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RESUMO

No Brasil a cultura do coqueiro vem alcang¢ando significativo valor econémico,
tanto na area alimenticia como na téxtil, pois praticamente todas as partes da planta
sao utilizadas. A caracterizacao estrutural da goma do exsudato que é liberado pela
planta pode contribuir para trabalhos futuros de aplicagdes industriais, gerando
outras fontes alternativas de renda para os produtores. Nesta pesquisa, a goma do
coqueiro (Cocos nucifera) foi extraida sucessivamente com agua a 25° C e 50° C
dando origem as fracdes CNNF (9% de rendimento) e CNNQ (12% de rendimento),
respectivamente. O residuo obtido apds extracdo aquosa foi submetido a extragao
alcalina com KOH 1% (m/v), a 25° C, originando a fracdo CNNAL (44% de
rendimento). Esta fragdo apresentou-se homogénea por HPSEC-MALLS (M, 3,05 x
10* g.mol™) e composta por Fuc, Ara, Xyl e acido urdnico na propor¢ao de 7:28:62:3,
respectivamente. A analise de metilacdo mostrou uma estrutura complexa com
terminais nao redutores de Araf (11%), Arap e Xylp (18%) e Fucp (5%), unidades de
Araf 3-O-substituidas (8%), unidades de Xylp 2-O- e 4-O- (16%), 3,4-di-O- (15%),
2,4-di-O- (5%) e 2,3,4-tri-O-substituidas (22%). O espectro de RMN-"°C do CNNAL
mostrou ~10 sinais na regido anomérica, confirmando a complexidade estrutural. Os
sinais em & 108,6-107,0 referem-se as unidades de a-L-Araf. Os sinais em d 16,8-
15,6 correspondem ao -CHj; (C-6) das unidades de Fucp. A cadeia principal do
CNNAL foi caracterizada através da analise do polissacarideo obtido por
degradacao controlada de Smith (CNNAL-S; 25% de rendimento), que se mostrou
composto por Ara, Xyl e acido urbnico na proporcdo molar de 13:85:2,
respectivamente. A analise de metilacdo do CNNAL-S mostrou unidades de Xylp 4-
O- (~56%), 2-O- (~18%) e 2,4-di-O-substituidas (16%), indicando uma cadeia
principal de Xylp-(1—4)-ligadas. O espectro de RMN-'3C do CNNAL-S apresentou 5
sinais principais em 4 101,6, 8 75,5, 8 73,9, 6 72,5 e 4 63,1 que podem ser atribuidos
ao C-1, C-4, C-3, C-2 e C-5 das unidades de Xylp B-(1—4) ligadas da cadeia
principal. Apés carboxi-redu¢cdo do CNNAL foi obtida uma fragdo (CNNAL-CR2) que
apresentou Glc e 4-Me-Gilc (propor¢cédo 2:1) em sua composi¢cao, indicando que no
polissacarideo nativo (CNNAL) os componentes acidos presentes eram GlcpA e 4-
Me-GlcpA. Os resultados obtidos indicam que o polissacarideo presente na goma do
exsudato do coqueiro (Cocos nucifera) caracteriza-se como uma [B-xilana acida
altamente substituida, similar aos polissacarideos encontrados nas gomas de
exsudatos de outras espécies de palmeiras. A fracdo oligo-D, isolada do
sobrenadante etandlico, apresentou em sua composi¢ao, majoritariamente, Ara, Xyl
e 4cido urénico. Através da analise por RMN-"3C observou-se a presencga de sinais
que podem ser atribuidos aos carbonos de unidades de Xylp B-(1—4) ligadas,
sugerindo que carboidratos de baixa massa molecular com estruturas semelhantes a
do polissacarideo podem ser encontrados na goma estudada.

Palavras-chave: Cocos nucifera; goma de exsudato; polissacarideo; estrutura.



ABSTRACT

In Brazil the culture of coconut is reaching significant economic value, both in
food as in textiles, because almost all parts of the plant are used. The structural
characterization of the gum exudate which is released by the plant can contribute to
future work in industrial applications, generating alternative sources of income for
producers. In this research, the gum of the coconut (Cocos nucifera) was extracted
successively with water at 25° C and 50° C to give fractions CNNF (9% yield) and
CNNQ (12% yield), respectively. The residue obtained after extracting water was
submitted to alkaline extraction with 1% aq. KOH, at 25° C, to give fraction CNNAL
(44% vyield), which was homogeneous on HPSEC-MALLS with M, 3.05 x 10* g.mol™.
It was composed of Fuc, Ara, Xyl and uronic acid in a 7:28:62:3 molar ratio,
respectively. The methylation analysis showed a complex structure with nonreducing
end-units of Araf (11%), Arap and Xylp (18%) and Fucp (5%), 3-O-substituted Araf
units (8%), 2-O- and 4-O- (16%), 3,4-di-O-(15%), 2,4-di-O-(5%) and 2,3,4-tri-O-
substituted (22%) Xylp units. The "*C-NMR spectrum of the CNNAL showed almost
10 signals in the anomeric region, confirming the structural complexity. The signals at
0 108.6-107.0 are from a-L-Araf units. The signals at 6 16.8-15.6 were assigned to
-CH3; (C-6) of Fucp units. The main chain of CNNAL was characterized by analysis of
a Smith-degraded polysaccharide (CNNALS - 25% yield), which was composed of
Ara: Xyl and uronic acids in a 13:85:2 molar ratio, respectively. Methylation analysis
of CNNAL-S showed 4-O-(~ 56%), 2-O-(~ 18%) and 2,4-di- O-substituted (16%) Xylp
units, indicating B-(1—4)-Xylp main-chain. The "*C-NMR spectrum of the CNNAL-S
contained 5 main signals in & 101.6, & 75.5, §73.9, & 72.5 and § 63.1, that can be
attributed to the C-1, C-4, C-3, C-2 and C-5 of units Xylp B-(1 — 4) linked to the main
chain. The carboxyl-reduced polysaccharide (CNNAL-CR2) showed Glc and 4-Me-
Glc (2:1 ratio) in its composition, indicating that the native polysaccharide (CNNAL)
has GlcpA and 4-Me-GlcpA as acid compounds. The results indicate that the
polysaccharide present in the gum exudate the coconut (Cocos nucifera) is a B-xylan
acid highly substituted, similar to those founded in gum exudates of other species of
palms. The fraction oligo-D, isolated from the ethanolic supernatant, is composed
mainly of Ara, Xyl and uronic acid and its "*C-NMR showed signals that can be
attributed to carbons from Xylp B-(1 — 4)-linked units, suggesting the presence of
free reducing oligosaccharides in gum exudate with structures similar to that of
polysaccharide.

Keywords: Cocos nucifera; gum exudate; polysaccharide; structure.
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1 INTRODUCAO

O termo goma é utilizado, de maneira geral, para definir moléculas hidrofilicas
ou hidrofébicas de alta massa molar que possuem propriedades coloidais
(WHISTLER, 1973). Industrialmente sdo chamados de gomas os polissacarideos
obtidos de exsudatos de arvores, sementes, algas ou por fermentacio
microbiolégica. As gomas de exsudatos, que é objeto desse estudo, possuem como
principais componentes o0s polissacarideos e englobam as mais complexas
estruturas vegetais conhecidas (ASPINALL, 1969).

As gomas possuem uma grande possibilidade de aplicacbes em diversos
ramos industriais, como a da engenharia, biotecnologia e medicina e estdo sendo
muito investigadas nos ultimos anos em relagdo as suas caracteristicas fisico-
quimicas e aplicacoes (EIRAS, et al, 2007).

Muitas das gomas de exsudatos encontradas na flora brasileira ndo foram
estudadas nem com relagao a estrutura quimica nem ao potencial biotecnolégico e
industrial. As gomas nacionais sdo potenciais substitutas para as gomas importadas,
hoje amplamente utilizadas no Brasil, como é o caso da goma arabica, proveniente
do Senegal e Suddo (Africa). O investimento do Brasil na importacdo de goma
arabica é de aproximadamente $ 1.900.000,00 por ano (BARBOSA, 2003).
Felizmente, no mercado interno, esta goma ja vem sendo substituida pela goma do
cajueiro, que possui estrutura e propriedades fisico-quimicas muito semelhantes a
da goma arabica (BARBOSA, 2003). Tal comercializagdo sé ocorreu gracas aos
dados de pesquisa cientifica desenvolvida em universidades brasileiras que
vislumbraram o potencial uso desta goma pela industria.

Além disso, a utilizagdo de gomas provenientes de arvores brasileiras pode
ajudar a promover o desenvolvimento sustentavel, gerando maiores possibilidades
de renda para moradores locais. As gomas também poderiam consistir em um
subproduto economicamente interessante em pomares do Brasil, uma vez que uma
grande quantidade de arvores frutiferas esta sujeita a exsudacédo de gomas (SIMAS,
2007).

Além do potencial econémico e industrial, foi observado que para gomas de
espécies de palmeira, ndo pertencentes ao mesmo género, ocorria uma alta

similaridade estrutural em seus polissacarideos. Estas possuem uma cadeia
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principal de B-D-Xylp (1—4) ligadas e, além disso, apresentam como caracteristica
comum a presenca de a-Fucp, sugerindo que, dentro da familia Arecaceae, as
gomas poderiam ser consideradas marcadores quimiotaxondmicos (MAURER-
MENESTRINA et al., 2003; SIMAS et al., 2004; SIMAS et al., 2006).

O coqueiro (Cocos nucifera), espécie de estudo desse trabalho, é uma
palmeira pertencente a familia Arecaceae (SIQUEIRA et al, 2002) e é a Unica
espécie classificada no género Cocos.

A producado brasileira de coco esta distribuida por quase todo o territério
brasileiro, com excecao dos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, devido
as suas limitacées climaticas durante parte do ano (EMBRAPA TABULEIROS
COSTEIROS, 2007). O Brasil é o quarto maior produtor mundial, a Regidao Nordeste
€ o local onde se encontra a maior producdo, sendo a Bahia, Para, Ceara,
Pernambuco e Espirito Santo, os cinco estados com maior produgao (Agrianual,
2006).

A producdo nacional de coco é de fundamental importancia econémica e
social para a regidao Nordeste (LINS, 2003), pois é de grande importancia soécio-
econbmica na geracao de emprego e renda, alimentacao e na sustentabilidade. No
Brasil, a cocoicultura gera emprego e renda para mais de 500 mil pessoas
envolvidas diretamente no processo, além dos inumeros empregos indiretos gerados
ao longo da cadeia produtiva, nos setores secundario e terciario da economia
(comércio, transportes, industria de alimentos, insumos, téxtil, maquinas e
equipamentos, embalagens, etc.) (EMBRAPA TABULEIROS COSTEIRQOS, 2007).

O objeto de estudo deste trabalho foi a goma de exsudato do coqueiro (Cocos
nucifera), com enfoque na caracterizacdo estrutural do polissacarideo e dos
oligossacarideos que a compdem.

1.1 JUSTIFICATIVA

A realizacao deste trabalho pode ser justificada pelos seguintes aspectos:

- Ha poucos estudos de gomas de exsudatos de arvores brasileiras;

- Escassez de estudos das gomas de exsudatos de plantas da familia
Arecaceae;
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- Necessidade de se buscar gomas nacionais Uteis a industria, para substituir
as gomas importadas;

- Com os estudos da goma do coqueiro seria possivel incentivar o
agronegocio, pois, geralmente, as gomas sao descartadas nas plantacoes. Além das
utilidades que o coqueiro ja possui, 0 uso da goma pode ajudar no desenvolvimento
sustentavel aumentando o numero de empregos, gerando uma fonte de renda
alternativa e assim, trazer vantagens para os produtores.

- A caracteristica estrutural do polissacarideo que compéem a goma esta
envolvida com as caracteristicas fisico-quimicas que vao gerar seu potencial
econbmico, assim o estudo da goma do coqueiro contribui para analises futuras de
aplicagdes industriais e até mesmo bioldgicas;

- A caracterizacdo estrutural do polissacarideo e dos oligossacarideos
presentes na goma de Cocos nucifera vem contribuir para a analise comparativa das

gomas de outras palmeiras ja estudadas.

1.2 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho é obter e caracterizar estruturalmente o
polissacarideo e os oligossacarideos presentes na goma do exsudato vegetal de
Cocos nucifera (coqueiro) utilizando métodos quimicos e espectroscopicos.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos sao:

1. Obter e purificar o polissacarideo nativo da goma do exsudato de Cocos nucifera;

2. Analisar o polissacarideo nativo quanto a sua homogeneidade por HPSEC-
MALLS;

3. Submeter o polissacarideo nativo aos procedimentos de carboxi-reducao e
degradacao controlada de Smith;
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4. Caracterizar estruturalmente o polissacarideo nativo e os polissacarideos obtidos
por carboxi-reducdo e degradagdo controlada de Smith através de métodos
quimicos, espectroscopicos e espectrométricos;

5. Fracionar os oligossacarideos livres redutores presentes na goma do coqueiro;

6. Caracterizar os oligossacarideos através de métodos quimicos, espectroscopicos

e espectrométricos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONSIDERAGOES GERAIS SOBRE AS GOMAS

O termo goma, nome usado pela industria, refere-se a polissacarideos que
se dissolvem totalmente ou parcialmente em agua quente ou fria, formando solugdes
viscosas ou suspensdes (BOTELHO, 1999).

As gomas de exsudatos sdo aquelas substancias de origem vegetal
exsudadas através dos galhos, troncos de arvores e até mesmo dos frutos. Elas
podem ser produzidas espontaneamente como parte do metabolismo normal da
planta ou, mais freqientemente, podem estar envolvidas com algum mecanismo
protetor do vegetal, liberando exsudagdo gomosa em resposta a injuria mecanica ou
a invasao microbiana (JONES e SMITH, 1949; MARQUES e XAVIER-FILHO, 1991).

As gomas de exsudatos mais utilizadas pelas industrias sdo a goma arabica,
ghatthi, karaya e tragacanto. Elas podem ser utilizadas em diferentes industrias
devido, principalmente, as suas caracteristicas viscosas ou até mesmo de
geleificacdo. Sao utilizadas na industria farmacéutica, alimenticia, cosmética, de
detergentes, téxtil, de adesivos, de papel, de tintas, entre outras aplicacdes
(WHISTLER, 1993; RODRIGUES et. al., 1993). Sdo empregadas como agentes
espessantes, geleificantes, emulsificantes, floculantes, clarificantes, encapsuladores,
estabilizadores de espuma e suspensdes, etc. (BeMILLER, 1987).

Os polissacarideos presentes nas gomas estdo entre as estruturas mais
complexas dentre os polissacarideos vegetais (ASPINALL, 1969) e tal complexidade
se deve ao fato dos polissacarideos possuirem varios componentes
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monossacaridicos, diferentes tipos de ligacdes glicosidicas, anéis piranosidicos e
furaranosidicos, e enantidmeros D e L (SIMAS, 2007).

2.2 CLASSIFICAGAO DAS GOMAS DE EXSUDATOS

A classificacdo das gomas de exsudatos tem sido realizada de acordo com
as caracteristicas fisicas, quimicas e fisico-quimicas. Em 1959, Smith e Montgomery
propuseram uma classificacdo de acordo com as caracteristicas fisicas, como
solubilidade, viscosidade e presenca ou auséncia de acidos urdnicos, de acordo com
essa classificacdo as gomas de exsudatos estariam inclusas no grupo das gomas
acidas.

Outro critério que foi utilizado para a classificacdo foi baseando-se na
estrutura quimica do heteropolissacarideo. Aspinall (1969) classificou de acordo com
a estrutura das cadeias internas dos polissacarideos, onde as galactanas possuem a
cadeia principal de galactose, onde esta incluida a maioria das gomas de exsudatos.
Stephen (1983) classificou de acordo com a estrutura total do heteropolissacarideo
presente na goma, dentro desta classificacdo, a maioria das gomas de exsudatos

estéa inserida no grupo das arabinogalactanas substituidas.

2.3 ASPECTOS ESTRUTURAIS DOS POLISSACARIDEOS DE GOMAS DE
EXSUDATOS UTILIZADOS INDUSTRIALMENTE

No grupo das arabinogalactanas esté incluida a goma arébica, produzida pela
espécie Acacia Senegal, pertencente a familia Mimosaceae (DEFAYE e WONG,
1986), amplamente utilizada na industria de alimentos e de tintas (WHISTLER,
1993). Esta apresentou em sua composicdo monossacaridica unidades de Rham,
Ara, Gal e acido urdnico, formando uma cadeia principal de B-D-Galp ligada (1—3)
com ligacées (1—6) alternadas e cadeias laterais altamente ramificadas (SMITH,
1939; ANDERSON, et. al., 1966a e b; DEFAYE e WONG, 1986; TISCHER, et. al.,
2002). Tischer, Gorin e lacomini (2002) estudaram os oligossacarideos livres
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redutores da goma arabica, permitindo assim a caracterizacdo mais detalhada da
estrutura desta goma.

A goma ghatti (Anogeissus latifola), que também ¢é muito utilizada pela
industria, esta incluida no grupo das glucuronomananas (ASPINALL, 1969). E
composta por um heteropolissacarideo com cadeia principal de —2)-a-D-Manp-
(1—4)-B-D-GlcpA-(1— e com ramificacdes de L-Arap, D-Galp, L-Araf e D-GIcpA
(ASPINALL, 1969; TISCHER et. al., 2002).

Outra goma de importancia comercial € a goma tragacanto (Astralagus
gummifer) que € composta por uma arabinogalactana com cadeia principal
composta majoritariamente por unidades de Galp (1—6) ligadas e por um
componente acido (acido tragacantico) que apresenta cadeia principal composta por
unidades de GalpA a-(1—4) ligadas com raras insercoes de Rhap (STEPHEN,
1983).

2.4 ASPECTOS ESTRUTURAIS DOS POLISSACARIDEOS DE OUTRAS GOMAS
DE EXSUDATOS

Estudos realizados com Angico Branco (Anadenanthera colubrina), também
pertencente a familia Mimosaceae, apresentou uma estrutura altamente complexa
constituida por unidades de arabinose (64%), galactose (20%), acido urénico (10%),
ramnose (6%) e manose (1%), formada por uma cadeia principal composta de
unidades de B-D-Galp ligadas (1—3), e com variados tipos de cadeias laterais
(DELGOBO et. al., 1999).

O polissacarideo presente na goma do cajueiro (Anacardium occidentale),
também apresentou uma complexidade estrutural. Em estudos realizados por
Menestrina et. al. (1998) o polissacarideo foi caracterizado como uma
heterogalactana &cida, composta por Rham (2%), Ara (4%), Xyl (1%), Gal (82%), Gic
(6%), e acido urbnico (5%), com cadeia principal formada por unidades de galactose
unidas por ligagdes B-(1—3) e substituidas em O-6 por cadeias laterais de a-L-Rhap,
B-D-GlcpA, B-D-Galp e a-L-Araf.
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A goma de Vochysia lehmannii (Quaruba), incluida no grupo das
glucuronomananas, apresentou uma estrutura simplificada e pouco ramificada,
possuindo em sua cadeia principal unidades de a-D-Manp, substituida em O-2, e
unidades de B-D-GlcpA, substituida em O-4, alternadas, podendo algumas unidades
de manose estarem substituidas em O-3 por unidades de arabinofuranose ou
arabinopiranose e estas substituidas por unidades de glucopiranose (WAGNER et,
al., 2004).

Stoddart e Jones (1998) caracterizaram a goma do limao (Citrus limonia),
familia Rutaceae, como uma galactana altamente ramificada com liga¢des B-(1—3) e
B-(1—6) dispostas de maneira ndo ordenada, com cadeias laterais de ramnose,

arabinose e acido urdnico.

2.4.1 Gomas de exsudatos do grupo das xilanas altamente substituidas

As gomas do grupo das xilanas altamente substituidas sdo polissacarideos
estruturalmente relacionados com as heteroxilanas e arabinoxilanas (hemiceluloses)
de parede vegetal celular (ASPINALL, 1969) e possuem cadeia principal de
unidades de B-D-Xylp (1—4) ligadas. Poucos exemplos de gomas deste grupo foram
descritos na literatura.

White, (1953a,b, 1954) e Lambert et. al., 1968) estudaram a goma de Sapota
achras (familia Sapotaceae) e verificaram que o polissacarideo presente se tratava
de uma heteroxilana com cadeia principal de B-D-Xylp (1—4) ligadas com terminais
nao redutores de Arap, Araf, Xylp, GlcpA e 4-Me-GlcpA.

Dentro da familia Fabaceae, polissacarideos de gomas de duas espécies
foram estudados e mostraram, ambos, cadeia principal de unidades de Xyl ligadas
(1—4). Na espécie Cercidium australe a cadeia principal mostrou-se altamente
substituida por unidades de D-Xylp, L-Arap e acidos urénicos (CEREZO, et. al.,
1969). e em Cercidium praecox foi verificada a presenca de 4-O-Me-a-D-GIcpA, a e
B- D-GlcpA, a-L-Araf e B-L-Arap fazendo parte das cadeias laterais. (LEON DE
PINTO, et. al., 1994).
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Gomas de exsudatos de trés espécies de palmeiras (Arecaceae) foram
detalhadamente estudadas no laboratério de Quimica de carboidratos de exsudatos
vegetais - UFPR: a goma de Livistona chinensis (Leque-chinés) (MAURER-
MENESTRINA et al., 2003), de Scheelea phalerata (Uricuri) (SIMAS et al., 2004) e
de Syagrus romanzoffiana (Jeriva) (SIMAS et al., 2006). Seus polissacarideos sao
muito semelhantes e caracterizam-se como heteroxilanas acidas com cadeia
principal de xilose unidas por ligacées do tipo B-(1—4). As cadeias laterais séo
compostas por 4-Me-a-D-GlcpA, a-D-GlcpA, a-L-Araf, L-Arap, B-D-Xyl e L-Fucp.

Observacgodes feitas na estrutura dos polissacarideos das gomas de plantas
dicotiledéneas mostraram que geralmente existem variacées entre a composicao
quimica de varias espécies, dentro do mesmo género, principalmente em relacédo as
cadeias laterais (SMITH e MONTGOMERY, 1959). O que foi observado para as
gomas de algumas espécies de palmeiras (monocotiledéneas), nao pertencentes ao
mesmo género, foi uma semelhancga estrutural em seus polissacarideos, pois além
de apresentarem a cadeia principal composta de unidades B-Xylp (1—4) ligadas,
também apresentaram a caracteristica comum de possuirem unidades de a-Fucp.
Esta similaridade estrutural dos polissacarideos presentes nas gomas de exsudatos
de espécies de palmeiras sugere que estes podem ser utilizados como marcadores
quimiotaxondmicos (SIMAS, 2004). Desta forma, a analise estrutural da goma do
coqueiro (Cocos nucifera), que sera realizada neste trabalho, vem contribuir para tal

analise comparativa.

2.5 Cocos nucifera

Cocos nucifera é uma palmeira pertencente a familia Arecaceae (Figura 1), é
a unica espécie classificada no género Cocos. Conhecido popularmente como
Coqueiro, coqueiro-da-india, coco-da-baia, coqueiro-ando, é uma planta
essencialmente tropical, encontrando condigdes climaticas favoraveis entre as
latitudes 20°N e 20°S, portanto encontra-se distribuido por quase todo o territério

nacional.
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endocarpo " --corte transversal

FIGURA 1 - Cocos nucifera. A: ASPECTO GERAL DA ARVORE E DOS FRUTOS.
B: PLANTACAO DE COQUEIRO NA CIDADE DE BARRA DE SAO

MIGUEL, MACEIO
(Fonte: Kuhler Med Plants e Risoleta Cardoso, 2007)

O coqueiro € uma planta arb6rea com copa densa, que apresenta continuo
florescimento e frutificacdo ao longo do ano. O caule € do tipo estipe, com tufo de
folhas do tipo penada, bem verdes na extremidade. A inflorescéncia é a Unica
ramificacéo do caule, e o fruto € do tipo drupa (FERRI, 1973).

Pode-se dizer que do coqueiro tudo se aproveita, é util pela enorme variedade
de produtos obtidos das diversas partes da planta (PEDROSO, et al., 2007). Do
coco é extraido a polpa, o 6leo, o leite de coco, a farinha, a agua de coco, etc. O
tronco fornece madeira para construcdo, as folhas fornecem materiais para
cestas e palha de telhado, da casca do fruto se extrai a fibra que € empregada em
estofamentos de veiculos, enchimento de colchdes, tapecaria, cordoaria e fabrica de
pincéis, e partes da planta sdo utilizadas também para produzir racdo animal,
combustiveis, bebidas, etc. (SIQUEIRA et al., 2002).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENGCAO DA GOMA

A goma de exsudato de Cocos nucifera (coqueiro), foi obtida no municipio de
Aguas de Santa Barbara, localizado no interior do Estado de Sao Paulo nas
coordenadas geograficas de Latitude 22°52' Sul e Longitude 49°15' Oeste (Fonte:
IBGE). A goma foi gentilmente cedida, para o laboratério de Quimica de carboidratos
de exsudatos vegetais — UFPR, pela Dra. Elaine Rosechrer Carbonero. O aspecto

geral da goma esta ilustrado na Figura 2.

FIGURA 2 - ASPECTO GERAL DA GOMA DO EXSUDATO DE Cocos nucifera
(COQUEIRO)

3.2 OBTENGAO DO POLISSACARIDEO NATIVO

A goma bruta de Cocos nucifera (9,0 g) foi submetida a extracdo aquosa
(1,5%, m/v), em temperatura ambiente, sob agitacdo magnética durante 16 h. A
dispersao resultante foi filtrada, sendo que o filtrado foi concentrado em evaporador
rotatorio até pequeno volume sendo entdo submetido a precipitacao etandlica (3 x
v). O precipitado obtido apds centrifugacdo foi dialisado contra agua corrente
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durante 24 h e depois liofilizado, gerando o polissacarideo nativo (CNNF, 9% de
rendimento).

Os residuos da extracao aquosa a temperatura ambiente foram extraidos com
agua a 50° C sob agitacao magnética “overnight”. A dispersao foi novamente filtrada,
concentrada em evaporador rotatério e o filtrado foi adicionado de etanol em
excesso (3 x v). O precipitado obtido foi dialisado contra agua corrente durante 24 h
e depois liofilizado, gerando o polissacarideo nativo obtido apds extracdo aquosa a
quente (CNNQ, 12% de rendimento).

O material insoluvel da extracdo a quente foi submetido a extragdo alcalina
com KOH 1% (m/v), juntamente com NaBH,4 para proteger as pontas redutoras dos
polissacarideos. Esta solucdo permaneceu sob agitacao até a total solubilizacao, a
temperatura ambiente. A esta solugdo foi adicionado acido acético glacial até
alcangar o pH 5,0. A solugdo obtida foi concentrada em evaporador rotatério até
pequeno volume e foi submetida a precipitagdo etandlica (3 x v). O precipitado
obtido, ap6s dialise contra agua corrente, foi liofilizado, originando o polissacarideo
nativo obtido apds extragdo alcalina (CNNAL, 44% de rendimento). Os
sobrenadantes etandlicos obtidos nas extracbes aquosas (temperatura ambiente e a
quente) foram reunidos e, apds reducao de volume e liofilizacdo, denominados de
SE-CNN. O esquema geral de obtencdo dos polissacarideos nativos esta
representado na Figura 3.

3.3 MODIFICACOES QUIMICAS REALIZADAS NO POLISSACARIDEO NATIVO
OBTIDO DA GOMA DO COQUEIRO

3.3.1 Oxidacao com periodato de sédio e degradacao controlada de Smith

Este procedimento foi realizado segundo Dyer (1956), Goldstein et al.
(1965), Hay et al. (1965) e Gorin et al. (1965). O polissacarideo CNNAL (1,0 g),
previamente solubilizado em &agua (100 ml), foi oxidado com 100 ml de
metaperiodato de sédio (NalO4, 0,1 M). A solugcdo permaneceu sob constante
agitacdo durante 72 horas, no escuro. A reacao foi interrompida com adicdo de
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etilenoglicol e dialisada. Posteriormente, o material foi reduzido com NaBH4

("overnight"), neutralizado com acido acético a 50 % (v/v) e dialisado contra agua

corrente. O polidlcool resultante foi submetido a hidrélise acida parcial em pH 2,0

(ajustado com TFA 0,1 M), sob refluxo fervente (~96° C), por 40 minutos. Apds

neutralizacdo, etanol em excesso foi adicionado a solucdo. O precipitado obtido

(CNNAL-S; rendimento 25%) corresponde ao polissacarideo degradado.

GOMA DO
COQUEIRO (9,0 g)

Extracdo aquosa 25°C

POLISSACARIDEOS NATIVOS CNNF, CNNQ, CNNAL

Sobrenadante e -
(40 mg) 4-IPreclpltag;ao etandlica
Extrato Residuo
CNNF (0,8 g) J
PRECIPITADO
Extragdo aquosa 50°C
Extrato |« Residuo Extrato
Extracdo KOH aq. 1%,
NaBH,, 25°C e -
Precipitacao Etandlica
Precipitacao etandlica l l
l l CNNQ (1,0 9) || Sobrenadante
i (151 mg)
Sobrenadante || CNNAL (4,0 g) Precipitado
Precipitado
FIGURA 3 - METODOLOGIA UTILIZADA PARA A OBTENCAO DOS
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3.3.2 Carboxi-reducao

O polissacarideo CNNAL (200 mg) foi submetido a dois ciclos consecutivos
de carboxi-reducao (TAYLOR e CONRAD, 1972) (ESQUEMA 1) com o objetivo de
reduzir os grupos carboxila (-COOH) dos seus acidos urdnicos, transformando-os
nos agucares neutros correspondentes, contendo grupos de —CH>OH, possibilitando
assim, a verificacdo do tipo de acido urdnico presente na amostra. O polissacarideo
foi solubilizado em tampao MES (acido 2-N-morfolino etano sulfénico) 0,2M, pH 4,75
(2 ml) e adicionado de carbodiimida [ciclohexil-3-(2-morfolinoetil)carbodiimida] (0,144
mg). A solugdo permaneceu sob agitagcdo magnética durante 1 hora. Decorrido este
tempo, o pH foi ajustado para 7,0 pela adicdo de 1 ml de tampao TRIS/HCI (2M; pH
7,0; amino metilideno trimetanol). Essa solucéo foi entdo reduzida com NaBH,4 (de
maneira a perfazer uma concentragdo de 2 M na solugao) durante 16 h, neutralizada
com &cido acético e dialisada (cut-off de 8.000 Da) contra dgua corrente. A fracédo
retida, CNNAL-CR2 (170 mg), foi concentrada, congelada e liofilizada. A Figura 4
mostra esquematicamente o processo descrito nos itens 3.3.1 e 3.3.2.

CNNAL
(Precipitado)

DEGRADACAO CONTROLADA DE SMITH
(DYER, 1956; GORIN et al., 1965)

NalO, 0,05 M/ 72 h.; Etilenoglicol / didlise;
NaBH, / 12 h; Hidrélise acida parcial: pH 2,0
(TFA) / ~96° C / 40 min.; precipitagao etandlica

CARBOXI-REDUCAO !
(TAYLOR E CONRAD, 1972) CNNAL-S
Solubilizagédo com tamp&o MES 0,2M / (25% de rendimento)

pH 4,75; Carbodiimida;
Tampao TRIS 2M / pH 7,0;
NaBH, / 2M; neutralizado e dialisado

CNNAL-CR2
(75% de rendimento)

FIGURA 4 - ESQUEMA DE OBTENCAO DO POLISSACARIDEO DEGRADADO
(CNNAL) E DO POLISSACARIDEO CARBOXI-REDUZIDO
(CNNAL-CR2)
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3.4 ANALISES ESTRUTURAIS DOS CARBOIDRATOS OBTIDOS

3.4.1 Analise de composicado monossacaridica

Para andlise da composicdo monossacaridica, as amostras (~2 mg) foram
hidrolisadas com TFA 2M, durante 8 horas, a 100° C (GORIN et al, 1996). Ap6s a
hidrélise o TFA foi removido por evaporacdo. Na sequéncia o material resultante foi
solubilizado em pequeno volume de agua, sendo uma aliquota reservada para
cromatografia em papel analitica. A outra parte foi submetida a reducao com NaBH,,
“overnight”, em temperatura ambiente (WOLFROM e THOMPSON, 1963a). A
solucao foi entdo adicionada de resina cationica (forma H*) até pH 4,0 para remogao
de ions sédio, filtrada e levada a secura em evaporador rotatério. Posteriormente foi
tratada exaustivamente com metanol.

Os derivados alditéis obtidos foram acetilados com uma mistura de anidrido
acético e piridina (1:1 v/v), por 12 horas, em temperatura ambiente (WOLFROM e
THOMPSON, 1963b). A reacgédo foi interrompida pela adicdo de gelo moido ao
sistema. Os alditois acetatos formados foram extraidos com cloroférmio, sendo que
0 acido acético formado e a piridina foram removidos pelas sucessivas lavagens da
fase cloroférmica com solugdo aquosa de CuSO4 a 3% (p/v). A fase organica foi
evaporada e as amostras foram analisadas em cromatdgrafo gasoso acoplado ou
nao a espectrémetro de massa (GC-MS ou GLC, respectivamente).

3.4.2 Determinagdo de homogeneidade e massa molar (My)

A andlise de homogeneidade e a determinagdo da massa molar das
amostras foram realizadas em HPSEC-MALLS, que utiliza um cromatdgrafo liquido
de alta pressao (HPLC), modelo WATERS 2410 e um detector de indice de refragao
conectado em série com um detector de espalhamento de luz (modelo Dawn DSP-F,
Wyatt Technologies Corporation, EUA). Foram utilizadas quatro colunas
ultrahydrogel WATERS dispostas de forma seqlencial e apresentando diferentes



28

limites de exclusdo: 2000 (7 x 10° g.mol”), 500 (4 x 10° g.mol™), 250
(8 x 10* g.mol™) e 120 (5 x 10% g.mol™). As amostras foram solubilizadas em NaNO,
0,1 M (nitrito de s6dio) contendo NaN3; (azida de sédio) a 0,02%, na concentracao de
1 mg.ml™", filtradas em membrana de acetato de celulose MILLIPORE com diametro
médio dos poros de 0,22 um. Para o calculo da massa molar, a amostra CNNAL
teve seu valor de dn/dc determinado, sendo de 0,177. Para esta analise a fracao foi
solubilizada em cinco diferentes concentracdes (0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1,0 mg.ml”) e
cada uma das solugbes foi analisada pelo detector de indice de refracdo. Os
céalculos de dn/dc e da massa molar foram realizados utilizando o software ASTRA
4.70.07.

3.4.3 Analise de metilacao

A metilagdo dos polissacarideos foi realizada pelo método descrito por
Ciucanu e Kerek (1984), onde aproximadamente 10 mg da amostra foram
solubilizadas em 2 ml de dimetilsulféxido (Me.SO), adicionadas de NaOH
pulverizada (em excesso) e de 2 ml de iodeto de metila (CHsl). A mistura reacional
permaneceu sob agitagcdo durante 30 minutos e posteriormente, foi mantida em
repouso durante 20 horas. Decorrido este tempo, a reacao foi interrompida pela
adicao de agua em banho de gelo, a solugao foi neutralizada com &cido acético, e a

amostra metilada foi extraida com cloroférmio.

3.4.3.1 Hidrdlise, reducéo e acetilacdo dos produtos per-O-metilados

Os produtos O-metilados foram hidrolisados segundo a metodologia de
Saeman et al. (1954). O material resultante da metilacdo foi, primeiramente, pré-
hidrolisado com 0,5 ml de &cido sulfarico 50% (v/v) durante 1 hora em banho de
gelo. Posteriormente, o acido sulfurico foi diluido com 4 ml de agua para uma
concentragdo de 1M e a amostra foi hidrolisada durante 16 h a 100° C. Apds a
hidrélise, a solugao resultante foi neutralizada com carbonato de bario (BaCOs),
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reduzida com borohidreto de sdédio deuterado (NaBD,) (“overnight”) e acetilada
conforme descrito no item 4.4. Os alditdis acetatos parcialmente metilados obtidos

foram analisados por GC-MS.

3.4.4 Métodos analiticos

3.4.4.1 Cromatofrafia em papel analitica

As cromatografias em papel analiticas foram feitas com as amostras
hidrolisadas, para acompanhar a hidrélise e verificar qualitativamente a composicao
monossacaridica. Com o intuito de verificar a presenca de oligossacarideos livres
redutores na goma, o sobrenadante etandlico (SE-CNN) foi cromatografado. As
cromatografias foram desenvolvidas pelo método descendente utilizando papel de
filtro Whatman 1MM e tempo de corrida de 24 horas. Como fase movel foi utilizado o
solvente n-butanol:piridina:H-O 5:3:3 ou 1:1:1 (v/v) e a revelagao foi realizada com
nitrato de prata (AgNOs; saturada em acetona 1:1000 v/v) e hidréxido de sodio
(NaOH 40% p/v em etanol 1:250 v/v), de acordo com o método descrito por
Trevelyan, Procter e Harrison (1950).

3.4.4.2 Cromatografia em papel preparativa

A fracdo SE-CNN foi fracionada em cromatografia preparativa em papel
Whatman 3MM, utilizando como fase mével o solvente n-butanol:piridina: H,O 1:1:1
(v/v). Apébs a corrida, apenas duas tiras laterais de 2 cm de largura foram reveladas
(item 3.4.5.1). As bandas de interesse foram recortadas e suspensas em agua, com
o intuito de retirar os oligossacarideos presentes no papel. O papel filtro foi retirado

por centrifugacao e a fase aquosa contendo os oligossacarideos foi liofilizada.
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3.4.4.3 Cromatografia em camada delgada (TLC)

As amostras purificadas por cromatografia preparativa foram analisadas por
cromatografia em camada delgada (TLC), utilizando como solvente EtOAc:n-
PrOH:HOACc:H20 na relacao 4:2:2:1 (v/v) e como revelador orcinol-H>SO4 a 100° C.

3.4.4.4 Cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa (GC-MS) e
cromatografia liquido-gasosa (GLC)

Os componentes monossacaridicos foram quantificados através de
cromatdgrafo gasoso VARIAN, modelo 3800, acoplado a um espectrémetro de
massa SATURN 2000R-mass spectroscopy detector lon Trap (GC-MS). A coluna
utilizada para a fragdo CNNAL-S parcialmente metilada foi a coluna capilar de silica
fundida DB-225 (30 m x 0,25 d.i. x 0,25 um de espessura de filme). Durante a
injecdo da amostra a temperatura inicial da coluna foi mantida a 50° C por 0,1
minuto e entdo foi programada para aumentar 40° C.min™" até atingir a temperatura
constante de 220° C (para analise de alditol acetato) ou 215° C (para andlise de
alditol acetato parcialmente O-metilado).

Para as fragbes CNNAL e CNNAL-CR2 parcialmente metiladas a coluna
utilizada foi a CPSIL-5CB. A temperatura utilizada foi de 50° C durante a injecédo da
amostra e entdo programado para aumentar 20° C por minuto até atingir
temperatura constante de 90° C. Posteriormente foi programado para aumentar 5°C
por minuto até atingir 280° C. Foi utilizado Hélio ultrapuro como gas de arraste, a um
fluxo de 1,5 ml/min.

Algumas fragées foram analisadas em cromatografo gasoso TRACE GC
ULTRA (Thermo Electron Corporation), coluna capilar DB-225, com detector por
ionizacao de chama (FID) e temperaturas de 250 e 300° C para o injetor e o
detector, respectivamente. As analises em GC-MS e GLC serdo precedidas de
hidrélise acida total da amostra, reducao e acetilacao (item 4.6.1).
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3.4.4.5 Andlises de ressonancia magnética nuclear de *C (RMN-'3C)

As anélises de RMN-'3C foram obtidas pelo uso de espectrdmetro BRUKER
400 MHz, modelo DRX Avance. As amostras foram solubilizadas em agua deuterada
(D20) ou MepSO-ds e as analises foram realizadas a 30° C, os deslocamentos
quimicos (9) foram expressos em ppm, baseando-se no padrao interno de acetona (6
30,0).

3.4.5 Métodos colorimétricos

3.4.5.1 Dosagem de acidos urbnicos

A dosagem de acido urdnico foi realizada através do método colorimétrico
descrito por Filisetti-Cozzi e Carpita (1991). Em uma aliquota 400ul de amostra
foram adicionados 40ul de solugcdo de acido sulfamico-sulfamato de potassio 4 M
(pH 1,6) e, em seguida, 2,4 ml de uma solugao de tetraborato de sodio 75 mM em
acido sulfarico. Os tubos contendo a mistura foram aquecido em “banho maria”
fervente durante 20 minutos. Apds o resfriamento foram adicionados 80 ul do reativo
de cor, m-hidroxibifenila 0,15% (p/v) em NaOH 0,5% (p/v). A coloragao obtida na
presenca de acido urbnico € lida no comprimento de onda de 525 nm e a
sensibilidade do método é de 0,97 a 38,8 ug de acido urénico. Acido glucurénico foi

utilizado como padréao.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 POLISSACARIDEO NATIVO DA GOMA DO COQUEIRO
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As fracbes obtidas das extracfes aquosas (CNNF e CNNQ) e da extracéo
alcalina (CNNAL) da goma foram comparadas quanto ao rendimento, a composicao
monossacaridica e RMN-"3C. CNNF, CNNQ e CNNAL foram obtidos rendimentos de
9%, 11% e 44%, respectivamente (em relacdo ao peso seco da goma). Com relacao
a composicao monossacaridica as fracdes CNNF, CNNQ e CNNAL apresentaram,
fucose, arabinose, xilose e acido urénico (dosado colorimetricamente) na proporcao
molar de 6:32:59:3, 4:32:60:4 e 7:28:62:3, respectivamente (Tabela 1), sugerindo a
presenca de estruturas semelhantes, provavelmente arabinoxilanas. Verifica-se que
a composicdo monossacaridica do polissacarideo da goma de Cocos nucifera é
semelhante a dos polissacarideos de gomas de outras palmeiras j4 estudadas
(MAURER-MENESTRINA et.al., 2003; SIMAS et. al., 2004, SIMAS et al., 2006),
sendo uma caracteristica Unica para os polissacarideos de gomas desta familia a
presenca de fucose.

A similaridade estrutural entre as trés fracbes foi confirmada pelos seus
espectros de RMN-'3C, como pode ser observado na Figura 5, que mostra a regido
anomérica de cada um deles.

Uma vez observada essa similaridade, a fracao de maior rendimento, CNNAL,
foi escolhida para a realizacdo das andlises subseqglentes e foi denominada de
polissacarideo nativo.

TABELA 1 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA, DAS FRACOES CNNF, CNNQ,

CNNAL
COMPOSICAO MONOSSACARIDICA (%) 2
Polissacarideos Fuc  Ara Xyl  4-Me-Glc  Glc  Acido Urénico®
CNNF 6 32 59 ! : 3
CNNQ 4 32 60 ! : 4
CNNAL 7 28 62 . . 3

2 Percentual relativo de monossacarideos; ® O teor de &cido urdnico foi determinado pelo método de
FILISETTI-COZZI e CARPITA, 1991.
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FIGURA5- ESPECTRO DE RMN-C DA REGIAO ANOMERICA DOS
POLISSACARIDEOS CNNF, CNNQ E CNNAL.

Os deslocamentos quimicos sdo expressos em & ppm, baseando-se no padrdo
interno de acetona (8 30,2). Solvente D,O a 30°C
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A fracdo CNNAL foi submetida a anélise por HPSEC-MALLS (Figura 6),
sendo analisada quanto a homogeneidade e massa molar, e apresentou um perfil
homogéneo, com a presenca de um unico pico detectado pelo indice de refracao e
pelo espalhamento de luz. A massa molar média ponderal em massa (My)
encontrada foi de 3,05 x 10* g.mol™" , com dn/dc igual a 0,177. Esse valor de massa
€ baixo quando comparado com as massas molares de polissacarideos encontrados
em gomas de exsudatos de palmeiras como a goma de Livistona chinensis (M, 1,9 x
10° g.mol™") (MAURER-MENESTRINA et al., 2003), de Scheelea phalerata (M, 1,04
x 10° g.mol™") (SIMAS et al., 2004) e de Syagrus romanzoffiana (My 1,4 x 10° g.mol™)
(SIMAS et al., 2006).

0.03

0.02

0.01

IR, EL (volts)

0.00

-0.01 | ' ' '
0 20 40 60

Tempo (min.)

FIGURA 6 - PERFIL DE ELUICAO DA FRACAO CNNAL POR HPSEC-MALLS
UTILIZANDO OS DETECTORES DE ESPALHAMENTO DE LUZ
(EL) EM VERMELHO E iNDICE DE REFRACAO (IR) EM AZUL.
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A analise de metilacdo do polissacarideo CNNAL (Tabela 2) mostrou uma
estrutura complexa com terminais n&o redutores de Araf (11%), Arap e Xylp (18%) e
Fucp (5%), unidades de Araf 3-O-substituidas (8%), unidades de Xylp 2-O- e 4-O-
(16%), 3,4-di-O- (15%) e 2,4-di-O- (5%) e 2,3,4-tri-O-substituidas (22%).

TABELA 2 - ANALISE DE METILACAO DA FRACAO CNNAL

Alsgf)c:isale:ﬁgtrﬁteos Tipo de ligagao R(miny? Polissacarideo (%)
O-metilados 2 correspondente CNNAL
2,3,5-Mes-Ara Araf-(1— 8.28 11
2ot R o
2,3,4-Mes-Fuc Fucp-(1— 9.08 5
2,5-Mey-Ara —3)-Araf-(1— 10.24 8
2,3-Me,-Xyl° —4)-Xylp-(1— 10.99 3
3,4-Me,-Xyl° —2)-Xylp-(1— 10.99 13

2,3,4,6-Me,-Glc Glep-(1— 11.80

2-Me-Xyl -3, 4)-Xylp-(1— 12.75 15
3-Me-Xyl —2, 4)-Xylp-(1— 12.80 5
Xyl —2, 3, 4)-Xylp-(1— 14.78 22

® Metilagao realizada segundo Ciucanu e Kerek (1984). Apdés metilagdo, os derivados foram
hidrolisados pelo método descrito por Saeman et al. (1954), reduzidos (NaBD4) e acetilados; b Tempo
de retengdo (min.) dos derivados metilados em coluna CPSIL-5CB a 280° C; ° Valores aproximados
obtidos por comparagéo dos ions de m/z 118 e 129 (isbmero 2,3-) com aqueles de m/z 117 e 130
(isébmero 3,4-).

O espectro de RMN-"3C do polissacarideo CNNAL (Figura 7) mostrou cerca
de 10 sinais na regidao anomérica, confirmando a complexidade estrutural verificada
pela analise de metilagcdo. Os sinais em & 108,6-107,0 referem-se as unidades de a-
L-Araf (DELGOBO et al., 1999, SIMS e FURNEAUX, 2003), os sinais em 6 103,1 ¢ §
101,6 referem-se as unidades de a-Arap e B-Xylp, respectivamente, e os sinais em §
100,5-99,2 podem ser atribuidos a a-Fucp e a-GlcpA (GORIN e MAZUREK, 1975;
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LEON de PINTO, et. al.; 1994). Na regido de campo mais alto, os sinais em & 84,3 e
d 76,7 podem ser atribuidos ao C-4 das unidades de a-L-Araf e C-4 ligado das
unidades de B-Xylp, respectivamente. Os sinais em § 65,1, 8 63,0, e d 61,4 podem
ser atribuidos ao C-5 de terminais nao redutores e unidades de Xylp (1—2)-ligadas,
Xylp (1—4)-ligadas e o-L-Araf, respectivamente (DELGOBO et al., 1998; LEON de
PINTO et. al., 1994; MAURER-MENESTRINA et al., 2003; SIMS e FURNEAUX,
2003). Sinais em 6 16,8-15,6 correspondem ao -CHj (C-6) das unidades de Fucp
(ASPINALL et al., 1991; MAURER-MENESTRINA et al., 2003).
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FIGURA 7 - ESPECTRO DE RMN-"3C DO POLISSACARIDEO CNNAL (EM D;0).

Os deslocamentos quimicos sdo expressos em & ppm, baseando-se no padrio interno
de acetona (6 30,2). No inserto, regidao de —CHj;



37

4.2 POLISSACARIDEO OBTIDO POR CARBOXI-REDUGAO

Com o intuito de verificar o tipo de acido urdnico presente no polissacarideo
nativo, este foi submetido a dois ciclos consecutivos de carboxi-reducéo obtendo-se
o polissacarideo carboxi-reduzido (CNNAL-CR2). O CNNAL-CR2 é constituido por
Fuc, Ara, Xyl, 4-Me-Glc, e Glc, em uma proporcdo molar de 9:31:57:1:2,
respectivamente (Tabela 3, pagina 38). Este dado indicou que o polissacarideo
CNNAL apresenta, como componentes acidos, GlcpA e 4-Me-GlcpA.

Na andlise de metilacdo do CNNAL-CR2 (Tabela 4, pagina 40) pode-se
destacar a presenca do derivado 2,3,4,6-Me4-Glc (4%) correspondente a terminais
nao redutores de glucose. Este resultado indica que os acidos urdnicos (GIcA e 4-
Me-GicA) presentes no CNNAL posicionam-se em terminais ndo redutores.

4.3 POLISSACARIDEO OBTIDO POR DEGRADAGAO CONTROLADA DE SMITH

Com o objetivo de se obter informagbes sobre a cadeia principal do
polissacarideo, a fragdo CNNAL foi submetida a um ciclo de degradagao controlada
de Smith gerando a fracdo CNNAL-S (rendimento 25%), homogénea por HPSEC
(Figura 8). Conforme esperado, comparando-se o tempo de retencao desta amostra
com o CNNAL pode-se sugerir que se trata de uma molécula menor.

A fracdo CNNAL-S mostrou-se composta por Ara, Xyl e acido urénico na
proporcdo molar de 13:85:2, respectivamente (Tabela 3, pagina 38), sugerindo a
presenca de uma arabinoxilana com uma estrutura mais simplificada do que a do
polissacarideo nativo (CNNAL).

A andlise de metilacdo do polissacarideo CNNAL-S (Tabela 4, pagina 40)
mostrou grande proporcédo de unidades de Xylp 4-O- (~56%), 2-O- (~18%) e 2,4-di-
O-substituidas (16%), indicando uma cadeia principal de Xylp (1—4) ligadas.
Verifica-se também que o procedimento de degradacdo controlada de Smith
eliminou as unidades de fucose e diminuiu consideravelmente as unidades de
arabinose no polissacarideo. As unidades de arabinose ainda presentes como
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terminais nao redutores (10%) sdo provenientes das cadeias laterais 3-O-ligadas

presentes no CNNAL e que sao resistentes a oxidagao do periodato.
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FIGURA 8 - PERFIL DE ELUICAO DAS FRACOES CNNAL E CNNAL-S OBTIDO
NO DETECTOR DE INDICE DE REFRACAO DO HPSEC.

TABELA 3 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES CNNAL,
CNNAL-S E CNNAL-CR2

COMPOSICAO MONOSSACARIDICA (%) 2
Polissacarideos o N
Fuc Ara Xyl 4-Me-Gilc Glc Acido Ur6nico
CNNAL 7 28 62 - - 3
CNNAL-S 13 85 - - 2
CNNAL-CR2 9 31 57 1 2 0

2 Percentual relativo de monossacarideos; ® O teor de acido urdnico foi determinado pelo método de

FILISETTI-COZZI e CARPITA, 1991.
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Vale ressaltar o aumento de 5% para 16% do derivado correspondente as
unidades de Xyl 2,4-di-O-substituidas (3-Me-Xyl) e principalmente o aumento de 3%
para 56% do derivado correspondente as unidades de xilose 4-O-substituidas (2,3-
Mex-Xyl), o que indica que a cadeia principal do polissacarideo nativo € composta
por Xylp B-(1—4) ligadas, assim como a cadeia principal dos polissacarideos de
gomas de outras palmeiras ja estudadas.

O espectro de RMN-'3C do polissacarideo degradado confirmou os dados de
metilagdo (Figura 9), apresentando 5 sinais principais em 6 101,6, 6 75,5, 6 73,9, o
72,5 e 6 63,1 que podem ser atribuidos ao C-1, C-4, C-3, C-2 e C-5 das unidades de
Xylp B-(1—4) ligadas da cadeia principal. Os sinais na regidao 6 61,6-61,0 podem ser
atribuidos ao C-5 das unidades de a-Araf ainda presentes (LEON de PINTO et. al.,
1994; MAURER-MENESTRINA et al., 2003).
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FIGURA9- ESPECTRO DE RMN-C DO POLISSACARIDEO CNNAL-S
(EM Me»SO-de).

Os deslocamentos quimicos sdo expressos em & ppm, baseando-se no padrdo interno
de acetona (4 30,2).
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TABELA 4 - ANALISES DE METILACAO DAS FRAGCOES CNNAL, CNNAL-S E

CNNAL-CR2
Alditois acetatos Tipo de ligacéo b Polissacarideo (%)
grf:ilgggﬁ correspondente Rdmin-) 1 GNNAL | CNNAL-S* | CNNAL-CR2
2,3,5-Mes-Ara Araf-(1— 8.28 11 10 5
ey oo 001 | 18 | 5
2,3,4-Mes-Fuc Fucp-(1— 9.08 5 - 3
2,5-Me,-Ara —3)-Araf-(1— 10.24 8 - 10
2,3-Mep-Xyl° —4)-Xylp-(1— 10.99 3 56 3
3,4-Me,-Xyl* —2)-Xylp-(1— 10.99 13 18 12
2,3,4,6-Me,-Glc Glcp-(1— 11.80 - - 4
2-Me-Xyl —3, 4)-Xylp-(1—> 12.75 15 - 22
3-Me-Xyl -2, 4)-Xylp-(1— 12.80 5 16 7
Xyl -2, 3, 4)-Xylp-(1—> 14.78 22 - 29

? Per-O-Metilagao realizada segundo Ciucanu e Kerek (1984). Ap6s metilagdo, os derivados foram
hidrolisados pelo método descrito por Saeman et al. (1954), reduzidos (NaBD4) e acetilados; b Tempo
de retencédo (min.) dos derivados metilados provenientes da fragao CNNAL-CR2 em coluna CPSIL-
5CB a 280° C; ® 3% correspondem ao 2,3,4-Mes-Ara (Rt 9.01) e 2% ao 2,3,4-Mes-Xyl (Rt 9.04) °
Valores aproximados obtidos por comparagéo dos ions de m/z 118 e 129 (isbmero 2,3-) com aqueles
de m/z117 e 130 (isémero 3,4-) * A fracdo CNNAL-S foi analisada em coluna DB-225 a 215° C.

4.4 OLIGOSSACARIDEOS LIVRES PRESENTES NA GOMA DO COQUEIRO

A partir do sobrenadante etandlico proveniente das extracdes aquosas da
goma (SE-CNN), foi realizada uma cromatografia analitica em papel e foi verificado a
presenca de oligossacarideos livres redutores e monossacarideos livres, que por
comparagdo com os padrdes utilizados se tratavam principalmente de arabinose e
xilose. A partir desta constatacdo foi realizada uma analise de composicao
monossacaridica na fracdo SE-CNN que apresentou Fuc (1%), Ara (57%), Xyl
(35%), Man (tr.), Gal (3%), Gilc (tr.) e acido urénico (4%).
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A fracdo SE-CNN foi fracionada em cromatografia em papel preparativa de
onde foram isoladas cinco bandas. A banda com R, 0,44 foi denominada de oligo-
D (8,1 mg). Apés anadlise por cromatografia em papel analitica foi verificada a pureza
desta fracgéo.

A fracéo oligo-D apresentou em sua composicao, majoritariamente, Ara, Xyl e
acido urénico, conforme observado em cromatografia em papel (Figura 10). A
analise de GC-MS também mostrou tragos de Man, Gal e Glc. Através da analise por
RMN-3C (Figura 11) observou-se a presenca de sinais que podem ser atribuidos
aos carbonos de unidades de Xylp B-(1—4) ligadas, sugerindo a presenca deste tipo

de estrutura como constituinte do sobrenadante etandlico.

[ Ara ‘
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I — I

P oligo-D P

FIGURA 10 - PERFIL CROMATOGRAFICO DO OLIGO-D APOS HIDROLISE

Cromatografia em papel (Whatman 1MM) descendente; tempo de corrida 24 horas;
solvente n-butanol:piridina:agua 1:1:1 v/v; revelacao nitrato de prata (TREVELYAN,
PROCTER e HARRISON, 1950). P: padrées
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FIGURA 11- ESPECTRO DE RMN-®C DA FRACAO OLIGO-D
(EM D,0).

Os deslocamentos quimicos sdo expressos em & ppm, baseando-se no padrao
interno de acetona (5 30,2).
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5 CONCLUSOES

O polissacarideo presente na goma de exsudato vegetal de Cocos nucifera
(CNNAL), que se apresentou homogéneo, foi caracterizado como uma heteroxilana
acida altamente ramificada composta por Ara, Xyl, Fuc e acido urénico. Tal estrutura
€ similar aos polissacarideos encontrados nas gomas de exsudatos de outras
espécies de palmeiras.

A fracdo obtida ap6s a degradacao controlada de Smith (CNNAL-S) mostrou-
se composta por Ara, Xyl e acido urbnico na proporgdo molar de 13:85:2. As
andlises de metilagdo e RMN-3C desta fragdo indicam que a cadeia principal do
CNNAL é constituida por unidades de Xylp p-(1—4) ligadas.

O polissacarideo CNNAL carboxi-reduzido (CNNAL-CR2) mostrou Glc e 4-
Me-Glc em sua composicao, indicando que o polissacarideo nativo apresenta, como
componentes acidos, GlcpA e 4-Me-GlcpA.

A fracao oligo-D, isolada do sobrenadante etandlico, apresentou em sua
composicao, majoritariamente, Ara, Xyl e acido urénico, com tragos de Man, Gal e
Glc. Através da analise por RMN-'3C observou-se a presenca de sinais que podem
ser atribuidos aos carbonos de unidades de Xylp B-(1—4) ligadas, sugerindo a

presenca deste tipo de estrutura como constituinte do sobrenadante etandlico.
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