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RESUMO

As sementes de agai (E. oleracea Mart.) sdo residuos da producdo da polpa que contém até
50% de manana em sua massa seca total. A despolimerizacdo de manana libera manose e
manano-oligossacarideos. No entanto, a semente de acgai é recalcitrante a desconstrucdo por
acdo enzimatica. Compreender a estrutura desse polissacarideo pode ajudar a identificar as
limitagdes de seu processamento visando aumentar a eficiéncia da bioconversdo. Para isso,
uma fra¢do insoldvel foi isolada das sementes e avaliada por ressonincia magnética nuclear
(RMN) em solucio. Os espectros 'H/'*C de HSQC foram atribuidos a uma p-D-manana, e os
espectros de 'H/'*C HMBC confirmaram a presenca de ligacdo glicosidica p(1—4) entre as
unidades Manp por meio dos picos cruzados a 4,73/78,0 ppm (H-1/C-4) e 3,88/101,8 ppm (H-
4/C-1). Todavia, devido a dificuldade de solubilizar a amostra, a fragdao isolada também foi
avaliada por RMN de sélidos. Os resultados confirmaram ser uma manana linear, notando
ainda a presenca de polimorfos cristalinos I e II a partir da deteccio dos sinais
correspondentes ao carbono 5 de ambas as formas em 70,2 e 70,9 ppm, respectivamente. A
avaliacdo da cristalinidade dessa fracdo por difracdo de raios-X (DRX) teve picos de
intensidade 20 igual a 16°, 18°, 20°, 24° e 26°, que correspondem aos planos 110, 111, 200,
210, 211, respectivamente. Este perfil é semelhante a uma forma cristalina de manana tipo I,
predominante na amostra. No entanto, o perfil de DRX também revelou um pico em 22,5°
caracteristico do plano cristalino 200 de celulose If, indicando uma possivel contaminacio da
amostra. A contaminacio foi corroborada pelo comportamento de degradacdo térmica da
amostra e pela andlise composicional, que indicou a relagdao de 78:19:2 entre man:glc:gal.
Assim, a amostra foi reavaliada por RMN em solucdo equipado com criosonda, visando
aumentar a sensibilidade do método. Entretanto, nao possivel notar o sinal de 'H/'3C referente
ao anomérico do residuo Gal-(1— sendo necessario a otimiza¢do do método para confirmar a
ramificacdo da cadeia. Para superar os problemas de contaminagdo, a manana das sementes de
acai também foi analisada in sifu, por imunolocalizacdo. A andlise permitiu ndo sé identificar
a concentracdo de manana linear na parede celular do endosperma maduro, como também
permitiu monitorar a transformag¢do de galactomanana em manana linear ao longo do
desenvolvimento do fruto. Assim, a identificacdo da estrutura de manana em semente de acai
foi realizada pela primeira vez. Os resultados obtidos podem direcionar estratégias para
reduzir a cristalinidade da manana e sele¢do de enzimas mais adequadas para a hidrélise dessa
biomassa recalcitrante.

Palavras-chave: Semente de acai. Manana linear. Caracterizacdo estrutural. E. oleracea Mart.



ABSTRACT

Acai seeds (E. oleracea Mart.) are a byproduct of pulp production, with 50% of their total dry
weight consisting of mannan. The depolymerization of mannan releases mannose and
mannan-oligosaccharides. However, acai seeds are recalcitrant to deconstruction by
enzymatic action. Understanding the structure of this polysaccharide can help identify the
limitations of its processing, with the aim of increasing the efficiency of bioconversion. For
this purpose, an insoluble fraction was isolated from the seeds and evaluated by solution
nuclear magnetic resonance (NMR). The 'H/"*C HSQC spectra were attributed to a B-D-
mannan, and the 'H/'3C HMBC spectra confirmed the presence of a P(1—4) glycosidic
linkage between the Manp units through cross-peaks at 4.73/78.0 ppm (H-1/C-4) and
3.88/101.8 ppm (H-4/C-1). However, due to the difficulty of solubilizing the sample, the
isolated fraction was also evaluated by solid-state NMR. The results confirmed it to be a
linear mannan, with the presence of crystalline polymorphs I and II, detected by signals
corresponding to carbon 5 of both forms at 70.2 and 70.9 ppm, respectively. The crystallinity
of this fraction was assessed by X-ray diffraction (XRD), which showed peaks at 20 values of
16°, 18°, 20°, 24°, and 26°, corresponding to planes 110, 111, 200, 210, and 211, respectively.
This profile is similar to that of a crystalline form of type I mannan, which predominated in
the sample. However, the XRD profile also revealed a peak at 22.5°, characteristic of the 200
crystalline plane of cellulose If, indicating possible sample contamination. The contamination
was corroborated by the thermal degradation behavior of the sample and compositional
analysis, which indicated a 78:19:2 ratio of Man:Glc:Gal. Consequently, the sample was re-
evaluated using solution NMR equipped with a cryoprobe to increase the sensitivity of the
method. However, it was not possible to observe the 'H/*C signal corresponding to the
anomeric position of the Gal-(1— residue, making further optimization of the method
necessary to confirm the chain branching. To overcome contamination issues, the mannan
from agai seeds was also analyzed in situ through immunolocalization. The analysis not only
allowed for the identification of linear mannan in the mature endosperm cell wall but also
enabled the monitoring of the transformation of galactomannan into linear mannan throughout
fruit development. Thus, the structure of mannan in acai seeds was identified for the first
time. The results obtained can guide strategies to reduce the crystallinity of mannan and select
more suitable enzymes for the hydrolysis of this recalcitrant biomass.

Keywords: Acai seed. Linear mannan. Structural characterization. Euterpe oleracea Mart.
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1 INTRODUCAO

Os dados mais recentes sobre o cultivo de agai (Euterpe oleracea Mart.) no Brasil
indicam a intensificacio de sua produgdo, atingindo 1.946.622 toneladas em 2022
(https://sidra.ibge.gov.br). A producdo visa atender a crescente demanda por este fruto
popularizado pelos seus efeitos nutracéuticos benéficos a saude. Entretanto, assim como
aumento de sua notoriedade no cendrio atual, cresce a preocupacdo relacionada a grandes
volumes de residuos de produgdo gerados. Dentre esses residuos, as sementes representam sua
maioria, uma vez que aproximadamente 85% da massa total do fruto correspondem a esta
fracdo (Pessoa et al., 2010). Estima-se que sejam gerados mais 1.650.000 t/ano de sementes
como residuo da producdo da polpa comestivel. Entretanto, hd um descaso no descarte desse
material que resulta em problemas ambientais causados pelo actimulo inadequado das
sementes a céu aberto.

Atualmente, sdo poucos os usos das sementes € nenhuma das aplicacOes aproveita o
real potencial desse material para gerar produtos com maior valor agregado. Como exemplo,
atualmente as sementes sdao usadas apenas como adubo, geracdo de calor, eletricidade, ou
artesanato (Oliveira et al., 2015; Pinto et al., 2010; Votorantim, 2018). Os resultados que
integram a dissertacdo de mestrado que antecede essa tese de doutorado (Miguez, 2020) e a
publicacdo de Monteiro, Miguez e colaboradores (2019) mostraram que a semente de agai €
composta majoritariamente por carboidratos, que representam 57% da sua massa seca total.
Além disso, aproximadamente metade da massa do fruto corresponde a um tnico
polissacarideo, a manana.

A manana € um polimero formado por monossacarideos de manose que pode
apresentar diferentes classificagdes a depender da presenga de ramificacdes de galactose ou
residuos de glicose na cadeia principal (Moreira; Filho, 2008). J4 a manoseé um agucar de alto
valor, com significativa relevancia e aplicacio em diversos nichos de mercado, sendo
utilizada como matéria-prima na produgdo de variados bioprodutos. Entre esses, destacam-se
os produtos das industrias cosmética, farmacéutica e alimenticia, em virtude do seu potencial
como ingrediente funcional e de suas fungdes bioldgicas (Hu et al., 2016). Assim, o alto
conteido de manana das sementes de acai, representam, portanto, uma oportunidade de

aproveitamento desse residuo para produ¢do de manose.
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Pensando nesse potencial das sementes, o grupo de trabalho do laboratério estabeleceu
dois métodos patenteados para obten¢do de manose a partir de sementes de acai (BR
102018067282-7 e BR 102023005989-9). Um desses processos avaliou o uso de &4cido
oxdlico para despolimerizar a manana em uma Unica etapa. Esses 4dcidos possuem baixo
potencial de ionizacdo, o que reduz as reacoes de desidratagdo e a formacao de produtos de
degradacdo, potencializando a producdo de manose em condicdes reacionais mais brandas
(Breslow, 1995; Lee; Jeffries, 2011).

Em um processo alternativo, buscou-se avaliar a hidrélise enzimética para promover a
conversao de manana de sementes das acai em manose. No entanto, a atua¢do das enzimas
hidroliticas na manana da semente de acgai foi limitada, resultando em rendimento de hidrélise
de apenas 3%. Em funcdo da notdvel recalcitrancia da biomassa, foi necessario uma pré-
hidrolise da biomassa utilizando acido diluido. Dessa maneira, o método combinado de
hidrélise com dacido diluido e mananases comerciais permitiu a conversdao da manana a
manose com rendimento de 96,8% (Monteiro et al., 2019).

A recalcitrancia da biomassa pode ser causada por diversos fatores, estando
frequentemente ligada as propriedades fisico-quimicas da parede celular vegetal. Esses fatores
podem incluir aspectos estruturais relacionados aos polissacarideos, como a drea superficial
especifica, a cristalinidade e o grau de polimerizacdo de manana. Além disso, também pode
estar associada a outros fatores quimicos como o teor de lignina, por exemplo (Zoghlami;
Paés, 2019). Tais fatores estdo fortemente interligados e sdo dificeis de dissociar, resultando
em barreiras fisicas que protegem a manana da desconstru¢do ndo s6 quimica como
enzimatica (Melati et al., 2019).

Sabe-se que a estrutura que a manana assume determina ndo sé as suas propriedades,
mas impacta na forma que serd processada uma biomassa com alto conteido de manana
(Moreira; Filho, 2008). Portanto, entender a estrutura da manana contida nas sementes de acai
pode ajudar a identificar as limita¢des de seu processamento buscando melhorar a conversao
de manana a manose em um processo mais sustentdvel.

Até o momento, ndo se sabe como as unidades de manose estdo organizadas na
estrutura que a manana assume em sementes de acai. Entretanto, a composi¢do de residuos
glicosil de diferentes fracdes de sementes de agai indica que 90% da fracdo de agucares do
endosperma corresponde a unidades de manose (Miguez, 2020). Desse modo, A elucidagdao

estrutural da manana contida nas sementes de acai permitiria aumentar o conhecimento sobre
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o grau de substituicdo desse polissacarideo e os tipos de ligacdo glicosidicas envolvidas,
facilitando a escolha de enzimas mais adequadas as peculiaridades da semente de acai.

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo entender a estrutura da manana
contida nas sementes de acai, assim como a avaliacdo de fatores que impactam na sua
recalcitrancia. Para isso, diferentes aspectos da natureza quimica e fisica do polissacarideo
foram analisados por variadas técnicas analiticas complementares. As metodologias de
caracterizacdo foram escolhidas de modo a se sobrepor e auxiliar na compreensao da estrutura
macromolecular da manana. A espectroscopia por ressonincia magnética nuclear (RMN) foi
utilizada para determinar a configuragdo anomérica, o grau de substituicdo, e a sequéncia de
ligacdo de agucares monoméricos (Yao et al., 2021). A composicao de residuos de glicosil foi
determinada por cromatografia gasosa por meio da derivatizacdo dos carboidratos pelo
método alditol acetato (ASTM, 2007; Liu et al., 2021). Além da avaliacio da estrutura, alguns
parametros como tipo, cristalinidade e comportamento térmico do polissacarideo influenciam
as propriedades mecanicas da parede celular vegetal. Assim, essas caracteristicas fisico-
quimicas também foram monitoradas por métodos consolidados como difracdo de raios-X
(DRX) e andlises termogravimétricas (TGA).

Para evitar perder informacgdes da estrutura dos polissacarideos que foram isolados da
parede celular vegetal, o perfil glicomico e a imunolocaliza¢do utilizando anticorpos
monoclonais (mAbs) e médulos de ligacdo a carboidratos (CBMs) foram escolhidos como
metodologias analiticas. Essas ferramentas permitiram avaliar ndo apenas a estrutura de
polissacarideos in situ, mas também monitorar mudang¢as na composicao e estrutura da parede
celular vegetal de modo a compreender a estrutura molecular de manana ao longo do
desenvolvimento do fruto e quais seriam as interacdes com outros polissacarideos estruturais
(Freshour et al., 2003; Knox, 1997).

Portanto, espera-se que a elucidacdo estrutural da manana contida nessas sementes e
sua interagdo com outros polissacarideos estruturais contribua para otimizar esfor¢os no
aproveitamento dessa matéria-prima ao contribuir para estabelecer uma estratégia eficaz de
processamento do residuo para a obtencdo de manose e manano-oligossacarideos (MOS).

O texto a seguir foi estruturado iniciando com uma revisao bibliogréfica acerca topicos
essenciais para o entendimento do estudo, seguida da justificativa, apresentando a relevancia e
importancia do trabalho. Posteriormente, sdo descritos os objetivos e a metodologia adotada
para atingi-los. Por fim, os resultados obtidos sdo apresentados e discutidos para conclusdo do

trabalho, finalizando com possibilidades para a continuidade desse estudo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ACAIL: BENEFICIOS, NOTORIEDADE E PRODUCAO

O acai é um fruto tipico da palmeira Euterpe oleracea Mart. da familia das Arecaceae,
nativa da Floresta Amazonica. De alto valor nutricional e boas caracteristicas sensoriais, 0
acai ¢ considerado uma “superfruta” com macronutrientes e compostos bioativos benéficos a
sadde (Oliveira et al., 2015).

Nos artigos de revisdo de Schauss ef al. (2016) e Pantoja et al. (2022) € possivel
encontrar um resumo dos componentes que ja foram identificados na polpa de acai. Um dos
principais constituintes do perfil quimico da polpa de acai s@o os compostos fendlicos. A
presenca desses compostos, em particular das antocianinas, estdo associados ao potencial
antioxidante do fruto, tendo sido associado a prevencdo de doencas neurodegenerativas (Silva
et al., 2023). Por esses compostos também estarem relacionados a propriedades anti-
inflamatdrias, hd pesquisas que atrelam o consumo do fruto ao tratamento de inflamagdes
cronicas, como diabetes, dislipidemia, hipertensio e doencas cardiovasculares. Seus efeitos na
saude humana vao além, abrangendo a estudos que indicam seu potencial anticancer,
antimicrobiano, antinociceptivo, anticonvulsivante, antileishmania, atividade
antienvelhecimento e efeitos vasodilatadores (Laurindo ef al., 2023).

Além disso, a literatura indica que o agai tem alto contetudo de lipideos, tornando-o um
alimento rico em energia. Ele € constituido por uma variedade de 4acidos graxos,
predominantemente monoinsaturados, poliinsaturados e saturados (Pantoja; Silva, 2022).
Adicionalmente, o acai ¢ uma fonte de nutrientes essenciais, incluindo vitaminas, minerais,
fibras alimentares, proteinas, esterdis, aminodcidos e reduzido teor de carboidratos (Pantoja;
Silva, 2022; Schauss, 2016).

Assim, o agai é considerado um alimento completo, o que o torna uma “superfruta”,
impulsionando sua crescente popularidade. Esse status resultou na integracdo do fruto em
diferentes nichos de mercado, como os setores alimenticio, farmacéutico e cosmético (Souza
et al., 2020). A polpa que antes era consumida como um alimento bdsico restrito a regido
norte do pais, hoje estd inserida em sobremesas, bebidas, suplementos, vitaminas, e até
mesmo como produtos cosméticos de cuidados pessoais (Sebrae, 2015).

Desse modo, a crescente popularidade do agai estimulou a expansdao do consumo da
fruta para além das regides produtoras. Embora o consumo seja predominantemente local, o

alcance comercial do agai se estendeu a mais de 70 paises em todos os continentes, refletindo
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seu estdgio avancado de difusdo global (https://www.conab.gov.br/). Para atender a demanda
em expansdo pela polpa de acai, foram promovidos avancos agrotecnolégicos, resultando no
aumento significativo da producgdo (Silveira et al., 2023).

O agaizeiro Euterpe oleracea Mart. € uma espécie tropical nativa da regido Amazdnica
e, portanto, tem forte incidéncia no norte do Brasil. E nessa regido, sobretudo no estudrio do
rio Amazonas, que se concentram as maiores populagdes naturais dessa espécie,
principalmente nos estados do Pard e Amapd. A palmeira apresenta multiplas estipes por
touceiras ocorrendo naturalmente em dreas alagadas de varzea com solos eutréficos (ricos em
nutrientes), porém também aparecem em regides de igapds com solo distréficos (pobres em

nutrientes) (Oliveira et al., 2015) (Figura 1).

Figura 1 - Acaizeiros da espécie Euterpe oleracea Mart. de multiplas estipes por touceira.
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Fonte: Imagem cedida por Ayla Sant’Ana da Silva.

Novos cultivares melhorados geneticamente foram desenvolvidos de modo que a
exploracdo do acai deixou de ser exclusivamente oriunda de préticas de extrativismo e foram
estabelecidas praticas de agricultura intensiva, com o manejo de agaizais nativos € novos
cultivares. A EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria) lancou em 2005 o
cultivar BRS Pard adaptado para terra firme, de modo a aumentar a oferta dos frutos no

mercado. Ainda buscando superar as limitagdes da sazonalidade do fruto, foi desenvolvido
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outro cultivar em 2019. O BRS Pai d’Egua, de terra firme, tem produgdo no periodo
entressafra, portanto de janeiro a junho (MAPA, 2024).

Com a consolidacdo do sistema de produgdo desses novos cultivares, as dreas de
plantio e manejo tiveram um aumento de 675% em 12 anos, de acordo com o relatério de
monitoramento da EMBRAPA Amazonia Oriental (2022). A producdo teve um aumento
gradativo ao longo dos anos, atingindo um incremento de até 110% da quantidade de acgai
produzida nos dltimos 10 anos, conforme indica os dados mais recentes do IBGE (Figura 2)

(https://www.ibge.gov.br e https://sidra.ibge.gov.br).

Figura 2 - Aumento da produg¢do de acai no Brasil nos dltimos 10 anos.
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Fonte: IBGE, 2024.

A producio recorde do ano de 2022 pode ser atribuida ao incentivo governamental que
implementou o programa de desenvolvimento da cadeia produtiva do acai no estado do Par4,

o Pr6-Acai (SEDAP, 2016). Com isso, o estado do Pard se reafirma como o maior produtor
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do fruto, contribuindo com cerca de 90% da producdo nacional (IBGE, 2024). O programa
prevé que a estabilidade produtiva seja atingida neste ano de 2024.

O problema com relacdo a producao de agai é que a polpa € a tnica fracdo do fruto
com amplo uso comercial. No processo de despolpamento, grandes quantidades de residuos
sdo geradas, j4 que as sementes representam cerca de 85% da massa total do fruto (Pessoa et
al., 2010). Com base na producdo atual de acai, estima-se que aproximadamente 1.654.629

toneladas de sementes sejam geradas anualmente nas dreas produtoras do pais.

2.2 SEMENTES DE ACAI: ESTADO-DA-ARTE

O descarte inadequado das sementes de acai € um problema cronico nas regides
produtoras. De acordo com a Politica Nacional dos Residuos Sé6lidos — Lei n® 12.305/2010, as
sementes de acai sdo consideradas um residuo de responsabilidade dos locais de
beneficiamento da polpa. Entretanto, a falta de gestdo eficiente e de legislacdo especifica tem
feito com que essas sementes ndo recebam o tratamento adequado. Essa situacdo contribui
para o descaso com o destino final que é dado a esses residuos, causando impactos negativos
ao meio ambiente e a saude publica (Mathias et al., 2024).

Uma pesquisa realizada por Miranda et al. (2022) nos municipios de Macapd e
Santana, no Amap4, revelou um cendrio alarmante em relacdo ao descarte das sementes de
acai. A maior parte das sementes geradas por batedores locais no processo de producdo da
polpa foi descartada de forma inadequada. Essas sementes teriam sido descartadas em aterros,
vias publicas, lagos e terrenos baldios, compondo verdadeiros lixdes a céu aberto. Em alguns
casos, o destino dessas sementes nao foi determinado, evidenciando a falta de gestdo e
controle sobre esse residuo. Em outras regides produtoras, como o Pard, também é comum
encontrar dreas de armazenamento tempordrio destinadas a receber as sementes de acai até

que sejam encaminhadas para o descarte ou tratamento (Figura 3).



18

Figura 3 - Grandes acimulos de sementes de agaf formam dunas que podem ser vistas em regides do Para.

Fonte: Imagem cedida por Ayla Sant’Ana da Silva.

Além de gerar impactos negativos na paisagem urbana, essa pratica contribui para a
contaminacdo do solo e da dgua. A disposi¢do inadequada causa o assoreamento de cursos de
dgua assim como pode desencadear na eutrofizacdo de corpos hidricos, com excesso de
nutrientes e a redu¢do do oxigénio dissolvido na dgua (Neto et al., 2023). Outros fatores de
risco sdo semelhantes aos observados em aterros de lixo doméstico, como a contaminacio do
solo e do lencgol fredtico (Santos et al., 2019).

Diante do desafio de dar um destino adequado as sementes de agai, algumas iniciativas
surgiram para atenuar esse passivo ambiental. Além de serem incineradas ou destinadas a
aterros sanitdrios, como tradicionalmente ocorre com residuos agroindustriais (Almaraz-
Séanchez et al., 2022), foram identificadas outras aplica¢des de uso comercial das sementes de
acai, conforme indicado na Tabela 1. Dentre os usos, pode-se exemplificar que sementes sao
utilizadas para geracao de energia, na producgdo de fertilizantes e adubos, além de servir como

matéria-prima para confeccio de artesanato, cosméticos e bebidas (Sebrae, 2015).
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Tabela 1. Exemplos de usos comerciais identificados para sementes de acai.

Setor de aplicacio = Exemplos de uso Referéncia
Agricultura *Muda de agaizeiro (Teixeira et al., 2005)
*Produg¢io de adubo/fertilizantes (Sato et al., 2020)

Biochar para captura de CO; e melhoria

da qualidade do solo
Artesanato *Confeccdo de bio-jdias (www.tokbijouxs.com.br)
Alimentacgado *Torrefagdo de sementes para producdo (www.acai.coffee)

de uma bebida similar a café
Cosméticos *Insumo na formulacdo de hidratantes (www.natura.com.br)
Geracdo de energia  *Substituicio de parte do coque de (www.votorantimcimentos.com.br)
petréleo utilizado como combustivel em (www.wortice.com.br)
fornos na inddstria de cimento
*Confeccdo de pellets utilizados como

combustivel em caldeiras

Apesar dos usos encontrados para as sementes de acai, a demanda atual ainda nao é
suficiente para absorver a grande quantidade gerada. Além disso, as aplicacdes identificadas
atualmente se concentram em produtos de baixo valor agregado. No entanto, a literatura
cientifica demonstra um grande potencial para a exploracdo de novas aplicacdes das sementes
de acai, o que, associado a implementacdo de uma logistica reversa eficiente, poderia

transformar esse residuo em uma fonte de renda e impulsionar a sustentabilidade da cadeia

produtiva (Jorge; Da Silva; Brigagdo, 2024).

2.3 COMPOSICAO QUIMICA DAS SEMENTES DE ACA[ E SUAS APLICACOES
ASSOCIADAS AO CONTEUDO DE ACUCARES

As sementes de acai, residuais do processo industrial de beneficiamento da polpa,
possuem a camada fibrosa do mesocarpo aderida a sua superficie (Figura 4). Internamente, a
semente contém um embrido diminuto, € o tegumento externo, que recobre a semente, é
ruminado em direcdo ao interior do endosperma (Calzavara, 1972). As sementes, quando

apresentam baixo teor de umidade, tornam-se densas e rigidas.
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Figura 4 - Sementes de agai (Euterpe oleracea Mart.) em meio ao fruto seco. Em destaque, o corte transversal
das sementes evidenciando o endosperma ruminado pelo tegumento e 0 embrido diminuto.

Fonte: Acervo proprio.

Entre os componentes identificados, as sementes apresentam baixos teores de
proteinas (1,7-6,7%), lipideos (1,70-2,75%), e cinzas (1,36—1,64%) (Igreja et al., 2023; Melo
et al., 2021; Silveira et al., 2023). Esse percentual pode variar de acordo com diferentes
fatores aos quais o material biolégico € suscetivel (Silveira et al., 2023).

O perfil quimico das sementes de acai se destaca pela presenca de polifendis,
compostos principalmente por procianidinas, também conhecidas como taninos condensados
(Martins et al., 2020). Esses compostos fendlicos conferem as sementes propriedades
antioxidantes semelhantes as observadas na polpa do fruto. Consequentemente, muitas
pesquisas sobre a valorizacdo das sementes t€ém se concentrado na andlise da composi¢ao e,
principalmente, na bioatividade dos compostos da semente de acai, com foco nas atividades
farmacoldgicas desses componentes para a prevencdo de doencas cardiovasculares e
metabodlicas (Dias et al., 2024).

Dentre todos os componentes, os carboidratos sdo os mais abundantes nas sementes de
acai. Cabe destacar que, a avaliacdo quimica de diferentes fracOes da semente, separando a
parte interna da fracdo fibrosa externa, revelou que essas partes contém diferentes teores de
carboidratos. A composicdo de residuos de glicosil identificada nas fibras indicam que esta
fracdo possui uma composic¢do tipica de biomassas lignocelulésicas, contendo celulose e

hemicelulose do tipo xilana (Lima et al., 2021c; Miguez, 2020).
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A composi¢do do interior maci¢co das sementes mostrou-se similar a da semente com
as fibras externas, uma vez que essa fracdo fibrosa corresponde a aproximadamente apenas
6% da massa total do material. Embora as sementes contenham alguns polissacarideos
estruturais em menor quantidade, como glucana, xilana, galactana e arabinana, € interessante
observar que quase metade da massa desse residuo agroindustrial € composta por um dnico
polissacarideo, a manana (47-58%) (Igreja et al., 2023; Monteiro et al., 2019; Rambo;
Schmidt; Ferreira, 2015). A avaliagdo apenas do endosperma, sem a presenga do tegumento e
da fracdo fibrosa, indica que a composicao de residuos de manose (Figura 5) seria majoritaria

dentre os monossacarideos atingindo niveis entre 74-90% (Lima et al., 2021c; Miguez, 2020).

Figura S - Estrutura de D-manose.

H oH

Fonte: Elaboragao prépria.

Assim, as sementes de acai possuem mais manana do que outros residuos agricolas
abundantes que possuem teor maximo de 35%, como torta de palmiste, fibras de coco e borra
de café (Fan et al., 2014; Kusakabe et al., 1987; Pedras et al., 2019). Contudo, apesar do alto
conteddo de carboidratos, especialmente de manana, ndo sdao muitos os trabalhos que
exploram esse potencial das sementes.

A Tabela 2 apresenta os principais estudos sobre as sementes de acai correlacionados
ao conteddo de agucares desse residuo. Observa-se o uso dessas sementes como subprodutos
alimenticios, ricos em fibras e carboidratos. Apesar do baixo valor nutricional, as sementes
foram utilizadas na produg¢do de farinha (Borges ef al., 2021), macarrdo (Barros et al., 2021),
e também como ra¢do animal (Rufino e al., 2020). Lima e colaboradores (2021a) indica que
as sementes de acai podem ser aproveitadas na produ¢do de inulina, um alimento funcional.
Embora o teor desse frutooligossacarideo seja baixo, a abundancia da matéria-prima o torna

notavel.
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Tabela 2. Estudos realizados nos dltimos 5 anos sobre o conteido de actcar das sementes de agai.

Referéncia Descricao do trabalho Objetivo
Hidrdlise quimico-enzimadtica das
BR 102018067282-7 sementes para obtencdo de manose Manose e MOS
e MOS*
Hidrdélise dcida para obtengdo de
BR 102023005989-9 manose e MOS de sementes de Manose e MOS
acafi
WO 2024/036399 Producdo de MQS para controle de MOS
patégenos
Hidrdlise das sementes utilizando
(Murillo-Franco; Galvis-Nieto; Orrego, 2024a)  [-mannanase imobilizada para MOS
obtencdo de MOS
Otimizag¢ao da hidrdlise enzimatica
(Murillo-Franco; Galvis-Nieto; Orrego, 2024b) das sementes para obtencao de MOS
MOS
Avaliacdo técnico-econdmica do Manose e
(Jorge; Da Silva; Brigagdo, 2024) uso de sementes para obtengdo de e
e polifendis
manose e polifendis
(lereja et al., 2023) HldI’OllS? 4cida d,as sementes para Xaro/pe de
obtencdo de actcares redutores acucar
Produgdo de 1,6-anidro-p-D- .
(Ghysels et al., 2022) manopiranose a partir de matérias- 1,6-an1dr0—[3 -D-
: . manopiranose
primas ricas em manana
Caracteristicas fisico-quimicas de
(Aguiar et al., 2022) residuos de abacaxi e acai no Substrato
cultivo de Pleurotus ostreatus
Elaboracdo de massa alimenticia
., . . Subproduto
(Barros et al., 2021) fresca sem gliten enriquecida com . ..
: . . alimenticio
farinha de residuo de acaf
Av,ah.agao das pro/pr.ledades f1§1c0— Subproduto
(Borges et al., 2021) quimicas e tecnoldgicas da farinha . ..
. . alimenticio
do residuo de agai
Producao de B-mananase por
(Lima et al., 2021b) Penicillium citrinum atraves de Substrato
fermentacdo em estado sélido
usando biomassa residual de agai
Avaliacdo do potencial das
(Lima et al., 2021c) sementes para producdo de energia Manose
e bioprodutos
Otimizagdo do processo de
(Lima et al., 2021a) extracdo aquosa de inulina a partir Inulina
da semente
Uso das sementes como substrato
(Aratgjo et al., 2020) para a produgdo de mudas de Adubo
Euterpe precatoria
Avaliacdo da digestibilidade do Alimentacio
(Rufino et al., 2020) farelo de agaf na alimentacio ontag
. animal
animal
(Monteiro et al., 2019) Hidrolise quimico-enzimdtica para  \p. o o MOS

obtencdo de manose

*MOS: manano-oligossacarideos.
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Além disso, as sementes t€m sido avaliadas como substrato para adubacdo de mudas
de acai (Aguiar et al., 2022) e como fonte de carbono no cultivo de fungos filamentosos
(Aragjo et al., 2020; Lima et al., 2021b). Porém, dentre todos os estudos analisados, apenas
alguns abordam especificamente o contedido de manose nas sementes de acai. Glysels et al.
(2022) propde um processo de pirdlise que pode ser aplicdvel as sementes para a obtencao de
1,6-anidro-B-D-manopiranose como molécula plataforma.

Outro bioproduto que vem ganhando notoriedade sdo os manano-oligossacarideos,
obtidos da despolimerizacdo parcial de manana (Murillo-Franco; Galvis-Nieto; Orrego,
2024a, 2024b). MOS sao carboidratos de cadeia curta ndo digeriveis de 2 a 10 residuos de
manose, que estimulam seletivamente a atividade de crescimento da microbiota probidtica
intestinal especifica (Jana et al., 2021). A crescente demanda comercial por prebidticos
promotores de saude tem estimulado o interesse por esses alimentos funcionais nos setores
nutracéutico e farmacéutico, como evidenciado ndo apenas pelos artigos publicados, mas
também pela existéncia patentes relacionadas a producdo de MOS a partir de sementes de agai
(Kango et al., 2022).

Murillo-Franco e colaboradores (2024a) descreve a utilizagao de um coquetel de f-
mananases imobilizadas em espumas de resina epdxi preenchidas com fibras de cdpsula de
urucum para liberacdo preferencial de MOS de dois a cinco graus de polimerizacdo a partir de
manana presente em sementes de acai. Em seu outro trabalho, Murillo-Franco et al. (2024b)
caracterizam as propriedades fisico-quimicas e estruturais das sementes de acai da regido do
Pacifico colombiano e explora seu potencial para produzir MOS por meio de hidrélise
enzimadtica utilizando mananases comerciais.

Por outro lado, a hidrélise total da manana libera manose, um agticar com alto valor de
mercado com potencial como nutracéutico funcional e suplemento dietético prebidtico com
funcdes bioldgicas de grande interesse na industria (Hu et al., 2016). A manose ndo € muito
explorada, provavelmente devido a escassez de fontes naturais abundantes, o que torna as
sementes de acai um material interessante para esse fim. Monteiro et al. (2019), Jorge et al.
(2024), Igreja et al. (2023) apresentam diferentes metodologias de hidrolise quimico e
enzimatica para processamento das sementes para a extragao de manose.

Igreja e colaboradores (2023) cita o uso de 4dcidos inorganicos, H2SO4 e H3POy, para
obtencdo de manose de sementes de acai. A comparacdo entre os dcidos indicou que a
hidrélise dcida com H2SO4 foi mais eficaz na produgdo de manose do que o uso de H3PO4 em
condi¢des otimizadas para comparacdo. Em contraponto, em outra metodologia apresentada

na patente BR 102023005989-9, o uso de 4acido oxélico seria superior ao dcido sulftrico.
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Foi sugerido que a presenca de dois grupos carboxila nos dcidos dicarboxilicos estaria
correlacionado a eficdcia na despolimerizacdo. Esses dois valores de pKa fornecem a acidez
necessdria para uma melhor protonagao do substrato, o que leva a uma hidrélise mais eficiente
do polissacarideo (Lee; Jeffries, 2011). Essa abordagem pode resultar em maiores
rendimentos de manose em uma ampla faixa de condi¢des de pH e temperatura, comparado ao
desempenho de &4cidos monocarboxilicos. Comparado aos &4cidos minerais fortes, acidos
organicos apresentam menor potencial de toxicidade aqudtica, sd3o menos corrosivos, além de
reduzida formagdo de produtos de degradacdo. O estudo de otimizacdo das condicdes de
hidrélise 4cida demonstrou que uma unica etapa de hidrdlise foi capaz de atingir altos
rendimentos de conversdo de manana em manose.

Apesar das vantagens da hidrélise utilizando 4cido oxélico, outro processo de hidrolise
foi identificado como ainda mais sustentdvel, em que seriam utilizadas enzimas mananoliticas
para despolimerizacdo da manana de sementes de acai (BR 102018067282-7). No entanto, a
atuacdo das enzimas hidroliticas na manana da semente foi limitada em funcdo da
recalcitrancia da biomassa, fato evidenciado pelo baixo rendimento de hidrélise enzimatica da
semente de acai in natura, que foi inferior a 3% de manose recuperada. De modo a viabilizar
0 processo, 0 processo contou com uma etapa de pré-hidrélise das sementes utilizando acido
sulfurico diluido para que assim, a hidrélise quimico-enzimaética resultasse em rendimentos de
conversao a manose equivalentes a 98% (Monteiro et al., 2019).

A recalcitrancia da biomassa a hidrélise enzimadtica pode ser ocasionada por diversos
fatores quimicos e/ou estruturais que podem estar fortemente interconectados e por muitas
vezes dificeis de dissociar. Os fatores quimicos referem-se aos componentes lignina, celulose,
hemiceluloses ou grupamentos acetil que se presentes impactam na recalcitrancia da biomassa
ao acesso das enzimas. Além disso, hd possibilidade de que as interacdes entre esses
polimeros aumentem a recalcitrancia das paredes celulares a hidrélise enzimdtica. Assim
como foi exemplificado na avaliacdo de softwoods de coniferas, a recalcitrancia da manana
pode variar de acordo com o perfil de glicosilacdo e galactosilagdo. A estrutura do material
interferiu na associacdo dos polissacarideos com outros polimeros componentes da parede
celular vegetal (Martinez-Abad; Jiménez-Quero; Wohlert, 2020).

Para que haja a hidrdlise é necessério a adsorcdo das enzimas aos substratos. Portanto,
fatores estruturais como a drea de superficie acessivel da biomassa € um fator critico que
limita a digestibilidade do polissacarideo. No entanto, este ndo € um fator independente, pois

estd relacionado com o tamanho das particulas da biomassa, porosidade e volume dos poros.
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Outro fator determinante na recalcitrancia do material seria a cristalinidade de certos
polissacarideos, como a celulose (Zoghlami; Paés, 2019).

O estudo conduzido por Zhang et al. (2014) para avaliar a relagdo entre a
especificidade de CBMs em aumentar a atividade de mananases da familia GH5 e GH26,
exemplificou que a manana presente nos espacos intercelulares eram particularmente
recalcitrantes a degradacdo enzimatica. Isso foi evidenciado pela eficacia limitada das
mananases e pela falta de aumento na atividade de certos médulos de ligagc@o a carboidratos
(CBMs). O arranjo de polissacarideos em jungdes intercelulares poderia criar uma barreira
fisica que os torna menos acessiveis as enzimas responsdveis pela degradacdo desses
carboidratos complexos. Se os polissacarideos estiverem protegidos em uma matriz densa, ou
localizados em dreas de dificil acesso como essas, as enzimas teriam dificuldade em alcanca-
los e degrada-los de forma eficaz.

Um estudo recente de avaliacdo técnico-econdmica e ambiental de uma biorrefinaria
de sementes de acai (Jorge; Da Silva; Brigagido, 2024) demonstrou que a coprodugdo de
polifendis e manose constitui uma alternativa tecnicamente vidvel e economicamente mais
atrativa quando comparada a prditica atualmente predominante, baseada na queima das
sementes para geracdo de vapor. O cendrio proposto apresentou indicadores financeiros
evidenciado um tempo de retorno do investimento de aproximadamente 2,7 anos, taxa interna
de retorno de 34,8% e elevado valor presente liquido apds 20 anos de operacdo. Esses
resultados ressaltam o potencial das sementes de acai como matéria-prima estratégica para o
desenvolvimento de biorrefinarias integradas, nas quais a recuperacdo de manose pode
contribuir para a valorizacdo de um residuo abundante ainda subutilizado. A implementa¢do
deste modelo de bioeconomia circular sustentdvel permitird ndo sé agregar valor a cadeia de
acai como também mitigar impactos ambientais causados por grandes acumulos desse
material.

Desse modo, fica claro que entender a estrutura da manana e os fatores que impactam
na recalcitrancia observada auxiliaria a melhorar os processos de conversido das sementes de

acai a manose, uma vez que poderia direcionar na busca por mananases mais especificas.

2.4 MANANA

A manana apresenta uma diversidade estrutural, a qual reflete as diferentes fungdes
bioldgicas que desempenha nos organismos em que estd presente (Panwar; Shubhashini;

Kapoor, 2023). Enquanto o-mananas sdo tipicamente encontradas em leveduras e fungos
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como constituintes da parede celular e de glicoproteinas, nas plantas esse polissacarideo
ocorre na forma de [P-manana (Baek et al., 2024; Burnham-Marusich et al., 2018;
Mislovicova et al., 2002).

Dentre os polissacarideos que compdem a parede celular vegetal, as [-mananas
apresentam diversidade funcional. Além de integrarem a rede hemiceluldsica associada as
microfibrilas de celulose, o que contribui para a organizacdo estrutural da parede (Capek et
al., 2000), essas moléculas podem atuar como polissacarideos de reserva acumulados no
endosperma das sementes de determinadas espécies (Avigad; Dey, 1997; Meier; Reid, 1982;
Srivastava, 2002).

As PB-mananas podem ser classificadas em quatro subfamilias (manana linear,
galactomanana, glucomanana e galactoglucomanana) de acordo com a composi¢do € a
propor¢do relativa dos residuos de manose, galactose e glicose presentes em suas cadeias
(Figura 6). A distribuicdo desses polissacarideos varia amplamente entre espécies vegetais,
refletindo diferencas na origem botanica e nas particularidades estruturais de cada parede

celular conforme exemplificado na Tabela 3 (Scheller; Ulvskov, 2010).

Figura 6 - Classificac@o da diversidade estrutural de f-manana.
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Fonte: Adaptado de Panwar e colaboradores (Panwar; Shubhashini; Kapoor, 2023).



Tabela 3 - Diferentes tipos de manana e sua origem vegetal.
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Origem Espécie Classificacao Referéncia
Manana linear
Marfim Vegetal Phytelepha (Meier. 1958)
macrocarpa
A Phoenix Manana linear .
Semente de timara dactylifera (Meier, 1958)
. Manana linear
Torta de palmiste /%S (Zhang et al., 2021)
guineensis

Coffea arabica

Borra de café Galactomanana (Nguyen et al., 2019)
Glycine max o .
. Galactomanana (Hsiao; Anderson; Dale,
Casca de soja 2006)
Goma de alfarroba 5;2 aufzma Galactomanana (Muschin: Yoshida, 2012)
Goma de cassia Cassia tora Gal
alactomanana (Ll et al., 2020)
Trigonella . .
Goma feno-grego foenum- Galactomanana (Muschin; Yoshida, 2012)
graecum
Goma guar Cyamop‘ws Galactomanana (MuSChin; YOShida, 201 2)
tetragonolobus
Goma Tara Caesalpinia Galactomanana (Muschin; Yoshida, 2012)
spinosa
Amorphophall Glucomanana ‘
Konjac us konjac (Jiang et al., 2018)
Aloe Vera Aloe Glucomanana (Eshun; He, 2004)
barbadensis
Picea abies Galactoglucomanana
Softwood (Polari et al., 2012)
Softwood Pinus brutia Galactoglucomanana

(Rajani et al., 2016)

2.4.4 Manana linear

A manana linear ¢ composta por unidades repetidas de D-manopiranose unidos por

ligacdes PB-1,4-glicosidicas, em uma cadeia altamente ordenada. Esse polissacarideo se

aproxima de um homopolissacarideo, mas pode conter até 5% de outros actcares
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monoméricos, como galactose e glicose (Holtzapple, 2003). As fortes interacdes
intermoleculares, estabelecidas por ligagdes de hidrogénio entre as cadeias, promovem alta
compactagdo estrutural, conferindo a manana linear um perfil cristalino e insolubilidade em
agua (Dhawan; Kaur, 2007; Stephen, 1983).

Essas caracteristicas estruturais estdo associadas as propriedades mecanicas que esse
polissacarideo  desempenha nas sementes, conferindo rigidez ao material e,
consequentemente, protegendo o embrido (Meier; Reid, 1982). Além desse papel estrutural, a
manana também atua como polissacarideo de reserva na parede celular do endosperma de
sementes, sendo mobilizada durante a germinacdo e convertida em fonte de carbono e energia
para o embrido (Srivastava, 2002; Zamski, 1995). De modo geral, os polissacarideos de
reserva sio sintetizados na forma polimérica durante o desenvolvimento da semente e
permanecem armazenados no tecido até a maturidade. Com o término do periodo de
dorméncia e o inicio da germinacdo, essas macromoléculas sdo progressivamente
despolimerizadas, liberando monossacarideos que podem ser metabolizados para suprir as
demandas energéticas do embrido (Avigad; Dey, 1997).

A manana linear constitui o principal material de reserva da parede celular do
endosperma de algumas espécies de palmeiras (Arecaceae), como as sementes de tdmara
(Phoenix dactylifera) e o marfim vegetal (Phytelephas macrocarpa) (Meier, 1958). Do
mesmo modo, residuos agroindustriais, como a torta de palmiste, destacam-se pelo teor de
manana linear que contém (Rana et al., 2023). A semente de agai provavelmente também €
composta por uma manana linear, conforme indicado pelos resultados que integram a
dissertacdo de mestrado (Miguez, 2020) e a publicacdo de Monteiro, Miguez e colaboradores
(2019). Os dados mostraram que a semente de acai € composta majoritariamente por
carboidratos, dos quais 82% correspondem a manose. Além disso, testes de resisténcia a
compressao demonstraram que as sementes de acai apresentam rigidez superior a de outras
sementes que também contém manose, reforcando a hipétese de que essa elevada rigidez esta

relacionada a presenca de manana linear.

2.4.1 Galactomanana

As galactomananas sdo polissacarideos cuja cadeia principal de manose apresenta
ramificacoes laterais formadas por residuos de Gal-a-1,6, distribuidos de maneira aleatéria ao
longo da estrutura. O grau de ramificacdo varia de acordo com a espécie vegetal, com isso a

razao manose:galactose pode variar entre 1:1 e 4:1. Entre os exemplos mais representativos, a
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goma guar apresenta uma razao aproximada de 2:1, enquanto a goma de alfarroba € de 4:1
(Avigad; Dey, 1997; Meier; Reid, 1982).

As ramificagdes de galactose correspondem a fracdo hidrofilica da galactomanana e,
portanto, quanto maior o grau de substituicao, maior serd a hidrofilicidade do polissacarideo.
Essa caracteristica estrutural confere as galactomananas a capacidade de serem facilmente
solubilizadas e recuperadas (Dea; Morrison, 1975; Gidley; Reid, 2006).

As galactomananas estdo entre as mananas mais extensivamente estudadas e
comercializadas, sobretudo devido as suas propriedades reoldgicas e funcionalidade
tecnoldgica. Na industria alimenticia, essas macromoléculas desempenham papel essencial
como agentes gelificantes, espessantes e estabilizantes, contribuindo para a textura,
viscosidade e estabilidade de formulacdes. Além disso, sua conversio em J3-
mananoligossacarideos (f-MOS) tem ampliado o interesse nessas macromoléculas (Jana et
al.,2021).

As galactomananas estdo amplamente distribuidas em diferentes fontes vegetais,
incluindo grao de café (Coffea arabica), casca de soja (Glycine max), goma de alfarroba
(LBG, Ceratonia siliqua), goma de feno-grego (Trigonella foenum-graecum), goma guar
(Cyamopsis tetragonoloba) e goma tara (Caesalpinia spinosa) (Moreira et al., 2014;

Muschin; Yoshida, 2012; Whistler; Saarnio, 1957).

2.4.2 Glucomanana

As glucomananas possuem os residuos de D-manopiranose da cadeia principal
alternados com residuos de B-1,4-glicose, que correspondem até 20% da composi¢do total
(Holtzapple, 2003). Nas glucomananas as unidades de manose que compdem a cadeia podem
estar acetiladas, o que influencia as propriedades fisico-quimicas e a solubilidade do polimero
(Avigad; Dey, 1997; Meier; Reid, 1982). De maneira geral, esse polissacarideo € conhecido
por ser mais solivel do que a manana linear, pois as cadeias apresentam uma conformagao
paracristalina, caracterizada por empacotamentos mais fracos e menor grau de ordenacgdo
(Northcote, 1972).

As glucomananas ocorrem predominantemente como carboidratos de reserva em
sementes, bulbos e tubérculos de monocotiledoneas, contribuindo para o metabolismo
energético dessas plantas (Pontis, 2017). A composi¢do estrutural pode variar entre tais

espécies, com razdes manose:glicose de 2:1 a 4:1 (Tester; Al-Ghazzewi, 2016).
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2.4.3 Galactoglucomanana

De forma geral, as galactoglucomananas apresentam uma estrutura semelhante a das
glucomananas, porém com cadeias ramificadas por residuos de Gal-a-1,6. Parte dos residuos
de manose pode estar acetilada, caracteristica que, em conjunto com as ramificacdes laterais,
contribui para a elevada solubilidade em dgua observada nesse polissacarideo (Timell, 1965).

As galactoglucomananas ocorrem predominantemente em coniferas (softwoods), como
o abeto-da-Noruega (Picea abies) e o pinheiro-turco (Pinus brutia), espécies utilizadas na
producdo de polpa celuldsica e papel (Kumar Suryawanshi; Kango, 2021). Nessas madeiras, a
razdo entre glicose:galactose:manose pode atingir valores de aproximadamente 8:1:33, como
ocorre no abeto-da-Noruega (Capek er al., 2000). Em outras fontes vegetais, como nas
sementes de Cercis siliquastrum, essa propor¢do € de 2:1:11, confirmando as variagdes

estruturais conforme a origem botéanica (Holtzapple, 2003).

2.5 A PAREDE CELULAR E AS METODOLOGIAS DE CARACTERIZACAO DE
POLISSACARIDEOS ESTRUTURAIS

A parede celular vegetal € uma estrutura altamente complexa devido a presenca de
varios polimeros interligados por ligagdes covalentes e ndo covalentes, dispostos na parede
primdria e secundaria (Burton; Gidley; Fincher, 2010). A parede celular primaria é formada
principalmente por polissacarideos, entre os quais microfibrilas de celulose e hemiceluloses
em meio a uma matriz de pectina. A parede celular secundéria é majoritariamente formada
por celulose e hemiceluloses envoltas por lignina, sendo baixa ou inexistente a presenca de
pectina (Carpita; Gibeaut, 1993)

A composicdo e a organizacdo da parede celular variam de acordo com a espécie, o
tecido e o estdgio de desenvolvimento do material que compdem. Os polissacarideos podem
ser classificados como homo ou heteropolissacarideos, acidos, neutros ou bdésicos, além de
desempenharem funcdes estruturais ou de reserva. A arquitetura molecular que assumem ¢é
determinante para suas propriedades fisico-quimicas, influenciando caracteristicas como a
solubilidade e o comportamento frente a diferentes processos de transformacao.

Nesse contexto, os polissacarideos representam um grupo estruturalmente diverso,
cuja heterogeneidade resulta da combinac¢do de diferentes parametros (Figura 7). Entre esses,
as configuragdes estereoquimicas dos residuos glicosil (D ou L; a ou B), os tipos de ligagdes
glicosidicas, as variacdes no padrdo de ramificacdo e a presenca de substituintes (Bacic;

Harris; Stone, 1988).
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Figura 7 - Esquema ilustrativo da diversidade estrutural dos polissacarideos, resultante das diferentes
combinagdes entre residuos glicosidicos, ligagdes, configuracdes e substituintes.
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Fonte: Adaptado de glygen.ccrc.uga.edu/ccrc/mao/intro/ouline.html.

Considerando o potencial da biomassa vegetal para a consolidacio de uma
bioeconomia baseada em fontes renovéveis, a identificacdo da estrutura dos polissacarideos
contribui para o desenvolvimento de estratégias capazes de melhorar a digestibilidade da
biomassa, bem como sua suscetibilidade a processos de conversdao em bioprodutos (Rufller e?
al., 2013).

Devido a complexidade desses polissacarideos formadores da parede celular vegetal,
elucidar a estrutura destes se torna um desafio em que a caracterizacdo completa requer
diferentes métodos analiticos usados de forma complementar. Atualmente ha uma variedade
de métodos para caracterizar polissacarideos da parede celular vegetal (Miguez et al., 2023).
As técnicas envolvem a identificacdo da composi¢do de agucar total além de métodos
avancgados para caracterizacdo da estrutura. A metodologia escolhida dependerd do propdsito

da analise e da natureza da amostra.

2.5.1 Preparo da amostra

Os polissacarideos da parede celular vegetal estdo organizados em uma matriz
complexa, cuja heterogeneidade impde desafios a sua caracterizacdo. Nesse cendrio, a

avaliacdo dos carboidratos estruturais em condi¢cdes que favorecam sua andlise isolada
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contribui para uma interpretacdo mais precisa dos resultados de composi¢do e estrutura dos
polissacarideos. Quando o objetivo € avaliar um polissacarideo especifico, torna-se necessario
promover seu isolamento, a fim de eliminar ou minimizar a0 maximo a presenca de
interferentes que possam comprometer a determinacdo de sua estrutura real. Entre esses
interferentes destacam-se acgucares livres, oligossacarideos e outros polissacarideos
coexistentes na parede celular vegetal (Hickey et al., 2021).

De acordo com o grau de detalhamento requerido para a caracterizacdo dos
polissacarideos, determinadas metodologias analiticas exigem o fracionamento prévio dos
componentes da parede celular vegetal. O amido e a celulose ilustram essa condi¢do, em que
embora ambos sejam constituidos por glicose, se diferenciam pelo padrio das ligacdes
glicosidicas (Mischnick; Momcilovic, 2010).

Desse modo, o preparo da amostra pode requerer etapas sequenciais de extracao
organizadas de modo a favorecer uma separacdo progressiva dos diferentes componentes da
matriz vegetal (Pattathil et al., 2012). Em geral, cada etapa € planejada para solubilizar classes
especificas de polimeros, iniciando-se por condi¢des mais brandas, capazes de remover
componentes fracamente associados, e avancando para tratamentos progressivamente mais
severos, necessdrios para romper interagdes mais fortes e liberar os polimeros mais
intimamente integrados a matriz.

As metodologias aplicadas nesse processo ndo sdo universais, € a selecdo das
estratégias de extracdo deve considerar tanto o material vegetal de origem quanto o tipo de
polissacarideo. A selecdo das técnicas de extracdo exige uma abordagem criteriosa, uma vez
que condi¢des inadequadas podem promover alteracdes estruturais comprometendo a
representatividade do material isolado e influenciando as interpretacdoes analiticas
subsequentes (Fangel et al., 2021).

A moagem da amostra € uma etapa essencial do preparo do material vegetal,
promovendo a redu¢@o da granulometria e maior uniformidade da biomassa. Dependendo das
caracteristicas da biomassa, procedimentos adicionais, como secagem ou liofilizacdo, podem
ser aplicados para remover a umidade e minimizar a aglomeracdo de particulas. Ademais, o
congelamento com nitrogénio liquido pode ser adotado como estratégia para inativar enzimas
enddgenas, prevenindo modificacdes estruturais que poderiam comprometer a integridade dos
polissacarideos (Raessler, 2011).

Com a moagem da biomassa vegetal, a amostra pode ser submetida ao fracionamento
de seus constituintes por meio de extracOes sequenciais com solventes (Pattathil e al., 2012).

Frequentemente, o primeiro passo envolve uma extracdo sélido-liquido alcodlica com a
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obten¢do de um residuo insoldvel em dlcool (AIR) (Stevens; Selvendran, 1980). Essa etapa
favorece a extracdo de componentes nao estruturais da parede celular, como sais inorganicos,
metabdlitos de baixo peso molecular, agticares livres, lipidios, clorofila, além de contribuir
também para a inativagdo de enzimas enddgenas (Pettolino et al., 2012). Metanol, etanol e
isopropanol estdo entre os solventes mais empregados (Sanz; Martinez-Castro, 2007).

A extragdo alcodlica pode ser associada a solventes organicos, como o cloroférmio,
para ampliar a efici€ncia da extracdo de compostos hidrofébicos. Contudo, em biomassas com
elevado teor lipidico, pode ser necessdria uma etapa complementar empregando solventes
organicos adequados, como o éter de petréleo. Para garantir a remog¢do de proteinas, uma
mistura de cloroférmio e butanol pode ser utilizada para promover a desnaturagdo proteica
(Yang et al., 2021).

A remog¢do do amido pode ser realizada com o uso de dimetilsulféxido (DMSO), no
entanto, esse solvente pode promover a solubilizacdo ndo seletiva de outros componentes da
parede celular. Como alternativa mais especifica, abordagens enziméticas baseadas na acdo de
a-amilases e amiloglucosidases podem ser adotadas. Nesses casos, recomenda-se o uso de
coquetéis enzimaticos puros e livres de atividades secunddrias que possam hidrolisar
polissacarideos estruturais (Pettolino et al., 2012).

Para a remocdo de pectinas, sdo frequentemente empregados agentes quelantes
capazes de romper as pontes idnicas mediadas por célcio presentes na estrutura do
polissacarideo. Entre os reagentes mais utilizados destacam-se o oxalato de amonio, o
carbonato de sodio diluido, o acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) e o acido 1,2-
ciclohexilenodinitrilotetraacético (CDTA). Tanto o EDTA quanto o CDTA, contudo, podem
ser de dificil separacdo da fracdo péctica (Barnes et al., 2021).

O tratamento subsequente com solugdes alcalinas aquosas, como NaOH ou KOH pode
ser utilizado para a extracdo de hemiceluloses. Cabe destacar que, em meio alcalino, as
extremidades redutoras dos polissacarideos ficam suscetiveis a reacdes de degradacdo,
podendo causar a reducdo do grau de polimerizagdo. Para minimizar essas reacdes, sais de
borohidreto de soédio (NaBH4) sdo adicionados as solugdes alcalinas, promovendo a
estabilizacdo das unidades terminais por redu¢do quimica (Abdel-Akher; Hamilton; Smith,
1951).

Na etapa subsequente, a lignina pode ser removida por meio de tratamento com clorito
de sdédio. O residuo sélido obtido pode ser submetido a uma extracdo alcalina pos-clorito, a
fim de extrair fracdes de hemiceluloses que tenham permanecido no material em decorréncia

de associagdes com a lignina (Siqueira et al., 2013). Ao final de todas as etapas de extragdo, a
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fracdo solida recuperada tende a ser enriquecida em polissacarideos insoliveis aos solventes
empregados, que € o caso da celulose e das mananas lineares.

Todas as fragdes enriquecidas nos diferentes polissacarideos podem ser posteriormente
dialisadas e liofilizadas para a andlise composicional e estrutural seguinte (Pettolino et al.,

2012).

2.5.2 Caracterizacao da composicao de residuos glicosil de polissacarideos da parede
celular vegetal

A compreensdo dos polissacarideos envolve diferentes niveis estruturais, sendo
sua composicdo monomérica a base para o entendimento desses biopolimeros, uma vez que os
monossacarideos constituem as unidades fundamentais responsaveis pela formacdo das
cadeias poliméricas (Lesco; Williams; Laurens, 2025). A caracterizacdo dos residuos de
acucar pode ser conduzida por diversas abordagens analiticas, contudo, uma vez que essas
técnicas detectam acucares livres, a quantificacdo dos residuos requer uma etapa prévia de
hidrdlise, fundamental para a despolimerizagdo total ou parcial do polissacarideo.
Consequentemente, a precisao na quantificacdo dos monossacarideos depende diretamente da
eficiéncia do método de despolimerizacdo, bem como da estabilidade desses compostos apés
a hidrdlise (Liu et al., 2021).

A hidrélise 4acida total utiliza, principalmente, &4cido trifluoroacético (TFA)
facilidade de remocdo por evaporagdo, entretanto, o dcido ndo € capaz de despolimerizar
polissacarideos cristalinos, como a celulose (Albersheim et al., 1967)., Como alternativa sao
utilizados dcidos minerais dcido sulftrico (H2SO4) ou acido cloridrico (HCI), os quais podem
ser removidos por precipitagio com hidréxido de bdario ou neutralizacdo com N,N-
dioctilamina em cloroférmio (Saeman et al., 1954; Sluiter et al., 2010). A hidrolise €
conduzida sob condi¢des controladas de concentragdo, tempo e temperatura, a fim de
minimizar a degradacdo dos acucares. Além disso, o tipo de dcido empregado pode
influenciar a forma estrutural detectada, afetando o equilibrio entre as configuracdes ciclica
(piranose) e linear (Kang et al., 2012).

A andlise quantitativa desses agucares derivados da hidrélise de polissacarideos
da parede celular vegetal pode ser realizada por diversos métodos analiticos classicos, sendo a
cromatografia uma das mais amplamente empregadas (Liu ef al., 2021). Nessa técnica, a
separacdo ocorre em funcdo das diferentes velocidades de migracdo dos analitos,

N

determinadas pelas interacdes fisico-quimicas estabelecidas com a fase estaciondria. A
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medida que os analitos eluem com a fase moével, eles sdo conduzidos a um detector, onde sao
convertidos em um sinal analitico proporcional a sua concentracdo (Michalski; Konczyk,
2024). Com base nesses principios fundamentais, diversas modalidades cromatograficas
foram desenvolvidas, variando principalmente quanto a natureza das fases utilizadas e ao
mecanismo de separacdo envolvido.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) consolidou-se como uma das
principais técnicas para a andlise de carboidratos, podendo ser associada a diferentes sistemas
de detec¢ao (Yan, 2014). Entre esses, o detector de indice de refracdo (RID) funciona
comparando o indice de refracdo do analito com o da fase mével. Quando ha diferenca entre
eles, ocorre o desvio do feixe de luz na célula de detec¢do, o que resulta na geracdo de um
sinal elétrico proporcional a concentracdo da amostra (Jalaludin; Kim, 2021). A configuracao
CLAE-RID ¢ amplamente reconhecida como uma abordagem universal para a andlise de
acucares, destacando-se pela simplicidade do preparo da amostra e por sua ampla ado¢ao em
protocolos padronizados pelo National Renewable Energy Laboratory (NREL) para a
quantificacdo de monossacarideos neutros em biomassas lignoceluldsicas (Sluiter er al.,
2012).

A CLAE-RID constitui um método adequado para a quantificacdo de
monossacarideos neutros, como glicose, xilose, galactose, manose e arabinose. No entanto, a
baixa seletividade e sensibilidade do detector de indice de refracdo podem comprometer a
detec¢do de compostos presentes em baixas concentragcdes (Jung; Ha; Yang, 2022). Além
disso, o desempenho do RID ¢ influenciado por variacdes de temperatura, composicao e fluxo
da fase movel, fatores que podem provocar instabilidades na linha de base durante a andlise.
Em decorréncia dessas limitagcdes, o sistema de eluicdo é geralmente restrito a condicdes
isocrdticas (Dolan, 2012). Cabe ressaltar que, a avaliacdo de pectinas e certas hemiceluloses é
limitada, uma vez que a metodologia ndo permite a deteccdo eficiente de acucares desoxi,
como ramnose e fucose, nem de acticares dcidos, como os 4cidos glucuronico e galacturénico
(Sluiter et al., 2010).

Dessa forma, embora a CLAE-RID seja amplamente empregada na quantificagao
de acucares neutros, suas limitacdes analiticas e instrumentais abrem espaco para o uso de
detectores baseados na absor¢do de luz ultravioleta e visivel (UV-Vis). Nesse tipo de
deteccao, os analitos sdo expostos a radiacdo em comprimentos de onda geralmente entre 190
e 800 nm. Quando o composto possui grupos capazes de absorver essa radiacdo, ocorre uma

reducdo na intensidade da luz transmitida, a qual é medida pelo detector. Essa variacdo de
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absorbancia € entdo correlacionada a concentracdo do analito (Jalaludin; Kim, 2021; Yan,
2014).

Entretanto, a auséncia de cromoéforos naturais nos carboidratos exige a
derivatizacdo prévia das amostras para permitir sua detec¢do (Jalaludin; Kim, 2021; Yan,
2014). Estratégias de derivatizacdo incluem abordagens pré-coluna, como a reagdo com 3-
metil-1-fenil-2-pirazolina-5-ona (PMP) ou a aminacdo redutiva com 2-aminobenzamida e 3-
amino-9-etilcarbazol, bem como métodos pds-coluna, com o uso do reagente Cu(Il)-
neocuproina (Honda et al., 1989).

A fim de contornar algumas das limitagdes associadas a CLAE, a cromatografia
gasosa (CG) se destaca como uma alternativa com elevada sensibilidade e resolucdo para a
andlise de monossacarideos. A CG promove a separacdo de compostos voldteis com base em
suas interagdes diferenciadas com uma fase estaciondria, enquanto sdo transportados por uma
fase movel gasosa (Albersheim et al., 1967). A eficiéncia da separagdo é determinada por
propriedades fisico-quimicas como volatilidade, polaridade, massa molecular e afinidade
quimica. Em geral, a fase modvel consiste em um gés inerte, como hélio, hidrogénio ou
nitrogénio. A CG € compativel com os detectores de ionizacio de chama (FID) e
espectrometria de massa (MS) além de outros (Walford, 2010).

Contudo, os carboidratos ndo apresentam volatilidade nem estabilidade térmica
suficientes para andlise direta por cromatografia gasosa, por isso € necessario a derivatizacao
prévia dos agucares para formas voldteis. Entre as estratégias mais empregadas o método de
aditol acetato (AA) € um dos mais utilizados para a andlise da composi¢do de acucares em
amostras de parede celular vegetal (ASTM, 2007).

No método AA, os monossacarideos sao convertidos em derivados de acetatos de
alditol por reagdes sequenciais que compreendem a reducgdo dos grupos carbonila com NaBH4
ou NaBDa, seguida da acetilagdo das hidroxilas com anidrido acético na presenca de
catalisadores, como acetato de sédio, piridina ou metilimidazol (Pettolino et al., 2012).
Diversas abordagens de acetilacdo t€m sido descritas na literatura como variagdes do método
AA original, frequentemente adaptadas as caracteristicas da matriz e aos objetivos analiticos.
Independentemente da variagdo metodoldgica empregada, € fundamental garantir a completa
remocgao dos residuos dcidos provenientes da etapa de hidrélise durante o preparo da amostra,
e a remog¢ao completa do boro residual da etapa de reducdo, a fim de evitar interferéncias nas
respectivas reacOes subsequentes (Albersheim et al., 1967; Blakeney et al., 1983; Jones;

Albersheim, 1972).
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Tais procedimentos de derivatizagdo sdo, entretanto, laboriosos, exigindo
multiplas etapas e longos tempos de preparo, o que pode aumentar a suscetibilidade a erros
experimentais. Como consequéncia, o método pode apresentar limitagdes quanto a sua
aplicabilidade em andlises de rotina (Ruiz-Matute et al., 2011). Cabe destacar que, assim
como a metodologia CLAE-RID o método cldssico de AA € inadequado para a caracterizacao
de polissacarideos estruturais que contém agucares dcidos, como pectinas e glucuronoxilanas
(Biswal et al., 2017).

Nesse cendrio, a cromatografia por troca anidnica de alto desempenho acoplada a
deteccdo amperométrica pulsada (HPAEC-PAD) surge como uma abordagem capaz de
oferecer elevada sensibilidade para andlise direta de carboidratos, eliminando a necessidade
de derivatizacdo. Em condi¢Oes fortemente alcalinas (pH > 12), os carboidratos tendem a se
ionizar devido a desprotonacdo de seus grupos hidroxila, adquirindo cariter anidnico. Essa
propriedade permite sua separacdo em colunas contendo resinas funcionalizadas com grupos
quaterndrios de amonio como fase estaciondria. A fase mdvel € composta por solugcdes
aquosas de hidréxidos (OH"), principalmente hidréxido de sddio ou potdssio, cujos fons
hidréxido desempenham dupla fun¢do: promovem a ioniza¢ao dos carboidratos e atuam como
eluentes, modulando a intensidade das interacdes eletrostiticas com a fase estaciondria
(Hardy; Cornell, 2003; Polta; Johnson, 1986).

Em muitos casos, a separacdo pode ser realizada sob condicdes de eluicdo
isocratica. No entanto, carboidratos com maior afinidade pela fase estaciondria podem exigir a
aplicacdo de gradientes de eluicdo. Nesses casos, frequentemente € adicionado acetato de
sodio (NaOAc) ao eluente. O acetato atua como um ion competidor mais fortemente retido,
promovendo a elui¢do de analitos fortemente ligados e permitindo a separacdo simultanea de
acucares neutros e dcidos com elevada seletividade e sensibilidade (Anders et al., 2015; Little
etal., 2019).

A detecc@o dos carboidratos eluidos por deteccio amperométrica pulsada (PAD)
se baseia na oxidacdo eletroquimica dos analitos em um eletrodo, geralmente de ouro. A
aplicacdo ciclica de potenciais de oxidacdo e limpeza permite a regeneracdo continua da
superficie do eletrodo, garantindo uma detec¢do estdvel, sensivel e reprodutivel (Polta &
Johnson, 1986). Frente a instabilidade do método CLAE-RID, a HPAEC-PAD tolera
variacdes na forca idnica e no pH da fase moével, ainda que, em alguns casos, possa ser
necessdria uma etapa prévia de dessalinizagdo para evitar perturbacdes na linha de base

(Quéméner et al., 2007). Ainda assim, comparacdes entre métodos cromatograficos indicam



38

que a HPAEC-PAD oferece elevada resolu¢do e um ganho em sensibilidade para a andlise de

carboidratos estruturais, especialmente quando adequadamente otimizada.

2.5.3 Caracterizacao estrutural de polissacarideos da parede celular vegetal

A elucidacdo da estrutura dos polissacarideos promove a identificagdo da
sequéncia dos residuos de agucar e as ligacdes glicosidicas que os conectam. Entre as técnicas
analiticas disponiveis, a ressonancia magnética nuclear (RMN) destaca-se como uma das
ferramentas mais robustas utilizadas para a caracterizagdo estrutural desses polimeros,
possibilitando a obten¢do de informagdes detalhadas sobre composicdo monossacaridica,
configuragdes anoméricas (o ou ), padroes de ligagdo e caracteristicas conformacionais (Yao
etal.,2021).

A técnica se baseia no comportamento de nicleos atdmicos que possuem momento
angular de spin. Os ntdcleos com spin diferente de zero (I # 0) apresentam momento
magnético. Quando submetidos a um campo magnético externo (Bo), os momentos
magnéticos desses nucleos se alinham e passam a precessar em torno da direcdo de Bo com
uma frequéncia caracteristica, conhecida como frequéncia de Larmor. A aplicag¢do de radiagcdo
de radiofrequéncia com frequéncia igual a frequéncia de Larmor promove a absorcdo de
energia pelo nucleo, induzindo a transi¢do entre niveis de energia, fendbmeno conhecido como
ressonancia (Duus; Gotfredsen; Bock, 2000; Koshani; Jafari; Van de Ven, 2020)

ApOs a interrup¢cdo do pulso de radiofrequéncia, os spins nucleares excitados
relaxam em direcdo ao estado de menor energia por meio dos mecanismos de relaxacdo
longitudinal (T:) e transversal (T2). Nesse processo, a magnetizacao transversal induz uma
corrente elétrica na bobina receptora, originando um sinal no dominio do tempo denominado
free induction decay (FID). A aplicacdo da transformada de Fourier permite converter esse
sinal em um espectro no dominio da frequéncia. Por fim, os sinais observados no espectro sao
expressos como deslocamento quimico (6, ppm) e refletem o ambiente eletronico local dos
nucleos, fornecendo informagdes essenciais para a interpretacao estrutural (Keeler, 2006).

A predominancia de carbono e hidrogénio nos polissacarideos torna os nicleos 'H
e 13C os principais alvos na caracterizagdo estrutural por RMN (Yao et al., 2021). Em
experimentos unidimensionais (1D), é possivel identificar a configuracdo (o ou P) do
hidrogénio e do carbono anomérico das unidades monossacaridicas (Agrawal, 1992; Cui,
2005). O carbono anomérico estabelece ligacdes com dois dtomos de oxigénio, um

BN

pertencente ao anel e outro do grupo hidroxila ou a ligagcdo glicosidica. Devido a elevada
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eletronegatividade desses atomos, ocorre um deslocamento da densidade eletronica em
direcdo aos oxigénios, reduzindo a blindagem ao redor do nucleo de carbono. Como
consequéncia, esse nucleo torna-se mais suscetivel a Bo, resultando em sinais mais deslocados
quando comparados aos demais carbonos do anel (Yang et al., 2015).

Os espectros de RMN de 'H apresentam limitacdes decorrentes da sobreposicdo de
sinais, enquanto os espectros de 3C exibem menor sensibilidade em razdo da baixa
abundancia natural desse is6topo. Para complementar as informacdes obtidas, a ressonancia
magnética nuclear bidimensional (RMN 2D) permite estabelecer correlacdes entre diferentes
nucleos da molécula, fornecendo dados estruturais adicionais (Yao et al., 2021).

Para andlise de RMN em solu¢do, a amostra deve apresentaro menor teor possivel
de 4dgua residual, a fim de evitar a sobreposi¢do do sinal de 'H da dgua com os sinais do
analito. Para minimizar esse efeito, a dgua € geralmente substituida por um solvente
deuterado, cujos prétons ndo interferem significativamente nas condi¢des experimentais.
Entre os solventes mais empregados na andlise de carboidratos destacam-se o 6xido de
deutério (D20) e o dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) (Tang et al., 2022).

O sinal residual do solvente pode ser suprimido por diferentes estratégias. Entre as
técnicas mais utilizadas estdo a pré-saturacdo (PRESAT), métodos baseados em gradientes
(WATERGATE) e abordagens que exploram diferencas nos tempos de relaxacdo, como a
sequéncia CPMG. A escolha do método de supressao ird depender da natureza da amostra, do
solvente empregado e da proximidade entre os sinais do analito e o pico do solvente (Maiwald
et al., 2008).

Outra possibilidade para melhorar a razdo sinal-ruido seria com o aumento da
concentracdo da amostra, o que também tende a reduzir o tempo necessdrio para a aquisicao
dos dados. Contudo, concentracOes elevadas podem aumentar a viscosidade da solugdo,
dificultando sua homogeneizacao e comprometendo a qualidade espectral(Yin et al., 2012).

Além disso, amostras heterogéneas e de alto peso molecular apresentam menor
mobilidade molecular, favorecendo tempos de relaxacdo transversal (T:) mais curtos e
resultando em alargamento dos sinais, com consequente perda de sensibilidade. A hidrdlise
pode ser empregada como estratégia para minimizar problemas associados a presenca de
macromoléculas, uma vez que promove a redu¢do do tamanho das cadeias e melhora a
resolucdo espectral. Entretanto, esse procedimento pode aumentar a complexidade do espectro
devido a maior diversidade de residuos gerados e a possivel sobreposicdo de deslocamentos

quimicos (Speciale et al., 2022).
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A caracterizacdo de polissacarideos insoliveis em D20, como a celulose, por
RMN em solucdo é frequentemente limitada pela dificuldade de solubilizagdo dessas
macromoléculas. Como alternativa, a RMN de estado sélido (ssRMN) possibilita a
investigacdo estrutural da celulose em sua forma intacta, fornecendo informacdes sobre sua
organizacdo molecular, o grau de ordem estrutural e aspectos de sua ultraestrutura (Pu;
Hallac; Ragauskas, 2013). Da mesma forma, a ssRMN de 3C de estado sélido pode ser
aplicada para avaliar paredes celulares intactas com minima perturbacao do estado fisico e das
interagdes moleculares dos polissacarideos (Dick-Pérez et al., 2011; Kang et al., 2019).

Outra estratégia para a avaliacdo da parede celular com minima perturbacio
estrutural consiste no uso de abordagens emergentes baseadas em sondas moleculares, que
permite a avaliagdo semiquantitativa de epitopos de glicanos da parede celular em extratos
sequenciais, fornecendo informagdes ndo apenas sobre a composi¢do de polissacarideos, mas
também sobre sua integracdo na matriz da parede celular. Essas ferramentas permitem
monitorar a presenga e os padrdes espaciais de distribuicdo dos principais glicanos por meio
do perfil glicomico e também por andlises in situ, imunolocalizac¢do, nas quais a integridade
do tecido é mantida (Moller et al., 2007).

Nessas abordagens anticorpos monoclonais (mAbs) sdo a sonda mais comumente
utilizada, devido a alta sensibilidade de ligacdo a epitopos especificos. A disponibilidade de
anticorpos pode limitar seu uso, contudo, atualmente estdo disponiveis colecdes de mais de
200 mAbs para ligagdo aos principais componentes da parede celular vegetal (Moller ef al.,
2012). Além de mAbs, os CBMs sido elementos de reconhecimento de enzimas ativas em
carboidratos usados para ligar diversos polissacarideos da parede celular vegetal (Duffieux et
al., 2020). Apesar de sua eficdcia, os CBMs té€m limitacdes em especificidade e sensibilidade,
Ja que algumas familias podem se ligar a varias estruturas (Duffieux et al., 2020; Knox, 2008;
Pattathil et al., 2015).

Para a determinacdo do perfil glicomico, diferentes metodologias podem ser
empregadas. Entre elas, destacam-se os ensaios do tipo ELISA, nos quais sondas moleculares,
como anticorpos monoclonais ou médulos de ligagdo a carboidratos, ligam-se seletivamente
aos epitopos presentes na amostra, permitindo sua detec¢do por meio de leitura optica (Avci;
Pattathil; Hahn, 2012). Uma alternativa de maior rendimento analitico € a técnica
Comprehensive Microarray Polymer Profiling (CoMPP), em que hd a produgido automatizada
de maltiplas matrizes de glicanos, com elevada reprodutibilidade e minimo desperdicio de

amostras. A intensidade dos sinais obtidos reflete a abundancia relativa dos epitopos
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reconhecidos, possibilitando a comparacdo do perfil glicomico entre diferentes amostras
(Pattathil et al., 2012).

Os mesmos anticorpos podem ser utilizados na imunolocalizacdo dos polissacarideos
diretamente no tecido vegetal. Na andlise in situ, a escolha adequada da sonda molecular ¢ um
fator determinante para a obten¢@o de resultados confidveis. A triagem prévia com 0s ensaios
de perfil glicomico garante a identificagdo das sondas com maior especificidade, favorecendo
uma caracteriza¢ao mais precisa dos polissacarideos (Pattathil et al., 2015)..

Uma limita¢do importante dessas abordagens decorre do fato de que a auséncia de
ligacdo das sondas ndo implica, necessariamente, a auséncia do glicano na amostra. Tal
condicdo pode resultar da inacessibilidade do epitopo, frequentemente determinada pela
organizacdo estrutural da parede celular, ou ainda de modificagdes quimicas introduzidas
durante o preparo do material, que podem comprometer o reconhecimento molecular (Avci;
Pattathil; Hahn, 2012). Apesar dessas limitacdes, a imunocitoquimica continua sendo uma
ferramenta valiosa para entender rapidamente a estrutura especifica dos polissacarideos nas
arquiteturas das paredes celulares vegetais com modificacdes minimas no carboidrato

analisado in situ.

2.5.4 Metodologias complementares para analise de polissacarideos estruturais

Alguns parametros dos polissacarideos, como forma, tamanho e cristalinidade,
influenciam as propriedades mecénicas da parede celular. A difracdo de raios X (DRX)
constitui uma das principais ferramentas para a investigacdo da organizagao estrutural dos
polissacarideos da parede celular vegetal, possibilitando a caracterizacdo do grau de
cristalinidade, da rede cristalina e do arranjo das microfibrilas (Rongpipi et al., 2019). Seu
principio fundamenta-se na difracdo de um feixe monocromatico de raios X pelos planos
cristalinos formados pelo empacotamento ordenado do cristal de polissacarideo. Quando a
condicdo da lei de Bragg € satisfeita, a interferéncia construtiva dos raios espalhados origina
picos caracteristicos no difratograma, associados as regides mais organizadas do material
(Bunaciu; Udristioiu; Aboul-Enein, 2015). Assim, a andlise da posi¢do e da intensidade dos
picos permite inferir o grau de ordem estrutural e compreender aspectos do arranjo
supramolecular da parede celular.

O cardter ndo destrutivo da andlise, aliado ao preparo relativamente simples e ao
rapido tempo de aquisi¢do, consolida a DRX como uma técnica amplamente empregada na

caracterizacdo de biomassas. Entretanto, como a técnica fornece predominantemente
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informacdes sobre regides cristalinas, sua interpretacio é frequentemente complementada por
outros métodos analiticos (Briigemann; Gerndt, 2004; Bunaciu; Udristioiu; Aboul-Enein,
2015).

A andlise termogravimétrica (TGA), por sua vez, ¢ uma metodologia amplamente
empregada para avaliar as propriedades fisico-quimicas de polissacarideos da parede celular
vegetal, especialmente no que se refere a estabilidade térmica e ao comportamento de
degradacdo. Nessa técnica o monitoramento da variacdo de massa da amostra em funcio da
temperatura, sob atmosfera controlada, permite identificar eventos térmicos associados a
transformacdes estruturais do material (Bothara; Singh, 2012).

De modo geral, os polissacarideos apresentam perfis termogravimétricos
caracteristicos, frequentemente compostos por pelo menos duas etapas principais: uma perda
inicial de massa em baixas temperaturas, relacionada a evaporacao da dgua adsorvida, seguida
por uma etapa predominante de decomposi¢do térmica, associada a despolimerizacdo das
cadeias e a ruptura das ligacdes glicosidicas (Igbal ef al., 2013). Parametros como a
temperatura de inicio da degradacdo e a temperatura de maxima taxa de decomposi¢cdo
fornecem informacdes sobre a estabilidade térmica do material. Diferengas no grau de
polimerizacdo, na organizacdo molecular e nas interagdes intermoleculares podem reflete em
variagdes no comportamento térmico.

Diante da ampla gama de ferramentas analiticas apresentadas, a escolha da técnica
deve ser orientada ndo apenas pela infraestrutura laboratorial, mas principalmente pelas
caracteristicas estruturais e pelas propriedades intrinsecas da biomassa avaliada. A
caracterizacdo precisa da composi¢ao dos residuos glicosidicos, aliada a elucidacdo estrutural
e a investigacdo das propriedades fisico-quimicas dos polissacarideos, fornecerdo subsidios
para compreender a organizacdo desses materiais € suas implicagdes funcionais. Esse
entendimento possibilita direcionar de maneira mais estratégica o aproveitamento dos
polissacarideos, identificando aplicagdes compativeis com as particularidades de cada
biomassa (Voiniciuc, 2022).

Dado que as informacdes disponiveis na literatura até o momento carecem de relatos
sobre o arranjo dos residuos de glicosil em manana de sementes de acai, o objetivo deste trabalho
foi caracterizar a estrutura da manana presente no endosperma dessas sementes. Com isso, busca-
se entender como superar a recalcitrincia desse residuo agroindustrial, promovendo o

desenvolvimento de uma economia circular baseada no reaproveitamento dos residuos do acai

(Barbosa; Carvalho Junior, 2022).
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3 JUSTIFICATIVA

O grande volume de sementes de acai gerado pela inddstria de beneficiamento
representa um desafio ambiental. No entanto, a alta concentracdo de manose nessas sementes
as torna uma matéria-prima valiosa para diversos setores. A utilizacdo da manose e MOS
produzidos a partir das sementes pode agregar valor a cadeia produtiva do acai e minimizar os
impactos ambientais causados pelo descarte inadequado desse residuo (Jorge; Da Silva;
Brigagao, 2024).

MOS tém despertado interesse crescente em fungdo de seu potencial prebidtico, sendo
associados ao estimulo seletivo de microrganismos benéficos da microbiota intestinal (Rana et
al., 2023). Da mesma forma, a manose apresenta relevancia comercial, sendo empregada
como suplemento dietético funcional, nutracéutico e prebidtico (Hu et al., 2016; Wu; Zhang;
Mu, 2019). Esse actcar € extensamente empregado no tratamento de infec¢des do trato
urindrio, pois as bactérias, E. coli, causadoras de infeccdes se ligam preferencialmente a
manose em relacdo as células uroteliais do sistema urindrio, e assim sdao eliminadas na urina
(Scaglione; Musazzi; Minghetti, 2021).

Além dessas aplicacdes, a literatura reporta que a manose também pode ser utilizada
como molécula-plataforma para a producdo de bioprodutos. O acucar pode ser uma fonte
alternativa para producdo de D-manitol, um importante composto amplamente utilizado na
industria alimenticia e farmacéutica (Makkee; Kieboom; Bekkum, 1985). Estudos reportam
que a manose também pode ser utilizada para a produc¢do de etanol combustivel, o que
poderia contribuir para a descentralizacdo da producdo de energia no pais e para o
fortalecimento da autossuficiéncia energética em nivel local (Yamabhai et al., 2016).

A andlise de comércio indica que o mercado de manose pode chegar a US$ 1 bilhdo
até o final de 2025. O mercado global tende a expandir, com destaque para grandes empresas
americanas e pequenos players, principalmente em segmentos de aditivos alimentares
(www.transparencymarketresearch.com). Atualmente, a manose é obtida principalmente por
meio da hidrélise 4cida, térmica e enzimdtica de fontes como madeira, frutas e ervas, o que
ressalta a escassez de matérias-primas ricas em manose disponiveis em grandes volumes para
processamento industrial (Hu et al., 2016). Diante desse cendrio, surge uma oportunidade para
o desenvolvimento de um processo pioneiro de producdo de manose a partir da semente de
acai no Brasil.

O reaproveitamento de sementes contribui para a consolidacdo de uma biorrefinaria de

acai. A implementa¢ao de uma biorrefinaria pode reduzir a quantidade de residuos gerados, ao
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transformar esse residuo em matéria-prima para a producdo de bioprodutos de alto valor
agregado. Assim, biorrefinarias podem contribuir significativamente para atingir alguns dos
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS).

Os ODS visam promover um desenvolvimento sustentdvel, equilibrando aspectos
econdmicos, sociais e ambientais até 2030. O uso das sementes de acai desempenha um papel
crucial na promoc¢do de prdticas sustentdveis, ao otimizar o uso da biomassa, diminuir
residuos e gerar biobrodutos. Alinhando-se as metas de promover o crescimento econdmico
sustentdvel (ODS 8) e a industrializacao sustentavel (ODS 9), por exemplo (Ubando; Felix;
Chen, 2020).

Cabe ressaltar que, o processo contribuird ainda para gestdo urbana e para a constru¢ao
de uma bioeconomia circular, assim como ajudara a reduzir esse passivo organico na regiao
amazonica. O uso das sementes de agai considera os aspectos da cadeia produtiva no contexto
local em que esse residuo estd sendo gerado. Desse modo, a exploracdo comercial sustentdvel
das sementes também proporcionard a possibilidade de ascensdo econdmica e
desenvolvimento social local.

Para isso, é fundamental desenvolver politicas publicas que alinhem as operacdes da
biorrefinaria com os objetivos mais amplos do desenvolvimento sustentdvel. No entanto, o
cendrio atual ainda carece de politicas de apoio a logistica reversa de sementes de acai, o que
dificulta o avango de uma bioeconomia sustentdvel. Politicas eficazes sdao necessdrias para
incentivar préticas sustentaveis, e apoiar a pesquisa e desenvolvimento de produtos a base de
sementes de acai (Clement et al., 2024).

Almejando uma aplicacdo industrial as sementes de agai, ¢ fundamental procurar
alternativas que garantam o alto rendimento de conversdo de manana das sementes de agai a
manose € manano-oligossacarideos com processos vidveis de custos reduzidos. Desse modo, a
presente proposta foi estruturada com o objetivo de atender a necessidade do avango no
conhecimento cientifico sobre o aproveitamento e valoracdo do residuo do processamento
acai, uma biomassa da regido amazonica ainda pouco explorada. Determinar a estrutura da
manana contida na semente de acai serd uma forma de contribuir para direcionar o

aproveitamento e valoracdo das sementes de acai por um processo mais eficiente.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a estrutura do polissacarideo de manana contido em sementes de acai
(Euterpe oleracea Mart.) de modo a ajudar a identificar possiveis fatores estruturais que

contribuam para a recalcitrancia das sementes a conversao de manana a manose.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

*Desenvolvimento de uma metodologia adequada para o fracionamento dos
polissacarideos do endosperma de sementes de acgai e isolamento da fracdo de manana
insoluvel em dgua;

*Identificar a composicao e estrutura da manana isolada do endosperma de sementes
de acai por diferentes metodologias analiticas complementares, tais como: RMN em solucao,
RMN de solidos, difragdo de raio-X, cromatografia liquida (HPAEC-PAD), cromatografia
gasosa, e andlise termogravimétrica;

*Tracar o perfil glicomico do endosperma de sementes de agai utilizando como
método analitico o perfil glicomico (Comprehensive Microarray Polymer Profiling (CoMPP);

*Avaliar a estrutura da parede celular das sementes de acai maduras por
imunolocaliza¢cdo utilizando anticorpos monoclonais para reconhecimento de epitopos de
mananas;

*Monitorar alteracdes da estrutura da manana da semente de agai em diferentes
estdgios de desenvolvimento do fruto utilizando anticorpos monoclonais pré-selecionados
pela metodologia CoMPP;

e]dentificar fatores estruturais na parede celular vegetal que influenciam na

recalcitrancia do material a degradacao por mananases.
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5 MATERIAIS E METODOS

Para a elucidacdo completa e robusta da manana de sementes de agai, em trabalho de
elucidacdo inédito, o polissacarideo foi avaliado por diferentes metodologias complementares

para caracterizagdo in situ € também in vitro de fracdes do material vegetal (Figura 8).

Figura 8 - Anidlises complementares realizadas para caracterizagdo estrutural da manana presente no
endosperma de sementes de agai.

PERFIL GLICOMICO

RMN DE SOLIDOS

MANANA ““““““““ METODO ALDITOL

SEMENTE DE ACAI - FRACIONAMENTO - ACETATO

INSOLUVEL

DRX

TGA
IMUNOLOCALIZACAO

* RMN: ressonancia magnética nuclear; DRX: difragc@o de raio-X; TGA: andlise termogravimétrica.

Fonte: Elaboragdo prépria.

5.1 FONTE DE MATERIAIS

Para isolar os polissacarideos da sementes de acai borohidreto de sédio (NaBH4 —
452882), clorito de sédio (NaClO, — 71388), timerosal (2-(C2HsHgS)CsH4CO2Na — T5125),
ureia ((NH2).CO - U5128), e Pur-A-Lyzer™ Maxi Dialysis KitMWCO 3,5 kDa
(PURX35015) foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). As enzimas o-
amilase E-BLAAM (B. licheniformis) e amiloglicosidase E-AMGDF (A. niger) foram
adquiridas da Megazyme (Megazyme Ltd. Wicklow, Irlanda). Todos os outros reagentes
foram adquiridos de fontes comerciais em grau reagente.

Para realizar essas analises de RMN em solu¢do foram adquiridos na Sigma Aldrich

(St. Louis, MO, EUA) agua deuterada (HOD 99,9% D — 151882), dimetilsulf6xido-de
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(DMSO-ds) ((CD3)2SO —296147), piridina-ds (CsDsN — 532975), ureia (NH2).CO — U5128),
padrio de celulose microcristalina (Avicel® pH 101 — 11365), e padrdo de galactomanana de
goma de alfarroba (LBG — G0753). O padrio de manana linear de marfim vegetal (P-
MANIV) foi adquirido da Megazyme (Megazyme Ltd. Wicklow, Ireland).

Os anticorpos monoclonais € CBMs (séries CCRC, LM, JIM) foram gentilmente
cedidos pelos professores Bodil Jongersen e Peter Ulksolv de estoques do Departamento de
Planta, Universidade de Copenhague. Foram selecionadas 50 sondas imunoldgicas, dentre
mAbs e CBMs, de acordo com o grupo de glicanos que seria de interesse mapear, dentre 0s
quais: manana, glucana, celulose, heteroxilana, heteroglucana, xilana, pectina. As
informagdes detalhadas sobre cada anticorpo estdo descritas no banco de dados WallMAbDB

(http://www.wallmabdb.net).

5.2 ORIGEM DAS SEMENTES DE ACAI

A atividade de pesquisa foi registrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o nimero de acesso
#AB49DO01. As sementes de acai maduras (Euterpe oleracea Mart.) foram cedidas por
pequenos produtores agroextrativistas de polpa de acgai no estado do Amapa (Arquipélago de
Bailique, foz do Rio Amazonas, Brasil — N 00°48.304' W 050°10.348") (Pinheiro, 2022). As
sementes foram lavadas, tiveram a camada mesocérpica fibrosa removida e o tegumento
externo foi raspado com auxilio de uma lamina (Figura 9). As sementes de acai, maduras e
sem a camada fibrosa externa, foram moidas em moinho de facas WILEY MILL® e

peneiradas a uma granulometria entre 180 um e 840 pum.

Figura 9 - (a) Semente de acaf; (b) sementes apds remogdo da camada mesocarpica fibrosa externa; (c) sementes
utilizadas nesse trabalho, sem as fibras e raspadas para remogao parcial do tegumento que a recobre.

Fonte: Acervo préprio.
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As sementes em diferentes estdgios de desenvolvimento foram gentilmente cedidas
pelo professor Francisco A. P. Campos (Universidade Federal do Ceard), oriundas de sua
propriedade particular no litoral do Ceard (Taiba, municipio de Sdo Gongalo do Amarante,
Brasil — S 3°30'19.9" W 38°54'31.7"). Os frutos foram agrupados em uma escala de
desenvolvimento conforme similaridades morfolégicas em grupos de 0, correspondendo ao
botdo floral, a 11, o fruto maduro (Andrade et al., 2020). Dentre esses estdgios de
desenvolvimento, foram pré-selecionados para o estudo quatro grupos que representam as
principais etapas de desenvolvimento do fruto, e estes foram renomeados como estdgios: 1

(primadrio), 2, 3 e 4 (semente madura) (Figura 10).

Figura 10 - Fruto de acai em diferentes estdgios de desenvolvimento. Na esquerda, estdgio 4 (fruto maduro),
estagio 3, 2, e a direita estagio 1.

0,5¢cm

Fonte: Acervo proprio.

5.3 CARACTERIZACAO COMPOSICIONAL DAS SEMENTES DE ACAI

A metodologia analitica de caracterizagdo foi adaptada de protocolos de referéncia
mundial (Laboratory Analytical Procedures) padronizados pelo Laboratorio Nacional de
Energia Renovével dos Estados Unidos (NREL, National Renewable Energy Laboratory)
(Sluiter et al., 2010).

De inicio, 2 g (massa seca) de sementes moidas foram adicionadas em cartuchos de
celulose para extracdo em Soxhlet com 190 mL de dgua, e em seguida com 190 mL de etanol
95%, sendo cada etapa de extracdo completando 6 sifonacdes. Parte das sementes foram secas
a 105 °C por 18h para quantificar os extrativos por granulometria. A outra parte das sementes,
livres de extrativos, foram submetidas a uma caracterizagdo quimica apds secagem a 40 °C.
Para isso, 0,3 g das sementes, de umidade inferior a 10%, foram submetidas a um processo de

hidrélise 4cida em duas etapas (H2SO4 72% m/m por 1 h a 30°C, e H2SO4 4% m/m por 1 h a
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121°C). O hidrolisado foi filtrado a vicuo em cadinhos Gooch de massa seca pré-
estabelecida. Com os cadinhos contendo os sélidos remanescentes foi determinado por
gravimetria o contetido de sélidos nao hidrolisados em 4cido. O hidrolisado liquido foi
neutralizado com carbonato de célcio (CaCQOsz) para determinacdo do conteido de
carboidratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés HPLC, High Performance
Liquid Chromatography). Os actcares foram quantificados por um sistema HPLC Ultimate
3000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) equipado com um detector de indice de
refracdo RI-101 (SHODEX, Japao). Para quantificacdo de agucar foi utilizada uma coluna
Aminex HPX-87P (300 x 7,8 mm, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA), com uma pré-
coluna Carbo-P (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) e uma sistema de remocao de
cinzas em linha (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). A fase mdvel correspondia a
dgua ultrapura com vazdo de 0,6 mL/min com temperatura de forno de 80 °C e temperatura do

detector de 50 °C.

5.4 FRACIONAMENTO DAS SEMENTES DE ACAl PARA ISOLAR FRACOES
ENRIQUECIDAS EM POLISSACARIDEOS ESPECIFICOS

Com base no protocolo descrito por Pattathil e colaboradores (2012), foi desenvolvida
uma metodologia especifica para isolar a fracdo de manana de sementes de agai. Para isso, as
sementes moidas foram adicionadas em etanol e o residuo insolivel em alcool (do inglés AIR,
alcohol insoluble residue) foi submetido a extragdes sequenciais com solventes cada vez mais
severos para remover componentes especificos da parede celular, obtendo-se no final uma

fracdo insolivel (Figura 11). Os detalhes de cada procedimento estdo descritos a seguir:

Figura 11 - Etapas do fracionamento das sementes de agaf in natura os componentes separados em cada uma das
etapas: (a) sementes no inicio do processo; (b)AIR; (c) extrato em amilases; (d) extrato em oxalato de amonio;
(e) extrato em KOH 1 M; (f) extrato em KOH 4 M; (g) extrato de clorito de sédio; (h) extrato de KOH 4M; (i)
fracdo insoldvel recuperada ao final.
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Para preparar o AIR, 400 mg de sementes moidas foram adicionadas a 40 mL de
etanol 80% v/v e agitadas a 150 rpm por 1 h em temperatura ambiente. Em seguida a amostra
foi centrifugada e lavada com etanol 80%, para ser novamente adicionado etanol sob agitacao
por mais 1 h. Esse procedimento foi repetido por mais 3 vezes, para que ao final a amostra
fosse filtrada a vacuo com filtros de fibra de vidro (GF/A) de massa seca conhecida, e o pellet
fosse lavado com etanol absoluto. A massa recuperada foi adicionado 40 mL de uma mistura
de cloroférmio e metanol (1:1) e agitado a 150 rpm por 4 horas. A amostra foi filtrada em
filtros de fibra de vidro (GF/A) e lavada abundantemente com acetona.

Antes da proxima etapa, o conteddo de sélidos retido no filtro foi seco a 40 °C a fim
de estabelecer por gravimetria a quantidade de massa transferida para a fase liquida. Este
procedimento foi repetido entre cada uma das etapas de extragao.

O AIR resultante foi submetido a uma etapa de remocao de amido, em que a cada 250
mg de amostra foram adicionados 25 mL de tampdo acetato de sédio 0,1 M (pH 5,0) com
0,01% de timerosal, 150 pL de a-amilase e 30 uLL de amiloglicosidase, a 55 °C, sob agitacdo
constante (150 rpm) por 24h. O material final foi filtrado em filtro de fibra de vidro (GF/A),
lavado com 4gua deionizada e separado para as proximas etapas.

A etapa seguinte foi adicionada para remover possiveis tracos de pectina. A massa
recuperada na etapa anterior foi adicionado oxalato de aménio 50 mM (pH 5,0) e 0,01% de
timerosal, em uma suspensdo de 10 mg/mL. As amostras foram aclimatadas a 25 °C, 150 rpm,
por 24h, e ao final a amostra foi preparada como na etapa anterior.

As duas etapas seguintes de extracdo utilizaram hidroxido de potassio (KOH) e NaBH4
1,0% (m/v) (KOH 1 M e KOH 4 M) numa suspensao de 10 mg/mL a 25 °C e 150 rpm, por
24h. Os soélidos foram filtrados com membrana de nylon (tamanho de poro de 0,45 um) e
submetidos a remogdo de lignina. Nessa etapa, a cada 125 mg de sé6lidos recuperados foram
adicionados 20 mL de 4gua deionizada e mantido em banho de glicerina a 70°C. Apds
aclimatacao, foram feitas trés adi¢des de 125 mg de clorito de sédio e 50 puL de acido acético
glacial, com cada adicdo separada por uma incubacdo de 1 h. Ao final da reacdo, gis cloro
estava dissolvido no meio conforme indicava a cor amarela da solug¢do. Por isso, as amostras
foram retiradas do aquecimento e gas nitrogénio foi borbulhado lentamente até que a amostra
perdesse a coloragdo.

A amostra recuperada, lavada e seca, foi novamente adicionada a KOH 4 M e NaBH4
1,0% (m/v) conforme descrito anteriormente. As fracdes solivel e insoluvel foram
recuperadas e dialisadas utilizando membranas de peso molecular maximo de corte (do inglés

MWCO, max molecular weight cut off) de 3.500 Da por 48 h, com uma relacdo de
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amostra:dgua deionizada de 1:60. Apds a didlise, as amostras foram liofilizadas e

armazenadas a temperatura ambiente.

55 AVALIA(;AO POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DA FRACAO DE
POLISSACARIDEO INSOLUVEL ISOLADO DA SEMENTE DE ACAI

As andlises de espectroscopia de RMN foram aplicadas as amostras insoliveis em
dgua, isoladas das sementes de acgai na etapa anterior de fracionamento, e comparativamente a

padrdes de agucar

5.5.1 Espectroscopia de RMN em solucao

A metodologia de preparo da amostra para andlise em RMN em solucao foi baseada
em estudos de mananas lineares (Petkowicz et al., 2001). Considerando isso, 40 mg da fragdo
isolada, recuperada ao final do fracionamento das sementes de acai, foi parcialmente
solubilizada em 1 mL de uma mistura 50% m/m de ureia e dgua deuterada sob agitacdo
constante por 48 horas a 65 °C. Ao final, a amostra foi centrifugada e o sobrenadante foi
liofilizado e solubilizado em dgua deuterada.

A fragdo isolada das sementes também foi solubilizada por outro método alternativo
(Kim; Ralph, 2014). Para isso, as amostras foi adicionada uma mistura de DMSO-piridina
deuterados 4:1, em que 50 mg de amostra receberam 75 uLL de DMSO e 250 pL de piridina
para serem colocadas em ultrassom por 5 h. Ao afinal as amostras foram centrifugadas,
liofilizadas e solubilizadas como no processo anterior.

Com as amostras devidamente solubilizadas, os espectros de RMN 2D foram
adquiridos seguindo os pardmetros descritos por Tovar e colaboradores (2019) para anélises
de polissacarideos em espectrometro Bruker Avaree III 900 MHz (Bruker, Billerica, EUA),
com sonda TCI de tripla ressonancia de detecciio inversa otimizada por 'H. O espectrometro
utilizado pertence ao Centro Nacional de Ressondncia Magnética Nuclear Jiri Jonas do
Instituto de Bioquimica Médica da UFRJ (RJ, Brasil).

Os espectros foram adquiridos com supressdo de HOD por pré-saturagdo a 300 K.
Espectros de 'H/!3C obtidos por HSQC (do inglés Heteronuclear Single Quantum Coherence)
foram adquiridos apds 64 acumulagdes, com 1024 pontos coletados na dimensao F» e 256
pontos em Fi, no modo de aquisi¢do eco/anti-eco, via GARP (do inglés globally optimized
alternating-phase rectangular pulses for decoupling). Os espectros de HMBC (do inglés

Heteronuclear Multiple Bond Correlation) foram adquiridos apds 256 acumulagdes, com



52

2048 pontos coletados na dimensdo F> e 300 pontos em Fi, no modo de aquisi¢cdo eco/anti-
eco. O processamento dos dados foi realizando utilizando o software TopSpin 4.4.0 (Bruker)
e os deslocamentos quimicos de 'H/!3C foram expressos em ppm relativo a ressonincia do
padrao DDS, assumido como o ponto de 0 ppm.

Espectros de 'H/"*C obtidos por HSQC também foram adquiridos em espectrdmetro
Bruker Avance Neo 500 MHz equipado com criosonda de nitrogénio liquido disponivel no
Laboratério de Métodos Analiticos em Farmanguinhos/Fiocruz (RJ, Brasil). Os parametros de

analise utilizados foram os mesmos da analise anterior.

5.5.2 Espectroscopia de RMN de sélidos

A fracdo insolivel isolada das sementes de acai foi também analisada em
espectrometro Bruker Avance III 400 WB, que opera em campo magnético de 9.4 T,
sintonizado na frequéncia de Larmor do '3C de 100,63 MHz, equipado com sonda de trés
canais de 4 mm. O equipamento utilizado pertence ao Laboratério Multiusudrio de RMN de
Soélidos Prof.* Adelina Costa Neto (LABRMN-1) do Instituto de Quimica da UFRJ (RJ,
Brasil).

Aproximadamente 60 mg de amostra foram transferidas para o rotor de ZrO> de 4 mm,
com tampas de Kel-F (clorofluorpolimero). As amostras decorreram em temperatura
ambiente, na sequéncia de pulso de polarizacdo cruzada com rotacdo no angulo maégico
(CPMAS), com tempo de contato de 2000 ps, tempo de reciclo de 4 s, velocidade de rotagao
de 10 kHz, com 1024 acumulacdes, utilizando como referéncia externa para os deslocamentos
quimico a glicina (C=0 em 176,1ppm). O processamento dos dados foi por meio do software

TopSpin 4.0.7, com ajuste automdtico da linha de base e ajuste manual das fases.

5.6 AVALIACAO POR DIFRACAO DE RAIOS-X DA FRACAO DE POLISSACARIDEOS
INSOLUVEIS ISOLADOS DA SEMENTE DE ACAI

A cristalinidade da fracdo de polissacarideos insoliveis isolados das sementes de acai
foi avaliada por DRX, e comparado ao perfil de difracdo de padrdes de aciicar, como de
manana linear e celulose microcristalina. A andlise de DRX foi realizada no difratdmetro
Bruker D8 Advance (Bruker, Karlsruhe, Alemanha), emitindo radiagdo Cu Ka com filtro de
niquel (A=1,5418 angstroms), tensdo de 40 kV e corrente de 40 mA. A analise foi realizada

utilizando divergéncia varidvel, espalhamento de 4,2, angulo de varredura na faixa de
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10 <26 <50 graus, a 0,02° por passo e taxa de leitura de 1°/min (Gomide et al., 2019). O
processamento dos dados e a deconvolucdo dos picos foi realizada utilizando o software

OriginPro 2024.

5.7 DETERMINACAO DA COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DA FRACAO DE
POLISSACARIDEOS INSOLUVEIS ISOLADOS DA SEMENTE DE ACAI

5.7.1 Cromatografia gasosa (CG)

O polissacarideo insolivel isolado das sementes teve sua composi¢do de carboidratos
confirmada utilizando CG. Por se tratar de compostos ndo voldteis, estes precisaram ser
derivatizados pelo método alditol acetato para andlise (Wolfrom; Thompson, 1963).

Primeiramente 0,01 g de amostra foi hidrolisada usando 0,5 mL de H2SO4 72% (m/m)
em 10 mg de amostra (1 h, 30°C) e, em seguida, diluida até uma concentragdo final de 4% (1
h, 121°C) (Saeman et al., 1954). Os hidrolisados foram neutralizados com CaCOs3 até pH 6 e
o precipitado foi removido por centrifugacdo. Para derivatizacdo, as amostras hidrolisadas
foram reduzidas com a adi¢do de 10 mg de NaBH4 sob agitacdo e aclimatado a 4°C por 16h.
Caso o pH estivesse alcalino este foi corrigido com acido acético 50% até pH 4cido. Ao final,
toda a fase aquosa da amostra foi evaporada em rotaevaporador a 40°C. A amostra seca foi
adicionado 1 mL de metanol e evaporado até secar, em um procedimento repetido 3 vezes.
Com a amostra seca foi adicionado ao tubo de hidrélise 0,5 mL de piridina e 0,5 mL de
anidrido acético. A amostra foi agitada em vortex e mantida em temperatura ambiente por 18
h, interrompendo a reacdo no final ao transferir para um banho-de-gelo. Os compostos
acetilados foram extraidos com a adi¢ao de 1-2 mL de cloroférmio, e as fases foram separadas
apoOs agitacdo em vortex. Foram realizadas lavagens alternadas da fase cloroférmica
utilizando sulfato de cobre 5% e agua, lavando 5 vezes cada. No final, a fase cloroférmica foi
separada e o cloroférmio evaporado usando nitrogénio. Os acetatos de alditol resultantes
foram analisados em cromatdgrafo gasoso 5890 A II HP a 220 °C (detector de ionizacdo de
chama e temperatura do injetor, 250 °C) com uma coluna capilar DB-210 (0,25 mm d.i.x 30

m), uma espessura de filme de 0,25 uym e N2 (2,0 mL/min) como gas de arraste.

5.7.2 Cromatografia de troca aniénica com deteccao amperométrica pulsada (HPAEC-
PAD)
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A fracdo insoldvel isolada das sementes deacai também foi avaliada por HPAEC-PAD
para confirmacdo composicdo de monossacarideos. Para a andlise as amostras foram
previamente hidrolisadas seguindo a mesma metodologia descrita no item 5.7.1. A
identificacdio do monossacarideo foi determinada usando um sistema Thermo Scientific
Dionex ICS-5000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). O cartucho de protecdo e a
coluna analitica usados foram o CarboPac PA1 (4 mm x 50 mm, Thermo Scientific, Waltham,
MA, EUA) e o CarboPac PA1 (4 mm x 250 mm, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). A
temperatura da coluna era de 15 °C, e a fase mdvel era composta de fase A (dgua deionizada
de grau reagente tipo 1) e fase B (solucdo de NaOH 300 mM). Os programas de gradiente
usados para a separacdo foram os seguintes: 0,0-32,0 min, 0% B; 32,0— 32,1 min, 0-85% B;
32,1-42,0 min, 85% B; 42,0-42,1 min, 85-0% B; e 42,1-52,0 min, 0% B. A taxa de fluxo foi

de 1,25 mL/min, e o volume de injecdo foi de 5 pL.

5.8 AVALIACAO POR TERMOGRAVIMETRIA (TGA) DA FRACAO DE
POLISSACARIDEOS INSOLUVEIS ISOLADOS DA SEMENTE DE ACAI

O ensaio foi conduzido em analisador termogravimétrico SDTDSC Q600 TA
Instrument (TA Instrument, New Castle), que mediu a temperatura e o peso da amostra em
funcdo do tempo. Cerca de 10 mg de amostra foram adicionadas em cartucho de platina, em
atmosfera inerte de nitrogénio a uma vazio de 100 mL min™!. O aquecimento foi conduzido na
faixa de temperatura de 40°C até 600°C, a uma taxa de aquecimento de 10°C min™'. A fracio
de polissacarideos insoltveis isolados foi analisada e comparada a outros materiais também
analisados: os padroes de agicar de manana linear (de marfim vegetal) e celulose

microcristalina (Avicel®).

5.9 AVALIACAO DO PERFIL GLICOMICO DA SEMENTE DE ACAI EM DIFERENTES
ESTAGIOS DE DESENVOLVIMENTO VIA COMPP

Além das sementes de acai maduras, sementes em outros trés diferentes estagios de
desenvolvimento do fruto tiveram o perfil glicomico avaliado utilizando anticorpos
monoclonais por meio da técnica CoMPP. Na metodologia CoMPP, os carboidratos foram
extraidos do material vegetal, estes foram impressos em microarranjos usados para fazer a
triagem com diferentes modulos de ligacdo a carboidrato (CBM) e anticorpos monoclonais

(mAbs) (Moller et al., 2007) (Figura 12).
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Figura 12 - Esquema da metodologia CoMPP utilizada para determinacdo do perfil glicomico das sementes.
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Fonte: Adaptado de (Fradera-Soler et al., 2023).

Os anticorpos monoclonais e a infraestrutura utilizados foram disponibilizados pelos
professores Bodil Jgrgensen e Peter Ulvskov na secdo de Glicobiologia de Plantas da
Universidade de Copenhague (Copenhague, Dinamarca), utilizando como base a metodologia

descrita por Kracun et al. (Kracun et al., 2017) com algumas adaptacdes.

5.9.1 Extracao das sementes de acai em diferentes estagios de maturacao

Os frutos frescos foram despolpados, e a parte externa da semente (fibras
mesocarpicas e endocarpo) foi removida nos estigios necessarios. As sementes foram
cominuidas e submetidas a extra¢do de polissacarideos do AIR, em um processo semelhante
ao feito anteriormente no item 5.3, com os devidos ajustes. Adicionalmente foram
acrescentados para o controle da andlise os padrdes de Arabidopsis, galactomanana, manana
linear e glucomanana.

Para o preparo do AIR, 600 puL de etanol 80% foram adicionados a 100 mg de
amostra. O material fo1 homogeneizado em vortex e submetido a agitacdo de 900 rpm a 30 °C

por 1 h. Apds esse periodo, a amostra foi centrifugada a 20000 xg por 10 min e o
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sobrenadante foi descartado. Esse processo foi repetido mais trés vezes. Em seguida, foram
adicionados 600 uL. de CHCl3:MeOH na propor¢ado 1:1, e as amostras foram tratadas como no
procedimento anterior. Por tltimo, a amostra foi lavada trés vezes com 600 uL de acetona
cada. Ao final, as amostras foram secas em temperatura ambiente no interior de uma capela
com sistema de exaustdo por 12h.

Cerca de 10 mg de AIR foram submetidos a trés extragdes sequenciais, sendo 0s
ensaios conduzidos em triplicata e realizados no mesmo dia que a impressdao. A primeira
extracdo foi de dgua:tween, em que foram adicionados 300 uL de Tween 20 a 0,07% v/v em
microtubos. A amostra foi acrescida uma pérola de vidro (3 mm) para levar ao moinho de
bolas (TissueLyser II, Qiagen) a 27 s! por 1 min, para em seguida serem centrifugadas a 4000
rpm por 10 min. O sobrenadante foi separado e armazenado sob refrigeracdo para andlise
futura, e o pellet permaneceu no tubo para ser extraido novamente com outro solvente.

A segunda extragdo foi realizada utilizando 300 uL. de CDTA (4cido ciclohexano 1,2-
dinitrotetracético, 50 mM, pH 7,5) e uma pérola de vidro. A mistura foi inicialmente agitada a
uma frequéncia de 27 s por 2 minutos. Em seguida, a frequéncia foi reduzida para 6 s! e
mantida por mais 2 horas. Apos esse periodo, a mistura foi centrifugada a 4000 rpm por 10
minutos para separar o sobrenadante, que foi reservado para andlises futuras, e o pellet, que
foi utilizado para a extragdo subsequente. A extracdo final foi realizada com NaOH 4M
contendo 0,1% v/v de NaBH4 seguindo o mesmo procedimento descrito anteriormente. Os
sobrenadantes recuperados em cada uma das extragcdes, assim como os solidos residuais,
foram acondicionados a -20 °C até as proximas andlises. Cabe ressaltar que, apds descongelar

as amostras, estas precisariam ser homogeneizadas e centrifugadas a 4000 rpm por 10 min.

5.9.2 Preparo de matrizes de glicanos oriundas de sementes de acai em diferentes
estagios de desenvolvimento

As amostras que foram extraidas sequencialmente utilizando tween, CDTA e NaOH
foram impressas como pontos em papel de nitrocelulose 0,45 um (Whatman) utilizando uma
impressora piezoelétrica de impressdo a jato de tinta (Arrayjet, Edimburgo, Reino Unido).
Para entrada no equipamento, as amostras foram alocadas em microplacas de 384 pogos em
quatro diferentes dilui¢cdes sequenciais (1:4, 1:12, 1:36, e 1:108). A placa foi preenchida com
as amostras, tinta preta regular e tampao Arrayjet (46,3% glicerol, 52,3% agua e 1,4% Triton
X-100) na posi¢cao que o Jetsyder for programado para pegar a amostra (Figura 13). A tinta e

o tampao foram adicionados para delimitar o inicio e final do layout de impressdo. O layout
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do arranjo permitiu que a dilui¢do fosse realizada diretamente na placa com o auxilio de uma
pipeta multicanal. Apds a adi¢do do material, as placas foram centrifugadas. Caso houvesse

bolhas, estas eram estouradas com o auxilio de uma agulha estéril.

Figura 13 - Preparo das placas para impressdo do microarranjo. (a) Placa 1 contendo parte dos extratos diluidos;
(b) Placa 2 contendo o restante dos extratos diluidos; (c) layout do microarranjo a ser impresso com as amostra
dispostas em posi¢des relativas a disposi¢do nas placas de pogos.
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Fonte: Elaboracdo prépria.

Foram impressos centenas de arranjos, os quais foram meticulosamente cortados com
bisturi, e a qualidade da impressdo foi averiguada. Em uma placa de petri, o arranjo foi
alocado em meio a 10 mL de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS—NaCl 140 mM,
KCl 2,7 mM, Na,HPO4 10 mM e KH>PO4 1,7 mM, pH 7,5) com 50 uL de corante azul de
toluidina sob agitacdao por 10 min. Os arranjos foram lavados com PBS e colocados para secar
em papel de filtro Whatman®. Nos casos de pontos ndo bem definidos, a impresséo foi refeita
ajustando a diluicdo da amostra para até 250 vezes. Os arranjos foram armazenados em placas
de 12 pogos contendo 2 mL de tampao de bloqueio por no minimo 1 h. O tampao usado era
composto de 5% de leite em pd desnatado em PBS. O leite ajudou a isolar a membrana de

nitrocelulose para que ndo interagisse com o mAb/CBM.
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5.9.3 Sondagem dos microarranjos de sementes de acai utilizando mAbs e CBMs

De acordo com a composicdo de polissacarideos das sementes de agai, foram
selecionados 56 anticorpos monoclonais da série CCRC, JIM, LM, CBM entre outros de
bibliotecas do Plant Cell Wall Monoclonal Antibody Database (WallMabDB) no Complex
Carbohydrate Research Center (CCRC, Universidade da Gedrgia, Estados Unidos). Os
anticorpos usados para sondar os microarranjos como anticorpos primdrios foram agrupados

conforme o epitopo de glicano em que atuam, cujos detalhes estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Anticorpos monoclonais e médulos de ligagdo a carboidratos utilizados para determinar o perfil
glicobmico das sementes de acai e suas especificidades, como: a dilui¢do utilizada, origem, e os epitopos de
atuacao.

mAb/CBM Diluicao Origem Epitopo

CBM27 10pg/mL His-tag

LM21 1/10 Rato Manana

LM22 1/10 Rato

BS-400-4 1/1000 Camundongo B-(1—4)-D-manana

CCRC-M70 1/250 Camundongo

CCRC-M167 1:100 Camundongo Galactomanana

CCRC-M175 1:100 Camundongo

CCRC-M170 1:250 Camundongo Glucomanana acetilada

CBM3a 10 pg/mL His-tag

CBM2a 10 pg/mL His-tag Celulose

CBM4-1 3 pg/mL His-tag

CCRC-M102 1:100 Camundongo

CCRC-M50 1:100 Camundongo

LMI15 1/10 Rato Xiloglucanos fucosilados

LM24 1/10 Rato

LM25 1/10 Rato

CCRC-M145 1:100 Camundongo

CCRC-M149 1:100 Camundongo

CCRC-M159 1:100 Camundongo

INRA-AXI1 1720 Camundongo Xilana

LM10 1/10 Rato

LM11 1/10 Rato

LM23 1/10 Rato

LM28 1/10 Rato
InCHI1 1:100 Camundongo Amido
BS-400-2 1/1000 Camundongo B(1—3)-D-glucana
BS-400-3 1/1000 Camundongo B(1—3)(1—4)-D-glucana
INRA-UX1 1/20 Camundongo Glucuronoxilana
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2F4 17250 Camundongo
CCRC-M38 1:100 Camundongo
INRA-RU2 1/10 Camundongo
INRA-RUI 1/10 Camundongo
JIMS 1/10 Rato
JIM7 1/10 Rato Homogalacturonana
LMI18 1/10 Rato
LM19 1/10 Rato
LM20 1/10 Rato
LM7 1/10 Rato
PAM1 10pug/mL His-tag
LM27 1/10 Rato Glucuronoarabinoxilanas
LMS8 1/10 Rato Xilogalacturonana
LM5 1/10 Rato B(1—4)-D-galactana
LM6 1/10 Rato a(1—5)-L-arabinana
LMI13 1/10 Rato a(1—5)-L-arabinana
LM16 1/10 Rato 6’-B-D-galactosil-B-(1—4)-D-galactotriose
CCRC-M171 1:100 Camundongo Arabinogalactana
LM9 1/10 Rato
LM12 110 Rato Polissacarideos ligados a 4cido ferdlico
JIM8 1/10 Rato
JIM13 1/10 Rato
JIM14 1/10 Rato Arabinogalactanas proteinas (AGP)
LM2 1/10 Rato
LM14 1/10 Rato
LM1 1/10 Rato
JIM11 1/10 Rato Extensina
JIM20 1/10 Rato

Fonte: (Pattathil ef al., 2015).

Selecionados os mAbs/CBMs a serem avaliados, foi descartada a solugdo de leite-PBS
em que as copias do arranjo estavam armazenadas € 1 mL de leite-PBS fresco foi acrescido a
cada pogo. Cada mAbs/CBM foi avaliado em replicatas do arranjo. Cada um dos pogos
recebeu um dos mAbs/CBMs na dilui¢do sugerida pelo fabricante. As placas foram mantidas
em temperatura ambiente sob agitagdo de 95 rpm por 2h. Por fim, a solugdo foi aspirada e os
arranjos lavados com PBS trés vezes, sendo que apds a ultima adi¢do de PBS as placas foram
mantidas a 95 rpm por 10 min.

Ap6s a sonda com o anticorpo primario, foram adicionados os respectivos anticorpos
secunddrios (anticorpos policlonais produzidos conjugados com fosfatase alcalina). O mAb

secundério a ser usado em cada um dos arranjos foi determinado pelo organismo hospedeiro
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onde foi produzido o0 mAb primério (camundongo ou rato) ou por uma fag especifica do CBM
(His-tag). A solucdo dos mAbs/CBMs anti-rato (A8438, Sigma), anti-camundongo (A3562,
Sigma) e anti-histidina (A5588, Sigma), foram diluidas conforme especificagdao do fabricante
em tampao de fosfatase alcalina (AP). O tampao AP é formado por NaCl 100 mM, MgCl» 5
mM e Tris HCl 100 mM, pH 9,5. Para controle dos anticorpos secunddrios, arranjos foram
também incubados apenas com os mAbs secunddrios nessa etapa. O processo de sonda foi

semelhante ao realizado anteriormente e, ao final, os arranjos foram igualmente lavados com

PBS.

5.9.4 Revelacao e quantificacao dos microarranjos

Os arranjos foram lavados com dgua ultrapura e transferidos a um recipiente contendo
uma solucdo reveladora. Essa solugdo continha 264 pL de nitro azul tetraz6lio em metanol
(NBT) 50 mg/mL, 330 pL de sal 5-bromo-4-cloro-3-indol fosfato dissédico (BCIP) 50
mg/mL e 40 mL de tampao AP. Os arranjos ficaram em contato com a solucdo até que os
pontos ficassem visiveis ou por no maximo 10 min. A reacdo foi parada transferindo-os a
outro recipiente contendo dgua ultrapura. Os arranjos foram colocados para secar em meio a
papel de filtro Whatman® por 12 h. Os arranjos foram entdo colados em uma folha A4,
escaneados usando um scanner (Canon 8800, Sgborg, Dinamarca) e alinhados no Adobe
Photoshop (Adobe Systems, San Jose, CA) caso fosse preciso. O sinal foi detectado usando
um software de detec¢do de arranjos (Array-Pro Analyzer v6.3, MediaCybernetics, Rockville,
Maryland, Estados Unidos). O resultado foi transcrito como um mapa de calor de sinais
relativos, em que os sinais foram ajustados para que a intensidade maxima fosse igual a 100 e

sinais abaixo de cinco foram considerados zero.

5.9.5 Avaliaciao de novos arranjos preparados manualmente

Em uma andlise qualitativa, foram avaliados os sélidos das sementes in natura ao
invés de extratos do AIR. Portanto, cortes de sementes de acai, obtidos nos quatro diferentes
estdgios de maturacdo, foram incubados em PBS para que o material extraido fosse
imobilizado em arranjos de nitrocelulose.

O arranjo projetado era uma tira contendo seis quadrados de 6 mm?, desenhados lado a
lado com l4pis. Foi depositado 1 uL. de extrato no centro de cada quadrado do arranjo. Os

arranjos foram deixados secando durante a noite e quando secos receberam as sondas
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imunoldgicas, conforme descrito anteriormente no procedimento do CoMPP. Para este ensaio,
foram avaliados os mAbs: BS 400-3, BS 400-4, LM11, LM15, LM21, LM22, LM25, LM28,
INRA-RU2, InCHI e JIM7.

5.10 AVALIACAO,IN SITU DE POLISSACARIDEOS NA SEMENTE DE ACAI EM
DIFERENTES ESTAGIOS DE MATURACAO

5.10.1 Seccionamento das sementes de acai

As avaliagdes in situ foram realizadas em sementes maduras e em outros trés
diferentes estdgios de maturacao do fruto. Os frutos frescos foram despolpados com o auxilio
de um bisturi, e seccionados para andlise por diferentes técnicas de avaliacdo in situ.

As sementes foram seccionadas em seccdes seriais de 80 um usando um micrétomo de
lamina vibratéria (Leica VT1000 S, Wetzlar, Alemanha). Inicialmente, as sementes foram
cortadas para formar uma base reta de apoio que permitisse sua fixacdo no equipamento com
o auxilio de uma supercola (Super glue Loctite®). A superficie de seccionamento foi orientada
de maneira a incluir tanto o embrido quanto a cicatriz do fruto. Os cortes sdo colocados
submersos em 4dgua ultrapura até andlise. Apos o corte, as seccdes foram imediatamente
submersas em PBS para andlise subsequente. Cabe destacar que, os frutos frescos foram

despolpados e seccionados no mesmo dia da andlise por microscopia.

5.10.2 Controle das analises de microscopia das sementes de acai

Para avaliar a anatomia geral do tecido das sementes de acai em diferentes estagios de
maturagdo do fruto, em uma placa de 12 pocos foi adicionado uma sec¢do da semente e 1 mL
de azul de toluidina 0,05%, e o sistema mantido por 10 min sob agitacdo em temperatura
ambiente. O corante foi descartado ao final e as amostras foram lavadas com PBS, para que
em seguida uma nova aliquota fosse adicionada e colocada sob agitacdo por 10 min. As
amostras foram lavadas e avaliadas em microscopio Optico (Olympus BX 41, Japao)

(Glazowska et al., 2023).

5.10.3 Avaliacao do contetido de celulose no tecido de sementes de acai maduras

A uma seccdo da semente de acai madura, em uma placa de pogo, foram adicionados 2

mL de PBS e 200 puL do corante Pontamine Fast Scarlet 4B. As amostras foram deixadas em
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temperatura ambiente sob agitacdo por 10 min, e depois foram lavadas com PBS até que a
solucdo de lavagem ndo apresentasse mais coloracdo. Em seguida, as amostras foram
avaliadas em microscépio Optico (Olympus BX 41, Japao) (Liesche; Ziomkiewicz; Schulz,

2013).

5.10.4 Avaliacio do contetido de lignina no tecido de sementes de acai maduras

Seguindo protocolo de Gtazowska e colaboradores (2018), fluoroglucinol 1% (solucio
saturada em HCI 20%) foi gotejado diretamente sobre uma sec¢do da semente de agai madura
para tingir a lignina (colora¢do de Wiesner). As secdes foram incubadas por aproximadamente

5 min e observadas em microscopio 6tico (Olympus BX 41, Japao).

5.10.5 Imunolocalizacio das sementes de acai em diferentes estagios de maturaciao

Os anticorpos monoclonocais BS400-4, LM21 e LM22 foram selecionados para
localizar e monitorar a presenca de manana em sementes de agai ao longo do amadurecimento
do fruto (Figura 14). O mAb INRA-RU2 também foi avaliado. Nessa técnica, as sementes
recebem a sonda, mAbs primdrios e secunddrios, em seguida sdo corados para ao final serem
avaliados por microscopia. Como siao procedimentos muito longos, a sec¢do das sementes foi

realizada no dia anterior a anélise e as sec¢Oes foram armazenadas em paraformaldeido.
Figura 14 - Esquema simplificado de anticorpos monoclonais utilizados para localiza¢do de moléculas alvo in
Situ.

Secondary
Ab

Primary
Ab

Fonte: (Rydahl et al., 2018).

Seguindo o protocolo descrito por Avci et al. (2012), seccdes da semente de acai
foram lavadas com PBS e foram bloqueadas com 2 mL de albumina sérica bovina (BSA) 5%

por 30 min. A solugdo foi retirada e uma nova aliquota fresca foi adicionada para incubar as
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amostras em placas de pogcos com 20 uL dos anticorpos primdrios por 2 h em temperatura
ambiente a 95 rpm, com as placas envoltas em papel aluminio. Em seguida, as amostras foram
lavadas com PBS trés vezes, sendo mantida em solu¢do por 10 min na udltima adicdo. As
amostras foram incubadas com 2 upL dos respectivos anticorpos secunddrios com
fluorescéncia e em seguida lavadas como anteriormente. As amostras tratadas com os mAbs
BS400-4 e INRA-RU?2 receberam o mAb secundério anti-camundongo conjugado com Alexa
Fluor 555 e aos mAbs LM21 e LM22 foi adicionado o mAb anti-rato conjugado com Alexa
Fluor 488 (Invitrogen). Paralelamente foram avaliados controles dos mAbs secunddrios.

Por fim, as amostras lavadas foram contracoradas com 2 mL de PBS em 100 uL do
corante Calcofluor white, para avaliacdo em microscopio confocal de varredura a laser (Leica
TCS SPS, Wetzlar, Alemanha) equipado com lasers de diodo UV (405 nm), Ar (488 nm) e
HeNe (543 nm) em objetivas de 20x ou 63x. Todas as se¢Oes foram escaneadas com as
mesmas configuracdes. As imagens foram processadas com o software LAS X Office (Leica

Microsystems).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 CARACTERIZACAO COMPOSICIONAL DAS SEMENTES E PREPARO DA
AMOSTRA

As sementes de acai estudadas neste trabalho possuem similaridades com outras
também sementes de palmeiras (Arecaceae), como as sementes de tamara (Phoenix
dactylifera) e o marfim vegetal (Phytelephas macrocarpa), conhecidas por conter em seu
endosperma a manana como polissacarideo de reserva a ser metabolizado pelo embrido para
germinacdo da planta (Brum et al., 2023; Meier; Reid, 1982). As sementes de agai residuais
da producdo da polpa, no entanto, ainda ret€m parte das fibras do mesocarpo aderidas a ela
(Figura 11a). Essa porcdo possui um teor composicional tipico de biomassas lignocelul6dsicas
que contém celulose e hemicelulose do tipo xilana (Monteiro et al., 2019).

Avaliando as sementes recebidas (semente + fibras), estas tinham em média 0,76 g +
0,15, tamanho transversal de 11,3 mm # 0,71 e longitudinal de 9,45 mm * 0,68 (foi
considerado como eixo longitudinal na direcdo de crescimento do embrido). A composi¢do
quimica dessas sementes, com e sem a parte externa, foi comparada as sementes (semente +
fibras) e ao endosperma avaliados na dissertacdo de mestrado que antecede este trabalho
(Miguez, 2020). Para obten¢do dessa fracio isolada no trabalho anterior, as sementes foram

cortadas até que o endosperma fosse totalmente isolado do tegumento (Tabela 5).

Tabela 5. Composicdo quimica (% massa seca) de diferentes porcdes da semente de agai in natura utilizada
nesse trabalho e na dissertagdo de mestrado que antecede este trabalho. As partes avaliadas sdo: sementes apés
despolpa do fruto (semente + fibras), sementes sem as fibras mesocarpicas e sem o endocarpo (semente), o
endosperma isolado das sementes de acai (endosperma isolado).

Lote usado Lote de referéncia (Miguez, 2020)
Semente Semente + Endosperma Semente +
Fibras isolado fibras

Manana 58,33 £2,51 54,49 + 1,40 74,33 £5,99 47,09 £ 1,42
Galactana 2,44 + 0,28 2,51 £ 0,07 2,87 £ 1,67 1,79 £ 0,21
Glucana 4,19 £0,34 7,36 £ 0,06 5,41 £0,42 6,09 + 0,67
Arabinana 0,49 £ 0,02 nd® 0,25 +0,27 0,40 + 0,02
Xilana nd" 3,13+0,14 nd® 1,83 £ 0,33
Sélidos? 18,59 £ 1,83 15,44 £ 0,14 4,58 £2,52 18,34 £ 0,64
Extrativos 10,56 + 0,55 11,48 £0,55 nd® 15,45 £ 0,95
Cinzas 1,28 £ 0,03 1,23 £ 0,03 1,44 + 0,71 0,61 +0,09

aS6lidos: representa a matéria orginica insolivel apds a hidrdlise 4cida, calculada sem considerar a quantidade

de cinza insoldvel em 4cido; Pnd: nio detectado.
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A composicdo quimica das sementes (semente+fibras) foi similar ao reportado
anteriormente (Miguez, 2020), cuja razdo molar de acgucares man:gal:glc:ara:xil foi de
80:4:11:0:6 e 82:3:11:1:4, respectivamente As variagdes entre o lote usado e o lote de
referéncia estd dentro do esperado das particularidades e variacdes inerentes a cada safra, aos
diferentes cultivares, e a amostragem variada de fibra/semente analisada (Oliveira et al.,
20006).

Confirmada a composi¢do rica em manana das sementes recebidas, estas puderam ser
usadas para isolar seu conteido de manana a fim de iniciar a caracterizagdo estrutural do
polissacarideo. Para evitar que a interpretacdo dos resultados de identificacdo da estrutura de
manana fosse dificultada pela presenca de outros componentes, o ideal seria trabalhar apenas
com o endosperma isolado. No entanto, como as sementes sdo dificeis de manusear, optou-se
por trabalhar com sementes sem a parte externa. Nesse processo removeu-se nio apenas as
fibras do mesocarpo, mas também o endocarpo e o tegumento externo que poderia ainda
conter vestigios da fracdo fibrosa lignoceluldsica.

Ao avaliar a composi¢do dessas sementes, que ndo possuem a parte externa, observou-
se que o conteudo de extrativos foi superior ao encontrado no endosperma, que nao possui
tegumento. A presenga de extrativos nas sementes, mas nao no endosperma isolado, sugere
que esses compostos estejam associados a partes do tegumento ainda presentes nas
invaginacgdes. Essa hipdtese é corroborada pelos achados de Martins e colaboradores (2020),
que, por meio de técnicas de imageamento (MALDI-IMS), indicaram que compostos
fendlicos, como as procianidinas, estdo associados a regido do tegumento.

O conteido de soélidos ndo hidrolisdveis em é&cido identificado nas sementes
provavelmente indica a presenca de lignina. Contudo, andlises especificas s@o necessarias
para caracterizar esse composto aromatico e confirmar sua presenga. A diferenca no contetido
desses sOlidos entre as sementes e o endosperma isolado pode ser atribuida ao fato de que a
porcao avaliada representa de forma mais significativa a parede celular lignificada.

Por outro lado, a razdo molar de man:gal:glc:ara:xil foi semelhante entre as sementes
utilizadas neste trabalho e o endosperma isolado, sendo de 89:4:6:1:0 e 90:3:7:0:0,
respectivamente. Esses valores estdo dentro da variabilidade fenotipica esperada para
sementes de diferentes origens. Como ndo houve indices detectdveis de xilana no material
analisado, assumiu-se a hipdtese de que as sementes que tiveram as fibras do mesocarpo, o
endocarpo e tegumento externo removidos estavam livres de qualquer fragcdo lignoceluldsica.
Ainda assim, o estudo de polissacarideos da parede celular € intrinsecamente

complexo, pois os carboidratos podem estar ligados entre si ou interconectados a diversos
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outros polimeros compondo a estrutura vegetal. Ademais, os métodos analiticos disponiveis
para caracterizagdo ex situ da estrutura de um polissacarideo requer o rompimento da parede
celular vegetal de modo a tornar o material passivel de andlise (Miguez et al., 2023). Portanto,
antes de qualquer andlise foi necessdrio eliminar ou reduzir a0 maximo a presenca de outros
componentes, isolando o polissacarideo de interesse da parede celular vegetal.

Para isso, as sementes foram submetidas a uma extracdo sequencial em multi-etapas
que removesse diferentes fracdes enriquecidas com polissacarideos especificos, para que ao
final fosse recuperado uma fra¢do insolivel rica em manana (Figura 15). Mesmo que a
caracterizacdo composicional tenha sinalizado a auséncia de alguns componentes, optou-se
por incluir o maior nimero de etapas no fracionamento das sementes de acai, pois se trata de
uma avaliacdo ainda ndo descrita na literatura de um material ainda pouco explorado neste

quesito, em que era preciso garantir que o material isolado fosse predominantemente manana.

Figura 15 - Etapas do fracionamento das sementes de agai: (a) sementes in natura no inicio do processo; (b)AIR;
(c) extrato em amilases; (d) extrato em oxalato de amonio; (e) extrato em KOH 1 M; (f) extrato em KOH 4M; (g)
extrato de clorito de sédio; (h) extrato de KOH 4M; (i) fragdo insoldvel recuperada ao final.

Fonte: Acervo préprio.

A primeira etapa do fracionamento das sementes € o preparo do AIR, em que sdo
removidos materiais ndo estruturais, tais quais: lipideos, pigmentos, actcares livres, sais
inorganicos, € metabdlitos de baixo peso molecular. Dependendo da metodologia escolhida
haverd diferentes rearranjos dos componentes da parede celular vegetal, o que impactard na
caracterizacao posterior (Fangel et al., 2021). Dessa forma, foi estabelecida uma combinacao
de solventes organicos a qual fosse adequada as sementes de acai. Com isso, o extrato

recuperado apresentava uma coloracdo vermelho intensa (Figura 15b), o que indica a presenca
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de compostos fendlicos, possivelmente procianidinas, conforme descrito na literatura (Martins
et al., 2020) e também evidenciado pelo teor de extrativos obtido com a caracterizacdo
quimica realizada anteriormente.

Um teste rdpido de lugol com as sementes de acai maduras ndo indicou a presenga de
amido, contudo o menor sinal deste componente atrapalharia a identificacdo da estrutura do
polissacarideo alvo, uma vez que o amido contém residuos de 4- e 4,6-glicose que também
estdo presentes em (galacto)glucomananas, celulose, xiloglucanas, e (1,3 ou 1,4)-B-glucanas
(Pettolino et al., 2012). Portanto, uma etapa para extracdo desse polissacarideo foi mantida
utilizando enzimas para a remoc¢do exclusiva desse componente (Figura 15c¢). Da mesma
forma, mesmo sem indicios da presenca de pectina nas sementes de acai, esse carboidrato
fracamente ligado na parede celular vegetal seria removido com o uso de um quelante que se
liga a cdtions divalentes solubilizando as pectinas ligadas a parede celular por ligacdes
cruzadas de cdlcio (Figura 15d) (Barnes et al., 2021).

Nas duas etapas seguintes foram realizadas extragdes alcalinas de hemicelulose
utilizando concentragcdes crescentes de base, para que fossem removidos diferentes
polissacarideos em fracdes subsequentes (Figura 15e-f) (Selvendran; O’Neill, 1987). Como
em meio alcalino as unidades redutoras terminais do polissacarideo podem reagir ocasionando
a degradacdo do carboidrato, para evitar tal acdo, as unidades finais foram reduzidas com o
uso de borohidreto de sédio (Abdel-Akher; Hamilton; Smith, 1951). Notavelmente, o extrato
alcalino assumiu uma coloracdo vermelho intensa novamente, mesmo apds as duas etapas
anteriores ndo apresentarem coloracgdo.

De acordo com a literatura, os polifendis extraidos identificados nas sementes de agai
correspondem principalmente a procianidinas com grau de polimerizacdo médio de 11,4
(>3000 Da), conforme reportado por Martins e colaboradores (2020). No entanto, a coloracao
indica que a extragdo realizada para procedimentos de caracteriza¢do ndo € capaz de remover
todo o conteido de compostos fendlicos dessa matéria-prima. E possivel que parte dos
polifendis permanec¢a mais intrinsicamente ligado a parede celular vegetal, seja por ligacdes
covalente ou ligagdes ndo covalentes fortes. Esses polifendis sdo descritos como polifendis
insoluveis ndo extraiveis (Zhang et al., 2020). Assim a hidrdlise alcalina pode ter favorecido a
quebra de ligacdes covalentes que podem estar ligando os compostos fendlicos a
polissacarideos estruturais da parede celular vegetal ou mesmo estabelecendo ligacdes nao
covalentes muito fortes. Assim, apesar da etapa de extragdo com d&lcool, a andlise
macroscopica do extrato obtido apds a etapa de hidrdlise alcalina indica que o AIR formado

ainda continha alguns compostos fendlicos que estavam mais fortemente ligados a
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hemiceluloses, porém estudos de caracterizacdo especificos dessa fracdo precisam ser
realizados.

Nao podemos afirmar até o momento se o conteido de sélidos nao hidrolisados em
dcido remete a lignina, uma vez que a caracterizacdo composicional feita anteriormente nao
incluiu andlises especificas para identificacdo das diferentes formas de lignina que podem
haver em sementes de palmeiras (Del Rio et al., 2017; Rencoret et al., 2018). Ainda assim, a
lignina que poderia estar contida no material foi removida utilizando clorito de sédio. Como
pode ser notado visualmente, ao final desse processo o sdlido ficou ainda mais claro,
tornando-se um cristal de coloracdo branca (Figura 15g).

A lignina € uma macromolécula descrita por fazer ligagdes cruzadas com
hemiceluloses presentes na parede celular vegetal (Carpita, 1984; Mnich et al., 2020). Por
isso, foi adicionada uma nova etapa de extracdo alcalina de modo a garantir a que o sélido
final fosse isolado de qualquer outro componente que pudesse estar ligado a lignina e tenha
permanecido na amostra (Figura 15h).

A extragdo sequencial das sementes de acgai pode resultar em perda de massa devido a
grande quantidade de procedimentos que estdo envolvidos neste processo. Ainda assim, foi
recuperado 45,83% de massa ao final de todo o fracionamento (Figura 151). Considerando que
o material inicial tinha um conteddo teérico de manana igual a 58,33%, se assumiu que
provavelmente todo o material insolivel recuperado seria a manana das sementes de acai.
Logo, com essa fracdo insoluvel isolada das sementes podemos dar inicio a caracteriza¢ao

estrutural da manana.

6.2 CARACTERIZACAO DE MANANA DE SEMENTES DE ACAI MADURAS
6.2.1 Caracterizacao estrutural da fracio isolada de sementes de acai por RMN

O fracionamento dos componentes da semente de acgai resultou em uma fracdo de
polissacarideos insolivel em dgua. Tendo essa fracdo isolada, foi iniciada a caracterizagdo
completa desse material, o que abrange uma ampla gama de aspectos estruturais. Como a
RMN ¢ uma técnica comumente utilizada para a determinacdo da estrutura de biomoléculas,
esta foi a ferramenta analitica escolhida para iniciar a avaliacdo da fracao isolada.

Tradicionalmente, as amostras para andlise por RMN em solucdo sdo dissolvidas em
solventes deuterados, de modo a favorecer a troca de —OH para —OD simplificando o espectro

a ser analisado (Guo; Ai; Cui, 2018). O desafio inicial, no entanto, foi trabalhar com uma
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amostra insoldvel a maioria dos solventes utilizados no preparo da amostra, como D>0O e
DMSO-ds (Speciale et al., 2022). Tentou-se solubilizar a fragdo isolada em 4dgua deuterada
sob aquecimento e agitagdo continua, porém, conforme esperado, a amostra nio foi
solubilizada a ponto de ser detectada por RMN em solu¢do. Da mesma maneira foi utilizado
DMSO, com o qual também nao foi possivel solubilizar a amostra.

A alternativa encontrada foi avaliar a solubilizacdo da fracdo de polissacarideo em
ureia concentrada, com base em relatos na literatura que sugerem que a ureia tem a
capacidade de impedir a auto associagdo das cadeias de polissacarideos com alto grau de
polimerizacdo (Isobe et al., 2013). Esse fendmeno foi observado, por exemplo, na dissolucio
de glucomanana desacetilada, manana linear, e celulose em meio alcalino (Mackie; Preston,
1968; Petkowicz et al., 2001; Wang et al., 2014; Xiong et al., 2014). Assim, apds 48 horas de
agitacdo e aquecimento a 65 °C da amostra em solu¢do de ureia concentrada foi possivel obter
a solubilizacdo parcial da amostra.

No entanto, obtivemos uma solucdo de baixa concentracdo. Por isso, os espectros de
'H avaliados tiveram o sinal subestimado pelos sinais de alta intensidade da 4gua residual ou
da ureia que estavam presentes na amostra. Da mesma forma, ndo foi possivel obter bons
resultados com os espectros de °C, pois estes requeriam muito tempo de andlise para essas
amostras diluidas e, ao final nao foram observados sinais nos espectros avaliados.

Assim, a estratégia escolhida foram andlises de RMN em solucdo 2D, realizando um
experimento de HSQC. Por meio desta técnica, € possivel estabelecer a correlagdo
heteronuclear entre os dtomos de hidrogénio e carbono diretamente ligados (Guo; Ai; Cui,
2018; Speciale et al., 2022) (Figura 16). Os deslocamentos quimicos de 'H/"*C do espectro de
HSQC do polissacarideo insolivel isolado da semente de acai se assemelham aos sinais de
residuos -D-Manp ndo ramificados da cadeia principal de galactomananas pouco substituidas
de sementes de leguminosas (Tabela 6) (Albuquerque ez al., 2014; Feng et al., 2018). Além
disso, o espectro de '’C apresentou seis sinais de carbono atribuidos a uma B(1—4)-D-
manana, que corresponde ao reportado para outras sementes de palmeiras, como marfim
vegetal (ivory nut de Phytelephas macrocarpa) e as sementes de tdmara (Phoenix dactylifera),
conhecidas por conterem mananas lineares como material de reserva na parede celular do

endosperma maduro (Jarvis, 1990).
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Figura 16 - (a) Espectros de HSQC da fracdo de polissacarideo isolado das sementes de agai, solubilizada em
50% m/m de uréia-D>O com atribui¢des de sinais de 'H/"*C; (b) estrutura molecular de manana linear
identificada.
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Fonte: Elaboragao prépria.

Tabela 6. Deslocamentos quimicos de '"H/**C do polissacarideo insolivel isolado de sementes de acai (Euterpe
oleracea Mart.), manana linear de marfim vegetal (Phytelephas macrocarpa), manana linear de sementes de
tdmara (Phoenix dactylifera), ¢ de residuos ndo ramificados de B-D-Manp de galactomananas de sementes de
Cassia grandis e Cassia obtusifolia.

o (ppm)
Amosta LG H2/C2  HYC3  HA4ICA  HSCS H"fc__gl"s
E. oleracea 4,73/101,8 4,16/71,1 3,82/72,7  3,88/78,4 3.56/76,3 3,78-3,94/61.5
C.grandis” 4,73/101,0 4,11/70,7 3,80/72,2 3,81/774 3.55/75,9 3,90/61,3
C. obtusifolia®  4,63/1004 4,01/702 3,70/71,6  3,71/76,7 3,49/75,2 3,79/60,7
P. macrocarpa’ 101,7 72,2 73,5 78,8 78,8 62,1
P. dactylifera” 101,7 69,9 72,1 81,0 75,9 61,9

*(Albuquerque et al., 2014; Feng et al., 2018; Gorin, 1973; Jarvis, 1990)
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E possivel identificar a configuragio o/f da molécula a partir do deslocamento
quimico do préton anomérico. A blindagem no carbono anomérico € menos pronunciada
devido ao fluxo de elétrons direcionado aos dois oxigénios que se ligam a ele (Speciale et al.,
2022), consequentemente, a regido anomérica € facilmente distinguivel no espectro. Para
configuragdes o, os deslocamentos estariam entre 4,90-5,12 ppm, portanto, o deslocamento
observado de 4,73 ppm confirma a configuracdo B da manana de sementes de agai (Kuraoka
et al., 2020; Yao et al., 2021).

Para confirmar a natureza da ligacdo glicosidica presente na cadeia principal da
manana identificada, foi escolhido aplicar uma segunda estratégia de RMN em solu¢do 2D, o
HMBC. A técnica permite a identificacdo de ligacdes entre residuos de agucar adjacentes
através do acoplamento entre hidrogénio e carbono com trés ligacdes de distancia (Guo; Ai;
Cui, 2018).

O espectro de 'H/!'*C de HMBC obtido revelou interacdes entre o H1-C4 a 4,73-78,0
ppm e entre o H4-C1 a 3,88-101,8 ppm, conforme indicado pelos picos cruzados na Figura
17. Como a técnica de HMBC identifica apenas interagdes entre os nticleos separados por trés
ligacdes, entdo essas interacdes indicam a ligacdo entre residuos vizinhos e nao dentro do
mesmo residuo de manose, confirmando assim uma liga¢do glicosidica (1 — 4) entre
unidades Manp. Cabe ressaltar que, o resultado de HMBC também mostra picos
correspondentes ao acoplamento de residuos internos, que nao serdo discutidos aqui, pois nao
contribuem com informacdes adicionais para a atribui¢do da ligacao interglicosidica. Assim, a
atribuicao dos sinais por comparacdo com dados da literatura confirma uma B(1—4) manana

linear presente no endosperma das sementes maduras de agai.
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Figura 17 - Espectros de HMBC da fragdo de polissacarideo isolado das sementes de acai, solubilizada em 50%

m/m de uréia-D;0.
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6.2.2 Avaliacio da fracao isolada de sementes de acai por RMN de s6lidos e DRX

Devido a dificuldade de solubilizar a fragcdo isolada de manana, optou-se por avalid-la
também usando a técnica de CPMAS para obter espectros de RMN de sélidos de °C e
também por difracdo de raios-X. Dessa forma, a fracdo isolada pode ser analisada em sua
totalidade, evitando as perdas durante o processo de solubilizagdo. O espectro de *C da
amostra (Figura 18) permitiu confirmar que a fracdo insolivel em dgua é uma manana linear,

com uma unica ressonancia para cada carbono da unidade de repeticdo (Tabela 7).
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Figura 18. Espectro de '’C da fragdo do polissacarideo insolivel isolado de sementes de agai analisado por

RMN de estado sélido.
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos de '*C (ppm) do polissacarideo insolivel isolado de sementes de agai, € de
polimorfos de manana linear presentes em marfim vegetal (ivory nut), e em alga Codium fragile.

8 (ppm)
Carbono Amostra Polimorfol Polimorfo II
(ivory nut)  (C. fragile)
1 101,8 102,0 102,4
2 76,2 76,3 75,0
3 72,6 72,5 72,5
4 81,4 81,4 83,0
5 70,2-70,9 70,3 70,9
6 62,2 62,4 62,9

*(Marchessault et al., 1990)

Ademais, a RMN de sélidos fornece informagdes sobre a estrutura molecular e a

dindmica das moléculas em estado sélido, incluindo a presenca de regides cristalinas e

amorfas (Putaux, 2005). Neste caso, polissacarideos lineares tem tendéncia a formar estrutura

de cristais, e a forma nativa que os polissacarideos de reserva assumem podem variar (Ogawa;

Putaux; Nishiyama, 2022). Com o espectro foi possivel notar que a manana linear cristalina

das sementes possui diferentes polimorfos. Os dados amostrais mostram a presenga dos

polimorfos I e II na manana da semente de agai, uma vez que os dois sinais correspondentes

ao carbono 5 de ambas as formas foram detectados em 70,2 e 70,9 ppm, respectivamente,
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sendo o polimorfo I encontrado em marfim vegetal (ivory nut), e o polimorfo II de alga
Codium fragile (Marchessault; Taylor; Winter, 1990).

Os polimorfos I e II da molécula de manana possuem diferentes arranjos cristalinos, o
que resulta em variacdes na estrutura e na cristalinidade. Essas diferencas estruturais
conferem aos polimorfos distintas propriedades fisicas e quimicas. Em algumas algas, os
polimorfos de manana coexistem com diferentes distribui¢cdes na célula, pois a manana II
ocorre nas camadas externas da parede celular e a manana I estd presente nas camadas
internas. No marfim vegetal os polimorfos coexistem nas paredes celulares, onde uma manana
IT de estrutura fibrilar € incrustada com uma manana I de forma granular. (Chanzy et al.,
1984). Da mesma forma, espera-se que os diferentes polimorfos de manana em sementes de
acai estejam entrelacados compondo uma manana mais resistente ao meio alcalino, porém
outras andlises precisariam ser realizadas para avaliar essa proposi¢ao.

Como a manana linear é um polissacarideo cristalino, a cristalinidade da fracdo isolada
de sementes de acai também foi avaliada por DRX (Figura 19). O perfil de difracdo da
amostra apresentou picos de intensidade no angulo 20 iguais a 16°, 18°, 20°, 24° e 26°, que
correspondem aos planos cristalinos 110, 111, 200, 210 e 211, respectivamente, em um perfil
semelhante a forma cristalina de manana linear encontrada no padrio de manana de marfim
vegetal também avaliado. Os picos cristalograficos observados nesses angulos especificos sao
associados a regido cristalina de uma manana I, assim como foi identificado em marfim
vegetal e até mesmo em algas Acetobularia crenulata (Hori; Sugiyama; Wada, 2007; Yui et
al., 1997). De acordo com dados de difracdo de elétrons da literatura, a estrutura cristalina e
molecular da manana I consiste em duplas hélices compactadas em folhas que sdo

estabilizadas por ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares (Chanzy et al., 1987).
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Figura 19 - Perfil DRX do padrdo de celulose microcristalina; de manana insolivel isolada de sementes de acaf;
e do padrdo de manana linear de marfim vegetal.
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Em contrapartida, a manana II possui uma estrutura cristalina ortorrdombica menos
compacta e menos cristalina do que a manana I, que permite que a sua estrutura varie
dependendo do seu estado de hidratacdo, pois a presenca de moléculas de dgua pode levar a
alteracdes no arranjo das cadeias formando diferentes alomorfos (Heux et al., 2005). Dessa
forma, as informacgdes acerca da do perfil de difracdo de raio-X de manana II foram pouco
exploradas considerando os diferentes alomorfos que pode apresentar. Com isso, ndo foi
possivel identificar quais picos seriam referentes a manana II na fracdo isolada das sementes.

No entanto, a presenca de um pico em 22,2°, que nao estd correlacionado ao perfil de
manana linear, gerou ddvidas se poderia haver contaminacdo da amostra, uma vez que este
sinal € caracteristico ao plano (200) de celulose If (Gomide ef al., 2019). Entao diante disso, a
composi¢do de agucares da fragdo de polissacarideos insoluveis isolados da semente de acai

precisou ser confirmada por outra metodologia analitica de forma complementar.
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6.2.3 Caracterizacio composicional da fracdo isolada de sementes de acai

A composicdo de residuos glicosil do polissacarideo insolivel em dgua que foi isolado
das sementes de acai foi verificada por HPAEC-PAD (Figura 20). Para isso, a amostra foi
hidrolisada com &cido e a composi¢cdo de monossacarideos foi avaliada. No entanto, a
metodologia analitica utilizada ndo foi adequada para quantificar a contribuicio de cada
acticar na amostra. E necessdrio ajustar o gradiente de elui¢io para obter uma melhor
separacdo dos picos cromatogrificos de modo a permitir a quantificacdo de agucares. No
entanto, a andlise qualitativa de HPAEC-PAD mostrou que ha um teor de glicose e galactose

presente nessas amostras isoladas da semente.

Figura 20. Cromatograma de HPAEC-PAD do hidrolisado de polissacarideos insoliveis em dgua que foram
isolados de sementes de acai.
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A composicdo monossacaridica da fragdo insoluvel isolada das sementes foi
determinada por CG (Figura 21), confirmando a presenga de residuos de manose, glicose,
galactose e outros acticares na proporcao de 79:19:1:1. Os outros residuos, que correspondem
a ramnose, fucose, arabinose e xilose, somados contribuem com apenas 1% da composicao
total. Em outros residuos agroindustriais, como a farinha de palmiste, a manana representa

78% dos polissacarideos, com baixa substituicdo de galactose (Diisterhoft; Posthumus;
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Voragen, 1992). Alto teor de manose também € observado em outras espécies de palmeiras,
como as sementes de Hyphaene Thebaica, onde a manose compreende 70% do teor de aguicar

(Gibril et al., 2020).

Figura 21 - Cromatograma de cromatografia gasossa do hidrolisado de polissacarideos isolados da semente de
acai.
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O alto teor de manose detectado em ambos os métodos analiticos confirma que a
fracdo isolada € uma manana, porém os outros monossacarideos também presentes nao foram
anteriormente detectados por RMN em solucdo, por isso, a metodologia precisou ser revista e

os teores de galactose e glicose precisaram ser novamente confrontados.

6.2.4 Confirmacao do contetido de galactose no polissacarideo isolado das sementes de
acai

Provavelmente, o baixo teor de galactose na amostra, que estava em baixa
concentracdo, dificultou a deteccdo do agucar por RMN em solucdo no método utilizado
anteriormente. Por isso, as andlises de RMN em solucdo foram refeitas utilizando uma
criosonda que permitisse ndo s6 o aumento da sensibilidade do método, como também uma
reducdo do tempo de experimento e da quantidade de amostra necessdria a andlise. Isso
porque a criosonda permite que o ruido térmico na via de deteccdo do sinal seja atenuado ao
diminuir a temperatura da bobina de radiofrequéncia que detecta os sinais de RMN dos
nucleos atomicos (Kovacs; Moskau, 2013).

A fragdo de polissacarideo insolivel isolada de sementes de agai foi reavaliada,
apresentando deslocamentos quimicos relativos a residuos de B-(1—4)-Manp (Figura 22)

(Tabela 8). Desta vez, a amostra foi comparada a um padrao de manana linear de marfim
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vegetal, que também foi analisado e teve seus sinais de carbono comparaveis aos descritos na
literatura (Gorin, 1973). Os sinais de 'H/'*C de HSQC confirmaram que o polissacarideo é

uma manana linear, logo, prosseguiu-se com a busca pelos outros residuos de actcar.

Figura 22 - Espectro de HSQC da fragdo de polissacarideo isolado das sementes de agai, solubilizada em 50%
m/m de uréia-D,0 e analisado por RMN em solug¢do equipado com criosonda.
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Tabela 8. Deslocamentos quimicos de 'H/**C (ppm) de HSQC do polissacarideo insolivel isolado de sementes
de acai (Euterpe oleracea Mart.) analisado em RMN em solu¢do com criosonda, padrio de manana linear do
marfim vegetal analisado em RMN com criosonda.

o (ppm)
H-1/C-1 H-2/C-2 H-3/C-3 H-4/C-4 H-5C-5 H-6-H-6/C-6
E. oleracea 4,75/100,8 4,20/703 3,87/71,8 3,92/769 3,60/752  3,82-3,97/60,5
ﬁ’f;‘;?“a 4,76/100,8 4,20/703 3,86/71,8 3,92/77,1 3,59/752  3,84-3,98/60,6

Além da cadeia principal de residuos de manose, ndo foi possivel notar que o
polissacarideo isolado tinha sinais de 'H/"*C no HSQC atribuidos a ressonancia de residuos D-

Galp unidos por ligacdes a-(1—6) (Tabela 9), pois os sinais correspondentes ao carbono
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N

anomérico da galactose e a posicio C-6 da manose substituida ndo foram detectados.
Ademais, foi possivel identificar outro tipo de unidade de manose além do residuo da cadeia
principal unidos por ligacdes B-(1—4). A presenca de residuos 4,6- ligados gera mudancas
nos deslocamentos quimicos dos nicleos H-4/C-4 (3,60/76,9 ppm), H-5/C-5 (3,74/73,1 ppm)
e H-6/C-6 (3,92/66,9 ppm), compondo os sinais identificados para os residuos —4,6)-Man-

(1—, que também foram identificados na amostra (Figura 23).

Tabela 9. Deslocamentos quimicos de 'H/**C (ppm) de HSQC do polissacarideo insolivel isolado de sementes
de acai (Euterpe oleracea Mart.) analisado em RMN com criosonda; galactomanana de Prosopis affinis;
galactomanana de Cassia obtusifolia.

d (ppm)

Residuo Amostra
H-1/C-1 H-2/C-2 H-3/C-3 H-4/C-4 H-5/C-5 H-6/C-6

(I\:‘[) E. oleracea 4,75/100,8 4,20/70,3 3,87/71,8 3,92/76,9  3,60/75,2  3,82/60,5
1\_/[)a1)1- P. affinis* 4,71/100,5 4,09/70,3 3,77/71,8 3,84/77,3  3,51/75,5 3,86/60,9

(1—>  C. obtusifolia* 4,63/1004 4,01/70,2 3,70/71,6 3,71/76,7  3,49/75,2 3,79/60,7

) E oleracea 4.87/101,0 4,20/703 3.87/71,8 3.60/76,9  3,74/73.1 -

4,6)-
annz P. affinis* 47171005 4,09/703 3,77/71,8 3,797772  3,71/738 3,92/66,9
(1> C. obtusifolia* 4,63/100,2  4,01/702 3,70/71,6 3,71/77,0  3,64/73,9  3,85/66,
(G)  E. oleracea - 3,67/66,8 3,83/69,6 4,13/70,7 3,98/709 3,74/62,4
Gal-  P. affinis* 4,98/99,2 3,79/68,8 3,90/69.8 3,96/69,7 3,85/71,7 3,72/61,6

(A—  C obtusifolia*  4,91/99,0 3,71/68,6 3,84/69,6 3,88/69,5  3,79/71,5 3,65/61,4

*(Feng et al., 2018; Vilar6 et al., 2018)

Figura 23 - Residuos de B-D-1,4-Manp, residuo de -D-1,4,6-Manp, residuo de a-D-Galp presentes na manana
linear identificada por RMN.
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Fonte: Adaptado de (Gillet et al., 2014)

A cadeia principal p-(1—4)-manopiranosidica, com cadeias laterais o-(1—06)-
galactopiranosidicas, € identificada em galactomananas de Prosopis affinis (Vilaré et al.,
2018) e de Cassia obtusifolia (Feng et al., 2018). A composi¢do de monossacarideos da
manana de sementes de agai identificada pela caracterizacdo por CG, no entanto, revelou uma

propor¢do de manose para galactose na razdo de 50:1. Essa propor¢cdo caracteriza uma
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manana linear, uma vez mananas lineares sdo caracterizadas como polissacarideos contendo
mais de 90% manose, enquanto galactomananas apresentam uma propor¢do molar ¢é
tipicamente manose:galactose de 4:1 (Moreira; Filho, 2008; Muschin; Yoshida, 2012).
Contudo, a metodologia analitica precisa ser otimizada para confirmar a presenca de
ramificagdes de galactose

Os residuos de glicose que poderiam estar presentes na cadeia principal da manana
linear t€ém deslocamentos quimicos previstos por bancos de dados de estruturas de
carboidratos de plantas (http://csdb.glycoscience.ru/database/). No entanto, nenhum dos sinais
de 'H/'3C puderam ser identificados na amostra de manana isolada de sementes de acai.
Portanto, a glicose detectada na caracterizacdo de monossacarideos ndo provém da estrutura
da manana. Além disso, o alto teor identificado pela caracterizagdo composicional e o pico
caracteristica do cristal de celulose identificado na andlise de DRX, refor¢cam a hipotese de
uma contamina¢do da manana com celulose da matéria-prima. Considerando a presenca desse
polissacarideo, o contaminante ndo teria sido identificado anteriormente por RMN, pois a
celulose ndo se solubiliza em ureia a menos que esteja em meio alcalino e, portanto, ndo foi
detectado (Xiong et al., 2014). Da mesma forma, a cristalinidade da celulose ndo foi detectada
por RMN de sélidos, uma vez o alargamento da base do espectro impediu sua visualizagdo.

A fim de avaliar a presenca de contaminag¢do por celulose, a fracdo isolada das
sementes de acai foi avaliada por RMN tentando outro solvente que fosse capaz de solubilizar
ambos os polissacarideos. A literatura indica a aplicacdo de uma metodologia em gel para
analisar celulose por RMN, com um sistema de solvente de DMSO-ds e piridina-ds (Kim;
Ralph, 2014). No entanto, ao avaliar essa metodologia ndo tivemos sucesso, pois com 0s
espectros de HSQC coletados nao foi possivel se quer determinar os residuos de manose na
amostra. Por isso optou-se por confirmar a presenca de celulose na amostra por outra

metodologia analitica.

6.2.5 Confirmacao do contetido de glicose no polissacarideo isolado das sementes de acai

A termogravimetria € uma ferramenta de andlise que pode fornecer essas informacdes
sobre a composi¢cdo quimica e a estabilidade térmica de misturas a partir do comportamento
de degradac¢do térmica unico de cada material quando exposto a uma rampa de temperatura.
Assim, a andlise térmica conduzida foi dividida de acordo com as regides distintas de perda

de massa relacionadas a decomposi¢do de cada componente, onde ocorre a ruptura ou

formacao de ligacoes (Figura 24a) (Santos ef al., 2020).
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Figura 24 - Residuos de (a) curva de termogravimetria do padrdo de celulose microcristalina, da fracdo de
polissacarideos isolada de sementes de acgai e padrdo de manana linear de marfim vegetal; (b) derivada da curva
de termogravimetria do padrdo de celulose microcristalina, da fracdo de polissacarideos isolada de sementes de
acai e padrdo de manana linear de marfim vegetal.
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O primeiro evento de perda de massa da fracdo de polissacarideos insoliveis que foi
1solada de sementes de acai € atribuida a perda de umidade da amostra em temperaturas de até
150 °C. No segundo evento de perda de massa foi alcancada a temperatura maxima de
decomposicdo do polissacarideo a 313 °C, o que pode ser associado a decomposicdo da
manana linear, uma vez que o comportamento térmico de degradacdo da amostra foi
inicialmente semelhante ao do padrdo de manana linear de marfim vegetal também avaliado
(Lima et al., 2021c). Entretanto, a curva da derivada da amostra apresentou um deslocamento
no decaimento do pico, o que pode estar associado ao aumento da reatividade das ligacdes
glicosidicas decorrente da presenca de um segundo componente, a celulose (Figura 24b)
(Alves et al., 2021). Conforme notado, a curva da derivada do padrdo de celulose
microcristalina avaliada indica que a celulose necessita de mais energia para quebra de suas
ligacdes comparado a manana linear, resultando em diferentes temperaturas médximas de
degradacdo, 334 °C e 313°C, respectivamente. Cabe notar que a fracdo isolada tinha um
percentual méssico final superior ao dos padrdes de polissacarideos puros, o que pode indicar
a presenca de sais ainda aderidos a amostra decorrente de uma possivel didlise incompleta ao
final do fracionamento das sementes.

Com isso, esta andlise forneceu mais uma evidéncia para a hipétese de contaminacao
da amostra com celulose, indicando que o percentual de glicose identificado na caracterizacao

composicional ndo advém da estrutura da manana.
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Assim, a caracterizacdo estrutural foi capaz de identificar que o endosperma da
semente de acai madura ¢ composto por uma estrutura de manana linear de cadeia principal
formada por residuos de B(1—4)-D-Manp e uma possivel ramificagao de residuos a(1—6)-D-

Galp na razdo de 50:1 unidades de man:gal, que precisa ser confirmada (Figura 25).

Figura 25 - Estrutura de manana linear identificada no endosperma de sementes de acai maduras.

Fonte: Elaboragdo prépria.

6.3 ELUCIDACAO IN SITU DA ESTRUTURA DA MANANA DE SEMENTES DE ACAI

As metodologias analiticas utilizadas até o momento permitiram identificar que a
manana contida na semente de acai madura € linear. No entanto, essas mesmas metodologias
apresentaram dificuldades na separacdo da fracdo do polissacarideo alvo. Isso se deve a
complexidade e heterogeneidade da parede celular vegetal, com diversos polimeros
interconectados, 0 que torna a caracterizacdo completa de polissacarideos da parede celular
vegetal, especialmente em seu estado nativo, um desafio. Além de poder haver a
contaminagdo do polissacarideo que se quer avaliar, Chanzy et al. (1984) reportou que a
manana linear quando extraida com clorito e dlcali pode sofrer despolimeriza¢dao ao longo do
processo, alterando seu grau de polimerizagdo de 250-2500 a 15-80.

Dessa forma, para superar os problemas de contaminagdo e evitar perder informacgdes
da estrutura do polissacarideo isolado da parede celular vegetal, foi implementada outra
estratégia para entender a estrutura da manana diretamente no tecido vegetal da semente de
acai. Dentre as ferramentas analiticas disponiveis, as abordagens que utilizam anticorpos
monoclonais ou outros tipos de sondas moleculares para a detec¢do de componentes
provocam uma modificagdo minima ou nenhuma do carboidrato analisado in situ. Portanto,
foram utilizadas duas metodologias complementares de imunoquimica: inicialmente foi
tracado o perfil glicomico das sementes de acai via metodologia CoMPP, uma abordagem in
vitro (Pattathil er al., 2010), seguido da imunolocalizacdo, uma técnica in situ para avaliar

segoes de tecido vegetal (Avci; Pattathil; Hahn, 2012; Pattathil er al., 2015).

6.3.1 Avaliacao do perfil glicomico da semente de acai madura via COMPP
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Com a metodologia do CoMPP, foi realizada a triagem das sondas moleculares que
poderiam ser utilizadas para a identificacdo e localizacdo da manana em sementes de acai.
Além disso, uma vantagem significativa da técnica é que esta também permite fazer o
mapeamento de alto rendimento dos glicanos presentes na parede celular (Moller et al., 2007),
permitindo assim verificar a presenca de outros componentes nas sementes de agai.

Para essa técnica, as sementes foram extraidas por um tratamento sequencial com
solventes que extraissem as principais classes de polimeros da parede celular. Da mesma
forma como nas andlises anteriores, as sementes precisaram ser fracionadas e a extra¢ao foi
realizada a partir do AIR, pois a extracdo alcodlica da amostra é fundamental para reduzir os
artefatos e o background da andlise (Kracun et al., 2017). Os polissacarideos extraidos foram
impressos em microarranjos, sendo imobilizados em nitrocelulose por meio de ligagdes ndo
covalentes, conforme descrito (Moller et al., 2007). Esses arranjos foram marcados com
anticorpos monoclonais e médulos de ligac@o a carboidratos com especificidades para os mais
variados componentes da parede celular vegetal. Os sinais pontuais resultantes forneceram
informacdes sobre a abundancia relativa dos epitopos reconhecidos no conjunto de amostras.

Os resultados foram organizados na forma de um mapa de calor do perfil glicomico
das sementes comparados ao de um tecido vegetal padrio de Arabidopsis e padrdes de
manana linear de marfim vegetal, glucomanana de konjac, galactomanana de guar e
galactomanana de alfarroba, utilizados como controle, conforme recomendado em trabalho

anterior (Marcus et al., 2010). A Figura 26 reune todos os resultados obtidos por CoMPP.
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Figura 26 - Mapa de calor do perfil glicomico das sementes de acai madura, do controle de Arabidopsis, e de
padrées de: manana linear de marfim vegetal (ML), glucomanana de konjac (GlcM), galactomanana de guar
(GalM 1) e galactomanana de alfarroba (GalM II). Os mAbs estdo organizados de acordo com o grupo de
polissacarideos que eles tém como alvo (glucana, heteroxilana, manana, pectina, xilana, xiloglucana) para cada

solvente extragdo (dgua:tween, CDTA e NaOH).
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Antes de seguir com a interpretacdo dos resultados, € importante salientar duas
informacdes. As avaliacOes da estrutura de manana foram realizadas anteriormente a partir da
manana insoldvel obtida ao final do fracionamento das sementes, enquanto a metodologia
CoMPP avaliou os polissacarideos soliveis dos extratos obtidos em cada etapa de
fracionamento. Ademais, embora alguns anticorpos ndao tenham se ligado aos glicanos nos
ensaios in vitro, ndo necessariamente significa que a classe de glicanos nio esteja presente no
tecido analisado, pois a estrutura quimica dos polissacarideos pode ser alterada devido ao uso
de reagentes quimicos agressivos durante a extracdo para andlise in vitro (Avci; Pattathil;
Hahn, 2012).

Oito anticorpos monoclonais primérios foram selecionados para investigar a presenca
de epitopos de manana nas sementes de acai maduras (estdgio 4). Nos diferentes extratos
avaliados, as respostas dos anticorpos variaram em intensidade. Observou-se que os epitopos
de manana estavam presentes apenas nos extratos alcalinos, aos quais os anticorpos se
ligaram. Todavia, alguns anticorpos dos grupos de manana ndo apresentaram reagdo cruzada
com as amostras.

Conforme descrito na literatura, 0 mAb CBMZ27 se liga ao polissacarideo de manana,
entretanto € menos versatil no reconhecimento de uma ampla gama de estruturas (Marcus et
al., 2010) e, por isso, ndo foi capaz de analisar padrdes de distribui¢do geral na parede celular
das sementes de acai. Foi apontado que o CBM se ligou fracamente as paredes celulares
primdrias em caules de ervilha, sendo mais seletivo a oligossacarideos mais longos, condi¢des
contrdrias ao encontrado na manana extraida com NaOH. Igualmente, nenhum sinal foi
detectado para os mAbs CCRC-M70, M167 e M175, que se ligam com restrigdes a epitopos
especificos de galactomanana, portanto, reconhecem um nimero limitado de estruturas desse
polissacarideo (Pattathil ez al., 2015).

Estudos realizados por Marcus et al. (2010) com o anticorpo LM22, em diferentes
contextos, avaliaram a especificidade e os padrdes de ligacdo do mAb com epitopos de
manana em diferentes espécies de plantas e tecidos. Notou-se que o mAb LM22 tem ligacdo
restrita a certas estruturas, apresentando especificidade a galactomananas e principalmente
glucomanana acetilada que foi associada a epitopos presentes em elementos de vasos de
xilema em desenvolvimento. Com seu reconhecimento limitado, o mAb LM22 também nao se
ligou aos extratos alcalinos das sementes de agai. Considerando que, o respectivo epitopo de
manana poderia ter sido removido ou poderia ter perdido o grupamento acetil com o uso dos
solventes, um novo arranjo foi avaliado. O arranjo foi projetado para que fosse avaliado o

material extraido das sementes in natura, no entanto, o mAb ainda assim ndo gerou sinal. Da
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mesma forma, epitopos de glucomananas acetiladas ndo foram detectadas nos extratos de
semente de acgai, pois 0 mAb CCRC-M170, de ligacao especifica para esse epitopo (Pattathil
et al., 2010), também ndo gerou sinais.

Dos anticorpos utilizados, dois deles, LM21 e BS-400-4, detectaram o epitopo
especifico de manana nos extratos das sementes de acai, gerando respostas de intensidade
variada. Isso indica que, além da fracdo insoldvel em élcali de manana que foi identificada no
endosperma das sementes de acai e caracterizada, também hd uma fragdo soldvel em dalcali do
polissacarideo nas sementes.

O anticorpo LM21 apresenta uma especificidade de ligagdo a uma ampla gama de
estruturas de B-(1—4)-D-(galacto)(gluco)manana, o que ficou evidente com a ligagdo do mAb
nao sO aos epitopos presentes no extrato como também aos padrdes de manana linear,
galactomanana e glucomanana também avaliados. A literatura indica que o mAb se liga
efetivamente a manano-oligossacariedos com graus de polimeriza¢do 4, 5, ou menor, assim
como a alguns oligossacarideos derivados de galactomanana. Sua versatilidade também se
aplica a detectar manana em diferentes tecidos vegetais, incluindo o tegumento e endosperma
de sementes de Lotus corniculatus, paredes celulares primarias de tabaco e ervilha, além de
paredes celulares primérias epidérmicas, corticais, e parede celular do parénquima medular
avaliados por Marcus et al. (2010). Desse modo, o LM21 se mostrou uma sonda versatil para
investigar a distribuicdo e fun¢do da manana na parede celular das sementes de acai.

Por outro lado, o mAb BS400-4 tem ligacdo especifica a epitopos referentes a residuos
B-(1—4)-D-Manp, que sd@ao componentes chave de mananas lineares (Pettolino et al., 2001).
Tal observacdo pode ser corroborada com a intensidade maxima de marcacdo do anticorpo
ligado ao epitopo de manana linear de marfim vegetal solubilizado em élcali, o padrdao
majoritariamente composto por esses residuos. O mAb BS400-4 também se ligou a esses
epitopos presentes nos extratos de galactomananas que apresentam esses residuos em sua
cadeia principal, com sinais mais intensos em galactomananas de alfarroba (Gal:Man, 22:78)
do que as de guar (Gal:Man, 38:62), devido a maior afinidade para aqueles com maior

propor¢do de manose, isto €, menor nimero de ramificacoes.

6.3.2 Avaliacdo in situ de manana na semente de acai madura

Uma vez tracado o perfil de manana nos extratos das sementes de agai, foi preciso
entender a distribui¢do do polissacarideo no tecido vegetal, por meio de uma avaliacao in situ.

Para esses ensaios foram utilizadas sementes frescas para preservar a célula integra, sem
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correr o risco de ter rompido durante um processo de congelamento. No entanto, foi possivel
notar que o embrido estava contaminado devido a visualizacdo de hifas caracteristicas de
fungos e, portanto, as observacdes do tecido vegetal das sementes de acai ndo incluiram a
regido do embrido.

Diversos testes foram realizados até que a metodologia fosse devidamente ajustada
para andlise das sementes de acai. Para garantir praticidade, avaliou-se a possibilidade de
realizar a sec¢do do material no dia anterior a microscopia. No entanto, as imagens obtidas
nao foram satisfatérias, indicando a necessidade de utilizar paraformaldeido a fim de inibir
qualquer atividade enzimadtica que pudesse ocorrer ao cortar o tecido e romper as células. Nas
primeiras avaliacdes por microsccopia apareceram granulos em movimento, sugerindo que
poderiam ser anticorpos nao ligados. Por isso, o tempo de incubacdo com a sonda foi
aumentado. Inicialmente, o bloqueio das seccdes foi realizado utilizando leite-PBS, mas o
ensaio ndo foi bem sucedido e levantou-se a hipétese de que as proteinas do leite poderiam
estar interferindo na acdo dos mAbs. Portanto, a solu¢do de bloqueio foi substituida por BSA.
Desse modo, feitas as devidas adequacdes da metodologia, os ensaios puderam ser
executados.

Para andlise in situ da presenca de manana linear no endosperma de sementes de acai,
os anticorpos primdrios utilizados foram escolhidos com base nos resultados do perfil
glicomico dos extratos da semente. Foram usados apenas os dois anticorpos especificos de
manana que detectaram o epitopo e um terceiro que ndo apresentou sinal. O LM21 se ligando
(representado pela coloragdo verde) e BS-400-4 (representado pela coloragdo vermelha) e o
LM?22 (representado pela coloragao verde) (Ahl et al., 2019).

Como pode ser observado com as microscopias (Figura 27), as células do endosperma
apresentam invaginacOes na parede celular, como pits, os quais se alinham a das células
vizinhas. E em torno dessas particularidades das células que os diferentes epitopos de manana
estdo armazenados, porém em compartimentos intracelulares distintos. A ligacdo dos mAbs
em diferentes regides indica que ha diferentes epitopos de manana, consequentemente

diferentes classes do polissacarideo.
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Figura 27 - Deteccio in situ de epitopos de manana no endosperma de sementes de agai usando duas sondas de
anticorpos monoclonais. (a) Imunolocalizacio com LM21 (sinal verde); (b) Imunolocalizagdo com BS-400-4
(sinal vermelho).

O mAb LM21 indicou que hd mananas presentes na parte interna da parede celular,

circundando a parede e se acumulando principalmente nas regides de invaginagdes. Em
contrapartida, o mAb BS400-4, associado a fluorescéncia vermelha, fracamente indicou a
localizagdo da manana nessa camada interna da parede celular. Para investigar se a fraca
ligacdo do mAb BS400-4 era devida a andlise ter sido feita com diferentes amostras, foi
realizada uma nova andlise com diferente preparo de amostra. Em vez de usar uma amostra
diferente para marcar com cada anticorpo, a mesma amostra foi submetida aos anticorpos
LM21 e BS400-4. Assim, foi possivel observar uma correspondéncia nas regides onde os
epitopos de manana estdo presentes, parte interna da parede celular vegetal em contato com a
membrana plasmadtica, onde foi detectada uma maior intensidade de fluorescéncia (Figura 28).

E provavel que o epitopo de manana linear estivesse oculto no tecido quando avaliado
in situ. A acessibilidade do mAb ao epitopo pode ter sido limitada pela espessura e densidade
da parede, o que tornou a manana inacessivel, possivelmente devido ao bloqueio por outros
carboidratos presentes na estrutura altamente compactada. Na andlise por CoOMPP, nao houve
inacessibilidade do mAb BS400-4, pois o estudo foi feito em extratos que continham uma
fracdo de manana soldvel minoritdria, nos quais os epitopos foram expostos ao usar reagentes

abrasivos para a extragdo do material vegetal.
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Figura 28 - Colocalizagdo de Calcofluor white, LM21 e BS-400-4 no endosperma de sementes de agai. (a)
Delimitagc@o das organelas celulares por Calcofluor white (sinal azul); (b) Imunolocalizagdo com LM21 (sinal
verde); (c) Colocalizacdo de Calcofluor white (sinal azul), LM21 (sinal verde) e BS-400-4 (sinal vermelho); (d)
Imunolocalizagdo com BS-400-4 (sinal vermelho).

A nio ligacdo do mAb BS400-4 aos epitopos de manana foi anteriormente relatado
por Ahl et al. (2019) em tecidos foliares de Aloe, os quais precisaram ser tratados com NaOH

de modo a aumentar o espago entre as cadeias de polissacarideos com a remog¢ao de pectinas
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ou qualquer outro componente que pudesse estar atrapalhando o acesso do mAb ao epitopo. O
mesmo pode ser notado em pits da parede celular de alguns tecidos de plantas, em que a
presenca do polissacarideo péctico homogalacturonana impactou significativamente na
acessibilidade do mAb LM21 ao seu respectivo epitopo de manana (Marcus et al., 2010). A
atuacdo limitada do anticorpo LM21 a epitopos de manana também foi observada em outras
sementes recalcitrantes de palmeira. As sementes de buriti (Mauritia flexuosa) possuem a
parede celular do endosperma espessa e rica em mananas, que sao responsaveis por conferir
rigidez e estrutura as células, contribuindo significativamente para o armazenamento de
reservas energéticas. Entretanto, para fazer as imunomarcagdes de epitopos de mananas com
LM?21 foi preciso fazer um tratamento enzimdtico prévio do material vegetal (Dias et al.,
2020).

O anticorpo LM22 também foi avaliado para imunolocalizagdo de manana nas
sementes de acai (Figura 29). O padrao de marcacdo de imunofluorescéncia do mAb LM22
foi similar ao do LMZ2I1, porém com sinais mais intensos em algumas regides. As
microscopias reforcam a presengca de manana na parte interna da parede celular do

endosperma de sementes de acai.

Figura 29 - Imunolocalizagdo do endosperma de sementes de acai utilizando o mAb LM22. (a) Delimitacao das
organelas celulares por Calcofluor white (sinal azul); (b) Imunolocalizacdo com LM22 (sinal verde); (c)
Colocalizagdo de Calcofluor white (sinal azul) e LM22 (sinal verde).

Handford er al.(2003) cita em seu trabalho que a diferenca de marcagdo de manana
entre as células do xilema no caule de Arabidopsis poderiam ser decorrentes da interagdo de
mananas com celulose, ou diferencgas na lignificacao ou acetilacdo das mananas. A celulose e
a lignina sdo estruturas também insoltveis assim como a fracdo de manana das sementes de
acai. Como as andlises de CoMPP geraram um residuo insoluvel ao final da extragdo alcalina,

foi avaliado se esses outros polimeros poderiam estar presentes na célula juntamente a
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manana linear insolivel e, consequentemente, sua presenca estaria dificultando a

acessibilidade do mAb ao seu respectivo epitopo.

6.3.3 Avaliacao in situ de diferentes componentes no tecido de sementes de acai

A caracterizacdo composicional das sementes de acai apresentada no inicio deste
estudo indicou que 18% do contetido das sementes seriam residuos sélidos que ndo foram
hidrolisados em 4cido durante o processo. Parte desses s6lidos poderiam estar associados a
presenca de lignina no material, entretanto sdo necessdrios estudos mais especificos para
correlacionar a presenga de lignina as sementes. Por essa razdo, a presenca de lignina em
sementes de acai foi avaliada in situ pelo Método Wiesner (Figura 30). Nesse método, a
coloragdo com fluoroglucinol reage com os grupos fendlicos, resultando em uma cor roxo-
avermelhada. A medida que a presenca desses grupos terminais reduz, a coloracdo vai de

laranja/vermelha intensa para amarelo-claro (Gtazowska et al., 2018).
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Figura 30 - Microscopia de sec¢des de sementes de agai com fluoroglucinol para observacdo de componentes
poliméricos.

No entanto, esse método ndo é especifico a lignina, pois também abrange a outros
compostos fendlicos. Com as microscopias da sementes € possivel notar a intensificacdo da
coloragc@o na camada mais externa das sementes e na regido do tegumento ruminado, onde ha
a concentracdo de procianidinas (Martins et al., 2020). Portanto, os sinais podem ser apenas
uma reagdo colorimétrica com os compostos fendlicos presentes nessa regido. Além do
trabalho de caracterizacdo detalhada das procianidinas realizado por Martins e colaboradores
(2020), a presenca de compostos fendlicos foi corroborada por testes histoquimicos com o

corante cloreto férrico realizados por Pereira (2017). Os trabalhos indicam a concentragao dos
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compostos fendlicos na regido do tegumento e proximo ao embrido, nas células de
idioblastos, em camadas proximas da protoderme circundando o meristema apical e o
radicular.

Outro componente recalcitrante que poderia haver na parede celular vegetal € a
celulose. O perfil glicomico das sementes de acai determinado pelo CoMPP ndo identificou
nenhum epitopo de celulose, porém se presente no material a celulose cristalina ndo seria
solubilizada e iria compor, juntamente a manana cristalina, a fracdo insoldvel restante das
extragdes sequenciais.

Uma alternativa para avaliar a presenga de celulose foi visualizar o polissacarideo
utilizando o corante fluorescente Pontamine Fast Scarlet 4B, de alta especificidade a celulose
gerando sinais de coloracdo vermelha (Figura 31). Comparado aos sinais obtidos no controle
de celulose microfibrilada avaliada, ndo foi notada coloragdo vermelha nas células, logo, nao
foram detectados sinais de celulose nas células do endosperma da semente de acai (Figura
31). H4 a possibilidade da celulose que contaminou a fracao insolivel de manana isolada ser
proveniente das fibras mesocdrpicas no material. No marfim vegetal, por exemplo, as células
do endosperma nao apresentam lignina, porém além da manana linear em propor¢des
majoritarias (72% m/m), hd também a presenca de celulose (7% m/m) (Carvajal-Barriga et
al., 2023). Novas avaliacdes complementares precisariam ser feitas para a avaliar do

polissacarideo no endosperma.

Figura 31 - (a) Microscopia de secgdes de sementes de acai coradas com pontamin scarlet sem sinais detectaveis
de celulose; (b) Controle da marcagdo com o corante em controles de celulose microfibrilada indentificadas pela
coloracdo vermelha.
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Ainda que haja similaridades da manana linear de sementes de agai com as de marfim
vegetal, cabe destacar que diferente da manana de marfim que foi solivel em NaOH, a
manana das sementes de acai permaneceu insolivel, indicando suas caracteristicas estruturais
distintas. Essa observacao sugere que a manana das sementes de acai seja mais recalcitrante e
possui uma estrutura provavelmente mais compactada do que a manana linear do marfim
vegetal. Com isso, talvez a imunolocaliza¢do realizada das mananas em sementes de agai
pode ter mostrado apenas a fragdo de manana solivel no interior da célula, estando a fragcao
insoluvel na parede celular inacessivel aos anticorpos.

As diferentes localizacdes da manana na célula podem estar correlacionadas com sua
funcdo. Entende-se que, assim como em certas sementes monocotiledoneas de palmeiras, nas
sementes de acai as mananas desempenham uma fun¢do dupla. A manana linear seria
encontrada em grandes quantidades, especialmente nas paredes celulares extremamente
espessas do endosperma. Nessa parede celular, a manana atua como componente estrutural,
conferindo dureza e protegendo as sementes contra danos mecanicos. Esses polissacarideos
insoliveis em dgua sdo remobilizados por acdo enzimdtica para absorcdo celular, onde
atuariam como reservatorio de energia. Dessa forma, a manana serviria como forma de
armazenamento de energia, intracelularmente ou in muro (Herburger; Glazowska; Mravec,

2022).

6.4 AVALIACAO DO PERFIL GLICOMICO DAS SEMENTES DE ACAI AO LONGO DA
MATURACAO DO FRUTO

O polissacarideo seria uma reserva de energia para o embrido em desenvolvimento, de
modo que também confere dureza para prote¢do do embrido contra danos mecéanicos durante
os longos periodos de germinagdo (Buckeridge, 2010). Em algumas espécies, no entanto, foi
demonstrado que este polissacarideo sofre mudancas significativas em sua estrutura durante o
amadurecimento dos frutos (Meier; Reid, 1982). O metabolismo da parede celular pode
mudar de sintese para a degradacdo de manana ao longo da maturacdo e germinacdo do fruto
(Rodriguez-Gacio et al., 2012).

Estudos recentes fornecem evidéncias de que o mesmo fendmeno ocorre ao longo de
desenvolvimento do acai, pois Neto er al. (2018) reportou presenca mais elevada de a-
galactosidases (responsdveis por clivar ramificacOes de galactose na cadeia principal de

manana) nos estagios intermediarios de desenvolvimento do fruto, enquanto Miguez (2020)
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identificou uma razao molar entre manose:galactose de 64:20, nos estdgios intermedidrios de
desenvolvimento do fruto que foi equivalente a 86:3 na semente madura.

A espécie Euterpe edulis pertencente a0 mesmo género do acaizeiro possui frutos,
conhecidos como jucara, de sabor e propriedades similares ao acai. Nas sementes de jucara,
por exemplo, a cristalinidade das sementes aumenta durante a maturacio do fruto, o que pode
ser um indicativo da mudanga na estrutura da manana (Mello et al., 2024). Estudos realizados
no mestrado forneceram evidéncias de que o mesmo deve ocorrer em sementes de acai, onde
a galactomanana se acumula nas fases iniciais de desenvolvimento do fruto e, ao longo do
processo de amadurecimento, se transforma em uma manana do tipo linear, pois a razdo molar
entre manose:galactose mudou de 64:20 para 86:3 nos estdgios intermedidrios e maduros,
respectivamente (Miguez, 2020). Assim como DeMason et al. (1992) observou nas sementes
de Phoenix dactylifera, Neto et al. (2018) reportou que as sementes de acai também
apresentavam elevada concentragdo de o-galactosidases nos estdgios intermedidrios de
desenvolvimento do fruto. Tais enzimas seriam responsdveis por clivar ramificacdes de
galactose na cadeia principal de manana, contribuindo para a alteracdo da estrutura de
galactomanana a manana linear.

Assim sendo, foi monitorado de forma abrangente a presenca e os padrdes de
distribuicao dos glicanos da parede celular das sementes de acai por quatro diferentes estagios
de maturagdo. Para tanto, foram selecionados quatro estigios de desenvolvimento do fruto,
dentro de uma escala crescente de maturagdo, com base na andlise histologica. Cada grupo
representou uma diferente fase do desenvolvimento, as quais foram agrupadas considerando o
didametro do fruto, firmeza do endosperma e coloracdo do pericarpo. As metodologias
analiticas que utilizam mAbs permitiram ndo apenas caracterizar o material vegetal, mas
também monitorar mudangas na estrutura e composi¢do dos carboidratos da parede celular do
endosperma durante o desenvolvimento da semente (Knox, 1997).

Dentre os 56 mAbs/CBMs avaliados para tracar o perfil glicomico das sementes de
acai via CoMPP, apenas 22 geraram sinal de ligacdo aos seus respectivos polissacarideos
alvos, que seriam: pectina; heteroxilana; xilana; xiloglucana; glucana; e manana (Tabela 10).
Os sinais referentes a ligacdo dos anticorpos LM11 e LM28 ndo foram considerados, pois os
arranjos apresentaram background, o que poderia levar a resultados superestimados. Os
resultados da ligacao dos outros anticorpos permitiram avaliar os polissacarideos soltiveis que

foram obtidos pelas extracdes realizadas durante o fracionamento das sementes.
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Tabela 10- Mapa de calor do perfil glicomico das sementes de acai em quatro diferentes estdgios de maturagdo
do fruto, do controle de Arabidopsis, e de padrdes de: manana linear de marfim vegetal (ML), glucomanana de
konjac (GIlcM), galactomanana de guar (GalM I) e galactomanana de alfarroba (GalM II). Os mAbs estdo
organizados de acordo com o grupo de polissacarideos que eles t€ém como alvo (glucana, heteroxilana, manana,
pectina, xilana, xiloglucana) para cada solvente extracio (dgua:tween, CDTA e NaOH).
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Continuacdo da Tabela 11 - Mapa de calor do perfil glicomico das sementes de agai em quatro diferentes

estidgios de maturagdo do fruto, do controle de Arabidopsis, e de padrdes de: manana linear de marfim vegetal

(ML), glucomanana de konjac (GlcM), galactomanana de guar (GalM I) e galactomanana de alfarroba (GalM II).

Os mAbs estdo organizados de acordo com o grupo de polissacarideos que eles t€m como alvo (glucana,

heteroxilana, manana, pectina, xilana, xiloglucana) para cada solvente extracdo (dgua:tween, CDTA e NaOH).
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As observacdes realizadas nessa etapa do trabalho estdo em acordo com as
caracteristicas morfoldgicas descritas por Pereira para as sementes de acai (Pereira, 2017). No
primeiro estidgio de desenvolvimento das sementes, ainda ndo hd a presenca de endosperma.
Neste estdgio inicial, ocorre uma intensa divisdo celular, responsdvel pelo crescimento da
semente e pela formacdo do endosperma, que se desenvolverd nas fases subsequentes. No
estdgio 2, inicia-se a celularizacdo do endosperma. Nesse momento, € possivel observar uma
fina camada gelatinosa no interior da semente, indicando o local onde o endosperma esta
comecando a se formar. As células presentes nessa fase possuem paredes delgadas e estdo em
plena divisdo celular, marcando também o inicio do processo de expansao celular.

No estdgio seguinte, 3, a divisio celular cessa, dando lugar & expansdo celular. A
medida que o endosperma se desenvolve, ele passa a ocupar toda a semente. Ocorre o
espessamento das paredes celulares, e as células ja se apresentam como no estagio final. Até
que no estdgio maduro, o endosperma ji consolidado apresenta células com dimensdes
irregulares e paredes espessas. As paredes espessas das sementes maduras apresentam
campos primdrios de pontuacdo (pifts). Essas invaginagdes sdo esperadas para células que
desempenham funcdes relacionadas a conducdo de dgua ou que tenham comunicagdo
intercelular intensa, como as células de xilema e algumas células do parénquima (Xu et al.,
2022; Yin et al., 2022). Diferente do esperado para as células de sementes, esses pits se
alinham aos da célula vizinha, porém ndo parecem estar conectadas como um canal de
comunicacdo aberta. Essas particularidades da célula ainda n3o foram esclarecidas, e
precisariam de outros estudos que melhor investigasse suas fungoes.

A primeira extragdo utilizou como solvente uma mistura de dgua e tween para que
fossem separados polissacarideos soluveis fracamente ligados a parede celular. O quelante de
calcio CDTA foi utilizado na extragdo seguinte para perturbar a parede celular priméria e
extrair possiveis pectinas reticuladas com fons de Ca?*. Por fim, para a extragdo das
hemiceluloses foi utilizado NaOH como base forte em uma tnica etapa, pois os mAbs eram
especificos o suficiente para diferenciar as hemiceluloses (Kracun et al., 2017).

Os mAbs LM10, CCRC-M149 e CCRC-M159 (McCartney; Marcus; Knox, 2005;
Pattathil et al., 2010) reconheceram o epitopo B-(1—4)-D-xilana ndo substituidas ou pouco
substituidas nas sementes em seus quatro estdgios de maturagao Os sinais de reconhecimento
foram pouco consistentes entre as replicatas, sendo as sementes no estidgio 1 as que
apresentaram sinais mais fortes de ligacdo do anticorpo ao epitopo. Da mesma forma, apenas
as sementes no estidgio 1 de maturagdao do fruto apresentaram os epitopos de heteroxilanas

para ligacdo ao mAb INRA-AXT especifico de arabinoxilanas.
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As sementes nos quatros estdgios de maturacdo apresentam nos extratos de tween
sinais de ligac@o a epitopos de xiloglucanas fracamente ligadas aos mAbs CCRC-M50, LM15
e LM25. Com altos indices de ligacdo do anticorpo ao epitopo notado para as sementes no
primeiro estdgio, e a partir do segundo sua presenca aparece em niveis constantes. Os
anticorpos CCRC-M50, LM15 e LM25 se ligam a epitopos de xiloglucana ndo fucosiladas
com pequenas diferencas dos seus respectivos epitopos em sua estrutura e localizacdo celular,
segundo aponta trabalho de imunomarcacdo de células de tabaco (Pattathil et al., 2010). De
acordo com um estudo conduzido no tecido vegetal de tabaco, a xiloglucana ndo fucosilada,
especificamente os epitopos do anticorpo LM?25, estariam localizados nas paredes que
revestem os espacos intercelulares (Pedersen et al., 2012). Além da fragdo ndo fucosilada,
uma fracdo de xiloglucana fucosilada aparece mais proeminente nos dois primeiros estagios
de desenvolvimento do fruto, em que os epitopos presentes no extrato alcalino se ligaram ao
mAb CCRC-M102 (Pattathil ez al., 2010).

No estdgio 3 foram detectados altos niveis de ligacdo do mAb BS400-3 ao epitopo de
B-(1—3)(1—4)-D-glucana nos trés extratos avaliados (Meikle et al., 1994). No extrato
alcalino das sementes nos estdgios 2 e 4 também foi possivel notar a presenca desse epitopo.
Entretanto, cabe ressaltar que esse mAb ndo é especifico para ligacdes com glucana, pois o
mADb também mostrou sinais de ligagao ao padrdao de manana linear de marfim vegetal. Nas
sementes do estdgio 1, o epitopo de glucana foi especifico a ligacdo do anticorpo BS400-2,
que seria B-(1—3)-D-glucana (Meikle et al., 1994).

Curiosamente, os quatro estdgios das sementes apresentam um epitopo de pectina
fracamente ligado, pois 0 mAb INRA-RU?2 foi capaz de se ligar ao epitopos presentes nos
extratos de tween, sem que fossem utilizados reagentes quelantes especificos para extracao
deste polissacaricarideo. No estdgio 1, os epitopos ndo aparecem mais no extrato de CDTA,
uma vez que o tecido vegetal ainda esta se formando, todavia nos extratos do estigio 2, 3 e 4
o uso do quelante foi necessdrio para que os epitopos fossem liberados. Tal mAb tem
especificidade a cadeia principal de ramnogalacturonana I (RG-I), com dois sitios de ligagcdo a
[—2)-0-L-Rhap-(1—4)-a-D-GalpA-(1—] que requer pelo menos duas repetigdes do
dissacarideo (Ralet er al., 2010). Nos estdgios iniciais 1, 2 e 3 de desenvolvimento das
sementes ainda foi possivel notar a presenca de epitopos de homogalacturonana ligados ao
mAb JIM7 (Willats et al., 2000). No estdgio 4, no entanto, foi possivel identificar a ligacao do
mAb LM6 ao epitopo a-(1—5)-L-arabinana presentes no extrato alcalino, caracteristico de

cadeias laterais de pectina (Willats; Marcus; Knox, 1998).
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Como era esperado, dentre os glicanos avaliados foram os epitopos de manana os mais
proeminentes nas sementes de acai. As sementes no estidgio 3 apresentaram os epitopos
referentes aos trés mAbs de ligacdo a manana no extrato de tween, enquanto nos extratos em
CDTA e alcalino apenas foi notada a presenga de epitopos de ligacdo aos mAbs LM21 e
BS400-4. Nas sementes do estdgio 2 foram detectados os epitopos dos trés mAbs avaliados,
os epitopos de ligacdo ao anticorpo LM22 no extrato de tween, e os de ligacdo aos mAbs
LM21 e BS400-4 no extrato alcalino. Cabe destacar que nas sementes no segundo estdgio de
maturagdo provavelmente os residuos nao ramificados de manana ainda nao sao
predominantes, de acordo com a composi¢cdo de monossacarideos descritos anteriormente
(Miguez, 2020). Nas sementes do estdgio 1 o endosperma ainda nao foi formado, entretanto, o
mAb LMZ21 foi capaz de detectar seus epitopos no extrato alcalino.

Para o monitoramento do desenvolvimento das sementes in situ, se¢des dos diferentes
estdgios foram marcados com as sondas moleculares INRA-RU?2 (Figura 32), LM21 e BS400-
4 (Figura 33). Os epitopos de ramnogalacturonana I foram os mais proeminentes nas sementes
nos diferentes estdgios e por isso foram avaliados diretamente no tecido vegetal. No estdgio 1
a fluorescéncia observada no proprio controle pode indicar que novos tecidos estdo sendo
formados. A presenga do epitopo foi notada nos estdgio 1 e 2, em que estariam presentes na
lamela média das células em formacao (Pereira, 2017). Nos estdgio 3 e 4 a pectina estaria
presente citoplasma das células do endosperma, na regido préxima ao embrido, entretanto, a
seccdo avaliada pode ndo ter englobado essa regido. Nos estdgios 1 e 2, ndo € possivel
observar sinais de fluorescéncia que indiquem qualquer ligacdo dos mAbs. Somente a partir
do estdgio 3, sinais de ligacio do mAb LM21 aos epitopos de manana comeg¢am a surgir de
maneira mais proeminente na regido interna da parede celular. De forma semelhante ao que
foi observado no estdgio 4, o mAb BS400-4 ndo se ligou aos seus epitopos em nenhum dos

trés primeiros estagios.
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Figura 32 - Colocalizagdo de Calcofluor white (sinal azul) e INRA-RU2 (sinal vermelho) para identificagdo de
epitopos de ramnogalacturonana I. (a) estagio 1; (b) estagio 2; (c) estdgio 3; (d) estdgio 4.
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Figura 33 - Colocalizagcdo de Calcofluor white, LM21 e BS-400-4 no endosperma de sementes de agai em
quatro diferentes estdgios de amadurecimento do fruto. (a) Colocalizagdo de Calcofluor white (sinal azul) e
LM21 (sinal verde) em sementes do estdgio 1; (b) Colocalizagdo de Calcofluor white (sinal azul) e LM21 (sinal
verde) em sementes do estdgio 2; (c) Colocalizagdo de Calcofluor white (sinal azul) e LM21 (sinal verde) em
sementes do estdgio 3; (d) Colocalizacdo de Calcofluor white (sinal azul) e BS-400-4 (sinal vermelho) em
sementes do estdgio 1; (e) Colocalizagdo de Calcofluor white (sinal azul) e BS-400-4 (sinal vermelho) em
sementes do estdgio 2; (f) Colocalizagcdo de Calcofluor white (sinal azul) e BS-400-4 (sinal vermelho) em
sementes do estigio 3.

——
S 2\ i‘

DeMason e colaboradores (1989) identificaram que inicialmente as células de
sementes de tdmara eram formadas por finas paredes celulares, e o espessamento dessas
paredes sO ocorreu posteriormente através de uma deposicdo centripeta durante o
alongamento celular. De forma andloga, espera-se que os glicanos notados nas sementes de
acai no primeiro estdgio seriam principalmente componentes da parede celular priméria. As
primeiras camadas do endosperma formado nos estdgios iniciais de desenvolvimento seriam
hidrofilicas, macias e compostas por galactomananas, e a medida que as sementes
amadurecem sua parede celular se torna espessa, o endosperma endurece ao se enriquecer de
manana linear.

Esse residuo agroindustrial na sua fase madura seria, assim como a farinha de palmiste
e o grao de café, formado por altos conteidos de manana pouco substituida (Adler et al.,
2015; Diisterhoft; Posthumus; Voragen, 1992). Relacionando o perfil de glicanos soltveis

identificados nas sementes de acai em desenvolvimento com a caracterizacdo estrutural do
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polissacarideos insoldveis isolados da semente madura, é possivel entender um pouco mais
essa biomassa para avaliar novas oportunidades para a valorizacdo dessas sementes. Os
resultados obtidos poderdo contribuir para o processo de tomada de decisdo quanto a
estratégia experimental de processamento de sementes de agai, visando a producdo de

produtos de valor agregado a base de polissacarideos extraidos da semente de acai.
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7 CONCLUSAO

Visando aumentar a eficiéncia do processo de conversdo de manana das sementes de

acai a manose e manano-oligossacarideos, este trabalho foi fundamental para identificar as

limitacdes do seu processamento, a partir da compreensdo minuciosa e sistemdtica da

estrutura da manana contida nas sementes de acai. Com os resultados obtidos, foi possivel

estabelecer as seguintes conclusoes:

Este trabalho mostrou a identificagdo da estrutura de manana linear da semente de acai
maduras pela primeira vez. A estrutura de manana insolivel em dlcali isolada de
semente de acai tem uma cadeia principal formada por residuos Manp unidos por
ligacdes glicosidicas do tipo B(1—4), e provaveL ramificacdo de residuos a-1,6-D-
Galp na propor¢ao molar de 50:1 residuos de man:gal, o que a caracteriza como uma

manana linear e tem padrao cristalino similar 2 manana isolada de marfim vegetal;

O mapeamento dos polissacarideos proeminentes em sementes de acai maduras indica
que, além da manana linear insoldvel em NaOH, ha fracdes de manana soldveis. As
sementes também possuem sinais de pectina, heteroxilana, xilana, xiloglucana, e
glucana que puderam ser identificados pela ligacao cruzada de anticorpos monoclonais

aos seus respectivos epitopos;

A deposi¢do de manana, bem como sua distribui¢do temporal e espacial nas sementes
de acai, foi avaliada in situ ao longo da maturagdo do fruto. Mananas ramificadas sdao
presentes nas células jovens das sementes recém formadas. Assim as ramificacdes da
cadeia sdo provavelmente clivadas por acdo de a-galactosidases alterando a estrutura
para mananas de baixa ramificacdo. A medida que as sementes amadurecem, a parede
celular do endosperma fica mais espessa e concentra as grandes quantidades de

manana linear;

Os resultados destacam a necessidade de estratégias para reduzir a cristalinidade e
compactagdo das cadeias de manana. Além disso, os resultados permitem direcionar a
selecdo de mananases que sejam mais adequadas para a hidrélise dessa biomassa

recalcitrante.
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8 PERSPECTIVAS

Os resultados observados contribuem substancialmente para o processo de tomada de
decis@o sobre a estratégia experimental para o processamento de sementes de agai, visando a
producdo de produtos de valor agregado. Nesse contexto, projetos futuros podem ser

propostos para a continuidade deste estudo:

e A B-1,4-manana linear presente na parede celular do endosperma de sementes de acai
foi caracterizada como uma estrutura cristalina e altamente compacta de baixa
solubilidade. Com base nas informagdes coletadas, métodos de processamento da
semente poderdo ser avaliados com o objetivo de reduzir a recalcitrancia da manana a
hidrélise enzimdtica. Portanto, a selecio de métodos de pré-tratamento para essa
biomassa pode ser orientada por estratégias capazes de reduzir a cristalinidade do
polissacarideo, favorecendo sua suscetibilidade aos processos de conversdo.
Paralelamente, a definicdo da rota de processamento deve considerar andlises técnico-
econOmicas e critérios de sustentabilidade, de modo a garantir a viabilidade e a

eficiéncia do aproveitamento dessa matéria-prima;

e Conhecidas as especificidades da manana de sementes de acai, novas enzimas podem
ser prospectadas para hidrolisar as sementes de acai. Embora o dominio catalitico seja
similar entre as mananases, a presenca e a localizacdio de mddulos de ligacdo a
carboidratos (CBM) variam entre as enzimas de uma mesma classe. Com isso, as
enzimas mananoliticas produzidas por diferentes microrganismos podem apresentar
uma diferenca no reconhecimento de mananas cristalinas de diferentes origens. Assim,
se faz necessdrio avaliar diferentes enzimas a fim de identificar a que melhor atende a
especificidade do substrato em questdo. Nesse sentido, as informacdes obtidas em
banco de dados de enzimas relacionadas a degradacdo de carboidratos (Carbohydrate-
Active enZYmes Database, CAZy) podem esclarecer as diferengas presentes entre os
clusters cataliticos de cada enzima que faca o reconhecimento da manana contida na

semente de acaf;

e A recalcitrancia das sementes de acai seria avaliada in situ, diretamente no tecido
vegetal das sementes de acai e também na fracdo de manana isolada e purificada do

material vegetal. O mapeamento da localizacdo das enzimas mananoliticas ligadas ao
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material poderd fornecer informagdes sobre a distribuicdo de locais receptivos e
recalcitrantes da biomassa. A interacdo mananases marcadas com fluorescéncia e as
sementes de acai/fracio de manana purificada pode ser quantificada utilizando

microscopia confocal;

A avaliagdo de fatores estruturais que impactam na recalcitrancia observada das
sementes a acdo de mananases, pode ser estabelecida com estudos da fracdo de
manana linear insoldvel em dgua. Para isso, € necessdrio o aprimoramento do método
de fracionamento e purificacao do residuo sélido final, para separacdo da celulose e da
manana linear. A fragdo isolada e purificada sem presencga de celulose precisa ter sua
composi¢do confirmada. Uma vez isolada a manana insolivel, o indice de

cristalinidade da fracdo poderé ser estimado pelo método de Segal;

Avaliar a especificidade de mananases ao polissacarideo de manana utilizando
diretamente a fracdo de manana insolivel em &4gua isolada de sementes de acai. A
manana purificada pode ser hidrolisada com mananases e, de forma complementar,
pode a estrutura cristalina ser analisada por microscopia eletronica de alta resolugdo

(MEV-FEQG), a fim de obter imagens detalhadas da morfologia desses cristais.
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