 minutos € o contetido de proteinas foi
estimado pela absorbancia lida em comprimento de onda de 595 nm. Este ensaio também foi

realizado em triplicatas ou quintuplicatas.

4.4.2.3 Dosagem de compostos fenolicos

A determinagdo da quantidade de compostos fendlicos das amostras foi realizada por
método colorimétrico de Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999) adaptado para o uso
em microplaca.

Foram preparadas solucdes de cada amostra com diferentes concentragdes (0,25 mg/mL,
0,5 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL e 5 mg/mL). Estas solu¢gdes foram pipetadas na microplaca (20
uL) e a dgua destilada foi usada como branco do experimento. E em seguida foi adicionado 100
uL da solucao de Folin-Ciocalteu a 10%. O reagente de Folin-Ciocalteu oxida os fenolatos
reduzindo-os a um complexo azul. Depois do tempo de espera de 1 a 8 min, adicionou-se 80
uL de solucdo de carbonato de s6dio 7,5%. Por fim, a microplaca ficou protegida da luz por 2
h e absorbancia de cada poco foi lida em comprimento de onda de 760 nm. A quantidade de

compostos fenolicos foi calculada com base na curva de calibracdo construida com o padrao de
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acido galico. O total de compostos fendlicos foi expresso em equivalentes de acido galico

(Gallic acid equivalent — GAE).

4.4.3 Métodos Cromatograficos e espectroscopicos

4.4.3.1 Cromatografia de exclusdo por tamanho de alta performance acoplada a espalhamento

de luz (HPSEC-MALLS)

A cromatografia de exclusdo estérica de alta performance (HPSEC) foi realizada para
determinagdo da homogeneidade das fragdes. O equipamento utilizado foi o HPSEC Wyatt
Technology com quatro colunas de gel permeacgdo acopladas em série (limites de exclusdo de
7 x10% 4 x 10°, 8 x10* e 5 x103 Da), e detectores de indice de refragio (RID) modelo Waters
2410, ultravioleta a 280 nm e espalhamento de luz laser multiangulos (MALLS).

Os polissacarideos foram solubilizados com uma solugdo de nitrito de sodio 0,1 M e
azida 0,2 g/LL para uma concentracdo final de 1 mg/mL. E as solugdes foram filtradas em
membranas de acetato de celulose de 0,22 um de porosidade. A mesma solugdo utilizada na
solubilizacdao das amostras foi utilizada como eluente, num fluxo de 0,6 mL/min.

O software ASTRA 4.70.07 foi usado para analise dos cromatogramas.

4.4.3.2 Cromatografia liquido-gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS)

O equipamento utilizado para andlise dos metilados e algumas composigdes
monossacaridicas foi o cromatografo Shimadzu modelo QP2020NX, com detector do tipo
quadrupolo e coluna capilar VF5-MS (30 m x 0,25 mm). O gas de arraste empregado foi hélio

ultrapuro num fluxo de 2 mL/min, num tempo total de corrida de 30 min. As analises foram
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realizadas com a temperatura do injetor mantida a 250 °C e rampa de temperatura com inicio a
100 °C, sustentada por 3 min, aumentando-se a temperatura para 220 °C (10 °C/min), mantida
por 3 min, elevando-se a 250 °C (10 °C/min), preservada por 3 min, e entdo aumentando-se a
temperatura para 280 °C (10 °C/min) mantendo-se por 3 min.. Os espectros foram produzidos

através da ionizagdo por impacto de elétrons com energia de 70 eV a 250 °C.

4.4.3.3 Cromatografia Gas-liquido (GLC)

A cromatografia gas-liquido foi aplicada para andlise da composi¢do monossacaridica
de algumas fragdes. O cromatografo utilizado foi o Thermo Trace GC 3, com uma coluna DB-
225 (30 m x 0,25 mm). Os aldit6is acetatos foram analisados a uma temperatura de 100 — 250
°C (60 °C/min), empregando como gas de arraste uma mistura de He e N e utilizando detector

de ionizagdo de chama (FID).

4.4.4 Espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de '*C e HSQC-DEPT foram obtidos a 70 °C em um espectrometro Bruker
AVANCE 111 400MHz ou 600MHz, equipado com uma sonda de detec¢ao inversa multinuclear
de 5 mm com z -gradiente. As amostras foram solubilizadas em D20 ou DMSO-46 € 0s espectros
foram calibrados tendo como referéncia interna a acetona (30,2/2,22 ppm para *C/'H) e o
DMSO-d6 (39,7/2,6 ppm para '*C/'H), respectivamente.

O software TopSpin 4.1.1 foi utilizado para analise dos espectros.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 7 ¢ possivel observar um fluxograma com as etapas de extragao e purificagao

dos polissacarideos da polpa das tamaras da Tunisia. Estes processos serdo esclarecidos nas

proximas secoes.

Tamara s/ sementes (711 g)
Peso seco: 619 g

Método Enziméatico-Gravimétrico

Fibras Soluveis - TAS
94¢g-15%*

Fibras Insoliveis - TAT
40,4 g - 6,5 %*

Tratamento Fehling | 1

09g

Sobrenadante Precipitado ‘

Extracfo Alcalina 1%

(fragdo TAS-PF)

Didlise e centrifugagdo (fragdo TAS'SF)
Sobrenadante Precipitado
(fracdo TAS-SFS) (fracdo TAS-SFP)
0,09 g — 10,8 %** 0,19 g—21.5 %**

Homogalacturonana

Neutralizagdo e centrifugagdo ‘

TAIK1IM

‘ Residuo ‘

Extracio Alcalina 10% ‘

v I | I :
Arabinogalactana Sobrenadante P"rempltado ‘ TATK 10M ‘ ‘ Residuo ‘
do tipo IT (fracdo TAIKSIM) (fragdo TAIKP1M)
Tratamento Fehling 8,6g-14%* 69g-1,1%* Neutralizagdo e centrifugagéio
“7e ' | ' Arabinogalactana l
Sobrenadante Precipitado do tipo I S?brenadante E‘reu:lpltado

(fragio TATKS1M-SF) (fragio TAIKS1M-PF) 7 (fragdo TAIKS10M) (fracdo TATKP10M)

0,15 g—21,9 %** 0,04 g — 5.7 %¥= Tmramzn;o;ehfmg 2,0 g-0,3 %* 2,.9g-0,5%*

(0 I
I 1
. l . Sobrenadante Precipitado l

Arabinoxilana Arabinoxilana  +— (fragio TAIKS10M-SF) | | (fragdo TAIKS10M-PF) | Xilana deida

048 g - 64,9%%*

0,01 g— 1.4 %**

Figura 7 — Esquema da extracdo e purificagdo de polissacarideos da polpa das tamaras da

Tunisia. *: rendimento relativo ao peso seco das tamaras. **: rendimento relativo a

quantidade de fracao utilizada no tratamento de Fehling.

5.1 EXTRACAO DAS FIBRAS DIETETICAS PELO METODO ENZIMATICO-

GRAVIMETRICO E PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS PRESENTES NA

FRACAO CONTENDO AS FIBRAS SOLUVEIS
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Apos o tratamento da polpa das tdmaras por método enzimatico-gravimétrico obteve-se
os rendimentos de 1,5% de fibras solaveis (TAS) e 6,5% de fibras insoluveis (TAI). Estes
rendimentos de fibras soluveis e insoliveis na polpa das tdmaras estdo de acordo com as
informacdes da literatura atual, onde pode-se observar valores entre 0,4 a 6,68% em relagao ao
peso seco do fruto de fibras soluveis e entre 3,03 a 11,7% de fibras insoltveis (ELLEUCH et
al., 2008; AL-FARSI e LEE, 2008).

A composicao monossacaridica da fragdo TAS pode ser observada na Tabela 1. Com
relacdo aos agucares neutros, verifica-se alta concentracdo de arabinose, galactose e glucose
nessa fracdo. A dosagem de acidos urdnicos resultou em 12,1%, o que sugere a presenga de
pectinas. Apresenta baixo teor de proteinas e de compostos fendlicos, como pode ser observado

na Tabela 2.

Tabela 1- Composi¢ao monossacaridica e dosagem de acidos uronicos da fragdo TAS

extraida pelo método enzimatico-gravimétrico da polpa do fruto de Phoenix dactylifera L.

Actcares Neutros? (%) Ac. Urdnicos

Fraciao

Rha | Fuc | Ara | Xyl [ Man | Gal | Glc (%)

TAS 1,8 1 0,5 | 419 | 94 2,3 149 | 17,1 12,1

2 Percentual da area do pico em relagdo a area total do pico, determinada por GLC.

b Quantificado espectrofotometricamente utilizando-se o método de Filisetti-Cozzi e Carpita (1991).

A fracdo TAS também passou pela andlise de homogeneidade por cromatografia de gel
permeacdo (HPSEC). Na Figura 8 pode-se observar um pico assimétrico e polidisperso entre
45 e 65 minutos de eluicao. Isto demonstra a existéncia de polissacarideos com varias massas

molares nessa fragao.
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Tabela 2- Dosagem de proteinas e compostos fenolicos das fragdes TAS, TAIKS1M,
TAIKS10M, TAIKP1M e TAIKP10M obtidas através extragao de polissacarideos da polpa

das tamaras da Tunisia.

Fracao Proteinas (%) Fenolicos (g GAE/100g)
TAS 2,8 0,1
TAIKSIM 2,0 0,1
TAIKS10M 2,2 0,1
TAIKPIM 2,7 0,1
TAIKP10M 2,5 1,9
0‘032—
s o_ozf—
% 0‘015—
e T S T T T
0 20 40 60

Tempo (min)

Figura 8- Perfil de eluicdo da fracdo TAS obtido por HPSEC. Detector de indice de refragao.

A fracao TAS foi também analisada por ressonancia magnética nuclear (RMN) e o mapa
de correlacdo HSQC pode ser observado na Figura 9. A andlise do espectro permitiu identificar
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a presenca de sinais caracteristicos de pectinas. Na regido anomérica a presenca dos sinais 0
100,2/4,94 ¢ & 99,4/5,10 correspondentes ao C-1/H-1 de unidades de a-D-GalpA esterificadas

e nao esterificadas, respectivamente (NASCIMENTO; IACOMINI e CORDEIRO, 2017).

ppm

52.8/3.79

20,0/2,07 . &

61,1/3.78

61,3/3,69

70.7/5.03
71.2/4.75

< “ - 70

78.5/4.44 @ o-° @ - 80

- 90

- 95
24510 100.2/4.94

D o - 100
=

103.0/4.49 - 105
109,3/5.23

® 77506 - 110

I T I ] T I T I I T T I 1 T I 1 T I I T I I
54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 4.1 4.0 39 38 3.7 36 35 34 33 ppm

Figura 9- Mapa de correlagdo direta HSQC da fragdo TAS. Os deslocamentos quimicos ()
sdo expressos em ppm. Sinais em verde claro representam -CH2- no experimento HSQC-

DEPT. Experimento realizado em D20, a 70 °C.

O sinal em o 78,5/4,44 foi atribuido C-4/H-4 substituido de unidades de a-D-GalpA.
Enquanto que os sinais ¢ 70,7/5,03 e 8 71,2/4,75 indicam a presenca do C-5/H-5 de unidades
de a-D-GalpA esterificadas e ndo-esterificadas, respectivamente (NASCIMENTO; IACOMINI
e CORDEIRO, 2017; SCHNEIDER et al., 2020). Pode-se observar a presenca dos grupamentos

metil e acetil ligados ao a-D-GalpA devido a presenga dos sinais em 6 52,8/3,79 e 6 20,0/2,07,
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respectivamente (NASCIMENTO; TACOMINI e CORDEIRO, 2017; SCHNEIDER et al.,
2020). O grau de esterificacdo do 4cido galacturdnico foi calculado em 65% através da
integragdo das areas dos C-5 esterificado e nao esterificado (GRASDALEN; BAKOY E
LARSEN, 1988), caracterizando essa pectina como HM, ou seja, com alto grau de
metilesterificagao.

Os deslocamentos quimicos ¢ 109,3/5,23 e 6 107,7/5,06 observados em campo baixo
foram identificados como correspondentes ao C-1/H-1 de unidades de a-L-Araf, enquanto que
os sinais em o 66,8/3,85 e 0 66,6/3,77 sao correspondentes ao C-5/H-5 substituidos. Sinais
invertidos atribuidos ao C-5 livre de unidades de a-L-Araf também estdo presentes em 0
62,8/3,80 e 6 62,6/3,66 (NASCIMENTO; IACOMINI e CORDEIRO, 2017; RENARD et al.,
1998; CHAVES, IACOMINI e CORDEIRO, 2019; POPOV et al., 2014, SCHNEIDER et al.,
2020; OVODOVA et al., 2009).

O sinal em & 103,0/4,49 foi identificado como o C-1/H-1 de unidades de B-D-Galp,
enquanto que os sinais invertidos 6 61,3/3,69 e & 61,1/3,78 podem ser atribuidos aos seus C-
6/H-6 livres (MARTIN et al., 2017, OVODOVA et al., 2009; SCHNEIDER et al., 2020).

Esses resultados estdo em desacordo com os encontrados por Ishurd e colaboradores
(2002, 2007) e Ishurd e Kennedy (2005), que encontraram [-glucanas com ligagdes
(1-3),(1—4) e (1-3),(1—6) no extrato aquoso obtido a partir da polpa das tdmaras. A
hidrdlise acida completa do polissacarideo obtido no estudo resultou apenas em residuos de
glucose. Esses autores realizaram extracdo em agua quente, purificacdo do polissacarideo por
troca i6nica e cromatografia de filtracdo em gel e obtiveram apenas um pico na filtragdo em
gel. Embora a fracdo TAS tenha apresentado glucose na sua composi¢do monossacaridica
(Tabela 1), nenhum sinal relativo a unidades de B-Glcp (1—3) ou (1—6)-ligadas pode ser
visualizado no seu espectro de HSQC (Figura 9). Esses sinais teriam um deslocamento quimico

em aproximadamente 86 ppm e 69 ppm (invertido no HSQC-DEPT).
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Por outro lado, os resultados deste trabalho mostram principalmente a presenca de
pectinas em TAS, com dominios de homogalacturonana e arabinogalactanas. Visando fracionar
estas pectinas foi realizado o fracionamento dos polissacarideos através da solu¢ao de Fehling
(Figura 7), uma vez que as homogalacturonanas interagem com o cobre e precipitam (CANTU-
JUNGLES et al., 2014).

O tratamento de TAS (0,9 g) com solucao de Fehling gerou as fragdes sobrenadante
(TAS-SF) e precipitado (TAS-PF). A fracdo TAS-SF formou precipitado no interior da
membrana de didlise e o material foi novamente centrifugado, gerando duas novas fragdes: o
sobrenadante (TAS-SFS) e o precipitado (TAS-SFP). A fragao TAS-SFS teve um rendimento
de 10,8% em relagdo ao total de TAS utilizado neste tratamento e a fracdo TAS-SFP teve um
rendimento 21,5%.

A composicao monossacaridica das fracdes TAS-SFS e TAS-SFP podem ser observadas
na Tabela 3. As duas fragdes possuem uma composicao relativamente semelhante, tendo como
principais monossacarideos neutros a arabinose e a galactose, indicando a presenca de
arabinogalactanas/arabinanas como esperado. Por se tratar da homogalacturonana, a
composi¢ao monossacaridica da fragdo TAS-PF nao foi realizada.

Polissacarideos compostos por arabinose e/ou galactose como as arabinanas e as
arabinogalactanas sdo frequentemente encontrados em associacdo as pectinas do tipo RG-I,
geralmente ligando-se na posi¢cao O-4 das unidades de ramnose da cadeia principal (PAULSEN

¢ BARSETT, 2005).

53



Tabela 3- Composi¢ao monossacaridica das fragdes TAS-SFS e TAS-SFP obtidas pelo

tratamento com solu¢ao de Fehling da fragao TAS.

Agtcares neutros?® (%) Acidos Urénicos
Fracao
Rha | Fuc | Ara | Xyl | Man | Gal | Gle (%)
TAS-SFS 1,0 - 68,2 - 2,1 17,2 4,9 6,6
TAS-SFP 53 - 59,2 - - 19,7 8,5 7,3

2 percentual da area do pico em relagdo a area total do pico, determinada por GC-MS.

® Quantificado espectrofotometricamente utilizando-se o método de Filisetti-Cozzi e Carpita (1991).

O espectro de RMN de TAS-SFS reforca essa hipotese. O mapa de correlagaio HSQC
pode ser observado na Figura 10.

Os sinais em o 107,9/5,38, 6 108,0/5,20 ¢ & 107,5/5,05 observado em campo baixo foi
atribuido ao C-1/H-1 de unidades de a-L-Araf. Sinais invertidos atribuidos ao C-5 livre de
unidades de a-L-Araf também estdo presentes em 6 62,5/4,10 e 6 62,7/3,38. Enquanto que os
sinais invertidos vistos em & 66,5/3,90 e & 66,7/3,78 sdo atribuidos ao C-5 substituidos das
unidades de a-L-Araf (CANTU-JUNGLES et al., 2015; CHAVES, IACOMINI e CORDEIRO,
2019; POPOV et al., 2014; OVODOVA et al., 2009).

Os deslocamentos quimicos observados em o 103,6/4,67 e 6 79,9/3,69 foram
identificados como correspondentes ao C-1/H-1 e ao C-3/H-3 de unidades de —3)-B-D-Galp-
(1—, respectivamente. J4 o sinal em o 103,1/4,48 foi atribuido ao carbono anomérico de
unidades de —6)-B-D-Galp-(1—. Sinais invertidos atribuidos ao C-6/H-6 livre de unidades de
B-D-Galp-(1— em & 61,1/3,68 e correspondentes ao C-6/H-6 de B-D-Galp substituido em o
69,2/4,02 (CANTU-JUNGLES et al., 2017b; CHAVES, IACOMINI e CORDEIRO, 2019).

Estes dados refor¢cam a presenca de arabinogalactanas do tipo Il nessa fragao.
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Figura 10- Mapa de correlacao direta HSQC da fracdo TAS-SFS. Os deslocamentos quimicos
(0) sdo expressos em ppm. Sinais em verde claro representam -CH2- no HSQC-DEPT.

Experimento realizado em D-0O, a 70 °C.

Por fim, o sinal anomérico de unidades de a-L-Rhap, provavelmente correspondentes a
RG I, pode ser observado em 6 97,9/5,28, enquanto que o seu sinal de C-6/H-6 aparece em o
16,4/1,27. Além disso, pode-se identificar o sinal & 98,5/4,91, que foi atribuido ao carbono
anomérico (C-1/H-1) de unidades de a-D-GalpA provavelmente ligado a ramnose da RG 1. As
atribuicdes estdo de acordo com os dados publicados na literatura (CANTU-JUNGLES 2017b,
TAMIELLO-ROSA et. al, 2019).

A analise de homogeneidade da fragdo TAS-SFS pode ser observada na Figura 11.
Observa-se um pico largo aproximadamente entre 45 € 55 minutos de elui¢cao e um pico estreito

em cerca de 60 minutos. Esse perfil de elui¢ao heterogéneo corresponde a dois grupos de
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moléculas, provavelmente arabinogalactanas com diferentes massas molares, uma vez que o
espectro de HSQC nao apresentou sinais correspondentes a outro tipo de polissacarideo.

Ja a fragdo TAS-SFP também passou por andlise de homogeneidade por HPSEC, seu
perfil de elui¢ao pode ser observado na Figura 12. Observa-se mais uma vez um perfil de
eluicdo heterogéneo com dois picos que aconteceram em tempos aproximados aos da fracao
TAS-SFS. Entretanto, a analise dessa fragdo por RMN nao foi possivel devido a sua baixa

solubilidade nos solventes testados (D20 e DMSO-gs).
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Figura 11- Perfil de eluicao por HPSEC da fragdo TAS-SFS. Detector de indice de refragao.

Indice de Refragio

001l \ \ | .
0 20 40 60

Tempo (min)

Figura 12- Perfil de eluicao por HPSEC da fragdo TAS-SFP. Detector de indice de refragao.
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A partir dos dados acima, pode-se sugerir a presenga de homogalacturonana altamente
metilesterificada e de arabinogalactanas do tipo II (AG-II) na fragdo que compode as fibras
soluveis da tamara. As AG-II sdo polissacarideos que apresentam cadeia principal formada por
unidades de B-D-Galp unidas por ligagdes (1—3), com ramificagdes curtas formadas por
unidades de B-D-Galp (1—6) ligadas, que podem ser substituidas por unidades de a-L-Araf
(1—3) e/ou (1—5) ligadas (PEREZ et al., 2000; PAULSEN ¢ BARSETT, 2005).

Arabinogalactanas do tipo II ja foram isoladas e quimicamente caracterizadas na polpa
de outras frutas. Em dicotiledoneas esse polissacarideo foi encontrado em cajd-manga
(MARTINEZ et al., 2003), péssego (SIMAS-TOSIN et al., 2012), carambola (LEIVAS;
IACOMINI e CORDEIRO, 2016), jambo (TAMIELLO et al., 2018) e caju (TAMIELLO-
ROSA etal., 2019). J4 em monocotiledoneas, as arabinogalactanas do tipo II foram encontradas
na banana (SHIGA et al., 2017) e no agai (CANTU-JUNGLES et al., 2017b).

O agai ¢ uma planta pertencente a familia Arecaceae, assim como as tamaras. Cantu-
Jungles e colaboradores (2017b) encontraram arabinogalactanas do tipo II também no

sobrenadante de Fehling, sendo o tratamento realizado com o extrato aquoso da polpa do acai.

5.2 PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DOS POLISSACARIDEOS QUE COMPOEM

A FRACAO DAS FIBRAS INSOLUVEIS DA POLPA DA TAMARA

As fibras insoluveis (fragdo TAI) foram tratadas sequencialmente com solucdes de
NaOH 1% e 10%. A extra¢do a 1% resultou em duas fragdes, o sobrenadante (TAIKS1M) e o
precipitado (TAIKP1M) obtidos na etapa de neutraliza¢do (ver materiais € métodos para os
detalhes). Essas fragdes apresentaram rendimento de 1,4% e 1,1%, respectivamente, em relagao

ao peso seco inicial da polpa das tdmaras. A extracdo alcalina a 10% também resultou em duas
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fragdes, o sobrenadante (TAIKS10M) e o precipitado (TAIKP10M) também obtidos na etapa

de neutralizagdo. Essas fragcdes apresentaram rendimento de 0,3 e 0,5%, respectivamente.

Na Tabela 4 ¢ possivel observar a composi¢cao monossacaridica dessas fragdes. As duas

fragdes extraidas a 1% tém alta concentragdo de arabinose, xilose e galactose. Entretanto,

TAIKPIM apresenta trés vezes mais galactose e menor quantidade de dcidos uronicos, quando

comparada com TAIKSIM.

Tabela 4- Composi¢ao monossacaridica das fragdes TAIKS1M, TAIKS1M-SF, TAIKS1M-

PF, TAIKP1M, TAIKS10M, TAIKS10M-SF, TAIKS10M-PF e TAIKP10M obtidas por

extragdo alcalina sequencial da fracao TAI

Actcares Neutros (%)

Ac. Uronicos

Fraciao

Rha Fuc Ara Xyl | Man | Gal Glc (%)

TAIKSIM? 1,5 0,1 58,7 15,4 - 10,6 0,3 13,4

TAIKS1M-SEP 2,63 65,61 | 26,31 - 5,45 - 10,7
TAIKS1M-PFP 5,46 53,49 | 214 - 14,19 | 5,46 11
TAIKP1M? 1,2 - 49,2 11,6 0,6 31,1 1,7 4,6
TAIKS10M? 1,0 1,4 36,5 | 33,2 0,9 10,5 | 10,8 5,7
TAIKS10M-SF? 1,6 1,9 37,8 | 37,2 0,2 5,3 9,1 6,9
TAIKS10M-PF*? 2,4 1,4 24,6 | 52,7 - 4,1 13,0 1,8
TAIKP10MP - - - 91,7 - 5.4 - 2,9

2 percentual da area do pico relativo a area total do pico, determinada por GLC.

b percentual da area do pico relativo a area total do pico, determinada por GC-MS.

¢ Quantificado espectrofotometricamente utilizando-se o método de Filisetti-Cozzi e Carpita (1991).
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Em relagdo as duas fragdes extraidas com sol. aquosa de NaOH a 10%, seus principais
monossacarideos sdo arabinose e xilose. Porém, pode-se notar grande concentracdo de Xyl na
fragdo TAIKP10M, indicando a presenca de xilanas.

A Tabela 2 apresenta os resultados das dosagens de proteinas e compostos fendlicos e
pode-se observar uma baixa porcentagem de compostos fenodlicos e proteinas resistentes ao
tratamento com protease realizado durante o procedimento de extragdo das fibras dietéticas pelo
método enzimatico-gravimétrico.

O perfil de eluicao da fracdo TAIKSIM por HPSEC pode ser observado na Figura 13.
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Figura 13- Perfil de eluicao por HPSEC da fragao TAIKS1M. Detector de indice de refragao.

Nota-se uma populacdo com alta massa entre 40 e 50 minutos e uma populagdo com
uma massa menor, mas em maior quantidade, entre 50 e 65 minutos. O que em conjunto com a
composi¢ao monossacaridica pode indicar a presenga de dois polissacarideos diferentes.

Foi realizada entdo a analise do mapa da correlacao direta HSQC da fracao TAIKS1M,
que pode ser observado na Figura 14. Verificou-se a presenca dos sinais 6 104,2/4,37
correspondentes ao carbono anomérico de unidades de B-D-Galp (BRECKER et al., 2005),
enquanto que os sinais 6 108,1/5,34, 6 110,0/5,13 e & 108,2/5,03, correspondem ao C-1 das

unidades de a-L-Araf. Os sinais & 67,8/3,77 e 6 67,8/3,65 indicam a presenga do C-5/H-5 de
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unidades de a-L-Araf (1—5)-ligadas (DOURADO et al., 2006; POPOV et al., 2014; CAPEK,

2010; NASCIMENTO et al., 2013).
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Figura 14- Mapa de correlagao direta HSQC da fragao TAIKS1M. Os deslocamentos
quimicos (8) sdo expressos em ppm. Sinais em verde claro representam -CH2- no HSQC-

DEPT. Experimento realizado em D20, a 70 °C.

Observa-se também os deslocamentos quimicos em 6 102,3/4,37, 6 63,6/4,05 e o
63,6/3,31 correspondentes ao C-1/H-1 e C-5/H-5 de unidades de B-D-Xylp (1—4)-ligadas
(CORDEIRO; ALMEIDA; IACOMINI, 2015). Esses resultados sugerem a mistura de uma
arabinogalactana e de uma xilana nessa fragdo. Como tentativa de purificagdo, utilizou-se a
precipitacdo por reagente de Fehling, uma vez que esse processo se demonstra util no
fracionamento de polimeros contendo D-xilose (JONES; STOODLEY, 1965).

Foram utilizadas 0,7 g de TAIKS1M para tratamento com solucdo de Fehling (Figura

7), que geraram um sobrenadante denominado TAIKSIM-SF (0,15 g) e um precipitado
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denominado TAIKSIM-PF (0,04 g). A composi¢do monossacaridica dessas fragcdes estdo
representadas na Tabela 4. A maior diferenca entre elas ¢ a presenca de maior quantidade de
galactose e menor de arabinose na fracdo TAIKSIM-PF em relagdo a TAIKS1M-SF . Devido
ao seu baixo rendimento e solubilidade nos solventes testados, a fragdo TAIKS1M-PF nao pode
ser analisada por HPSEC e ressonancia magnética nuclear.

O perfil de eluicao por HPSEC da fragdo TAIKS1M-SF pode ser observado na Figura
15 em sobreposic¢ao ao perfil de eluicdo da fragdao de origem (TAIKS1M). Nota-se um perfil de
eluicdo com uma populagdo de alta massa entre 40 e 55 minutos e uma populacdo com uma
massa menor, em cerca de 60 minutos. Em comparacdo com TAIKSIM, o tratamento de
Fehling foi capaz de concentrar as moléculas que eluem em 60 minutos, porém o perfil de
eluicdo da fragdo como um todo continua heterogéneo. Isto demonstra que ainda existe uma

mistura de polissacarideos de varios tamanhos nessa fragao.
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Figura 15- Sobreposicao dos perfis de elui¢do por HPSEC das fracdes TAIKSIM (em

vermelho) e TAIKSIM-SF (em preto). Detector de indice de refracao.

O espectro da correlagdo HSQC dessa fracao solubilizada em D>O pode ser observada

na Figura 16A, bem como seu espectro de r.m.n-'*C na Figura 16B.
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No mapa de correlagao direta HSQC, o deslocamento quimico em o 101,6/4,46 ¢ os

sinais invertidos em 0 62,8/3,38 ¢ 6 62,9/4,11 foram identificados como correspondentes ao

carbono anomérico ¢ ao C-5/H-5 de unidades de B-D-Xylp (1—4)-ligada, respectivamente

(FELISBERTO et al., 2021, CORDEIRO, ALMEIDA e IACOMINI, 2015).
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Figura 16- A) Mapa de correlagdo direta HSQC da fracdo TAIKS1M-SF. Sinais em verde

claro representam -CH2- no HSQC-DEPT. B) Espectro de r.m.n-'3C da fragio TAIKS1M-SF.

Experimentos realizados em D>0, a 70 °C. Os deslocamentos quimicos (0) sao expressos em
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Em campo baixo ¢ possivel observar ainda os sinais em & 107,7/5,39, 6 109,3/5,24 ¢ 6
107,8/5,06 que foram identificados como o C-1/H-1 de unidades de a-L-Araf. Ja os sinais
invertidos presentes em 0 61,4/3,72-3,77 foram atribuidos ao C-5 livre de unidades de a-L-Araf.
Enquanto que os sinais invertidos observados em 6 66,9/3,87 e & 67,0/3,78 sdo atribuidos ao
C-5 substituidos das unidades de a-L-Araf. (CANTU-JUNGLES et al., 2015; CHAVES, 2019;
IACOMINI e CORDEIRO, 2019; POPOV et al., 2014). Os deslocamentos quimicos em 0
97,0/5,39 e 6 59,5/3,47 podem ser atribuidos ao carbono anomérico e ao grupamento metil,
respectivamente, das unidades de 4-O-Me-a-D-GlcpA (GUO et al., 2011; CHAVES et al,
2020). Esses resultados indicam a presenga de uma arabinoxilana acida (AX) nessa fragao.

Além disso, verificou-se a presenga dos sinais em & 103,3/4,48, & 104,1/4,60 ¢ &
104,9/4,55 correspondentes aos carbonos anoméricos de unidades de B-D-Galp (CAPEK et al.,
2010). Os sinais em 0 98,3/5,30 (C-1/H-1), 6 16,7/1,25 ¢ 5 16,9/1,32 (C-6/H-6) foram atribuidos
as unidades de a-L-Rhap e o sinal em 97,9/5,05 provavelmente de C-1/H-1 de unidades de
GalAp (CANTU-JUNGLES 2017b, TAMIELLO-ROSA et. al, 2019). Esses sinais podem
sugerir que esta amostra ainda possa apresentar tracos de arabinogalactana ligada a
rhamnogalacturonana do tipo 1. Entretanto, unidades de Galp também podem estar ligadas nas
arabinoxilanas, como observado na AX extraida da polpa do tucuma, outro fruto de palmeiras
pertencente a familia Arecaceae. A estrutura da galactoarabinoxilana 4cida encontrada neste
fruto ¢ altamente substituida nas posicdes O-3 e O-2, com unidades de arabinose terminais,
arabinose (1—2) e (1—35) ligadas, além de unidades de galactose terminal e &cido glucurdénico
(CANTU-JUNGLES et al., 2017d). Vale ressaltar a similaridade observada entre o espectro de
r.m.n-"3C da fracio TAIKS1M-SF (Figura 16B) com o espectro da fragdo SF-STK extraida do

tucuma e que apresenta a galactoarabinoxilana acida (CANTU-JUNGLES et al., 20174d).
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A outra fracdo obtida pelo processo de extracdo alcalina com NaOH a 1%, a qual
precipitou durante a neutralizagdo (TAIKP1M) apresentou como principais monossacarideos a
arabinose (49,2%) e a galactose (31,1%) (Tabela 4). Devido a sua insolubilidade na solu¢do de
nitrito de sodio, ndo foi possivel a realizagdo da analise de homogeneidade por HPSEC.
Entretanto, na Figura 17 podemos observar o seu mapa de correlagdo direta HSQC.
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Figura 17- Mapa de correlacdo direta HSQC da fragao TAIKPIM. Os deslocamentos quimicos
(0) sdo expressos em ppm. Sinais em verde claro representam -CH2- no HSQC-DEPT.

Experimento realizado em DMSO-d6, a 70 °C. *Apenas fracdo solivel em DMSO-d6 foi

enviada para analise.

Observou-se a presenca dos sinais 6 105,1/4,39 (C-1/H-1), & 78,3/3,90 (C-4/H-4
substituido), 6 74,6/3,52 (C-5/H-5), & 73,9/3,57 (C-3/H-3), 6 72,6/3,53 (C-2/H-2) e o sinal
invertido 6 61,4/3,59 (C-6/H-6) correspondentes as unidades de B-D-Galp (1—4)-ligadas

(NASCIMENTO et al., 2015; OVODOVA et. al, 2009;).
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Os sinais em 6 108,0/4,90 (C-1/H-1), ¢ 81,7/3,94 (C-2/H-2), & 77,5/3,79 (C-3/H-3), &
82,0/4,00 (C-4/H-4) e os sinais invertidos em o 66,9/3,74 e 3,63 (C-5/H-5 substituido) podem
ser atribuidos a unidades de a-L-Araf (1—5) ligadas. Outros sinais em 6 107,3/5,02 (C-1/H-1),
6 77,5/3,79 (C-3/H-3), 84,1/3,87 (C-4/H-4) e 6 61,4/3,59 (C-5/H-5) podem ser atribuidos aos
carbonos de unidades de a-L-Arafterminais (OVODOVA et al., 2009; SCHNEIDER et al 2020;
CORDEIRO; ALMEIDA; IACOMINI, 2015; KLOSTERHOFF et al., 2018). Esses sinais
indicam a presenca de uma arabinogalactana do tipo 1 nessa fracao.

Os sinais em 6 72,4/4,92, 6 56,0/3,81 e provavelmente o sinal em 6 86,1/4,09 podem ser
atribuidos a presenca de lignina em TAIKPIM (FERNANDEZ-COSTAS et al., 2014;
OLIVEIRA, 2015). Grande variedade de sinais também foram observados no HSQC, na regido
do 'H entre § 0,8-2,33 ¢ § 6,5-7,30 e do *C entre § 10,0-56,0 e & 112,0-140,0 (dados ndo
mostrados) que podem indicar a presenca de compostos ndo-carboidratos que co-precipitaram
juntamente com a arabinogalactana nessa fragdo. A lignina foi considerada por alguns autores
como componentes das fibras insoltiveis das tdmaras e ¢ considerada um polimero hidrofébico,
nao-carboidrato, altamente reticulado e bastante estavel e, portanto, de dificil extragdo
(GEORGE et al., 2020; DEY e HARBORNE, 1997). A arabinogalactana pode estar ligada na
lignina, o que justificaria sua insolubilidade em 4gua e sua extracdo com solugdo alcalina
apenas.

Decidiu-se por realizar um tratamento de despigmentacdo para remover a lignina de
TAIKPIM e assim facilitar a caracterizacdo dos polissacarideos presentes na fragdo. O agente
selecionado foi o hipoclorito de s6édio, com o objetivo de oxidar, descolorir e solubilizar a
lignina, uma vez que ¢ um produto de baixo custo e de facil utilizacdo. Os agentes oxidantes,
de maneira geral, degradam a lignina por oxidacdo, diminuindo seu tamanho molecular e
formando grupamentos de acido carboxilico, que geram maior solubilidade destes fragmentos

em agua e em alcali (DENCE e REEVE, 1996).
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Foram dissolvidos 1 g de TAIKP1M em 100 mL de uma solu¢do de NaOH a 0,5% para
dar inicio ao tratamento e logo apds foi adicionado 1 mL de hipoclorito de sodio (2-2,5% p/p
de cloro ativo). O sistema foi mantido sob agitacao a temperatura ambiente por 16 h. Apos este
periodo a amostra foi neutralizada com acido acético, submetida a didlise aberta por 24 h
(membranas de 12-14 kDa) e liofilizada. O rendimento da fragao apds o tratamento (TAIKP 1 M-
Cl) foi de 0,97 g. Entretanto, ao analisar o espectro de HSQC dessa fragdao (dados nao
mostrados), verificou-se que o tratamento nao foi eficiente uma vez que ainda foi observada a
presenga da lignina, devido a presenga dos sinais relatados acima.

Para estimar o tipo de ligagdo glicosidica entre os monossacarideos, uma analise de
metilacdo de TAIKP1M foi realizada conforme especificado na se¢do de materiais e métodos e
o resultado pode ser observado na Tabela 5. Pode-se observar a presenca do derivado 2,3,6-
Mes-Gal como um de seus principais derivados metilados. Este corresponde as unidades de
Galp (1—4)-ligadas, provavelmente da cadeia principal da arabinogalactana do tipo 1. Esta
cadeia principal apresentou ramificagdes em O-2, O-6 e O-3,6 devido a presenca dos derivados
3,6-Me»>-, 2,3-Me>-Gal e 2-Me Gal, respectivamente. Também se observou a presenca de
unidades de Galp 3-O- e 6-O- em menores quantidades, provavelmente derivadas de
arabinogalactana do tipo II.

Os derivados metilados 2,3-Mez-Ara, 2-Me-Ara e 2,3,5-Mes-Ara sugerem,
respectivamente, que as cadeias laterais da arabinogalactana sdo formadas por Araf (1—35)-

ligada, com algumas substituicdes em O-3 e por terminais nao redutores de Araf.

Tabela 5- Tipos de ligagao baseados na analise de acetato de aldit6is parcialmente O-

metilados, obtido da fragdo metilada TAIKP1M-Cl provenientes da polpa das tamaras

(Phoenix dactylifera).
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Alditol acetato parcialmente O-metilado

TAIKPIM-CI?

Tipo Ligacao®

2,3,5-Mes-Ara 7,7 Araf~(1—
2,3-Me;-Ara 8,5 —5)-Araf~(1—
2,3,4,6-Mes-Glc 5,0 Glep-(1—
2,3,4,6-Mes-Gal 4,9 Galp-(1—
2-Me-Ara 4,2 —3.,5)-Araf~(1—
3-Me-Rha 1,3 —2,4)-Rhap-(1—
2,3,6-Mes-Gal 17,0 —4)-Galp-(1—
2,3,6-Mes-Glc 17,7 —4)-Glep-(1—
2,3,4-Mes-Gle 3,5 —6)-Glcp-(1—
2,3,4-Mes-Gal 3,9 —6)-Galp-(1—
2,4,6-Mes-Gal 8,1 —3)-Galp-(1—
3,6-Me»x-Gal 2,0 —2.4)-Galp-(1—
2,3-Mex-Glc 5,8 —4,6)-Glep-(1—
2,3-Me>-Gal 6,0 —4,6)-Galp-(1—
2-Me-Glc 1,9 —3,4,6)-Glcp-(1—
2-MeGal 2,6 —3,4,6)-Galp-(1—

: % da area do pico de O-metilalditol acetatos relativa a soma das areas de todos os picos presentes, determinada

por GC-MS.

b: Baseado em derivados de O-metilalditol acetatos.

Outro derivado importante que foi encontrado na fracdo foi o 2,3,6-Mesz-Glc,

correspondente a unidades de Glcp (1—4)-ligadas. Além disso, unidades de Glcp substituidas

em O-6 e 4,6-di-O-substituidas também podem ser observadas. Estas unidades podem ser
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derivadas de glucanas, porém esta fracdo ainda passara por novas etapas de purificagdo para
definir sua estrutura adequadamente.

Ja o derivado 3-Me-Rha corresponde as unidades de Rhap (1—2)-ligadas substituidas
em O-4, ou seja, representa o ponto de inser¢ao da arabinogalactana na cadeia de RG-I.

Outra fracao analisada foi a TAIKS10M, obtida a partir da extragdo de TAI com NaOH
a 10% e sobrenadante apds o processo de neutralizagdo com acido acético (ver fluxograma na
Figura 7). A andlise da composi¢cdo monossacaridica (Quadro 4) mostrou que essa fragao ¢
composta principalmente por Ara (36,5%) e Xyl (33,2%). Na Figura 18 pode ser observado o
seu perfil de eluicdo por HPSEC. Em comparagdao com o perfil de eluicao da fragdo TAIKS1M
(Figura 13), ¢ possivel observar que a popula¢dao de moléculas com maior massa, eluida entre
45 ¢ 50 minutos, aumentou com a extracao em solugcdo de NaOH mais concentrada. Além disso,
nota-se que a populacdo de moléculas com menor massa, presente entre 50 e 60 minutos,
diminuiu. Isso demonstra que a populacdo de moléculas com maior massa molar ¢ mais
resistente a extracdo, necessitando de uma concentragdo de NaOH maior para serem
solubilizadas.

Foi realizado também o mapa de correlacao direta HSQC de TAIKS10M, que pode ser

observado na Figura 19.
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Figura 18- A) Perfil de elui¢ao por HPSEC da fragao TAIKS10M. Detector de indice de

refracao. B) Sobreposi¢do dos perfis de eluigdo por HPSEC das fragdes TAIKS1IM (em

vermelho) e TAIKS10M (em preto). Detector de indice de refracao
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Figura 19- Mapa de correlagao direta HSQC do sobrenadante da fragdo TAIKS10M em
DMSO0-d6. Os deslocamentos quimicos (8) sdo expressos em ppm. Sinais em verde claro

representam -CH2- no HSQC-DEPT. Experimento realizado em DMSO-d6, a 70 °C.

Os deslocamentos quimicos ¢ 101,7/4,38, 6 72,8/3,17, & 73,9/3,40, & 75,8/3,62 ¢ o
invertido em 6 63,0/3,99 e 6 63,1/3,30 correspondentes ao C-1/H-1, C-2/H-2, C-3/H-3, C-4/H-
4 e C-5/H-5 de unidades de B-D-Xylp substituidas em O-4 (CORDEIRO; ALMEIDA;
IACOMINI, 2015).

Os sinais em 6 107,2/5,40 e 6 107,3/5,00 observados em campo baixo foram atribuidos
ao C-1/H-1 de unidades de a-L-Araf (CANTU-JUNGLES et al., 2015; CHAVES, IACOMINI
e CORDEIRO, 2019; POPOV et al., 2014). Verificou-se a presenca do sinal 6 108,0/4,90
correspondente ao carbono anomérico de unidades de a-L-Araf' (1—5) ligada, enquanto que os
demais sinais do anel foram vistos em o 81,6/3,94 (C-2/H-2), 6 77,8/3,76 (C-3/H-3), 6 85,9/4,08

(C-4/H-4 ) e 6 67,0/3,73 e 0 67,2/3,62 (C-5/H-5 substituido). Os sinais em 6 61,1/3,65 ¢
70



61,8/3,58 correspondem ao C5/HS5 livres de unidades de a-L-Araf (CORDEIRO; ALMEIDA;
IACOMINI, 2015, CAPEK et 1.,2010, CANTU-JUNGLES et al., 2015; CHAVES, IACOMINI
e CORDEIRO, 2019; DING et. al, 2018; POPOV et al., 2014).

Os deslocamentos quimicos 6 103,7/4,52 ¢ 6 105,2/4,37 foram atribuidos ao C-1/H-1 de
unidades de B-D-Galp (OVODOVA et al., 2009; SCHNEIDER et al., 2020; POPOV et al.,
2014; CORDEIRO; ALMEIDA; IACOMINI, 2015). Além disso € possivel observar o sinal de
C-6/H-6 de o-L-Rhap em & 16,3/1,20 e & 18,2/1,15 (CANTU-JUNGLES 2017b, TAMIELLO-
ROSA et. al, 2019). O sinal em 6 56,0/3,81 foi atribuido a lignina (FERNANDEZ-COSTAS et
al., 2014;7 OLIVEIRA, 2015). Assim como na fracio TAIKS1M, observa-se aqui a presenca
de uma arabinoxilana podendo estar misturada a uma arabinogalactana. Outros sinais
anoméricos também foram observados, em 6 100,2/5,12 ¢ 6 99,0/4,76, entretanto ainda ndo
foram atribuidos a nenhuma unidade monossacaridica.

Como tentativa de purificagdo, utilizou-se a precipitacdo por reagente de Fehling
(JONES; STOODLEY, 1965). Foram dissolvidos 1 g de TAIKSIOM em 500 mL de agua
destilada para dar inicio ao tratamento, porém mesmo em agitagao com aquecimento por 16 h,
uma parte do material ndo ficou solivel. Decidiu-se por centrifugar esse material e utilizou-se
apenas o sobrenadante para o tratamento. O precipitado foi congelado e liofilizado tendo
rendido 0,26 g, por consequéncia o sobrenadante correspondeu a 0,74 g. A precipitagcdo por
solucdo de Fehling desse material gerou o sobrenadante, obtido em maior rendimento e
denominado TAIKS10M-SF (0,48 g) e o precipitado denominado TAIKS10M-PF (0,01 g).
Ambeas fracdes apresentam arabinose e xilose como principais monossacarideos (Tabela 4).

O mapa de correlacdo HSQC da fragdo TAIKS10M-SF pode ser observado na
Figura 20A.

E possivel observar deslocamentos quimicos semelhantes aos da fragdo de origem,

TAIKS10M (Figura 20B), indicando a presenga dos mesmos polissacarideos, os quais sao
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predominantes nessa fragdo, como pode ser visto pelo seu alto rendimento quando comparada
ao rendimento da fragdo TAIKS10M-PF. Esses polissacarideos também foram observados na
fracdo TAIKS1M.

Além disso, a fragdo TAIKS10M-PF também apresentou espectro de HSQC semelhante
ao da fracdo TAIKS10M-SF, como pode ser observado na Figura 20C, que demonstra a
sobreposicdo dos picos de ambas as fracdes. Esses resultados demonstram que a fragdo
TAIKS10M apresenta como principal polissacarideo uma arabinoxilana. Futuros experimentos
ainda sdo necessarios para purificar e caracterizar a estrutura quimica fina das arabinoxilanas
presentes nas fracoes TAIKSIM e TAIKS10M.

Em se tratando do precipitado da extracdo alcalina a 10% (TAIKP10M), pode-se
observar que ¢ composta majoritariamente por xilose (91,7%) (Tabela 4). O seu mapa de
correlagio direta HSQC e r.m.n.-'*C estio mostrados na Figura 21 A e B, respectivamente.

Pode-se verificar 5 sinais principais referentes as unidades de B-D-Xylp (1—4)-ligadas,
em o 102,0/4,38, 6 72,9/3,18, 6 74,3/3,40, 6 76,0/3,62 ¢ em & 63,4/3,30 e & 63,4/3,99 (sinais
invertidos) correspondem ao carbono anomérico, C-2/H-2, C-3/H-3, C-4/H-4 e C-5/H-5,

respectivamente (CORDEIRO, ALMEIDA e IACOMINI, 2015).

72



ppim

110 100 90 80 70 F1 [ppm]

120

L I I A I B I |

© 585349
A m,afs,ss% o
62.8/4.00 < 6291332 L
2. 666375 g6 65 65
L]
69.7/3.62
% [ [ ] - 70
73.2/3.63
-7
81.6/3.94 °3’
(-] AT T o - 80
o°° e
85.7/4.10
- 90
- 95
98,7/4.77
100,1/5,12
° o 101.4/4.40 L o0
103.2/4,55
-]
106.9/5.44 106,9/5,03 © F105
(-] [ ‘ 104.9/4.39
107.8/4,90
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
55 54 53 52 501 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 11 ppm
Ul
LUC_Lais_S10_SF 100 70 /Users/lucimaramachcortescordeiro/Documents/5_PESQUISA-RESULTADOS/TAMARA/RMN
an
B = T
“
&
-~y v
- e
o -
L2
-
- -
:l T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 F2 [ppm]
LUC_Lais_S10_PF 100 70 /Users/lucimaramachcortescordeiro/Documents/5_PESQUISA-RESULTADOS/TAMARA/RMN

C

‘o'

F1 [ppm]

100 90 80 70

110

—
5.5 50 45 4.0 35 F2 [ppm]



Figura 20- A) Mapa de correlacao direta HSQC do sobrenadante da fragao TAIKS10M-SF.
Os deslocamentos quimicos (d) sdo expressos em ppm. Sinais em verde claro representam -
CH2- no HSQC-DEPT. Experimento realizado em DMSO-d6, a 70 °C. B) Sobreposicao dos
mapas de correlagdo direta HSQC do sobrenadante da fragdo TAIKS10M-SF (em azul e
verde) e da fracao de origem TAIKS10M (em vermelho e rosa). C) Sobreposi¢cao dos mapas
de correlacao direta HSQC do sobrenadante da fragdo TAIKS10M-PF (em azul e verde) e da

TAIKS10M-SF (em vermelho e rosa).

Também foi possivel identificar os sinais correspondentes ao C-1/H-1, C-2/H-2 e C-
4/H-4 de unidades de 4-O-Me-o0—D-GlcpA em 6 97,8/5,15, 6 72,5/3,67, 6 82,1/3,26. Além disso
o sinal § 59,2/3,47 foi atribuido ao grupamento metil de 4-O-Me-o0—D-GlcpA (CHAVES et al.,
2020). O sinal em & 56,4/3,54 pode ser atribuido a lignina (FERNANDEZ-COSTAS et al.,
2014; OLIVEIRA, 2015).

Esses dados sugerem a presenga de uma xilana acida constituida por unidades de -D-
Xylp (1—4)-ligada com cadeias laterais contendo unidades de 4-O-Me-0—D-GIcpA.

Em se tratando de outras espécies pertencentes a familia Arecacea, podemos citar a
presenca de xilanas no agai e no buriti. Uma xilana acida com baixo grau de ramificag¢do foi
isolada do extrato alcalino do acai. Enquanto que uma D-xilana (1—4)-ligada linear foi isolada
do extrato alcalino do buriti (CANTU-JUNGLES et al, 2017c; CORDEIRO, ALMEIDA e
IACOMINI, 2015).

Além disso, na extracdo alcalina dos foliolos e da raque das folhas da propria tamareira
(Phoenix dactylifera L.) também ja foi isolada uma B-D-xilana (1 —4)-ligada com uma unidade

de 4cido 4-O-metil-a-D-GlcpA ligado em C-2 da cadeia principal (BENDAHOU et al., 2007).
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Figura 21- A) Mapa de correlacdo direta HSQC da fracdo TAIKP10M. Sinais em verde
claro representam -CH2- no HSQC-DEPT. B) Espectro de r.m.n.-'*C da fragio TAIKP10M.
Experimentos realizados em DMSO-d6, a 70 °C. Os deslocamentos quimicos (8) sdo expressos

em ppm.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos na presente dissertacdo, pode-se concluir que:

- A polpa das tdmaras (Phoenix dactylifera L.) apresentam 1,5% de fibras soluveis e
6,5% de fibras insoluveis em seu peso seco.

- As fibras soluveis extraidas deste fruto sdo compostas por pectinas com alto grau de
metilesterificacdo, com dominios de homogalacturonana e arabinogalactana do tipo IL

- As fibras insoluveis sdo compostas por uma mistura de duas hemiceluloses,
arabinoxilana e xilana acida, assim como de arabinogalactana do tipo I e de lignina.

- Este € o primeiro relato na literatura cientifica da presenga destes polissacarideos na
polpa das tamaras.

A continuidade deste trabalho se faz necessaria com a adogao de novos processos de
purificagdo, a fim de se realizar a caracterizagdo da estrutura quimica fina desses

polissacarideos.
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