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RESUMO

Solanum diploconos, € uma espécie pertencente a Familia Solanaceae, nativa da Mata
Atlantica e encontrada entre as espécies ameacadas de extingdo. Novos conhecimentos
cientificos da familia Solanaceae possibilitam a implementacdo em produtos que
beneficiem a populagéo, na forma de medicamentos, cosméticos e condimentos. Pectinas
sdo encontradas em grande quantidade nas cascas de frutos vegetais e séao
comercialmente importantes por serem biocompativeis, biodegradaveis e apresentarem
baixa toxicidade, além de possuirem fung¢des bioldégicas como a de auxiliarem o transito
intestinal. O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar as fragdes polissacaridicas obtidas
de frutos de S. diploconos. Os frutos foram fracionados em casca (exocarpo e mesocarpo),
polpa (endocarpo) e semente, e submetidos, separadamente, aos processos de inativagao
enzimatica, deslipidificacao, e extracdo com dimetil sulféxido aquoso. Apds, cada material
vegetal foi submetido as extragbes sequenciais em diferentes condigées de extratores
(agua, acido citrico e hidroxido de sodio) e temperaturas (25 °C, 60 °C e banho fervente),
rendendo um total de 11 fragcdes para cada material. Além disso, parte do material vegetal
— casca foi submetida a extragao tradicional com um acido mineral (acido nitrico, HNO3), o
qual é comumente empregado para extragéo de pectinas comerciais, rendendo a fragao
CNA, que apés tratamento enzimatico para remogao de amido originou a fracao CNA2. A
composi¢cao monossacaridica neutra foi determinada por cromatografia gasosa pela analise
dos derivados acetatos de alditois e o teor de acidos urénicos por método colorimétrico.
Para o material vegetal casca, a composicdo monossacaridica das fracdes obtidas das
extracbes aquosas e com acido citrico apresentaram Ara, Gal, Glc e acidos urénicos como
acgucares maijoritarios. Para a polpa, a Glc foi o monossacarideo maijoritario para as fragdes
obtidas tanto para as extragcbes aquosas como com acido citrico, diferentemente para as
sementes, que foram Xyl e Glc. As fragdes extraidas com alcali (tanto para casca, polpa e
semente) apresentaram basicamente Xyl, Man, Glc, indicado a presenc¢a de hemiceluloses.
As fragcbes CNA e CNA2 apresentaram Uro, Gal, Gal na propor¢cdo de 34:32:30 e
37:50:<0,5, respectivamente. As fracoes obtidas das extracées aquosas (CW4, CW90),
com acido citrico (C1-60, C1f, C5f) e acido nitrico (CNA e CNAZ2) foram submetidas a
determinacao de homogeneidade e da massa molar ponderal média (Mw) por cromatografia
de exclusao por tamanho acoplada com detector de indice de refracao e espalhamento de
luz e aos métodos espectroscopicos de infravermelho acoplada ao transformador Fourier
(FT-IR) e ressonancia magnética nuclear (2D-RMN HSQC e RMN-13C). O grau de metil-
esterificacao (GM) das fragdes polissacaridicas foi determinado pelos espectros de FT-IR.
Assim, considerando a composi¢gdo monossacaridica das fragées analisadas juntamente
com os dados das anadlises de FT-IR e de RMN, e a estimativa do percentual de
homogalacturonanas (% HG) e ramnogalacturonanas tipo | (% RG1) pode-se sugerir a
presenca (em diferentes propor¢des) de polissacarideos do tipo homogalacturonana com
baixo grau de metoxilagéo, arabinogalactanas tipo 1, galactanas e glucanas (tipo amido)
nas fracbes analisadas. A fragdo CNA2 apresentou um maior grau de homegeneidade
(perfil unimodal) e com caracteristicas de homogalacturonana metil-esterificada (ou seja,
cadeia principal de GalpA unidas por ligagdo do tipo a-(1—4) com grupos metil,
esterificados em C-6) e galactana (com ligacées B-(1—4) e (1—6)), com GM = 45% e MW
de 2,58 x10sg/mol. A extragdo com acido nitrico apresentou-se mais eficiente em diversos
aspectos, sendo a melhor escolha de extracado para fins experimentais. O uso de frutos de
S. diploconos como fonte de pectinas se mostrou promissor, tanto pela disponibilidade,
quanto pela preocupacido ambiental de conservacao da espécie.

Palavras Chave: Solanaceae, Solanum, polissacarideos, pectinas, extracao,
homogalacturonanas, ramnogalacturonanas, galactanas, arabinogalactanas.



ABSTRACT

Solanum diploconos, is a species belonging to the Solanaceae Family, native to the Atlantic
Forest and found among endangered species. New scientific knowledge from the
Solanaceae family makes it possible to implement products that benefit the population, in
the form of medicines, cosmetics and condiments. Pectins are found in large quantities in
the fruits and are commercially important because they are biocompatible, biodegradable
and have low toxicity, in addition to having biological functions such as helping intestinal
transit. The main objective of this work was to characterize the polysaccharide’s fractions
obtained from fruits of S. diploconos. The fruits were fractionated in peel (exocarp and
mesocarp), pulp (endocarp) and seed, and submitted, separately, to the processes of
enzymatic inactivation, delipidification, and extraction with aqueous dimethyl sulfoxide.
Afterwards, each plant material was subjected to sequential extractions in different
conditions of extractors (water, citric acid, and sodium hydroxide) and temperatures (25 oC,
60 oC and boiling bath), yielding a total of 11 fractions for each material. In addition, part of
the plant material - peel was subjected to traditional extraction with a mineral acid (nitric
acid, HNOs), which is commonly used to extract commercial pectins, yielding the CNA
fraction, which after enzymatic treatment to remove starch originated the CNA2 fraction. The
neutral monosaccharide composition was determined by gas chromatography by analyzing
the alditol acetate derivatives and the content of uronic acids by colorimetric method. For
the peel, the monosaccharide composition of the fractions obtained from aqueous
extractions and with citric acid showed Ara, Gal, Glc and uronic acids as major sugars. For
the pulp, Glc was the major monosaccharide for the fractions obtained both for aqueous
extractions and with citric acid, differently for the seeds, which were Xyl and Glc. The
fractions extracted with alkali (both for peel, pulp, and seed) showed basically Xyl, Man, Glc,
indicating the presence of hemicelluloses. The fractions CNA and CNA2 presented Uro, Gal,
Glc with proportion ratio of 34:32:30 and 37:50:<0.5, respectively. The fractions obtained
from aqueous extractions (CW4, CW90), with citric acid (C1-60, C1f, C5f) and nitric acid
(CNA and CNA2) were subjected to the determination of homogeneity and the average
weight molar mass (Mw) by chromatography of size exclusion coupled with refractive index
and light scattering detector and spectroscopic methods as infrared coupled to the Fourier
transformer (FT-IR) and nuclear magnetic resonance (2D-NMR HSQC and NMR-13C). The
degree of methyl esterification (GM) of the polysaccharide’s fractions was determined by the
FT-IR spectra. Thus, considering the monosaccharide composition of the fractions together
with FT-IR and NMR data, and the estimative of the percentage of homogalacturonans (%
HG) and type | ramnogalacturonans (% RG-l), it can suggest the presence (in different
proportions) of types of polysaccharides as homogalacturonan with a low degree of
methoxylation, type 1 arabinogalactans, galactans and glucans (starch type) in the fractions.
The CNAZ2 fraction showed a higher degree of homogeneity (unimodal profile), presenting
characteristics of a methyl-esterified homogalacturonan (i.e., a main chain with a-(1 — 4)
GalpA linked and with methyl groups esterified in C-6 position) and galactan (with B-(1 — 4)
and (1 — 6) linkages), with GM = 45% and a MW of 2.58 x10s (g/mol). Extraction with nitric
acid proved to be more efficient in several aspects, being the best choice of extraction for
experimental purposes. The use of fruits of S. diploconos as a source of pectins proved to
be promising, both because of the availability and because of the environmental concern for
the conservation of the species.

Keywords: Solanaceae, Solanum, polysaccharides, pectins, extraction,
homogalacturonans, ramnogalacturonans, galactans, arabinogalactans.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: A- Individuo adulto de Solanum diploconos; B- Folhas; C- Inflorescéncia;
D- Frutos; E- Sementes em germinagao; F - Detalhe do fruto de S. diploconos
cortado ao meio com indicagcdo de seus componentes: casca (exocarpo +
mesocarpo), polpa (endocarpo) e semente.

Figura 2: Mapa de ocorréncia de S. diploconos.
Figura 3: Representagbes esquematicas da estrutura basica de pectinas.

Figura 4: Frutos de S. diploconos e suas partes: exocarpo € mesocarpo (casca) (1),
endocarpo (polpa) (2), sementes e sumo (3 e 4) de S. diploconos.

Figura 5: Fluxograma da extragao sequencial de polissacarideos.

Figura 6: Esquema representativo da extragédo de polissacarideos com acido nitrico
(HNO3).

Figura 7: (A) Precipitacdo etanolica do material obtido da extracdo com DMSO da
polpa de frutos de S. diploconos, nos tempos de 2 h, 4 h e 5 h. (B) Resultado do
teste com lugol: material obtido da extragdo com DMSO da polpa de frutos de S.
diploconos (2 h) (a), amilose (controle positivo) (b) e DMSO (controle negativo) (c).

Figura 8: Precipitado etandlico da extragdo aquosa 90 °C da casca correspondente
a fracao CW90

Figura 9: Precipitacao etandlica do material submetido a extragdo com acido nitrico
(HNO3) (A e B) e ap6s filtragao do material (C).

Figura 10: Perfil de eluicdo das fragcbes CW4 (A), CW90 (B), C1-60 (C), C1f (D),
C5f (E), CNA (F) e CNA2 (G) obtidos por SEC-RI.

Figura 11: Espectros de FT-IR das fragbes CW4 (A), CW90 (B), e C1-60 (C), C1f
(D), C5f (E), CNA (F), CNA2 (G).

Figura 12- Espectros de HSQC da fragao CW4 em D20, a 70°C

Figura 13- Espectros parciais de '3C-RMN (A) e de HSQC (B) da fragdo CW90 em
D20, a 70°C

Figura 14- Espectros de RMN-"3C das fragées C1-60, C1f e C5f em D20, A 70°C

Figura 15- Espectros de RMN-'3C das fragbes CNA e CNA2 em D20, A 70°C



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Dados sobre estudos de polissacarideos obtidas de frutos de espécies da
familia Solanaceae

Tabela 2: Denominacbes das fragdes polissacaridicas obtidas a partir dos
diferentes materiais vegetais (siglas e respectivos métodos de extragao)

Tabela 3: Rendimentos em massa e percentagem das fragdes polissacaridicas
obtidas na extragao sequencial

Tabela 4: Rendimentos em massa e percentagem das fragbes polissacaridicas
obtidas na extragdo com acido mineral

Tabela 5: Composicado monossacaridica das fragées polissacaridicas obtidas a
partir da extragao aquosa dos frutos de S. diploconos

Tabela 6: Composi¢cdo monossacaridica das fragdes polissacaridicas obtidas a
partir da extragao acida dos frutos de S. diploconos

Tabela 7: Composi¢gdo monossacaridica das fragdes polissacaridicas obtidas a
partir da extragao alcalina dos frutos de S. diploconos

Tabela 8: Composi¢gdo monossacaridica das fragdes polissacaridicas obtidas a
partir da extragdo com acido mineral (HNO3) de cascas de frutos de S. diploconos

Tabela 9: Massa molar ponderal média das fragcbes CW4, C1-60, C1f, C5f, CNA e
CNAZ2 determinada por SEC-RI/RALLS

Tabela 10: Grau de esterificacdo das fracbes obtidas pela extracdo sequencial
(CW4, CW90, C1-60, C1f, C5f) e pela extragdo com acido mineral (HNO3) (CNA e
CNA2).

Tabela 11: Assinalamentos (em & ppm) das fragcbes CW4, CW90, C1-60, C1f, C5f,
CNA e CNA2 obtidos por 2D-RMN HSQC e "*C-RMN.

Tabela 12: Estimativa percentual de homogalacturonanas (%HG) e
ramnogalacturonanas tipo | (%RG1) e outros polissacarideos nao pécticos nas
fracoes



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

a-GalpA - acido galacturdnico piranosidico em configuragcdo anomérica alfa
B-GalpA - acido galacturénico em configuragao anomérica beta

AG-| — Arabinogalactana tipo 1

AG-Il — Arabinogalactana tipo 2

AGP - Arabinogalactana-proteina

Ara — Arabinose

C1-60 — Fracgéao polissacaridica da casca apos extragédo com acido citrico 1 %
(m/v), 60 °C, 1h

C1f — Fracao polissacaridica da casca apos extragdo com acido citrico 1 % (m/v),

banho fervente, 1h

C5-60 — Fragao polissacaridica da casca apos extragdo com acido citrico 5 % (m/v),
60 °C, 1h

C5f — Fracao polissacaridica da casca apds extragcdo com acido citrico 5 % (m/v),

banho fervente, 1h

CHA2M - Fragao polissacaridica da casca apos extragao alcalina - NaOH 2 M,
obtida apds neutralizacéo

CHA4M - Fragao polissacaridica da casca apos extragao alcalina - NaOH 4 M,
obtida apds neutralizacéo

CHB2M - Fragao polissacaridica da casca apos extragdo alcalina - NaOH 2 M,
obtida apds precipitacao etandlica

CHB4M - Fracgao polissacaridica da casca apos extragao alcalina - NaOH 4 M,

obtida apods precipitacao etandlica

CNA — Fragao polissacaridica da casca apds extracdo com Acido Nitrico 0,1M

CNA2 — Fragado polissacaridica da casca apds extracdo com Acido Nitrico 0,1M
seguido de tratamento com enzima



DA - grau de acetilagao
DE - grau de esterificagéo
Dha - acido 3-deoxi-lixo-2-heptulosarico

DMSO - Dimetilsulféoxido
DNS - Acido dinitrosalicilico
D20 - Oxido de deutério

EDTA - acido etilenodiamino tetra-acético

EtOH - Etanol

FT-IR - Espectrometria de infravermelho acoplado ao transformador Fourier
Fuc - Fucose

Gal - Galactose

GalA - Acido Galacturdnico

Glc — Glucose

GLC - Cromatografia liquido-gasosa

HA - hemicelulose A

HB - hemicelulose B

HG — Homogalacturonana

HM — High methoxyl pectin

HSQC - Heteronuclear Single Quantum Coherence
Kdo - acido 3 deoxi-mano-2-octulosonico

LALLS - Low Angle Laser Light Scattering

LM — Low methoxyl pectin

Man - Manose

MeOH - Metanol



MRB - compostos modificadores da resposta biolégica

Mw - massa molecular ponderal média
ONG - organizagao nao governamental

P1-60 — Fragao polissacaridica da polpa apos extracdo com acido citrico 1 %
(m/v), 60 °C

P1f — Fragéo polissacaridica da polpa apds extragdo com acido citrico 1 % (m/v),

banho fervente

P5-60 — Fracao polissacaridica da polpa apds extragdo com acido citrico 5 % (m/v),
60 °C

P5f — Fragao polissacaridica da polpa apds extragdo com acido citrico 5 % (m/v),

banho fervente

PHA2M - Fracao polissacaridica da polpa apds extragao alcalina - NaOH 2 M, obtida

apods neutralizagao

PHA4M - Fracao polissacaridica da polpa apds extragao alcalina - NaOH 4 M, obtida

apoés neutralizagao

PHB2M - Fracgao polissacaridica da polpa apds extragao alcalina - NaOH 2 M, obtida

apoés

RG1 — ramnogalacturonanas tipo 1

RG2 — ramnogalacturonanas tipo 2

RMN - 3C - Ressonancia magnética nuclear de carbono treze
RMN-"3H - Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

S1-60 — Fragao polissacaridica da semente apds extragado com acido citrico 1 %
(m/v), 60 °C

S1f — Fragéo polissacaridica da semente apos extragdo com acido citrico 1 % (m/v),

banho fervente



S5-60 — Fracao polissacaridica da semente apds extragcdo com &acido citrico 5 %
(m/v), 60 °C

S5f — Fragéo polissacaridica da semente apos extragdo com acido citrico 5 % (m/v),

banho fervente
SEC - size exclusion chromatography

SHA2M - Fragéo polissacaridica da semente apos extragao alcalina - NaOH 2 M,

obtida apds neutralizagao

SHA4M — Fracgao polissacaridica da semente apds extracao alcalina - NaOH 4 M,

obtida apds neutralizacao

SHB2M - Fracgao polissacaridica da semente apds extracao alcalina - NaOH 2 M,

obtida apds precipitacao etandlica

SHB4M - Fracgao polissacaridica da semente apds extracio alcalina - NaOH 4 M,

obtida apds precipitacao etandlica

TFA — Acido trifluoroacético

Xyl - Xilose



SUMARIO

1. INTRODUGCAO

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Solanaceae

2.2. Solanum diploconos (Mart.) Bohs

2.3. Abordagem quimiotaxondmica e bioprospecc¢ao
2.4. Compostos bioativos

2.4.1. Parede celular vegetal

2.4.2. Pectinas

2.6. Aplicagdes das Pectinas

2.7. Polissacarideos familia Solanaceae

3. JUSTIFICATIVA

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivos especificos:

5. MATERIAL E METODOS

5.1. Coleta e fracionamento dos frutos

5.2. Teor de umidade

5.3. Inativagédo enzimatica

5.4. Deslipidificacao

5.5. Extracao com dimetilsulfoxido (DMSO)
5.6 Extragao sequencial de polissacarideos

5.7. Extracao de pectinas com acido mineral

5.7.1. Tratamento enzimatico para remocao do amido

5.8. Determinagado da composi¢cao monossacaridica neutra e acida

5.9. DOSAGENS COLORIMETRICAS

5.9.1. Identificagao qualitativa de amido pelo teste de lugol

5.9.2. Dosagem de fendis totais

5.9.3. Dosagem de grupos acetil

5.9.4. Dosagem de agucares redutores pelo método do acido dinitrosalicilico (DNS)

5.10. Determinacdo de homogeneidade e da massa molar ponderal

D OO O W W W =

10
12
13
14
14
15
15
16
16
16
16
17
20
21
22
24
24
24
25
25

média por

cromatografia de exclusao por tamanho (SEC) acoplada com detector de indice de refracéao

e espalhamento de luz
5.11. ANALISES ESPECTROSCOPICAS

5.11.1. Espectroscopia de Infravermelho acoplada ao transformador Fourier (FT-IR)

5.11.2. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

26
27
27
27
28



6.1. Extracao sequencial de polissacarideos 28
6.2. Extracao de pectinas com acido nitrico 32
6.3. Composicdo monossacaridica neutra e acida 33

6.4. Analise por cromatografia de exclusao estérica com detector de indice de refragcéo e
espalhamento de luz 37

6.5. Caracterizagdo estrutural por espectroscopia de infravermelho acoplada ao
transformador Fourier (FT-IR) 41

6.6. Caracterizacao estrutural por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear 45
7. Conclusdes 57
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 58



1. INTRODUCAO

A familia Solanaceae é conhecida pela sua grande importancia econémica,
apresentando diversas espécies utilizadas na alimentagédo humana, a exemplo da
batata (Solanum tuberosum), tomate (Solanum lycopersicum), berinjela (Solanum
melongena), pimentéo (Capsicum annum), e as pimentas (Capsicum spp) em geral
(HAWKES, 1999). Um representante dessa familia, encontrado na Mata Atlantica é
o Solanum diploconos (sinonimias botanicas Cyphomandra diploconos Sendtn;
Witheringia diploconos Mart), conhecido popularmente como tomatinho do mato,
baga de veado, baga de bugre ou maracuja de morcego (HOFFMANN, 2014). S.
diploconos encontra-se entre as espécies ameagadas de extingédo. (Status: Lower
Risk/near threatened), listadas pela Unido Internacional de Conservagdo da
Natureza (IUCN, 2019). Esta espécie frutifera € nativa da Floresta Ombrofila Mista,
presente nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio de Janeiro,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (STEHMANN et al., 2009). Os frutos,
gquando maduros, sao comestiveis, porém existem poucos estudos em relacéo a
sua bioprospecgéo. (RIBEIRO et al., 2016).

Polissacarideos do género Solanum tém sido alvo de estudos devido a grande
diversidade da espécie. Colodel et al., (2017) caracterizou pectinas do fruto cubiu
(S. sessiliflorum) como fonte promissora de pectinas com alto teor de acido urdnico.
Do Nascimento et al., (2015) estudou a atividade antinociceptiva de polissacarideos
de frutos de tamarillo (S. betaceum). Efeitos antitumoral de polissacarideos de
folhas de S. nigrum tém sido estudados por diversos autores (LI et al., 2009; CHEN
et al., 2013; YUAN et al., 2014), bem como sua acgao prebidtica (YAO et al., 2020)

A bioprospeccao apoia-se nos estudos de caracterizagdo quimica, bem
como, de investigacao de propriedades bioldgicas de produtos obtidos na natureza.
A abordagem quimiotaxonémica foi escolhida como estratégia para a
bioprospeccado. Nesta abordagem o estudo fitoquimico da planta é direcionado
considerando o conhecimento prévio e as informagdes da literatura sobre os
estudos descritos para os géneros pertencentes a mesma familia em estudo. Desta
forma, os compostos alvos do presente trabalho s&o os pertencentes a classe dos
polissacarideos, destacando-se as pectinas. Pectinas sao polissacarideos

presentes na parede celular vegetal comercialmente importantes na industria



alimenticia e farmacéutica e como excipiente na liberagcdo de farmacos
(SRIAMORNSAK, 2003).

Este trabalho visa a valorizacdo da espécie S. diploconos, agregando
informacgdes relevantes sobre seu potencial comercial. Justifica-se a escolha desta
espécie, uma vez que € um exemplar nativo, pouco explorado comercialmente, esta
na lista de espécies ameacadas de extincdo, apresenta potencial de exploracao
econdmica (como produtora de frutos e ornamental), e esta na lista de espécies
indicadas em agdes de restauragdo ecoldgica e/ou plantios comerciais
(SOCIEDADE CHAUA, 2015). Informagées cientificas acerca dos polissacarideos
de frutos de S. diploconos complementam o conhecimento cientifico desta espécie
e contribuem com a sua valorizacao e seu uso racional e sustentavel. Desta forma,
o estudo dos polissacarideos encontrados no fruto desta espécie S. diploconos
contribuira para valorizar projetos de conservacao e sua introdugdo em programas
para seu uso na alimentacdo. Além disso, sua amplificagdo da propagacao e cultivo
trara um incremento nos programas de restauracédo e/ou conservagao de espécies
nativas da Floresta Ombrdfila Mista, possibilitando o uso racional e sustentavel do

patriménio genético brasileiro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Solanaceae

A familia Solanaceae é conhecida pela sua grande importancia econémica,
apresentando diversas espécies utilizadas na alimentagdo humana, a exemplo da
batata (Solanum tuberosum), tomate (S. lycopersicum), berinjela (S. melongena),
pimentéao (Capsicum annum), e as pimentas (Capsicum spp) em geral (HAWKES,
1999). Outra espécie menos conhecida a S. betaceum Cav., produtor de frutos
chamados “tamarillo” é cultivado em escala comercial (CHALAMPUENTE; PRADO,
2005).

Pode-se destacar espécies desta familia conhecidas por seus principios ativos,
como, Atropa beladona (beladona, principio atropina), Datura stramonium (trombeta
ou erva do diabo, principio escopolamina), Nicotiana spp (tabaco, principio nicotina)
(SOUZA; LORENZI, 2005) e jurubeba (S. paniculatum) (principio do medicamento
fitoterapico ierobina) (GOMES; LIMA; FACUNDO, 2017).

Novos conhecimentos cientificos desta familia possibilitam a implementagédo em
produtos para auxiliar a populagdo, na forma de medicamentos, cosméticos,
condimentos e produtos industrializados. Na area farmacéutica, espécies ja
estudadas apresentaram efeitos eficazes contra diversas doengas como disfuncoes
gastrointestinais e hepaticas, inflamagdes, redugdo do colesterol alto, tratar a
diabetes, prevenir o cancer de prostata, dentre outros, além de serem utilizadas no
controle biolégico de diversos fungos, apresentando uma boa taxa de controle,
reducao e mortalidade dos mesmos (MESIA-VELA et al., 2002; OLIVEIRA et al.,
2020; PERON et al., 2008; PINTO et al., 2011; SILVA-FILHO et al., 1999)

2.2. Solanum diploconos (Mart.) Bohs

Dentre os géneros da familia Solanaceae, Solanum é considerado o maior
e mais complexo género desta familia (HAWKES, 1999; STEHMANN et al., 2009).
Estima-se que este género possua cerca de 1500 espécies e 5000 subespécies
localizadas nas regides tropicais e subtropicais, sendo que a maior diversidade esta
na América do Sul (HAWKES, 1999). No Brasil, cerca de 350 espécies do género
Solanum foram identificadas, sendo muitas delas endémicas, incluindo a espécie
Solanum diploconos (PEREIRA et al., 2016). S. diploconos (Mart.) Bohs apresenta-



se como arbusto ou arvoreta de até 4 m de altura (FIGURA 1). A floragao ocorre
entre outubro e janeiro e a frutificacdo entre dezembro e maio (HOFFMANN, 2014).
Os frutos sao elipsoides, de cor verde predominante mesmo no fruto maduro e com
tamanho médio de 3 cm de diametro (FIGURA 1). Os frutos apresentam
consisténcia carnosa, com casca (composta por exocarpo € mesocarpo) e polpa
(endocarpo) membranaceos, distinguiveis pela coloragdo. O endocarpo (casca) é
cartilaginoso com grande quantidade de sementes envoltas por mucilagem
(FIGURA 1).

Figura 1: A- Individuo adulto de Solanum diploconos; B- Folhas; C- Inflorescéncia; D- Frutos; E-
Sementes em germinagéao; F - Detalhe do fruto de S. diploconos cortado ao meio com indicagao de

¢asca

polpa

semente

seus componentes: casca (exocarpo + mesocarpo), polpa (endocarpo) e semente.
Fontes: Sociedade Chaua, 2018 (A — E) e a autora (2019) (F).



S. diploconos tem sido estudada em relacdo as suas caracteristicas
silviculturais com o intuito de possibilitar o desenvolvimento de mudas para ac¢oes
de restauragcdo e enriquecimento de florestas e/ou plantios comerciais
(HOFFMANN, 2014). Esta espécie frutifera € nativa da Floresta Ombrdfila Mista —
unidade fitoecoldgica pertencente ao dominio do Bioma Mata Atlantica — presente
nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul (STEHMANN et al., 2009) e muito frequente é
representada em varias Unidades de Conservagao ao longo da sua distribuigcao
(CNCFlora, 2012) (FIGURA 2).
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Figura 2: Mapa de ocorréncia de S. diploconos.
Fonte: CNCFlora, 2012.

Pode-se destacar o potencial de exploracdo econémica desta espécie por ser
uma arvore frutifera, bem como de aplicagdo ornamental (HOFFMANN, 2014). Os
frutos, quando maduros, sdo comestiveis, porém, poucos estudos em relagao as
suas caracteristicas quimicas tém sido descritos. Ribeiro e colaboradores (2016)
descreveram a composicao fitoquimica de frutos de S. diploconos. Os resultados
obtidos demostraram que os frutos apresentam compostos fenélicos como acidos
coumarico, ferulico e caféico, bem como rutina. Além disso, verificou-se que os
frutos apresentam de moderado a muito alto conteudo de carotenoides (B-caroteno)
e baixo conteudo de tocoferdis. Nenhuma outra informagao sobre estudos de
bioprospeccao de outras classes de compostos bioativos, como polissacarideos, foi

encontrada na literatura.



2.3. Abordagem quimiotaxonémica e bioprospecgao

Para valorizagédo desta espécie, € necessario agregar informagdes relevantes
sobre seu perfil fitoquimico complementando o conhecimento cientifico sobre seu
potencial como fonte de compostos bioativos. Uma vez que nenhuma descri¢ao
sobre o uso tradicional desta espécie foi verificada, optou-se por utilizar a
abordagem quimiotaxondmica para direcionar a escolha de compostos alvos a
serem estudados no processo de bioprospeccdo (BRANDAO; PIGNAL;
ROMANIUC, 2012; SILVA; CECHINEL FILHO, 2002). Nesta abordagem considera-
se informagdes prévias da literatura sobre os géneros pertencentes a familia em

estudo para direcionar o processo de bioprospecgao.

2.4. Compostos bioativos

Diferentes partes dos vegetais podem apresentar propriedades medicinais
relacionadas com a presenca de compostos bioativos, que apresentam distintas
caracteristicas quimicas, e que sao classificados em metabdlitos primarios ou
secundarios (BRISKIN, 2000). Metabdlitos secundarios desempenham importantes
fungdes na interacdo entre a planta e o meio ambiente, gerando vantagens na
perpetuacdo da espécie, podendo atuar como atrativos de polinizadores e
defensores quimicos contra micro-organismos, insetos, predadores maiores e até
mesmo outras plantas (BALANDRIN; KLOCKE; WURTELE, 1985). Os metabdlitos
primarios estao relacionados com processos metabdlicos, tais como fotossintese,
respiragcao e transporte de solutos. Estes compostos, em suma, proporcionam
fungdes essenciais para a sobrevivéncia, o desenvolvimento e a reprodugao das
plantas. Dentro desse grupo, incluem-se moléculas de proteinas, nucleotideos,
lipideos, polissacarideos e glicoconjugados (BRISKIN, 2000). Destacam-se as
pectinas, uma classe de componentes da parede celular vegetal com relevante
importancia medicinal e nutracéutica (SRIAMORNSAK, 2003).

2.4.1. Parede celular vegetal

A parede celular vegetal € uma rede dinamica e altamente especializada
formada por uma mistura heterogénea de celulose, hemiceluloses e pectinas,
proteinas e compostos fenolicos (OCHOA-VILLARREAL et al., 2012). A composi¢ao



molecular e os arranjos dos polimeros de parede celular diferem entre espécies,
tecidos de uma unica espécie, células individuais e até mesmo regides da parede
(CARPITA; MCCANN, 2015). Também se encontram na parede celular os
glicoconjugados, como exemplos, podem ser citadas as arabinogalactana-proteinas
(AGPs), moléculas estruturalmente complexas com importantes fungcbes em
processos de reconhecimento e sinalizacao celular (ELLIS et al., 2010).

Entre os polissacarideos presentes na parede vegetal, as hemiceluloses,
representa um grupo heterogéneo de polissacarideos formados por uma cadeia
principal de glucose, manose ou xilose (-(1—4) ligados (SCHELLER; ULVSKOV,
2010). Hemiceluloses sao polissacarideos soluveis em solugdes alcalinas que
interagem por ligagado de hidrogénio com as microfibrilas de celulose (CAFFALL;
MOHNEN, 2009). As hemiceluloses s&o classificadas de acordo com os
monossacarideos majoritario presente na cadeia principal, como por exemplo:
xilanas, glucomananas, mananas, galactomananas, xiloglucanas, calose (B-
glucanas com ligagbes 1—3), (1—3,1—>4) B-glucanas (ASPINALL, 1980). As
xiloglucanas sdo as hemiceluloses mais abundantes encontradas em solanaceas
(DO NASCIMENTO et al., 2015; DO NASCIMENTO; IACOMINI; CORDEIRO,
2016). Xiloglucanas sao formadas por uma cadeia principal de unidades de B-D-Glc
ligadas (1—4), substituidas por unidades de Xyl na posicao O-6 (CAFFALL;
MOHNEN, 2009).

2.4.2. Pectinas

Pectinas sdo encontradas em grande quantidade, principalmente, nas cascas
dos frutos e sao responsaveis pela capacidade de retencdo de agua nos tecidos
vegetais (OCHOA-VILLARREAL et al., 2012). Frutos de espécies pertencentes a
géneros da familia das solanaceas tém sido utilizados como fontes de
polissacarideos, em especial da classe das pectinas (DO NASCIMENTO; IACOMINI;
CORDEIRO, 2016). Estruturalmente, as pectinas correspondem a uma familia de
polissacarideos acidos, formados por unidades de acido galacturbénico (GalpA),
unidas por ligagdo do tipo a-(1—4) (MOHNEN, 2008). De acordo com as
caracteristicas estruturais, as pectinas sao classificadas em trés principais grupos:
homogalacturonanas  (HG), ramnogalacturonanas tipo | (RG1) e

ramnogalacturonanas tipo Il (RG2) (MOHNEN, 2008). As HG sado polimeros lineares
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formado por GalpA com ligagao a-(1—4) e podem ser metil esterificadas em C-6, e
O-acetiladas em O-2 e/lou O-3, dependendo da fonte vegetal. RG1 consiste no
dissacarideo de repeticdo composto por GaplA a-(1—4) ligadas e unidades de Rha
a-(1—2) ligadas ao qual uma variedade de cadeias de galactanas, arabinanas e/ou
arabinogalactanas estao ligadas a unidades de Rha. As RG2 sdo uma estrutura
complexa, cuja cadeia principal consiste em uma HG com cadeias laterais
complexas anexadas a unidades de GalA (WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006).
Pode ser considerado o mais complexo dos polissacarideos pécticos, pois possui
cadeias laterais bastante ramificadas, que contém em sua estrutura até 12
monossacarideos diferentes (incluindo acgucares raros como a apiose, acido
acérico, acido 3-deoxi-lixo-2-heptulosarico (Dha) e acido 3 deoxi-mano-2-
octulosénico (Kdo), em 20 tipos diferentes de ligagdes (MOHNEN, 2008; VORAGEN

et al., 2009). Willats e colaboradores (2006) apresentaram uma representagéo

esquematica de estruturas hipotéticas da pectina (FIGURA 3).

Homogalacturonanas

Ramnogalacturonanatipo Il

Ramnogalacturonanatipo |

- ¥ Acetil éster N Metil éster
® Acido galacturbnico (GalA) @® Ramnose (Rha)
@ Apiose (Api) @ Fucose (Fuc)
@ Acido acérico (AceA) @ Galactose (Gal)
© Arabinose (Ara) © Xilose (Xyl)
O Acido glucurdnico ® Acido cetodeoximano-
@ Acido deoxi-lixoheptulo octulopiranosilfnico (KDO)
piranosildrico (Dha)

Figura 3: Representacdes esquematicas da estrutura basica de pectinas.
Fonte: Adaptado de WILLATS; KNOX; MIKKELSEN (2006).



A proporgao de grupos carboxilicos metil-esterificados em relagéo ao total de
grupos carboxilicos nas pectinas € expressa como grau de esterificagdo (DE).
Dependendo do grau de esterificagdo (DE), as pectinas podem ser classificadas em
alta ou baixa metoxilagdo. As pectinas de alta metoxilagdo (HM — High methoxyl
pectin) apresentam 50% ou mais dos seus grupos carboxilicos esterificados,
enquanto as de baixa metoxilagdo (LM — Low methoxyl pectin) possuem menos de
50% destes grupos esterificados (ROLIN, 1993). A proporc¢ao de grupos O-acetil em
relacdo ao total de unidades de GalpA é denominado grau de acetilagdo (DA).
Geralmente pectinas nativas tém alto DE e baixo DA (VORAGEN et al., 1995).

A estrutura quimica das pectinas varia de acordo com a fonte, fatores
ambientais, condicdes de extracdo e técnicas de modificagdo, que afetam o
rendimento da pectina e as caracteristicas moleculares, como grau de esterificagao,
teor de acido galacturbnico, massa molar e comportamento reolégico. Essa
complexidade e variabilidade da estrutura tornam sua caracterizagdo uma tarefa
dificil e importante (VENZON, 2015).

Polissacarideos constituidos por arabinose e/ou galactose tém sido isolados em
associagdo com polissacarideos pécticos (PAULSEN; BARSETT, 2005). As
principais estruturas descritas incluem polissacarideos do tipo arabinanas,
galactanas e arabinogalactanas. As arabinogalactanas s&o classificadas em
arabino-4-galactanas, conhecida como tipo | ou AG-l e arabino-3, 6-galactanas,
conhecida como tipo Il ou AG-Il (PAULSEN; BARSETT, 2005). Arabinanas, AG-l e
AG-Il sdo frequentemente encontradas ligadas as pectinas do tipo RG1, ocorrendo
a ligagcao na posicdo 4 das unidades de ramnose da cadeia principal dessas
pectinas (PAULSEN; BARSETT, 2005). As AG-l possuem uma cadeia linear de
unidade Galp ligadas B-(1—4) com unidades Araf a-(1—5) presentes em cadeias
laterais curtas de conectadas na posigédo O-3 das unidades de Gal (VORAGEN et
al., 1995). As AG-Il sao estruturas mais complexas e altamente ramificadas com
unidades de B-D-Gal unidas por ligagbes (1—3) nas cadeias internas e (1—6) nas
cadeias externas carregando ramificagdes adicionais de unidades furanosidicas de
a-L-Ara em ligagdes (1—3) elou (1—5), que sao geralmente terminadas por
unidades L-Araf e em algum grau por unidades L-Arap (VORAGEN et al., 1995).
AG-Il podem estar associadas a proteinas, denominadas de arabinogalactana
proteinas (AGPs) (SEIFERT; ROBERTS, 2007).



2.5. Extracao de pectinas

A extracdo de pectinas tem se destacado como alternativa para o
aproveitamento de residuos de certas frutas. As cascas, até entdo descartadas pela
industria, tém sido usadas como matéria prima para a produgao de alguns
ingredientes funcionais perfeitamente possiveis de serem incluidos na alimentagao
humana (OLIVEIRA et al., 2002).

A extragéo de pectina € um processo de multiplos estagios fisico-quimicos,
nos quais a hidrélise e extracdo de macromoléculas do tecido vegetal e sua
solubilizacdo sofrem influéncia de diversos fatores, entre eles, temperatura, pH e
tempo de extragdo. Normalmente as pectinas sao extraidas com agua acidificada
com acidos fosférico, acético, sulfurico, nitrico ou cloridrico em pH variando de 1 a
3 em temperatura entre 80 e 100 °C (PAGAN et al., 2001). O processo de extragao
acida geralmente resulta em pectinas de alto grau de esterificagdo (alto DE),
proximo do grau de esterificacdo de ocorréncia natural, enquanto o processo de
extracao basica resulta em pectinas de baixo grau de esterificagdo, como resultado
da hidrdlise alcalina dos grupos ésteres (JOYE; LUZIO, 2000). As pectinas também
podem ser extraidas da parede celular por agentes quelantes de calcio, como
oxalato de amoénio e EDTA (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2000).

Apesar de muito utilizados na industria, os acidos minerais fortes podem
apresentar inumeras desvantagens, como poluigdo ambiental, corrosdo e
degradacgao da pectina extraida, assim, muitos pesquisadores tém se preocupado
em identificar condi¢des ideais de extragdo com acidos organicos, como o acido
citrico, para a obtencido de uma pectina de alta qualidade, beneficiando a industria

de alimentos sob o ponto de vista econémico e ambiental (VIRK; SOGI, 2004).
2.6. Beneficios das Pectinas

Pectinas sido polissacarideos comercialmente importantes por terem boa
biocompatibilidade e biodegradabilidade, baixa toxicidade e apresentam beneficios
nutricionais (SRIVASTAVA; MALVIYA, 2011). Na industria farmacéutica € usada
como excipiente na liberagcao de farmacos (SRIAMORNSAK, 2003). Em infusdes e
decocgbes, as pectinas, bem como outros polissacarideos com caracteristicas
mucilaginosas, tém como efeito reduzir a irritagéo fisica ou quimica, desta forma, as

pectinas exercem uma agao positiva contra as inflamagdes das mucosas,
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especialmente as das vias respiratorias e digestivas (ALONSO, 2007). Pectinas,
arabinogalactanas e AGPs foram encontradas em diferentes espécies medicinais,
apresentando efeitos sobre a resposta imune celular e humoral (PAULSEN;
BARSETT, 2005; SCHEPETKIN; QUINN, 2006) sendo consideradas compostos
modificadores da resposta bioldgica (DIALLO et al., 2001) e imunomoduladoras
(BUSATO et al., 2020). Pectinas sao utilizadas na industria de processamento de
alimentos sendo utilizada como aditivo alimentar como agente de gelificacéo, para
dar textura e estabilizar compotas, geleias, marmeladas, leite e produtos de
confeitaria (KYOMUGASHO et al., 2015). O grau de metil-esterificagdo e de
acetilacao das pectinas tem grande impacto nas suas propriedades funcionais,
sendo responsavel pelo seu comportamento de gelificacdo (WILLATS; KNOX;
MIKKELSEN, 2006). Reichembach (2020) comprovou o potencial do café arabica
(Coffea arabica) como fonte de pectina gelificante para a industria alimenticia
especialmente na presenca de sacarose e xilitol em baixo pH. Coloddel (2019)
demonstrou a propriedade gelificante de ponkan (Citrus reticulata) sugerindo seu
uso em alimentos viscosos com néctares e iogurtes. Entre outras propriedades esta
a estabilizacado de produtos de panificagdo e o0 aumento do volume e na prevencao
de flotagdo (VORAGEN et al., 2009).

Em virtude da sua capacidade de reter liquidos, as pectinas promovem a
sensacdo de saciedade o que diminui o consumo de alimentos auxiliando no
emagrecimento (SRIAMORNSAK, 2003). Pode ser uma substituta de gordura e
acucar em alimentos dietéticos melhorando a textura e a viscosidade dos produtos
na qual é utilizada (VORAGEN et al., 1995; WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006).
Também apresentam possuir efeitos hipocolesterolémicos e hipoglicemiantes
significativos confirmados por varios experimentos clinicos (SRIAMORNSAK, 2003;
MOHNEN, 2008). Também atuam indiretamente como laxativos, por absorverem
grande quantidade de agua, evitando o endurecimento das fezes (ALONSO, 2007).

Pectinas também podem ser utilizadas em varios produtos, isto inclui filmes
biodegradaveis e comestiveis, adesivos, substitutos de papel, espumas e
plastificantes, agentes de superficie para produtos médicos, materiais para

implantes biomédicos e sistemas de liberagao de farmacos (MOHNEN, 2008).
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2.7. Polissacarideos familia Solanaceae

Polissacarideos da familia Solanaceae tém sido alvo de estudos devido a
grande diversidade da espécie. Colodel et al., (2017) caracterizou pectinas do fruto
cubiu (S. sessiliflorum) como fonte promissora de pectinas com alto teor de acido
urdnico (79%). Do Nascimento et al., (2015) estudou a atividade antinociceptiva de
polissacarideos de frutos de tamarillo (S. betaceum) no modelo de dor inflamatéria
visceral de camundongos. Efeitos antitumoral de polissacarideos de folhas de S.
nigrum tém sido estudados por diversos autores em diferentes células de ratos (LI
et al., 2009; CHEN et al., 2013; YUAN et al., 2014), e sua acgao prebidtica foi
investigada a partir da analise da microbiota fecal humana (YAO et al., 2020)

Resumidamente, na Tabela 1 estdo descritas informagbes relacionadas com

estudos de polissacarideos obtidas de frutos de espécies da familia Solanaceae.

Tabela 1: Dados sobre estudos de polissacarideos pécticos obtidos de frutos de espécies da
familia Solanaceae

Espécie/nome Tipos de polissacarideos Referéncia

vulgar

Solanum Pectinas com grande linearidade geralmente HOUBEN et al. (2011)
lycopersicum com baixo grau de ramificagado do tipo RG1 e

tomate alto grau de metoxilagao

Solanum betaceum HG altamente metil esterificada, cominser¢cdes DO NASCIMENTO et al.

tamarillo de RG1 com cadeias laterais de AG-I, (2015)
arabinana linear (1—5) ligada DO NASCIMENTO;
IACOMINI; CORDEIRO
(2016)
Capsicum annuum  HG parcialmente substituida com grupos metil POPOQV et al. (2011)
pimentao e acetil (denominado capsicuman), PAIK et al. (2003)

arabinogalactana acida
Lycium barbarum RG; glucana;  4-O-metil-glucuronoxilana; REDGWELL et al. (2011)

Goiji xiloglucana; manana e AGP

Physalis alkekengi  fragao polissacaridica contendo TONG et al. (2008)
fisalis Ara:Gal:Glc:GalA na proporgao de 2,6:3,6:2:1

Solanum Pectinas com elevado teor de acidos urénicos COLODEL et al. (2017)
sessiliflorum e presenga de Rha, Gal a Ara

Cubiu

Nota: AGP: Arabinogalactana-proteina, Ara: Arabinose; Gal: Galactose; GalA: Acido Galacturénico;
Glc: Glucose; HG: Homogalacturonana, AG-I: Arabinogalactana tipo 1, AG-Il: Arabinogalactana tipo
2, HG: Homogalacturonana, RG: ramnogalacturonana, RG1: ramnogalacturonana tipo 1, Rha:
ramnose.
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3. JUSTIFICATIVA

S. diploconos é uma espécie frutifera e nativa da Mata Atlantica com
potencial para exploragdo econdmica. Estudos relacionados as caracteristicas
silviculturais ja foram realizados o que possibilita 0 desenvolvimento de mudas para
acdes de restauragao e enriquecimento de florestas e/ou plantios comerciais.
Diferentemente, poucos estudos de bioprospeccdo desta espécie tém sido
descritos. Os frutos foram estudados em relacédo ao seu perfil fendlico e de
carotenoides (RIBEIRO et al., 2016), porém, nenhuma outra informagédo sobre
estudos de caracterizagdo quimica ou propriedades biolégicas de outras classes de
compostos bioativos, como por exemplo polissacarideos, foi encontrada na
literatura. Polissacarideos vegetais, como as pectinas, apresentam relevancia
cientifica devido a potencial aplicagdo na industria alimenticia e farmacéutica.
Informagdes cientificas acerca dos polissacarideos de frutos de S. diploconos
complementara o conhecimento cientifico desta espécie e contribuira com a sua

valorizagao e seu uso racional e sustentavel.
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4. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar as fragdes polissacaridicas

obtidas de frutos de S. diploconos.
4.1. Objetivos especificos:

e Extrair fragdes polissacaridicas presentes nos frutos de S. diploconos através de
extragdes sequenciais em diferentes condi¢cdes (extrator e temperatura) e de
diferentes partes do fruto (casca, polpa e semente);

e Obter fragdes pécticas da casca de frutos, utilizando uma extracao tradicional
com acido mineral;

e Caracterizar a composicdo monossacaridica neutra e acida das fragcbes
polissacaridicas obtidas a partir das extragdes sequenciais e da extragéo
tradicional;

e Caracterizar as fragcoes selecionadas considerando os resultados de rendimento,
composi¢cdo monossacaridica neutra e acida (CW4, CW90, C1-60, C1f, C5f, CNA e
CNAZ2) por métodos cromatograficos e espectroscopicos;

e Propor a estrutura quimica da fragao extraida com acido mineral e purificada
(CNA2).

e Contribuir com o conhecimento cientifico da espécie S. diploconos.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Coleta e fracionamento dos frutos

Os frutos foram coletados em Maio de 2019 e 2020 na Sociedade Chaua —
ONG voltada a conservagao da natureza localizada no municipio de Campo Largo/
PR, Brasil (25°25'39.9"S 49°29'03.6"W). O peso total dos frutos foi de 2283 g. A
identificacdo taxonémica foi feita pelo MSc Pablo Melo Hoffmann - Diretor Executivo
da Sociedade Chaua e Coordenador do Viveiro Chaua de espécies nativas. O
cadastro do acesso ao patrimbnio genético brasileiro sera feito no Sistema Nacional
de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(Cadastro SisGEN - ADOE3FB). Os frutos foram lavados em agua corrente, secos
e retirados os pedunculos. Os frutos foram cortados e fracionados com auxilio de
bisturi e espatula, em casca (exocarpo e mesocarpo), polpa (endocarpo), e
sementes. As sementes foram centrifugadas (4.300 rpm, por 15 min, a 10 °C) para
remogao do sumo (parte liquida do fruto). Todo material vegetal foi liofilizado e

mantido a 4 °C (Figura 4). Os frutos podres foram descartados.

casca

polpa
semente

Figura 4: Frutos de S. diploconos e suas partes: exocarpo e mesocarpo (casca) (1), endocarpo
(polpa) (2), sementes e sumo (3 e 4) de S. diploconos.
Fonte: A autora (2019)
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5.2. Teor de umidade

Frutos inteiros (n=5) foram utilizados para medir o teor de umidade. Os frutos
foram cortados em 4 partes e colocados, cada um, em uma placa de petri na estufa
a 100°C. Os frutos foram pesados por 4 dias nos intervalos de 0 h, 24 h, 48 he 72
h. O resultado foi obtido em percentagem entre o peso da agua relacionado a

massa.

5.3. Inativacao enzimatica

O material vegetal (casca, polpa ou semente) liofilizado foi submetido
separadamente a inativacdo enzimatica por desnaturacdo com metanol a fim de
conservar o material. Utilizou-se uma solu¢ao de metanol:agua na proporgao de 2:1
(v/v) sob refluxo por 40 min em banho fervente. Apds filtracdo, o material foi seco

em capela de exaustao, por 24 h.

5.4. Deslipidificagao

O material vegetal inativado foi submetido ao processo de deslipidificagao
com uma solugéo de tolueno:etanol (2:1; v/v) sob refluxo por 40 min, a 60 °C. Apds
filtracdo em tecido sintético, o material foi seco em capela de exaustao por 2 dias.
As cascas foram submetidas a este processo por 2 vezes. Para as extragdes o

material seco foi pulverizado usando um liquidificador.

5.5. Extragdao com dimetilsulféxido (DMSO)

Ao material vegetal (inativado, deslipidificado e moido), sendo 5 g de polpa,
5 g da casca e 10 g da semente, foi adicionado DMSO aquoso 90% (v/v) na
proporgao 20 mL por g de material e mantido sob agitagdo por um periodo de 5 h,
a 25 °C . Considerando que o amido é extraido com DMSO aquoso (Colodel et al..,
2017), foi feito o monitoramento da presenga do amido nos tempos 2 h, 4 h, e 5 h
pelo teste do lugol. Desta forma, aliquota de 100 pL do extrato (apds centrifugacao)
foi submetida ao teste do lugol, a qual foi comparada com o controle negativo
(DMSO aquoso 90%, v/v) e o controle positivo (solugado de amilose na concentragéo
de 20 mg/mL). Ao final do periodo, o material foi centrifugado (centrifuga MPW Med
Instruments, modelo MPW-350R, Warsaw, Polénia), a 4.300 rpm, por 15 min, a 10
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°C. O sobrenadante foi precipitado com etanol absoluto (99,5%), centrifugado nas
mesmas condi¢des acima descritas e o precipitado foi armazenado no freezer para
analises posteriores. O residuo (material vegetal apds extragdo com DMSO) foi
submetido a extracdo sequencial de polissacarideos (extragbes aquosa, acida e

alcalina).

5.6 Extragcao sequencial de polissacarideos

O fluxograma geral realizado para a extragao sequencial de polissacarideos
esta representado na Figura 5. A metodologia de extracao foi realizada de acordo
com VRIESMANN; PETKOWICZ (2009) com modificagdes.

A extracdo aquosa foi realizada com agua ultrafiltrada, mantendo a
proporg¢ao de 20 mL por g, em 3 condi¢cbes diferentes, variando a temperatura e o
tempo de extracado. Na primeira extragao aquosa o material foi mantido sob agitacao
por 4 h a 25 °C. Na segunda extragao, o material foi agitado por 2 h a 25 °C e na
terceira extragao o material foi mantido por 2 h a 90 °C. A cada extragcao o material
foi centrifugado a 4.300 rpm, por 15 min, a 10 °C, e o sobrenadante obtido foi
submetido a precipitacéo etandlica (3 x volume, com etanol absoluto, 99,5%), e
mantido por 16-18 h a 4°C. Na sequéncia, o precipitado foi obtido apds
centrifugagdo, nas mesmas condi¢des citadas anteriormente. O precipitado
resultante foi solubilizado em agua ultrafiltrada, congelado e liofilizado, gerando as
fragbes polissacaridicas da extragcdo aquosa (CW4, CW2, CW90, PW4, PW2,
PW90, SW4, SW2, SW90) como indicado na Figura 5 e Tabela 2.

A extracao acida foi realizada, sequencialmente, com acido citrico 1 % (m/v)
em banho-maria a 60 °C, com acido citrico 1 % (m/v) em banho fervente, com acido
citrico 5% (m/v) em banho-maria a 60 °C e com &cido citrico 5 % (m/v) em banho
fervente. Em todas as condi¢gdes o material foi mantido sob agitagdo por 1 h. Apos
cada extragao, o material foi centrifugado a 4.300 rpm, por 15 min, a 10 °C, e o
sobrenadante submetido a precipitacdo etandlica (mesmas condicbes descritas
anteriormente). As fragdes das extragdes acidas foram dialisadas com o intuito de
remover o excesso de sal obtido da reagcdo com o acido. A dialise foi realizada em
membranas de acetato de celulose (limite de exclusdo 12-14 KDa) por 48 h em
sistema aberto e por 3 h em sistema fechado com trocas regulares de agua

ultrafiltrada. Posteriormente, as fragées foram congeladas e liofilizadas, sendo
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denominadas de acordo com o material vegetal e a condigdo de extragao de C1-60,
C1f, C5-60, C5f, P1-60, P1f, P5-60, P5f, S1-60, S1f, S5-60 e S5f, como descrito na
Figura 5 e Tabela 2.

A extracdo alcalina foi realizada primeiramente com hidroxido de sdédio
(NaOH) 2 M, por 2 h, a 25 °C, sob agitagdo constante e na presenca de 10 mg de
borohidreto de sédio (NaBH4). Em seguida, o material foi centrifugado a 4.300 rpm,
por 15 min, a 10 °C, e seu residuo submetido a extracao alcalina com NaOH 4 M,
mas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente. O sobrenadante (de ambas as
extracdes) foi neutralizado com acido acético 50% (v/v) e mantido a 4°C, por 16 h.
Na sequéncia, o material foi centrifugado a 4.300 rpm, por 15 min, a 10 °C; o
precipitado originou a fragdo hemicelulose A (denominadas CHA2M, PHA2M,
SHA2M, CHA4M, PHA4M e SHA4M) (Figura 5 e Tabela 2). O sobrenadante foi
submetido a precipitagéo etandlica (3 x volume, com etanol absoluto, 99,5%), o qual
foi mantido por 16 h a 4 °C, e novamente, centrifugado nas mesmas condicoes,
originando a fracdo hemicelulose B (denominadas CHB2M, PHB2M, SHB2M,
CHB4M, PHB4M e SHB4M) (Figura 5 e Tabela 2). As fracdes das extracdes
alcalinas também foram dialisadas, nas condi¢cdes descritas anteriormente, e em
seguida, liofilizadas.

O célculo do rendimento (em %) das fracdes polissacaridicas obtidas foi

determinado como:

) fragdo polissacaridica liofilizada (em g)
Rendimento (em %) = - —— — - %x 100
material vegetal (inativado, deslipificado e moido)(em g)
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H,0, 25°C, 4 h

| H,0,25C, 2h

residuo

residuo

l H,0, 80°C, 4 h

acido citrico 1%, 60°C, 1 h

fervente, 1 h

precipitado
etandlico

acido citrico 1%, banho

acido citrico 5%, 60°C, 1 h

acido citrico 5%, banho
fervente, 1 h

residuo

NaOH 2M, 25°C, 2 h

precipitado

precipitado
etandlico

residuo

MaOH 4M, 25°C, 2 h

precipitado

Figura 5: Fluxograma da extragdo sequencial de polissacarideos.

Fonte: A autora (2020).

PHA4

Nota: Material vegetal refere-se ao material apds inativacdo enzimatica, deslipidificagcéo e
extragdo com DMSO aquoso 90% (v/v). A cada extracdo o material foi centrifugado a 4.300
rpm, por 15 min, a 10 °C, e o sobrenadante submetido a precipitagéo etandlica (3 x volume,
com etanol 99,5%), o qual foi mantido por 16 h a 4 °C, e novamente, centrifugado nas

mesmas condicoes.

19




Na Tabela 2 estdo descritas as denominacgdes das fragdes polissacaridicas
obtidas a partir dos diferentes materiais vegetais, indicadas por suas siglas e seus

respectivos métodos de extragao.

Tabela 2: Denominagdes das fragbes polissacaridicas obtidas a partir dos diferentes materiais

vegetais (siglas e respectivos métodos de extragéo)

Casca Polpa Sementes Condig6es de extragao
(exocarpo e (endocarpo)
mesocarpo)
cw4 PW4 SwW4 Aquosa, 25 °C, 4 h
cw2 PwW2 SW2 Aquosa, 25 °C, 2 h
CwW90 PW90 SW90 Aquosa, 90 °C, 2 h
C1-60 P1-60 S$1-60 Acido citrico 1 % (m/v), 60 °C, 1 h
C1f P1f S1f Acido citrico 1 % (m/v), banho fervente, 1 h
C5-60 P5-60 S$5-60 Acido citrico 5 % (m/v), 60 °C, 1 h
C5f P5f S5f Acido citrico 5 % (m/v), banho fervente, 1 h
CHA2M PHA2M SHA2M  Alcalina com NaOH 2 M, 25 °C, 2 h, apds neutralizagao
Alcalina com NaOH 2 M, 25 °C, 2 h, apos precipitagéo
CHB2M PHB2M SHB2M etandlica
CHA4M PHA4M SHA4M  Alcalina com NaOH 4 M, 25 °C, 2 h, apds neutralizagao
Alcalina com NaOH 4 M, 25 °C, 2 h, apds precipitagcao
CHB4M PHB4M SHB4M  etandlica

Fonte: A autora (2020).

5.7. Extragao de pectinas com acido mineral

Além do protocolo de extragdo sequencial de polissacarideos, foi realizado
também a extracdo de pectinas pelo método tradicional que utiliza solucbes de
acidos minerais, com por exemplo o acido nitrico (HNOs), em temperatura entre 80
e 100 °C. O método tradicional € comumente empregado para extragdo de pectinas
comerciais (PAGAN et al., 2001).

Assim, considerando a disponibilidade de material vegetal, as cascas dos
frutos de S. diploconos foram selecionadas para esta etapa e a extragdo com HNO3
foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Colodel et al. (2019).

A extracdo com HNOs foi realizada com 20 g da casca, previamente,
inativada, deslipidificada, liofilizada e moida. A este material foram adicionados 500
mL de HNO3 0,1 M na proporgéo solido — liquido 1:25 (m/v), e mantido sob refluxo
por 60 min. Posteriormente, o material foi filtrado a vacuo utilizando um tecido

sintético. O residuo obtido foi congelado e o filtrado foi submetido a precipitacao
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etandlica (3x vol) e mantido a 4 °C por 18 h. O precipitado foi separado por filtragdo
a vacuo, solubilizado em agua ultrafiltrada e liofilizado, rendendo a fragdo CNA
(Figura 6). O rendimento foi calculado como descrito anteriormente para as fragdes

obtidas pela extragcdo sequencial.

HNO3 0,1M
sob refluxo
60 min
inativada
deslipidificada o
liofilizada preclplltz'a(;ao
moida filtrado etandlica .
tratamento
enzimatico

Figura 6: Esquema representativo da extragéo de polissacarideos com acido nitrico (HNO3).
Fonte: A autora (2021).

5.7.1. Tratamento enzimatico para remog¢ao do amido

A fragdo CNA foi submetida ao tratamento com as enzimas amiloglucosidade
(Megazyme, Bray, Irlanda), e a-amilase termoestavel (Sigma Aldrich.CO, St. Louis,
MO, EUA) por ter apresentado valor consideravel de Glc na composi¢cao
monossacaridica. A fragdo CNA (0,9 g) foi solubilizada em 45 mL de H20 (20
mg/mL) e o pH foi ajustado a. A solugdo permaneceu sob agitagéo por 16 h, a 25
°C. Apds, a solucao foi mantida a temperatura de 55 °C (banho-maria), e entao
foram adicionados 10 pL (0,000022 U/mL) de amiloglucosidase e 10 pL (0,134
U/mL) de a-amilase. A solugéo ficou sob agitagdo suave durante 4 h. A reacéo
enzimatica foi monitorada nos tempos de 30 min, 1 h, 2 h, 3 h e 4 h pela presenca
de glicose quantificada pelos métodos da glicose oxidase usando o kit Glicose
Liquiform (Glicose PAP Liquiform — Labtest Diagndstica S.A., MG, Brasil) e por
dosagem de acgucares redutores pelo método acido dinitrosalicilico (DNS) e pela
identificacdo qualitativa do amido pelo teste do lugol. Apds 4 h, a solucéo foi

colocada em banho fervente por 15 min para desnaturagédo das enzimas. A solugao
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foi centrifugada a 4.300 rpm, por 15 min, a 10 °C, dialisada em membranas de
acetato de celulose (limite de exclusdo 12-14 KDa) por 48 h em sistema aberto e
por 3 h em sistema fechado com trocas regulares de agua ultrafiltrada. A fragcao
obtida foi congelada e liofilizada, e denominada CNA2. O rendimento da fragao

CNAZ2 foi calculado em relagao a massa da fracdo CNA.

5.8. Determinagao da composi¢cao monossacaridica neutra e acida

A composi¢ao monossacaridica neutra das fragées (CW4, CW2, CW90, C1-
60, C1f, C5-60, C5f, CHA2M, CHB2M, CHA4M, CHB4M, PW4, PW2, PW90, P1-60,
P1f, P5-60, P5f, PHA2M, PHB2M, PHA4M, PHB4M, SW4, SW2, SW90, S1-60, S1f,
S5-60, S5f, SHA2M, SHB2M, SHA4M, SHB4M, CNA e CNAZ2) foi determinada por
cromatografia liquido-gasosa (GLC) na forma de derivados de acetato de alditois,
de acordo com a metodologia descrita por Pettollino et al. (2012). Inicialmente foi
realizada uma hidrolise acida total em aliquotas de 100 yL de amostra na
concentragdo de 1 mg/mL com a 100 pL acido trifluoracético (TFA) 5 M mantidas
por 2 h e 30 min, a 100 °C em estufa. Em seguida foi realizada a redugao e
acetilacao dos produtos de hidrolise (PETTOLINO et al., 2012).

A reducao foi realizada com a adicdo de 50 uL de boroidreto de sédio em
meio basico (NaBH4 0,5 M em NH4OH 2 M) mantida por 2 h e 30 min em temperatura
ambiente (25 °C). Apos o periodo de reducdo, o excesso do agente redutor foi
removido com 20 pL de acido acético concentrado seguido de secagem em fluxo
de nitrogénio comercial. Em seguida, foram realizadas duas lavagens com 250 uL
de acido acético 5% (v/v) em metanol, e mais duas lavagens com 250 uL de metanol
(PETTOLINO et al., 2012).

A acetilagao foi realizada com a adigdo de 250 uL de anidrido acético mantida
por 2 h e 30 min em estufa a 100 °C. Apds este periodo, o excesso de anidrido
aceético foi removido com adicao de 1 mL de agua destilada, seguida de agitacao
vigorosa e repouso de 10 min. Foi adicionado 1 mL de cloroférmio resultando na
separacao da solugdo em duas fases: uma fase do cloroférmio (fase inferior - mais
densa), aonde os acetatos de alditois formados estavam solubilizados; e uma
aquosa (fase superior), contendo residuos e sais de sédio. A fase do cloroférmio foi
lavada por 2 vezes com 1 mL de agua destilada e evaporada com fluxo de nitrogénio
comercial (PETTOLINO et al., 2012).
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As analises por GLC foram realizadas em cromatégrafo a gas (TRACE
ULTRA, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, Massachusetts, EUA), em coluna
capilar DB-225 (30 mm x 0,25 mm d.i.) (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA,
EUA) , aquecido a 100 °C durante a inje¢cao e entdo programada a 60 °C/min até
230 °C (constante).As porcentagens relativas dos monossacarideos foram
calculadas por comparagcdo com os tempos de retencdo dos acetatos de alditois
padrées [ramnose (Rha), fucose (Fuc), arabinose (Ara), xilose (Xyl), galactose (Gal),
manose (Man), glucose (GIc)].

Acidos urénicos presentes nas fracdes (CW4, CW90, C1-60, C1f, C5-60, C5f,
CHA2M, CHB2M, CHA4M, CHB4M, PW4, PW90, P1-60, P1f, P5-60, P5f, PHA2M,
PHB2M, PHA4M, PHB4M, SW4, SW90, S1-60, S1f, S5-60, S5f, SHA2M, SHB2M,
SHA4M, SHB4M, CNA e CNA2) foram quantificados através do método do m-
hidroxibifenil descrito por FILISETTI-COZZI; CARPITA (1991) com adaptagdes. As
amostras foram previamente solubilizadas em H20 destilada na concentracao de 1
mg/mL, 100 pL foram pipetados em microtubos em triplicata e branco para cada
amostra. Foram adicionados 10 pyL de sulfamato de potassio (4 M, pH 1,6) e os
tubos. Em seguida foram adicionados 600 uL de tetraborato de s6dio (75 mM em
H2S04) seguido de agitacdo em vértex. Os tubos foram aquecidos em estufa a 100
°C por 15 min, e resfriados em banho de gelo a fim de parar a reagao. Nas triplicatas
foram adicionados 10 pL de m-hidroxibifenil (0,15 % m/v em hidréxido de sodio
aquoso a 0,5 % m/v) e nos brancos 10 yL de NaOH 0,5 % (m/v) seguido novamente
de agitacdo. Apés 10 min, 200 yL do conteudo dos tubos foram transferidos para
uma placa de 96 pocgos de fundo chato. A leitura foi feita espectrofotobmetro de
microplacas (marca BioTek, modelo EPOCH, Winooski, EUA) na absorbéancia de
525 nm. A percentagem de acido urdnico foi calculada a partir de uma curva
analitica utilizando acido D-galacturénico como padréo (1 to 100 pg/mL).

Para as fracdes selecionadas a partir dos dados de rendimento e composicao
monossacaridicas (neutra e teor de acidos urdnicos - Uro) (CW4, CW90, C1-60,
C1f, C5f, CNA e CNAZ2) foi estimado o percentual de homogalacturonanas (%HG) e
ramnogalacturonanas tipo | (%RG1), pelas férmulas abaixo descritas (M’'SAKNI et
al.,, 2006). A relacdo HG/RG1 foi determinada com o intuito de analisar a
predominancia dos tipos de pectinas (M'SAKNI et al., 2006). A estimativa de outros
polissacarideos (denominados nao pécticos) foi feita considerando a soma do

percentual de Fuc, Xyl, Man e Glc.
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%HG = Uro(%)/Rha(%)

%RG1 = [Uro(%) — HG%] + Rha(%) + Gal% + Ara(%)

5.9. DOSAGENS COLORIMETRICAS

5.9.1. Identificagao qualitativa de amido pelo teste de lugol

A solucao de lugol € composta por iodeto de potassio e iodo dissolvidos em
agua. O teste de lugol consiste em verificar a presenca de amido na amostra
caracterizada pela formacdo de coloracdo azul intensa a castanha devido a
complexacédo do iodo com os polissacarideos formadores do amido, a amilose
(glucana linear, com ligagdes do tipo a-(1—4)) e a amilopectina (glucana ramificada,
com ligacdes do tipo a-(1—4) e a-(1—6)) (SOUZA; NEVES, 2006).

Em microtubos foram colocados 100 yL de amostra e 100 pL de solugéo
iodo-iodetada (lugol). As amostras foram comparadas com tubos contendo DMSO
(controle negativo) e tubos contendo amilose 20 mg/mL (controle positivo). Fragdes

que continham amido formaram uma coloragao azul intensa a castanha.
5.9.2. Dosagem de fenodis totais

O teor de fenol total foi determinado através de um microensaio utilizando o
reagente de Folin Ciocalteu, adaptado de MORAIS e colaboradores (2009). O
principio do método é a reacgéo entre o reagente de Folin-Ciocalteu, que possui
coloracao amarelo-esverdeada, e fendis, com subsequente oxidagao dos fendis e
formagdo de um complexo azul. Essa reagado é favorecida com o meio em pH
alcalino, obtido pela adigao de carbonato.

As amostras, na concentragdo de 1 mg/mL em H20, foram adicionadas em
microtubos (20 pL, em triplicata para cada amostra). Em seguida, foram adicionados
100 uL do reagente de Folin Ciocalteu (10% v/v em H20 ultrafiltrada). Os tubos
foram homogeneizados em agitador de tubos, e em seguida, 80 pL de carbonato de
sédio (Na2COs3) 7,5 % (m/v) foram misturados as solugdes, que foram novamente
agitadas. Apds aquecimento em banho-maria a 50 °C durante 5 min, a absorbancia

foi lida a 760 nm utilizado espectrofotdbmetro de microplacas (marca BioTek, modelo
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EPOCH, Winooski, EUA). A curva padrao foi preparada utilizando solugdes de acido

galico nas concentragdes de 1, 5, 10, 20, 30, 40 e 50 pg/mL.
5.9.3. Dosagem de grupos acetil

A dosagem de grupos acetil foi realizada utilizando o método descrito por
HESTRIN (1949). Aliquotas de 125 pL das fragdes (10 mg/mL diluidos em cloreto
de sédio 1%, m/v). Foram adicionados 250 pL da mistura hidroxido de sddio: cloreto
de hidroxilamina (1:1; NaOH 3,5 M; cloreto de hidroxilamina 2 M) e permaneceram
em repouso por 1 min. A seguir, foram adicionados 125 yL de acido cloridrico: 4gua
(1:3) e 125 uyL de cloreto férrico (0,185 M). A absorbancia foi lida em
espectrofotdbmetro de microplacas (marca BioTek, modelo EPOCH, Winooski, EUA)
a 540 nm. A porcentagem de grupos acetil foi calculada a partir de uma curva padrao

de glucose pentacetato (100 a 800 ug/mL).

5.9.4. Dosagem de agucares redutores pelo método do acido dinitrosalicilico
(DNS)

O método utilizado foi descrito por SUMMER SISLER (1944) e modificado
por MILLER (1959). Este método baseia-se na formagédo de um complexo de cor
castanho-alaranjado, por redugdo do acido 3,5-dinitrosalicilico a 3-amino-5-
nitrosalicilico pelos agucares redutores. A concentragdo desse complexo corado é
proporcional a concentracdo de agucares redutores. A partir de valores conhecidos
da concentragao de glucose (ou outro monossacarideo) é possivel tragar uma curva
de calibragdo da absorbancia em funcdo da concentracdo de glucose em
equivalentes de acgucares redutores. Foram adicionados 50 pyL de amostra a 50 pL
de DNS em banho fervente por 5 min. Apds foram adicionados 500 uL de H20
ultrafilirada e lidos em espectrofotdmetro de microplacas (marca BioTek, modelo
EPOCH, Winooski, EUA) a 540nm. Para a curva analitica foi utilizada o padrao de
glucose, nas concentragdes de 20 a 200 ug e o tubo branco foi preparado com agua

no lugar da amostra.

5.9.5. Dosagem de glucose livre (método de ponto final)
A glucose livre foi dosada mais especificamente através de um kit comercial
(Glicose Liquiform — Labtest, MG, Brasil), que consiste em um sistema enzimatico

para a determinacao de glucose em fluidos. A glucose oxidase (GOD) catalisa a
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oxidagao da glucose em acido gluconico e peréxido de hidrogénio. O perdxido de
hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob ac¢do catalisadora da
peroxidase (POD), através de uma reagao oxidativa de acoplamento formando uma
antipirilquinonimina vermelha, cuja intensidade de cor € proporcional a
concentragao de glucose na amostra. O ensaio de ponto final foi realizado de acordo
com as especificagbes do fabricante. Resumidamente, 10 pyL da fragdo foi
adicionado em microtubo, seguidos de 1 mL do reagente 1. Apds agitacao, os tubos
foram incubados em banho a 37 °C por 10 min. As absorbancias das solugdes foram
lidas em placas de 96 pogos (100 pL) em 505 nm. O padrao utilizado foi o reagente
2 (glucose %) e o branco preparado com H20 no lugar da amostra. A concentragao

de glucose nas amostras foi calculada através do calculo:

Glucose (mg/mL) = (Absorbancia do teste) /(Absorbancia do padrao) X 100

5.10. Determinagcao de homogeneidade e da massa molar ponderal média por
cromatografia de exclusao por tamanho (SEC) acoplada com detector de

indice de refragao e espalhamento de luz

A determinacao do perfil de homogeneidade das fragdes selecionadas (C\W4,
CW90, C1-60, C1f, C5f, CNA e CNAZ2) foi realizada por cromatografia de excluséao
por tamanho (SEC). As fragdes (1 mg/mL) foram solubilizadas em uma solugao de
nitrato de sédio 0,1 M e azida sédica 0,2 mg/mL. As solugbes foram filtradas em
filtro com membranas acetato de celulose de porosidade 0,22 pm (Millipore,
Massachusetts - EUA) acoplado a uma seringa. A solugao de nitrito de sédio 0,1 M
e azida sddica 0,2 mg/mL foi utilizada como eluente, com um fluxo controlado de
0,6 mL/min.

As analises de homogeneidade foram executadas em cromatografo liquido
da marca VISCOTEK com sistema multiplo de deteccéo, injetor manual, detectores
UV-Vis (VE3210), indice de refragdo (VE3580) e espalhamento de luz (270 dual
detector) de baixo angulo 7° (LALLS) e angulo reto 90° (RALLS), utilizando a pré-
coluna Shodex OH-pack SB-G e coluna Shodex OH-pack SB-806M HQ (8 mm x
300 mm; Shodex Showa Denko K.K.,Téquio, Japao), com limite de detecgao de
2x107 g/mol . disponivel no Departamento de Quimica da Universidade Federal do

Parana (UFPR). Os resultados foram analisados pelo software OmniSEC (Malvern.
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Co., USA) e os tempos de retencéo dos picos da eluicdo das amostras detectados
pelo RI, LALLS e RALLS foram usados para os calculos da massa molar ponderal

média (Mw).

5.11. ANALISES ESPECTROSCOPICAS
5.11.1. Espectroscopia de Infravermelho acoplada ao transformador Fourier
(FT-IR)

Aproximadamente 2 mg de amostras das fracbes CW4, CW90, C1-60, CA1f,
C5f, CNA e CNA2 liofilizadas foram maceradas com ~100 mg de brometo de
potassio (KBr) anidro, grau espectroscépico (Sigma Aldrich.Co, St. Louis, MO, EUA)
e prensadas a 8 ton, por 60 s, formando pastilhas translucidas. As pastilhas foram
analisadas no Departamento de Quimica da UFPR em um aparelho Bruker Vertex
70 (Bruker; Karlsruhe, Alemanha), em modo de transmissédo, na faixa de 4000 a 400
cm™', com resolugdo de 8 cm™ e aquisicdo de 32 varreduras. A fungdo de
apodizagao da Transformada de Fourier (FT) usada foi a Blackman-Harris 3 — Term.
Os dados foram processados em software “Bio-rad Laboratories”. A partir dos dados
adquiridos pelos espectros de FT-IR foi possivel determinar o grau de metil
esterificacdo (DE) das fragbes polissacaridicas, considerando a seguinte formula
(FILIPPQV et al., 1976):

area da banda dos grupos carboxilicos metil esterificados (COO — R)
DE % = - — x 100
area total dos grupos carboxilicos (COO — Re COO—)

5.11.2. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Amostras das fragcdes selecionadas CW4, CW90, C1-60, C1f, C5f, CNA e CNA2
foram solubilizadas em agua deuterada (D20) (CIL, Massachussets, USA), em uma
concentragao de aproximadamente 15 mg/mL e foram analisadas por experimentos
unidimensional de carbono treze (RMN-'3C) e bidimensional de correlagdo proton
("H) e 'C (Heteronuclear Single Quantum Coherence, HSQC), utilizando
espectrometro da marca BRUKER, modelo DRX 400, série Avance (Bruker;
Karlsruhe, Alemanha), em tubos de 5 mm de diédmetro, a 70°C. Os deslocamentos
quimicos foram expressos em & (ppm), utilizando acetona como padrao interno (&
2,222 e 30,222 para 'H e "3C, respectivamente). Os espectros foram analisados no
programa TOPSPIN.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

A selecao dos frutos foi feita visando um padréo de maturacéo, frutos nao
maduros ou podres foram descartados. Apds a selecdo e o fracionamento dos
frutos, dos 2283 g obtidos inicialmente, obteve-se 104,5 g de polpa, 108,7 g de
semente, 866 g de casca, 120 mL de sumo e 670 g de frutos inteiros, o restante
configurou-se como descarte. O fracionamento foi feito em casca (exocarpo e
mesocarpo), polpa (endocarpo), e sementes por estarem, estas estruturas,
facilmente destacaveis. Optou-se por manter exocarpo € mesocarpo unidos devido
a caracteristica de S. diploconos conter estas estruturas unidas, ndo distinguiveis
facilmente pela textura, apenas pela cor (HOFFMANN, 2014) (FIGURA 2). Deve-se
a esta caracteristica o maior rendimento da casca. Esta caracteristica ndo € comum
as solanaceas, outros autores que trabalharam com frutos desta familia
conseguiram destacar facilmente estas estruturas (COLODEL et al., 2017).

O teor de umidade dos frutos inteiros foi de 82 %, demonstrando assim, o
grande conteudo de agua presente no fruto, o que determina um menor rendimento
em peso seco. O rendimento do material, apés liofilizagao, foi de 15,5 g (0,7%) de
polpa, 39,2 g (1,7%) de semente, 79 g (3,5%) de casca.

6.1. Extragcao sequencial de polissacarideos

Previamente a extracdo sequencial, o material vegetal foi submetido a
extracdo com DMO. O DMSO aquoso é um solvente comumente utilizado em
laboratério para remogao de amido (COLODEL et al., 2017). O amido é o
polissacarideo de reserva mais amplamente distribuido nas plantas (BUCKERIDGE
et al., 2000), sendo interessante a sua remogao prévia para obter fragdes isentas
deste polimero. O material vegetal inativado, deslipidificado e moido, foi submetido
a extracdo com DMSO, e o material extraido apresentou resultado positivo no teste

de lugol, confirmando a presenca de amido no material (FIGURA 7).
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Figura 7: (A) Precipitagdo etandlica do material obtido da extracdo com DMSO da polpa de frutos
de S. diploconos, nos tempos de 2 h, 4 h e 5 h. (B) Resultado do teste com lugol: material obtido da
extragdo com DMSO da polpa de frutos de S. diploconos (2 h) (a), amilose (controle positivo) (b) e
DMSO (controle negativo) (c).

Fonte: A autora (2019)

A extragao sequencial foi realizada para fracionamento de polissacarideos
da parede celular, considerando a solubilidade nas diferentes condigdes: tipo do
agente extrator e temperatura. O agente extrator — agua e temperatura ambiente
(25 °C) favorece a extracao de polissacarideos de menor grau de polimerizagao,
carregados e/ou que estao associados a parede celular por interagdes fracas. Nesta
condigdo sao extraidas, por exemplo, pectinas esterificadas e arabinogalactanas
acidas e ramificadas presentes na matriz extracelular (VORAGEN et al., 1995). Com
a condicdo de aumento de temperatura, ha o favorecimento da extracao de
polissacarideos que estariam mais fortemente associados a parede celular. Além
disso, temperatura alta (90 °C) também pode favorecer a extragdo de
polissacarideos com alta massa molar como o amido. A utilizagdo de extrator acido
com temperatura maior de 60 °C favorece remogéao de polissacarideos acidos como
as pectinas que estariam ancoradas fortemente a parede celular (VORAGEN et al.,
1995). No caso, o acido citrico foi utilizado como extrator, por ser um acido orgénico,
€ eficaz na extracdo de pectina em termos de rendimento e propriedades fisico-
quimicas (VIRK; SOGI, 2004). O acido citrico também ¢é vantajoso do ponto de vista
econdmico e ambiental, uma vez que é um aditivo alimentar natural e seguro e,
portanto, mais atraente do que os acidos minerais fortes comumente usados (acido
nitrico, cloridrico ou sulfurico) para a extragdo de pectinas comerciais (CANTERI-
SCHEMIN, et al., 2005). A extragao de pectina € um processo de multiplos estagios
fisico-quimicos influenciados por diversos fatores, entre eles, temperatura, pH e
tempo de extragao (PAGAN, 2001; MUNHOZ; SANJINEZ-
ARGANDONA; SOARES-JUNIOR, 2010).

Condi¢des mais drasticas como extrator alcalino, torna-se eficiente para

obtencao de fragdes polissacaridicas do tipo hemicelulose, que em geral sdo mais
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insoluveis em agua, uma vez que estes polimeros apresentam estrutura pouco
ramificada com uma conformacéo estrutural (em funcéo as ligagdes glicosidicas na
configuragcdo p) que provoca maior interacdo entre os polimeros levando a
agregacao (WHISTLER, 1973). Assim os materiais vegetais de S. diploconos
passaram por extragdes sequenciais aquosas, acidas e alcalinas. A partir das
extragcdes aquosas foi observado a formagao de géis apds precipitagdo etandlica

(FIGURA 8) caracteristica também detectada na extracéo acida.

Figura 8: Precipitado etandlico da extragdo aquosa 90 °C da casca correspondente a fragado CW90
Fonte: A autora (2020)

A tabela 3 mostra os rendimentos das fragdes polissacaridicas obtidas na
extragcédo sequencial. O maior rendimento foi da fragdo CW90 de 20,4% seguida de
PW90 com 15%. Apenas duas fragdes obtiveram rendimento entre 10% e 5% (CW4
e SW4). A maior parte das fragdes tiveram rendimento abaixo de 10% (CW2, C1-
60, C1f, C5f, CHA2M, CHB2M, CHA4M, PW2, PW4, PHA2M, PHB2M, PHA4M,
PHB4M, SW2 e SHA2M) e abaixo de 1% (C5-60, P1-60, P1f, P5-60, P5f, S1-60,
S5f, SHB2M, SHA4M, SHB4M e SW90).
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Tabela 3: Rendimentos em massa e percentagem das fragdes polissacaridicas obtidas na extracao

sequencial
Fracao Condigoes de extragao Rendimento Rendin:ento
emg em %
Cw4 Aquosa, 25 °C, 4 h 0,35 7,0
Ccw2 Aquosa, 25 °C, 2 h 0,16 3,2
Cwao Aquosa, 90 °C, 2 h 1,02 20,4
C1-60 Acido citrico 1 % (m/v), 60 °C 0,22 4.5
C1f Acido citrico 1 % (m/v), banho fervente 0,22 4,4
C5-60 Acido citrico 5 % (m/v), 60 °C 0,04 0,7
C5f Acido citrico 5 % (m/v), banho fervente 0,09 1,7
CHA2M  Alcalina com NaOH 2 M, 25 °C, 2 h, apds neutralizagao 0,05 1,1
CHB2M  Alcalina com NaOH 2 M, 25 °C, 2 h, apos precipitacéo etandlica 0,08 1,5
CHA4M  Alcalina com NaOH 4 M, 25 °C, 2 h, apés neutralizagao 0,10 2,0
CHB4M  Alcalina com NaOH 4 M, 25 °C, 2 h, apods precipitagéo etandlica 0,10 2,0
PW4 Aquosa, 25 °C, 4 h 0,16 3,2
PW2 Aquosa, 25 °C, 2 h 0,14 29
PW90 Aquosa, 90 °C, 2 h 0,75 15,0
P1-60 Acido citrico 1 % (m/v), 60 °C 0,97 0,9
P1f Acido citrico 1 % (m/v), banho fervente 0,04 0,7
P5-60 Acido citrico 5 % (m/v), 60 °C 0,03 0,6
P5f Acido citrico 5 % (m/v), banho fervente 0,03 0,6
PHA2M  Alcalina com NaOH 2 M, 25 °C, 2 h, ap6s neutralizagdo 0,16 3,3
PHB2M  Alcalina com NaOH 2 M, 25 °C, 2 h, apos precipitagéo etanolica 0,14 2,7
PHA4M  Alcalina com NaOH 4 M, 25 °C, 2 h, apds neutralizagdo 0,14 2,8
PHB4M  Alcalina com NaOH 4 M, 25 °C, 2 h, ap6s precipitagéo etandlica 0,14 2,8
SW4 Aquosa, 25 °C, 4 h 0,53 5,3
SW2 Aquosa, 25 °C, 2 h 0,14 1,4
SW90 Aquosa, 90 °C, 2 h 0,06 0,6
S1-60 Acido citrico 1 % (m/v), 60 °C 0,09 0,1
S1f Acido citrico 1 % (m/v), banho fervente 0,01 0,1
S5-60 Acido citrico 5 % (m/v), 60 °C 0,09 0,9
S5f Acido citrico 5 % (m/v), banho fervente 0,09 0,9
SHA2M  Alcalina com NaOH 2 M, 25 °C, 2 h, ap6s neutralizagio 0,30 3,0
SHB2M  Alcalina com NaOH 2 M, 25 °C, 2 h, apos precipitagéo etandlica 0,02 0,2
SHA4M  Alcalina com NaOH 4 M, 25 °C, 2 h, apos neutralizagéo 0,02 0,2
SHB4M  Alcalina com NaOH 4 M, 25 °C, 2 h, ap6s precipitacéo etandlica 0,07 0,7

Fonte: A autora (2020).
Nota: As fragbes foram, previamente, dialisadas para remogéo de excesso de sal, e o rendimento foi
calculado como descrito em Material e Métodos.
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6.2. Extragao de pectinas com acido nitrico

Optou-se por realizar a extragdo de pectinas com acido nitrico (HNOs3) por ser o
método comumente usado na extracdo de pectinas comerciais (PAGAN et al.,
2001). Nesta extracao acida, o tratamento com acido e temperatura alta (entre 70 e
100°C), por tempos curtos (1 h) favorece a obteng¢do de quantidades de pectinas,
que reproduzam condicdo de extragdo exaustiva com poucas alteragdes da
estrutura quimica da pectina. A reducdo do pH inicial de extragdo permite obter
melhores rendimentos, por isso € a forma mais utilizada para aplicagdo em escala
industrial (CANTERI et al., 2012).

A extragéo realizada com HNOs foi feita a partir de 20 g da casca inativada,
deslipidificada, liofilizada e moida, obtendo-se 4,24 g da fragdo CNA (rendimento de
21,2%), conforme descrito na Tabela 4. O teste de lugol indicou a presencga de
amido na fracdo CNA. Desta forma, procedeu-se a remog¢ao enzimatica do amido a
fim de obter uma fragdo com maior perfil péctico. Para a tratamento enzimatico
foram utilizados 0,9 g da amostra CNA e obteve 0,616 g de CNA2 ou seja,
rendimento de 68,4 % (Tabela 4). O monitoramento do tratamento enzimatico foi
realizado tanto pelo desaparecimento do substrato (amido) pelo teste lugol, como,
pelo aparecimento do produto (glicose e oligossacarideos redutores), pela dosagem
de glicose (kit Glicose Liquiform) e de agucares redutores (método do DNS). Apos
4 h, verificou-se uma estabilizagdo na concentragao de glicose e agucares redutores
€ uma reacao negativa pelo teste de lugol. A figura 9 mostra a precipitagao etandlica

do material submetido a extragdo com acido nitrico.

Tabela 4: Rendimentos em massa e percentagem das fragdes polissacaridicas obtidas na extragcéo
com acido mineral

Casca

Condigoes de extragdo Rendimento em g Rendimento %
(exocarpo e mesocarpo)

Acido Nitrico 0,1 M, sob

CNA refluxo, 60 min 4,249 21,2
Acido Nitrico 0,1 M, sob
CNA2 refluxo, 60 min, seguido 0616 g 58.4

de tratamento
enzimatico

Fonte: A autora (2021).
Nota: As fragbes foram, previamente, dialisadas, e o rendimento foi calculado como descrito em
Material e Métodos
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Figura 9: Precipitacédo etandlica do material submetido a extragdo com éacido nitrico (HNO3) (A e B)
e apos filtragdo do material (C).
Fonte: A autora (2020).

6.3. Composi¢cao monossacaridica neutra e acida

Os dados da determinagcdo da composicdo monossacaridica das fragdes
obtidas por extracdo aquosa da casca, polpa e sementes de frutos de S. diploconos
estdo apresentados na Tabela 5. A quantificagdo de acidos urénicos foi realizada
em todas as fracdes, exceto nas extracdes aquosas realizadas a25°Cpor2he4
h devido ao seu baixo rendimento.

A fragdo CW4 apresentou como monossacarideos majoritarios Gal (45%) e
Ara (21%), e acidos urbnicos (11%) sugerindo a presenga de arabinogalactanas
acidas (PAULSEN; BARSETT, 2005). A fragdo CW90, por sua vez, apresentou Glc
(51%) como monossacarideo majoritario, além de Gal (16%), Ara (11%) e teor de
acido urénico (9%). Apesar da extragao prévia com DMSO aquoso, esta quantidade
de Glc pode indicar a presenga de amido (de alta massa molar), uma vez que este
€ soluvel em agua quente. A presenca de polissacarideos pécticos também pode
estar presente devido a presenga dos outros monossacarideos (Gal, Ara, acidos

urénicos). No caso das fragdbes PW4, PW2 e PW90, todas apresentaram alta
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concentragdo de Glc (~ 80%), sugerindo a presenca de glucanas (amido, por
exemplo). Em relagao as fragbes SW4, SW2 e SWOO0, a presencga de Xyl e Glc é
evidenciada nestas fragdes, sugerindo a presenga de polissacarideos como, por
exemplo, xiloglucanas, (BUCKERIDGE et al., 2000).

Tabela 5: Composigdo monossacaridica das fragdes polissacaridicas obtidas a partir da extragcao
aquosa dos frutos de S. diploconos

Composicido Monossacaridica (%)*°

Acidos
Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc urénicos

Cw4 2 7 21 3 3 45 8 11
Cw2 5 3 3 11 29 30 19 Nd
CwW9o0 2 2 10 7 3 16 51 9
PW4 3 1 3 2 tr tr 82 9
PW2 tr 4 8 4 tr 3 81 nd
PW90 3 2 2 tr tr 3 84 6
Sw4 2 1 8 13 7 8 49 12
SW2 2 2 4 38 15 3 36 nd
SW90 1 tr 16 27 18 20 17 1

Fonte: A autora (2020).

Nota: 2 Percentual relativo dos monossacarideos neutros determinado por cromatografia
liguido-gasosa (GLC) na forma de derivados de acetato de alditéis, de acordo com a
metodologia descrita por PETTOLLINO et al. (2012); ® Quantificacdo do teor de acidos
urdnicos foi determinada pelo método colorimétrico do m-hidroxibifenil descrito por
FILISETTI-COZZI; CARPITA (1991); tr — tragos (< 0,5 %); nd: ndo determinado.

A Tabela 6 mostra a composi¢cao monossacaridica das fragées obtidas pela
extragao com acido citrico. As fragdes C1-60, C1f, C5-60 e C5f, apresentaram a Gal
como monossacarideo majoritario, e em menor propor¢ao Ara, Glc e urbénicos. As
fragcbes C5-60 e C5f, apresentaram ambas, 6% Rha. Gal, Ara e Rha séao
monossacarideos neutros tipicos de pectina do tipo ramnogalacturonanas (RG1),
sendo que a presenca de Gal e Ara sugere a presenga de arabinanas, galactanas
e arabinogalactanas, polissacarideos estes, que sdo encontrados associados as
pectinas (formando as cadeias laterais das RG1) (PAULSEN; BARSETT, 2005).
Como verificado para PW4 e PW9O0, as fracbes P1-60 e P1f apresentaram Glc em
torno de 90%, indicativo de glucanas (amido, por exemplo). Este resultado sugere
que o tempo de extracdo com DMSO foi insuficiente para remogao de amido. As
fracdes S1-60, S5-60 e S5f apresentaram como monossacarideos majoritarios Glc,
Man e Xyl, os quais sao tipicamente encontrados em polissacarideos do tipo

glucomanana, mananas e xiloglucanas.
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Tabela 6: Composigdo monossacaridica das fragdes polissacaridicas obtidas a partir da
extracao acida dos frutos de S. diploconos

Composigcido Monossacaridica (%) *°

Acidos
Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc  urdnicos
C1-60 3 tr 13 1 1 60 12 10
Cif 3 tr 22 tr tr 35 23 17
C5-60 6 tr 22 1 1 50 7 13
C5f 6 tr 9 1 2 68 2 12
P1-60 1 tr 2 tr tr 1 90 6
P1f 1 tr 2 1 tr 3 86 7
S1f 1 tr 3 3 21 2 66 4
S5-60 6 tr 9 18 13 10 28 16
S5f 5 tr 5 5 63 11 4 7

Fonte: A autora (2020/ 2021).

Nota: 2 Percentual relativo dos monossacarideos neutros determinado por cromatografia
liguido-gasosa (GLC) na forma de derivados de acetato de alditéis, de acordo com a
metodologia descrita por PETTOLLINO et al. (2012); ® Quantificagdo do teor de acidos
urénicos foi determinada pelo método colorimétrico do m-hidroxibifenil descrito por
FILISETTI-COZZI; CARPITA (1991); tr — tracos (< 0,5 %).

A Tabela 7 mostra a composicdo monossacaridica das fragdes extraidas com
NaOH. Como esperado, as fragdes apresentaram como monossacarideos
majoritarios Xyl, Man e Glc, os quais sao encontrados em polissacarideos do tipo
hemicelulose que s&o tipicamente soluveis em solugbes alcalinas (SCHELLER,;
ULVSKOV, 2010; CAFFALL; MOHNEN, 2009).

Tabela 7: Composigdo monossacaridica das fragdes polissacaridicas obtidas a partir da extracao
alcalina dos frutos de S. diploconos

Composiciao Monossacaridica (%) P

Acidos
Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc  urdnicos
CHA2M 2 15 3 70 3 tr 1 6
CHB2M tr Tr 6 41 18 9 23 3
CHA4M 13 2 6 42 12 5 16 4
CHB4M tr Tr 3 19 30 10 36 2
PHA2M 1 Tr 12 23 17 12 32 3
PHA4M tr Tr 1 75 tr 1 5 18
SHA2M 1 Tr 1 5 83 4 5 1
SHB2M 2 Tr 19 23 26 19 4 7
SHA4M 3 Tr 14 28 19 16 7 13
SHB4M 1 Tr 1 3 83 3 6 3

Fonte: A autora (2020).

Nota: 2 Percentual relativo dos monossacarideos neutros determinado por cromatografia
liquido-gasosa (GLC) na forma de derivados de acetato de alditois, de acordo com a
metodologia descrita por PETTOLLINO et al. (2012); ® Quantificagdo do teor de acidos
urénicos foi determinada pelo método colorimétrico do m-hidroxibifenil descrito por
FILISETTI-COZZI; CARPITA (1991); tr — tragos (< 0,5 %).
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Em funcdo dos resultados obtidos em relacédo: (a) aos rendimentos das
fracdes obtidas pelo método sequencial e da composicdo monossacaridica das
fragbes da casca (Ara, Gal e urdnico), (b) do alto conteudo de Glc nas fragdes do
material polpa e (c) do perfil monossacaridico (Xyl, Glc e Man) encontrado para as
fragdes obtidas a partir da semente de frutos de S diploconos, o material vegetal
casca foi selecionado para obtencao de pectinas utilizando outro método. O método
escolhido para a extragao de pectinas foi o método tradicional (com acido mineral)
na tentativa de obter pectinas, como maior teor de urénicos e maior rendimento.

A composicdo monossacaridica neutra da fragdo CNA apresentou como
monossacarideo majoritario acidos urdnicos (34%), além de Gal (32%) e Glc (30%).
Uma vez que no protocolo utilizado a etapa de extragdo com DMSO aquoso nao foi
realizada, este teor de Glc indica a presencga de um polimero de Glc, como o amido.
O teor de Ara foi de 4% e a presenca de Rha foi menor que 0,5%. O baixo teor de
Ara, comparado com o teor de Ara de 9 a 22% observado para as fragdes da casca
submetidas a extragdo com acido citrico, pode indicar que as condicbes mais
drasticas de extracao tradicional provocaram a remocéao das unidades de Ara, uma
vez que este monossacarideo € o mais labil dentre aqueles encontrados em
pectinas (VORAGEN et al., 1995). Além disso, o baixo teor de Rha e o conteudo de
acidos urbnicos parece indicar a presenca predominante de HG na fragdo CNA.

A fracdo CNA foi submetida ao tratamento enzimatico para remog¢ao do
amido, uma vez que apresentou grande quantidade de Glc na composigéo
monossacaridica. CNA2 apresentou Gal (50%) como monossacarideo majoritario e
em segundo lugar acidos urdnicos (37%). O conteudo de Ara foi de 11% e a
presencga de Rha foi menor que 0,5%, assim como o teor de Glc, demonstrando que
o tratamento enzimatico foi eficiente. O teor de acidos urbnicos encontrado para a
fracdo CNA2 esta abaixo do recomendado para pectinas comerciais, que é 65%
(OVODOV, 2009). Por outro lado, a extracdo tradicional, foi mais rentavel em

relagdo a obtengao de pectinas comparada a extragdo com acido citrico.
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Tabela 8: Composigcdo monossacaridica das fragdes polissacaridicas obtidas a partir da extragéo
com acido mineral (HNO3) de cascas de frutos de S. diploconos

Composicdo Monossacaridica (%) ab
Acidos
Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc urdnicos

CNA tr tr 4 tr tr 32 30 34

CNA2 tr 1 11 tr 1 50 fr 37
Fonte: A autora (2021).
Nota: 2 Percentual relativo dos monossacarideos neutros determinado por cromatografia
liquido-gasosa (GLC) na forma de derivados de acetato de alditdis, de acordo com a
metodologia descrita por PETTOLLINO et al. (2012); ® Quantificagdo do teor de acidos
urénicos foi determinada pelo método colorimétrico do m-hidroxibifenil descrito por
FILISETTI-COZZI; CARPITA (1991); tr — tragos (< 0,5 %).

Em relagao ao teor de grupos acetil, a fragdo CNA2 apresentou 0,09%, valor
este considerado desprezivel. O grau de acetilagdo (DA), assim como o de metil-
esterificacdo das pectinas tem grande impacto nas suas propriedades funcionais,
sendo responsavel pelo seu comportamento de geleificagao (WILLATS; KNOX;
MIKKELSEN, 2006). Pectinas com HG parcialmente substituidas com grupos metil
e acetil foram encontradas no pimentédo (C. annuum) por Popov et al. (2011) e Paik
et al. (2003).

Em relacdo a dosagem de fendlicos todas as fragdes apresentaram
percentual abaixo de 1%, excegédo de C5-60, que foi quantificado em 1,43%.

Considerando os resultados de rendimento, composigdo monossacaridica e
teor de acidos urdnicos, as fragcbes CW4, CW90, C1-60, C1f, C5f, CNA e CNA2
foram selecionadas para as analises adicionais (cromatograficas e

espectroscopicas) para caracterizagao estrutural.

6.4. Analise por cromatografia de exclusao estérica com detector de indice de

refracao e espalhamento de luz

A homogeneidade das fragdes CW4, CW90, C1-60, C1f, C5f, CNA e CNA2
foi determinada por SEC-RI/RALLS. Os perfis cromatograficos das 7 fragcdes estao
mostrados na Figura 10. O detector de indice de refragdo (RI) resulta em um pico
proporcional as concentracdes de polissacarideo presentes na amostra, enquanto
o detector de espalhamento de luz (RALLS) indica a massa molar dos compostos
(VRIESMANN; TEOFILO; PETKOWICZ, 2012). Os compostos que sdo eluidos

37



primeiro sdo aqueles que possuem massa molar maior, seguidos da eluigao de
compostos com massa molar menor (PETKOWICZ et al., 1999).

Os perfis das fragdes CW4 e CWI0 (FIGURA 10) apresentaram um pico
predominante em 20 min, sugerindo compostos de semelhante massa molar. CW4
apresentou um segundo pico em 25 min demonstrando ser uma fragao
heterogénea, enquanto CW90 apresenta um perfil de maior homogeneidade devido
a presenca de um pico majoritario e um de menor intensidade analisados tanto no
RI quanto no RALLS (PETKOWICZ, et al., 1999).

Todas as fragdes extraidas com acido citrico apresentaram perfil
heterogéneo e polidisperso (FIGURA 10). C1-60 apresentou 3 picos, C1f 5 picos e
C5f 4 picos, demonstrando apresentarem moléculas eluidas em tempos diferentes
apresentando um perfil heterogéneo.

CNA apresentou 4 picos correspondendo a familias de moléculas com massa
molecular diferentes, demonstrando a heterogeneidade da fracdo. CNA2
apresentou polissacarideos eluidos em 18,7 min e em 20 min indicando uma fragao
de maior massa molar, demonstrada pelo RALLS e uma menor massa molar,
respectivamente. A presenca de um unico pico por espalhamento de luz coincidente
com o pico de indice de refragdo sugere a presenca de uma populagao isolada. A
comparagao efetuada entre CNA e CNA2 demonstram que 0s processos

enzimaticos e de dialise removeram parte das moléculas de menor massa molar.

38



14 A 14 B
12 4 12 4
104 104
5 s
E | £
¥ 84 { z 8
] |
6+ 6
-y o - sy
4 44
T T T T T 1 T T T T T T T T T T T 1
Q 10 20 30 40 50 80 0 10 20 30 40 50 80
Tempo de retengdo (min) Tempo de retencéo (min)
14 | D
12
S = 104 {
>
< E |
® Z
*] |
° -m-ov-wJ
4 ' T ' ) ! J i ) ! ! ! ! 4 T M T M T T T T T 1
0 10 0 %0 40 50 &0 0 10 20 30 40 50 60
Tempo de rentengdo (min) Tempo (min)
14 E 49
12
12 4
10 < 104
s ] E
£ =
= o
4 4
8+ 8
6 - 64
4 4 T T T T T T T
" T T T T T 1 0 10 20 30 40 50 60
0 10 20 30 40 50 0

T - :
Tempo (min) empo de retengéo (min)

RI, RALS (mV)

Time (min)

Figura 10: Perfil de eluicdo das fragdes CW4 (A), CW90 (B), C1-60 (C), C1f (D), C5f (E), CNA (F) e CNA2 (G) obtidos por

SEC-RI.
NOTA: No eixo y esta representada a detecgéo pelo indice de refragdo em milivolts (mV) e no eixo x estdo representados

os tempos de retengdo em minutos (min). RALLS — espalhamento de luz a 90°
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A massa molar das pectinas pode ser variavel de acordo com a fonte vegetal,
matéria-prima e condi¢des de extragdo. Os valores citados na literatura variam entre
20.000 e 360.000 g/mol para pectinas nativas e entre 35.000 e 120.000 g/mol para
amostras comerciais. A variagdo da massa molar pode ser explicada pela utilizagao
de métodos diferentes de extragdo ou de determinagado da massa molar (CANTERI;
WOSIACKI; SCHEER, 2012; KAR; ARSLAN, 1999).

Para os calculos da massa molar ponderal média, os perfis de eluicdo foram
analisados pelo software OmniSEC e as massas molares calculadas relativas ao
padrao externo de massa molar definida. Os resultados do perfil de eluicdo da
fracdo CW90 nao puderam ser integrados pelo software. Os dados dos valores de
massa molar ponderal média das fracbes CW4, C1-60, C1f, C5f, CNA e CNA2 estao
apresentados na Tabela 9. O pico majoritario de CW4 apresentou menor massa
molar igual a 8,09 x 10* g/mol. Comparando os valores de Mw das fragdes obtidas
com acido citrico, observa-se uma diminuicdo da Mw para a fragao C5f. Este
resultado pode indicar que a condigado de extracdo provocou uma diminui¢ao do
grau de polimerizacgéo, verificado pelo valor de Mw. Ha relatos na literatura que em
condigdes sinérgicas entre temperatura (> 55 °C) e pH (~4,0) podem provocar
diminuicdo do grau de polimerizagao (e de reducdo do grau de metil esterificagéo)
(CANTERI; WOSIACKI; SCHEER, 2012; KAR; ARSLAN, 1999). As massas molares
das fragbes CNA e CNA2 foram “praticamente” idénticas, indicando que o

tratamento enzimatico nao alterou a Mw da fragao CNA.

Tabela 9: Massa molar ponderal média das fragdbes CW4, C1-60, C1f, C5f, CNA e CNA2
determinada por SEC-RI/RALLS

Fracao Mw (g/mol)
Cw4 8,09 x 104
C1-60 3,66 x 10°
C1f 4,12 x 105
C5f 1,01 x10°
CNA 2,56 x 10°
CNA2 2,58 x 10°

Fonte: A autora

Nota: Mw: Massa molar média ponderal. Para os calculos de Mw, os perfis de eluicdo foram
analisados pelo software OmniSEC e as massas molares calculadas relativas ao padréo externo de
massa molar definida.
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6.5. Caracterizagao estrutural por espectroscopia de infravermelho acoplada

ao transformador Fourier (FT-IR)

FT-IR é um método para analise estrutural e quantitativa da pectina,
principalmente para a determinagédo do grau de esterificagdo, um importante fator
de sua caracterizacdo (KACURAKOVA; WILSON, 2001). Uma pequena diferenca
na estrutura e composicao de uma molécula podem causar alteragdes significativas
na intensidade das bandas de absorgao do FT-IR. Por ser uma ferramenta confiavel
e de alta sensibilidade, esta técnica vem sendo utilizada para a elucidacao de
estruturas, propriedades fisicas e interacdes de carboidratos (KACURAKOVA;
WILSON, 2001). Tais elucidagdes sao possiveis devido a formagdo de bandas
caracteristicas para cada grupo funcional. Desta forma, através da analise dos
espectros e pesquisa na literatura € possivel identificar as estruturas presentes nas
moléculas estudadas (SANDULA et al, 1999). Os polissacarideos s&o
caracterizados pela presenga das bandas de -OH e -CH, em 3500 cm™" e 2950 cm-
. respectivamente. A regido entre 2000 e 400 cm™' representa, no caso de
polissacarideos, as diferencas entre um polissacarideo e outro, sendo considerada
como a regiao de “fingerprint” dos carboidratos (FILIPPOV, 1992). As ligagbes
glicosidicas (C-O-C) sao representadas pelas bandas que aparecem entre 1200 a
900 cm™ (KACURAKOVA et al., 2000). A banda em torno de 1750 cm™' é atribuida
a vibragdes de estiramento do C=0 nos grupos carboxil metil-esterificado(-
COOCHs3), e entre 1630-1600 cm™', que representa os grupos carboxilicos livres (-
COOH). As bandas aproximadamente em 1620 e 1420 cm-' s&o atribuidas a
absorbancia da funcédo carboxilica desprotonada (COO") (MARIQUE; LAJOLO,
2002).

A Figura 11 mostra os espectros de FT-IR das fragdes CW4 (A), CW90 (B),
C1-60 (C), C1f (D), C5f (E), CNA (F) e CNA2 (G). As fragdes se mostraram
semelhantes em relagéo a presencga das bandas de -OH e -CH (3500 e 2950 cm™")
caracteristicas para polissacarideo (MONSOOR; KALAPATHY; PROCTOR, 2001).
Também é possivel observar a presenga da banda em 1070 cm™', que representa
os grupamentos C-O-C (MONSOOR; KALAPATHY; PROCTOR, 2001). A banda
identificada entre 1760-1730 cm™' representa o grupamento carboxilico esterificado
(-COOCHS3). Outra banda intensa no espectro esta entre 1630-1600 cm™ que
representa grupos carboxilicos livres (-COOH) (SINGTHONG et al., 2004,
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VRIESMANN; TEOFILO; PETKOWICZ, 2012). Por exemplo, comparando os
espectros das fragbes CW4 e CW9O0 (Figura 11A e 11B), pode-se observar uma

pequena diferencga entre as areas das bandas dos grupos carboxilicos esterificados

e livres.
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Figura 11: Espectros de FT-IR das fragdes CW4 (A), CW90 (B), e C1-60 (C), C1f (D), C5f (E), CNA (F),
CNA2 (G).

Fonte: A autora (2021).

Nota: Amostras anidras analisadas em pastilhas de KBr.



A maior diferenga entre as bandas dos grupos carboxilicos esterificados e
livres pode ser observada nas fragdes extraidas com acido citrico (FIGURAS 11C,
11D e 11E), sendo, mais intensa a banda na regido 1600 cm-'. Para as fragdes CNA
e CNA2 maior intensidade foi observada para a banda correspondente ao
grupamento carboxilico esterificado (-COOCHs3). Ha uma relagéao entre estes dois
grupamentos que determina o grau de esterificacdo dos compostos analisados.
Esta relagcdo diz que com o aumento do grau de esterificagdo a intensidade da
banda dos grupos carboxilicos esterificados aumenta enquanto a intensidade da
dos grupamentos carboxilicos livres tende a diminuir. De maneira semelhante, a
intensidade da banda dos grupos carboxilicos livres aumenta com o decréscimo do
grau de esterificacdo (SINGTHONG et al., 2004).

O grau de metil esterificagao (DE) foi calculado a partir dos espectros obtidos
nas analises de FT-IR, como mostrado na Tabela 10. Para o calculo foram obtidas
e quantificadas as areas das bandas correspondentes aos grupos carboxilicos
esterificados (1749 cm™') e néo esterificados (1630 cm) utilizando o software do
equipamento. As substituicdes metil esterificadas dos acidos urénicos permitem
classificar as pectinas com baixo DE, ou seja < 50%, ou pectina com alto DE (=
50%). Assim, as fracbes CW4 (37,0%), CW9O0 (42,1%), C1-60 (40,5%), C5f (32,6%)
e CNAZ2 (45%) apresentaram caracteristicas de pectinas baixo grau de esterificaco,
enquanto a CNA (59%) de pectina com alta grau de esterificagéo. A literatura relata
que pectinas nativas geralmente apresentam DE maior que 50% e baixo DA
(VORAGEN et al., 1995), o que foi observado, por exemplo, para a fragdo CNA2.

Comparando os valores de DE das fragcbes obtidas com acido citrico,
observa-se uma diminuigdo deste parametro para a fragao C5f, sugerindo que a
condigao de extragdo causou remogao dos grupos metila, além da diminuigdo do
grau de polimerizagao (CANTERI; WOSIACKI; SCHEER, 2012; KAR; ARSLAN,
1999). Analisando os valores de DE das fragbes CNA e CNA2, observa-se uma
reducao de 14% do grau de metil esterificacdo. Condi¢des utilizadas em tratamento
enzimatico podem provocar remogao de grupos metila e pB-eliminagdo, com
concomitante degradacado da cadeia polissacaridica (diminuicdo Mw) (RENARD;

THIBAULT, 1996). Como no caso de CNA2 nado ocorreu diminuicdo de Mw, apesar
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da diminuicdo do grau de esterificacdo, o que provocou esta redugéo precisa ser

esclarecido.

Tabela 10: Grau de esterificagdo das fragdes obtidas pela extragdo sequencial (CW4, CW90, C1-
60, C1f, C5f) e pela extragdo com acido mineral (HNO3) (CNA e CNA2).

Fracoes Grau de esterificagao (%)*

Cw4 37,0
CW90 421
C1-60 40,5
C1f 41,0
C5f 32,6
CNA 59,0
CNA2 45,0

Nota: O grau de esterificagdo foi determinado a partir da relacdo das areas das bandas
correspondentes aos grupos carboxilicos esterificados e nao esterificados utilizando o software do
equipamento

O processo de extragao (tipo de acido, tempo e temperatura) influencia no
tipo de pectina obtida, como descrito pela literatura (BUCHANAN; GRUISSEM,;
JONES, 2000). As extracbes com acido citrico obtiveram pectinas com baixo DE,
diferentemente, da extragao tradicional com acido mineral que extraiu pectinas de
maior DE. Pectinas extraidas de macgad por VIRK; SOGI (2004) também
apresentaram baixo grau de esterificacdo (33,44%) quando comparada com as
extraidas com o acido mineral, no caso o acido cloridrico. Kliemann et al., (2009)
extraiu pectina da casca de maracuja amarelo (Passiflora edulis flavicarpa) e
encontrou valores referentes ao grau de esterificagcdo mais baixos para amostras
extraidas com acido citrico do que as extraidas com acido cloridrico.

O grau de metil-esterificagdo (bem como de acetilagdo) das pectinas tem
grande impacto nas suas propriedades funcionais, sendo responsavel pelo seu
comportamento de geleificagdo associado com outras variaveis interdependentes,
como a massa molar, heterogeneidade, pH, presenca de agucares e outros solutos
(CANTERI; WOSIACKI; SCHEER, 2012; WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006).
Pectinas nativas geralmente possuem alto DE e baixo DA (VORAGEN et al., 1995),
fato também observado nas pectinas da casca de S. diploconos quando

comparamos os resultados do grau de metilagao e acetilagéo.
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Quanto a fungdo medicinal, pectinas com um baixo teor de esterificacédo e
menor massa molar (<10 kDa) mostraram-se mais eficiente para a prevencao de

metastases do cancer e reducao do colesterol (LIU et al., 2010).

6.6. Caracterizagao estrutural por espectroscopia de ressonancia magnética

nuclear

As fragcbes CW4 e CW90 foram investigadas por 2D-RMN HSQC e C1-60,
C1f, C5f, CNA e CNA2 por RMN-"3C. Nenhuma informacgé&o sobre analises de RMN
de polissacarideos de frutos de S. diploconos foi encontrada na literatura. Os sinais
foram assinalados baseando-se em dados de deslocamentos quimicos de
polissacarideos de frutos como cubiu (S. sessiliflorum) pertencente a familia
Solanaceae (COLODEL et al., 2017), e frutos de outras familias como jambo
(Syzygium jambos) (TAMIELLO et al., 2018) e guarana (Paullinia cupana)
(DALONSO; PETKOWICZ, 2012), e outras referéncias (DELGOBO et al.,1999;
OVODOVA et al., 2005; ZHU et al. 2021).

O espectro HSQC da fracdo CW4 (FIGURA 12) apresentou na regido
anomérica as correlagdes (C1/H1) em & 99,8/5,37,100,1/4,96, 104,4/4,62 e
107.8/5.08, atribuidos, respectivamente, as unidades de a-D-Glcp, a-D-6MeGalpA,
B-D-Galp, a-L-Araf. Outras correlagdes de baixa intensidade também foram obtidas
em 0 92,2/5,42,99.1/5,13, 99.4/5,11. A correlacido em & 99,4/5,11 pode ser atribuida
ao C1/H1 das unidades de a-D-GalpA (ndo metil esterificadas) e & 99,1/5,13 pode
ser atribuida ao C1/H1 das unidades de a-L-Rhap. Para as unidades de a-D-GalpA
(metil esterificadas e nao esterificadas) as correlacbes em & 68/3,74, 68,2/3,99 e
78,7/4,46 podem ser atribuidas, respectivamente, para C-2/H-2, C-3/H-3 e C-4/H-4.
As correlagdes em & 70,5/5,05 e 71,5/3,65 podem ser atribuidas ao C-5 das
unidades metil esterificadas e nao esterificadas, respectivamente. O CH3-C6 das
unidades de a-D-6MeGalpA apareceu em 52,8/3,81. Nao foram observados os
sinais de C6 da carboxila esterificada nem da livre.

Correlagdes das unidades de a-L-Araf, para C-3/H3 e C-4/H-4 foram
atribuidas em & 76,9/4,00 e 81,1/4,13. Para C-5/H-5 foram assinaladas as
correlagbes em & 67,3/3,88 e 61,7/3,70, respectivamente, para unidades O-5
substituidas e nao substituidas. Sinais de B-D-Galp foram encontrados em &
71,7/3,64, 73,4/3,76, 77,7/4,15, 74,5/3,70 e 60,8/3,82 referentes a C-2/H-2, C-3/H3,
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C-4/H-4, C-5/H-5 e C-6/H-6, respectivamente. Para as unidades de a-D-Glcp foram
observadas as correlacbes em & 71,6/3,65, 73,4/3,76, 77,6/3,64, 71,4/3,5,
60,6/3,72, respectivamente, para C-2/H-2, C-3/H-3, C-4/H-4, C-5/H-5 e e C-6/H-6.
Estes sinais sao tipicos da amilose, glucana linear a-1—4 ligada (DALONSO;
PETKOWICZ, 2012). Sinais em & 39,0, 44,2 e 44,3 podem ser indicativos da
presenca de proteinas (WISHART; SYKES, 1994). Nenhum outro sinal referente a
unidades de a-L-Rhap pode ser assinalado.
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Figura 12- Espectros de HSQC da fragdo CW4 em D-0, a 70°C
Fonte: A autora (2021)
Nota: Valores numéricos em & (ppm)

O espectro de HSQC da fragdo CW90 (FIGURA 13) apresentou na regiao
anomérica as correlagdes (C1/H1) em & 99,8/5,36,100,1/4,96, 104,4/4,62 e
107,8/5,08. Esses sinais foram semelhantes aos descritos para fracdo CW4,
indicando a presenca de unidades de a-D-Glcp, a-D-6MeGalpA, D-GalpA, B-D-Galp,
e a-L-Araf. Outra correlagao de baixa intensidade foi obtida em & 99,6/5,13, poderia

ser atribuida a unidades de D-GalpA (ndo metil esterificadas) ou L-Rha. Para as
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unidades de D-GalpA, as correlagcoes em & 68/3,74 referem-se a C-2/H-2 e C-3/H-3
e em 78,7/ 4,64 a C-4/H-4. O C-5 das unidades esterificadas e n&o esterificadas
foram, respectivamente, atribuidos em & 70,5/506 e 71,6/,64. Além disso, pode-se
observar a presenga do grupo O-metil (COOCH3) em 6 52,8 e do C6 referente ao
COOCHs em 170,8 ppm, corroborando com os resultados do FT-IR. Os sinais
referentes as unidades de a-L-Araf foram assinalados em & 82,3/4,20, 76,9/4,0,
81,1/4,13 e 67,3/3,88, respectivamente, para C-2/H-2, C-3/H-3, C-4/H-4 e C-5/H-5.
Para as unidades de B-D-Galp, foram atribuidos os assinalamentos em 6 71,7/3,64,
73,4/3,76, 77,7/4,15, 74,5/3,70 para C-2/H-2, C-3/H-3, C-4/H-4 e C-5/H-5,
respectivamente. As correlagcbes C-6/H-6 em 6 60,8/3,82 e 69,5/3,70 correspondem
aos C-6 nao substituidos (livres) e substituidos. Os sinais das correlagdes C/H dos
carbonos 2 a 6 das unidades de a-D-Glcp foram encontrados, respectivamente, em
5 71,7/13,64,73,4/3,76, 77,6/3,64, 71,4/3,89 e 60,7/3,72. Como para CW4, nenhum
outro sinal referente a unidades de a-L-Rhap pode ser assinalado.

Os espectros de RMN-'3C das fragdes C1-60, C1f e C5f (FIGURA 14),
apresentaram o assinalamento de O-metil em 6 52,8 ppm e os assinalamentos dos
C-1 e C-4 das unidades de a-D-GalpA em 100,1 e 78,7 (ou 78,6). Para os carbonos
2 e 3 ocorreu sobreposig¢ao dos assinalamentos em 6 68,2. Os assinalamentos em
6 70,5 e 71,7 correspondem aos C-5 das unidades metil esterificadas e nao metil
esterificadas, respectivamente. A fracdo C1f apresentou o sinal de carboxila metil
esterificada (C-6) em 170,8 ppm. Para as fragdes C1-60, C1f e C5f, os sinais de (3-
D-Galp foram atribuidos em & 104,4, 71,7, 73,4, 77,6, 74,6 (ou 74,5) para os
carbonos 1 a 5, respectivamente. Os sinais de C-6 livres e 6-0 substituidos de -D-
Galp foram atribuidos em & 60,9 e 69,6, respectivamente. C1f também apresentou
para as unidades de a-L-Araf, os assinalamentos em 6 107,6 e 110,2 (C-1), 82,3 (C-
2), 81,0 (C4), 67,0 (C5). A fracdo C1-60 apresentou somente o assinalamento de
C-1 para as unidades de a-L-Araf em 6 107,6. Os assinalamentos das unidades de
a-D-Glc foram assinalados somente na fracédo C1f, sendo em 6 99,9 (C-1), 71,7 (C-
2),73,4 (C-3), 77,6 (C-4). Para a fracao C1f foram assinalados na regiao anomérica
os sinais em 0 98,1 e 98,5, para unidades de a-L-Rha. Outros sinais referentes a

esse monossacarideo ndo foram observados.
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Figura 13- Espectros parciais de *C-RMN (A) e de HSQC (B) da fragdo CW90 em D20, a
70°C

Fonte: A autora (2021)

Nota: Valores numéricos em & (ppm)
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Os espectros de RMN-'3C das fragdes CNA e CNA2 estdo mostrados na
FIGURA 15. Para o carbono do grupamento O-metil, foram atribuidos os
assinalamentos em 6 52,8 e 52,6 para a fragdo CNA e 52,8 para a CNA2. Para a
CNA, os carbonos de a-D-GalpA foram assinalados em 6 100,1 (e 99,0) (C1), 68,0
(C2 e C3), 78,7 (C4), 70,5 e 71,7 (C5 das unidades metil esterificadas e ndo metil
esterificadas), e 170,5 (COOCHs3). Para a CNAZ2, os assinalamentos para a-D-GalpA
foram atribuidos em 6 100,1 (e 99,3) (C1 de unidades metil esterificadas e nao metil
esterificadas), 68,2 (C2 e C3), 78,7 (C4), 70,5e 71,7 (C5), e 170,5 (C6). Para ambas
as fracoes (CNA e CNA2) foram atribuidos os assinalamentos em 6 104,4, 71,7,
73,4, 77,7, 74,5, referentes aos carbonos 1 a 5 das unidades de B-D-Galp. CNA
também apresentou o sinal em 6 103,6 de C1 de unidades de extremidades nao
redutoras de (3-D-Galp. Sinais de carbono anomérico de unidades de a-L-Arafforam
assinalados em 109,6 (CNA) e em 106,7, 109,8 (CNA2). Os sinais de a-D-Glc
somente foram encontrados para a fragdo CNA, corroborando com os resultados de
composicao monossacaridica e reforcando que o tratamento enzimatico para
remocao do amido foi eficiente.

Os assinalamentos obtidos a partir das analises de RMN das fragcbes CW4,
CW90, C1-60, C1f, C5f, CNA e CNA2 foram copilados na Tabela 11.

Outras pectinas encontradas na literatura, como de frutos de outras
solanaceas, como pimentdo (Capsicum annum) (DO NASCIMENTO; IACOMINI;
CORDEIRO, 2017) e tamarillo (S. betaceum) (DO NASCIMENTO; IACOMINI;
CORDEIRO, 2016) apresentaram assinalamentos similares ao descrito para as de

S. diploconos.
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As correlacbes encontradas corroboram com o0s monossacarideos
encontrados nas analises de RMN. As analises de RMN foram importantes para
identificacdo do tipo de acido urénico, pelos assinalamentos caracteristicos de
unidade de GalpA. Por outo lado, a presenga de Rha, pelos sinais apresentados
nao foi devidamente esclarecida pelos experimentos realizados. Assim,
experimentos adicionais para fracionamento e purificacdo, bem como, para melhor
caracterizagdo da estrutura quimica dos polissacarideos presentes nas fracoes
Serao necessarios.

A partir dos dados de composigdo monossacaridicas (neutra e teor de acidos
urbnicos) foi estimado o percentual de homogalacturonanas (% HG) e
ramnogalacturonanas tipo | (% RG1), para as fragdes analisadas por SEC-RI-
RALLS, FT-IR e RMN (TABELA 12). Pela estimativa da relagdo HG/RG1 é possivel
inferir sobre a predominancia dos tipos de pectinas (HG e RG1) (M'SAKNI et al.,
2006). A estimativa de outros polissacarideos (denominados nao pécticos), como
glucanas (amido) e outros também pode ser avaliada.

Tabela 12: Estimativa percentual de homogalacturonanas (%HG) e ramnogalacturonanas tipo |
(%RG1) e outros polissacarideos ndo pécticos nas fragdes

- —— ,
FRACOES  %HG %RG1  HG/RGI DE e ':‘;'c')sszgfi‘;f:“

Ccwa 9 70 0.13 37 21

CW90 7 30 0,23 42,1 63

C1-60 7 79 0,09 40,5 14

c1f 14 63 0,22 41 23

C5f 6 89 0,07 326 5

CNA 335 37 0,91 59 30

CNA2 36,5 62 0,59 45 2

Nota: Percentuais calculados de acordo com a metodologia de M’'SAKNI et al., 2006.
Para as racdes CNA e CNA2 o teor de Rha foi considerado 0,5% (tragos). DE: grau de metil
esterificacao, calculado por FT-IR.

De acordo com as estimativas de HG/RG1 as fragbes extraidas com acido
citrico apresentam maior proporgéo de RG1 e a fragdo CW90 & a que tem maior %
de polissacarideos nao pécticos, que neste caso seria o amido (considerando os
dados de composi¢cdo monossacaridica e RMN). Apesar das analises de RMN nao
demonstrarem a presenca de Rha, mostraram de maneira concisa a presenca de
Ara e Gal, que sdo monossacarideos neutros tipicos presentes nas cadeias laterais
de RG1, indicando presenga de arabinanas, galactanas e arabinogalactanas
(PAULSEN; BARSETT, 2005). Diferentemente, as fracdes obtidas com &acido
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nitrico, apresentaram maior quantidade de HG, e CNA tem também 30% de
polissacarideos nao pécticos (amido), corroborando os dados de composigao
monossacaridica.

Considerando a composi¢ao monossacaridica das fracées analisadas (vide
TABELA 5 e 6), juntamente com os dados das analises de FT-IR e de
deslocamentos quimicos obtidos nas analises de RMN, e a estimativa de HG/RG1
(TABELA 12) pode-se sugerir a presenca de:

e Homogalacturonana com baixo grau de metoxilacdo: cadeia principal de
GalpA unidas por ligacao do tipo a-(1—4) com grupos metil, esterificados em
C-6;

e arabinogalactanas tipo 1: cadeia principal de -D-Galp unidas por ligagéo do
tipo B-(1—4), substituidas em O-6 por unidades de a-L-Araf ou cadeias
laterais de a-L-Araf unidas por ligagao do tipo a-(1—5) ou por cadeias laterais
de B-D-Galp unida por ligagao do tipo B-(1—06);

e galactanas: B-D-Galp unidas por ligagéo do tipo -(1—4) ou tipo B-(1—6);

e glucanas: cadeia principal de a-D-Glcp unidas por ligagéo do tipo a-(1—4).

Quando comparamos com outras espécies de frutos, mesmo os
pertencentes a familia Solanaceae, podemos encontrar polissacarideos diferentes.
Houbel et al. (2011) encontrou em frutos de tomate (S. lycopersicum) pectinas com
grande linearidade geralmente com baixo grau de ramificagdo do tipo RG1 e alto
grau de metoxilagdo. Do Nascimento et al., (2015) e Do Nascimento; lacomini;
Cordeiro (2016) encontraram em frutos de tamarillo (S. betaceum)
homogalacturonanas altamente metil esterificada, com inser¢des de RG1 com
cadeias laterais de AG-I, arabinana linear (1—5) ligada. Popov; Paik (2003)
encontraram nos frutos de pimentdo (Capsicum annuum) HG parcialmente
substituida com grupos metil e acetil (denominado capsicuman) e arabinogalactana
acida. Redgewell (2011) encontraram em frutos de Goji berry (Lycium barbarum)
RG, glucana, 4-O-metil-glucuronoxilana, xiloglucana, manana e AGP. Tong et al.
(2008) encontrou em frutos de fisalis (Physalis alkekengi) uma fragéo
polissacaridica contendo Ara, Gal, Glc e GalpA. Colodel et al., (2017) encontrou em
frutos de cubiu (S. sessiliflorum) pectinas com elevado teor de acidos urdnicos e

presenca de Rha, Gal e Ara. Esta variedade se da pelo fato que a composi¢cao
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molecular e os arranjos dos polimeros de parede celular diferem entre espécies,
tecidos de uma unica espécie, células individuais e até mesmo regides da parede
(CARPITA; MCCANN, 2015). Até mesmo entre as diferentes formas de extracdes
podemos notar diferengca na composi¢do dos polissacarideos de S. diploconos,
como ja descrito por Pagan et al. (2001) e Buchanan; Gruissem; Jones (2000) a
forma de extracao influencia no polissacarideo obtido. Segundo Fracasso (2017) a
diminuicao do acido urdnico se da devido a B-eliminagao quimica, reacao que cliva
e desesterifica o esqueleto de HG por meio de uma degradagédo enzimatica das
pectinas que ocorre principalmente em condi¢des alcalinas.

No caso de frutos de S. diploconos, pode-se dizer que ha potencial a ser
explorado com o intuito de aprimorar a extragcdo com acido nitrico para aumentar o
teor de acidos urdnicos. Apesar deste método ter menores vantagens ambientais,
a extragdo com acido nitrico se mostrou mais eficiente em diversos aspectos, sendo
a melhor escolha para extragdo para fins de obtencdo de polimero do tipo
homogalacturonana metil esterificada, nao excluindo a necessidade de
aprimoramento de técnicas de extracdo com acido citrico para fins comerciais a fim

de manter as caracteristicas sustentaveis deste trabalho.
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7. Conclusoes

Frutos de S. diploconos apresentaram pectinas com diferentes
caracteristicas dependendo das condigbes de extragdo. A extragcdo com acido
nitrico apresentou-se mais eficiente em diversos aspectos, sendo a melhor escolha
de extracao para fins experimentais, apesar de ser, o acido citrico a melhor escolha
para fins comerciais visando as caracteristicas sustentaveis deste trabalho.
Extracbes aquosas apresentam bom rendimento, porém também podem extrair
grande quantidade polissacarideos nao pécticos.

Os dados da composi¢ao monossacaridica juntamente com os resultados
das analises SEC-RI-RALLS, FT-IR e RMN sugerem a presenca de
homogalacturonanas e ramnogalacturonanas tipo | nas fragdes extraidas com acido
citrico. Apesar das analises de RMN nao demonstrarem a presenca de Rha,
mostraram de maneira concisa a presencga de Ara e Gal, que sdo monossacarideos
neutros tipicos presentes nas cadeias laterais de RG1, indicando presenca de
arabinanas, galactanas e arabinogalactanas. As fragdes obtidas com acido nitrico,
apresentaram maior quantidade de homogalacturonana metil esterificada.

Comparando variadas espécies de frutos da familia Solanaceae, podemos
encontrar na literatura polissacarideos diferentes, enfatizando a necessidade da
exploracgéo cientifica destas espécies. O uso de frutos de S. diploconos como fonte
de pectinas se mostrou promissor, tanto pela disponibilidade, quanto pela

preocupacao ambiental de conservacao da espécie.
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