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RESUMO

O exsudato vegetal do Anacardium occidentaie (cajueiro) de origem brasileira 
(Caruaru - PE) contém componentes de baixa massa molecular livres, como 
ramnose (0,005%), arabinose (0,03%), manose (0,007%), gaiactose (0,03%), 
glucose (0,02%), além de, oligossacarídeos redutores, como p-D-Galp-(1-»6)-g(3- 
D-Galp (0,05%), g-l_-Rhap-(1-»4)-gp-p-GicpA (0,008%), g-L-Rhap-(1-»4)-p-D- 
GicpA-(1->6)-ap-D-Gaip (0,01%) e g-L-Rhap-(1->4)-p-D-GicpA-(1->6)-p-D-Galp- 
(1-»6)-ap-D-Galp (0,008%), os quais foram caracterizados quimicamente, por 
espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN). A fração 
poiissacarídica presente no exsudato do cajueiro (rendimento de 80%) foi 
analisada por cromatografia de exclusão estérica (SEC) acoplada a 
multidetectores, obtendo-se os valores para massa molecular média ponderai em 
massa (Mw) de 1,12 x 105 (± 0,03) e para a massa molecular média ponderai em 
número (Mn) de 9,62 x 104 (± 0,3). O grau de polidispersividade (1,165 ± 0,045) 
obtido é característico de uma fração homogênea. O polissacarídeo nativo do 
cajueiro mostrou-se constituído por ácido glucurônico (5%), arabinose (4%), 
gaiactose (82%), glucose (6%), ramnose (2%) e xilose (1%). Não foi verificada a 
presença do derivado éter 4-metil glucurônico. Este polissacarídeo, caracterizado 
como uma heterogalactana ácida, é formado por uma cadeia principal de 
unidades de p-D-galactopiranose unidas por ligação do tipo (1-^3), substituídas 
em 0-6 por várias cadeias laterais. A partir da hidrólise ácida parcial do 
polissacarídeo, foram caracterizadas estruturas das cadeias laterais, como, -[3-D- 
Galo-(1 —>6)-D-gp-Galp-. -g-D-Galp-( 1 ->6)-D-oc(3-Galç>-, g-L-Ara/W 1 ->6)-P-gB-Galp. 
B-p-GIcpA-( 1 ->6)-B-P-Gaip-( 1 ->6)-gB-P-Gal e B-P-GlcpA-( 1 ^6)-gB-P-Galo. As 
unidades redutoras de galactopiranose fazem parte da cadeia principal do 
polissacarídeo. Além disso, pelos resultados apresentados sobre a estrutura 
química fina do polissacarídeo nativo do cajueiro, pode-se relatar que tanto os 
mono- como os oligossacarídeos livres redutores presentes no sobrenadante 
etanólico estariam presentes nas cadeias laterais desta molécula. Em virtude da 
similaridade entre os componentes de baixa massa molecular e as cadeias 
laterais do polissacarídeo nativo pode-se supor que os oligossacarídeos livres 
redutores seriam originados por enzimólise in situ ou de produtos intermediários 
de biossíntese deste polissacarídeo. Além disso, a hipótese de que essas 
mólecuias serem originadas a partir de autohidrólise, poderia ser descartada, em 
virtude, da goma de cajueiro ser fracamente ácida e da resistência das ligações 
piranosídicas presentes no polissacarídeo.
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ABSTRACT

The gum exudate of the Brazilian (Caruaru - PE) cashew nut tree (Anacardium 
occidentale) contained in the free state, rhamnose (0.005%), arabinose (0.03%), 
mannose (0.007%), galactose (0.03%), and glucose (0.02%). Also present were 
the reducing oligosaccharides p-p-Galp-(1-»6)-ap-P-Galp (0.05%), a-L-Rhap- 
(1 ^4)-gp-p-GlcpA (0.008%), a-L-Rhap-(1 ^4)-p-P-GlcpA-(1 ->6)-ap-P-Galp 
(0.01 %), and a-L-Rhap-(1 ->4)-p-p-GlcpA-(1 —>6)-p-D-Galp-(1 ->6)-ap-P-Galp
(0.008%), which were principally characterized by nuclear magnetic resonance 
(NMR) spectroscopy. The polysaccharide fraction present in the gum exudate was 
isolated (yield 80%) and analyzed by steric exclusion cromatography (SEC) 
coupled with multidetectors. Values were obtained for the apparent mass average 
molecular weight (Mw) of 1.12 x 105 (± 0.03) and the apparent number average 
molecular weight (Mn) of 9.62 x 104 (± 0.30). The degree of polydispersity (1.165 ± 
0.045) obtained is characteristic of a relatively homogeneous fraction. The gum 
polysaccharide was composed of glucuronic acid (5%), arabinose (4%), galactose 
(82%), glucose (6%), rhamnose (2%), and xylose (1%). A suggested presence of 
4-O-methyl glucuronic acid was not confirmed. This polysaccharide was 
characterized as an acidic heterogalactan, is constituted which has a main chain 
of (1-^3)-linked P-D-Galp units, substituted at 0-6 by various side-chains. Partial 
hydroiysis data showed the side-chains to be composed of -B-P-Galp-( 1 ->6)-P-gp- 
Galp-, -g-P-Galc>-( 1 —>6)-P-ap-Galp-, g-L-Ara f-( 1 —>6)-P-ap-Gal/>, B-P-GIcpA- 
(1 -*6)-B-P-Galp-( 1 ->6)-aB-P-Galp-. and B-P-GlcpA-(1 ->6)-aB-P-Galç>-. the 
reducing Galp units likely arising from those of the main-chain. This appears to 
also apply to the free, reducing oligosaccharides present in the gum. The free 
moncsaccharides also correspond to units present in the side chains. The most 
likely explanations of the presence of the free reducing mono- and 
oligosaccharides are their formation via in situ enzymolysis of the polysaccharide 
or as biproducts in its biosynthesis. Considering the low acidity of the gum and the 
resistance of the pyranosyl linkages in the polysaccharide, autohydrolysis can be 
eiiminated as a possibilty.
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1.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE GOMAS

Considera-se gomas, moléculas hidrofílicas ou hidrofóbicas de alta massa 

molecular, usualmente com propriedades coioidais, as quais com apropriado 

solvente ou agente de inchamento podem produzir géis ou soluções altamente 

viscosas. Assim, o termo goma é aplicado a uma variedade de substâncias de 

características gomosas e não pode ser definido precisamente (W histler , 

1993a).

Substâncias hidrofóbicas m uitas vezes cham adas de gomas são 

constitu ídas de hidrocarbonos de alta m assa m olecular e outros produtos 

derivados de petróleo, borrachas, certos polím eros sintéticos, chicle para gom a de 

mascar, seivas resinosas com o gom a balsâm ica (W h istler , 1993a).

Entretanto, mais comumente, o termo goma empregado tecnicamente na 

indústria, refere-se de maneira gerai, a polissacarídeos vegetais ou de origem 

microbiana e seus derivados, os quais são dispersíveis tanto em água fria como 

em água quente, e produzem soluções ou dispersões uniformes em baixa 

concentrações (W h is tle r , 1993a). Neste caso, também estão sendo 

considerados os polissacarídeos incluídos na categoria chamada de mucilagens.

Dentre os mais utilizados estão os polissacarídeos de origem vegetal, tais 

como o amido, celulose e seus derivados, galactomananas, aiginatos, pectinas, 

carragenanas, agarose, goma arábica e os de origem microbiana como a xantana 

e succinoglicana (M o o r h o u s e , 1987).
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1.1.1 Gomas de exsudatos vegetais

As gomas de exsudatos vegetais, são heteropolissacarídeos complexos (5 

ou mais diferentes unidades de monossacarídeos) que podem ser produzidos, 

espontaneamente, pelo tronco das árvores, constituindo-se como parte do 

metabolismo normal da planta. Outras partes da árvore que podem exsudar são 

os galhos e os frutos (Jo n e s , j .k .n . & S m ith , f . 1949).

Porém, geralmente, os exsudatos vegetais são produzidos por injúria 

mecânica decorrente do processo de poda das árvores ou pelo ataque direto de 

insetos ou microorganismos. Fungos e bactérias podem estimuiar a produção de 

goma de exsudato, resultando no processo conhecido como gomose, o que pode 

ser um sintoma característico de infecção microbiana. Não está esclarescido que 

sinais iniciam a síntese do exsudato, embora um número de substâncias tem sido 

empregadas para iniciar ou aumentar a sua produção, como por exempio o etrel 

(ou ethephon; ácido 2-cloro-etil fosfônico) e o paraquat (herbicida). Pode-se 

supor, que a produção natural da goma de exsudato está sujeita a elicitores 

produzidos pela ação de patógenos ou pragas, sendo que sua produção parece 

estar relacionada com algum mecanismo protetor do vegetal (M arque s  & X a v ie r- 

F ilh o , 1991).

Dentro de muitas famílias de plantas, incluem-se espécies as quais 

exsudam gomas em maior ou menor grau. Gomas podem ser exsudadas em 

pequenas quantidades, não sendo perceptíveis ou podem ser produzidas 

abundantemente, formando até crostas. Plantas que produzem gomas de 

exsudatos comerciais são usualmente arbustos ou árvores pequenas, sendo que
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as gomas tem aspecto vermiforme ou de gotas (W h istler , 1993a). As gomas são 

bastante puras quando coletadas logo que ocorre a exsudação pela planta. 

Porém, eventuais impurezas como casca e pó, que podem ser removidas quando 

em solução por centrifugação (W histler  & Ro w e ll , 1966).

1.2 DIFERENTES ASPECTOS UTILIZADOS PARA CLASSIFICAÇÃO DE 

POLISSACARÍDEOS

Neste item estão descritos diferentes aspectos que podem ser utilizados 

para classificar os polissacarídeos de maneira geral, porém, dar-se-á ênfase nos 

poiissacarídeos de vegetais superiores. O termo “gomas vegetais” refere-se 

àqueles polissacarídeos que apresentam características gomosas, como descrito 

no item 1.1.

Para classificar as gomas vegetais são avaliadas características físicas 

(solubilidade e viscosidade) e químicas, como a acidez e o tipo de estrutura da 

moiécuia constituinte (Sm ith , f . & M o n tg o m er y , f ., 1959). Com relação as gomas 

industriais, estas podem ser classificadas de acordo com a sua origem natural ou 

sintética (Rodr ig u es  etal., 1993).

Considerando-se a acidez da mólecula, tem-se as gomas ácidas (Grupo I), 

neutras (Grupo II) e básicas (Grupo III) (S m ith , f . & M o n tg o m er y , f ., 1959). 

Como exemplo de goma neutra pode-se citar, a goma guar, extraída de sementes 

da planta Cyamopsis tetragonolobus (Mimosaceae), que apresenta grande 

interesse comercial e com inúmeras aplicações estabelecidas. Esta goma é uma 

galactomanana, com relação manose:galactose de 1,8:1. A cadeia principal é
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form ada por unidades de D-manopiranose unidas por ligações do tipo (3-(1 — >4), 

com substitu ição em 0 -6  por unidades de a-D-galactopiranose (S tephen, 1983; 

M aie r et a i, 1993). .

Dentre as gom as ácidas, pode-se incluir as hem iceluloses, as gomas de 

sem entes e as gom as de exsudatos.

As hem icelu loses são form adas principalm ente por D-xilose, D-manose, D- 

glucose. D-gaiactose, L-arabinose, ácido D-glucurônico, ácido 4-0-m etil-D - 

glucurônico, ácido D-galacturônico, e em m enor proporção L-ramnose e L-fucose. 

Sendo, que a cadeia principal é na sua m aioria form ada por unidades de p-D- 

xiiop iranose unidas por ligações do tipo (1 — >4), podendo ter ram ificações de 

unidades de ácido D-glucurônico, ácido O-acetil-4-O-m etil-D-glucurônico, ácido 4- 

O -m etil-g lucurônico e/ou L-arabinofuranose (W h is t le r  & R o w e ll,  1966). As 

unidades de xilop iranose podem  apresentar-se acetiladas (R e ich e r et ai, 1989).

Dentre as gom as de sem entes encontra-se estrutura quím ica do tipo 

glucuronoxilana. Com o por exem plo, na gom a de sem entes de Salvia sp. (Chia), 

constitu ída de unidades de p-D-xiiopiranose, a-D-glucopiranose e ácido 4 -0 -m etil-  

a-D-glucurônico (proporção 2:1:1) (B e m ille r  et ai, 1993).

As gom as de exsudatos, em geral, apresentam  como estrutura da cadeia 

principal unidades de D-galactopiranose, sendo que outros açúcares estão ligados 

a esta fo rm ando ram ificações com m útilplas ou uma só unidades. As unidades de 

D-galactopiranose estão mais com um ente ligadas em (3-(1 — >3) e (1 — >6), com 

ambas as ligações frequentem ente  observadas no mesmo polissacarídeo. 

Entretanto, ligações do tipo (1-»4) e (1-»2) estão presentes em algumas 

estruturas de gom as. M uitas vezes, unidades de L-arabinofuranose e ácido D-
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giucurônico ocorrem como cadeias laterais ou unidades terminais não-redutoras. 

Em muitas gomas, as unidades de ácido D-glucurônico não são 4-O-metiladas. As 

unidades de L-ramnopiranose são muitas vezes presentes na estrutura da goma 

como segmentos das cadeias principal ou lateral (W histler & Ro w e ll , 1966; 

St e p h e n , 1983). Embora a xilose e manose tem sido encontrada em poucos 

casos, a galactose, arabinose, ramnose, ácido galacturônico, e giucurônico e/ou 

seu éter 4-metil são açúcares mais comumente encontrados (Anderson  & Be ll , 

1975).

De acordo com a estrutura química da molécula constituinte, pode-se 

basear nas classificações estabelecidas para poiissacarídeos (A spin all , 1969, 

1983; St e p h e n , 1983).

Segundo A spinall  (1969; 1983), os poiissacarídeos contém estruturas 

características repetitivas que podem formar a base para a classificação da 

estrutura dessas moléculas. Podendo dividir os poiissacarídeos, de diferentes 

origens, em dois principais grupos: homoglicanas e heteroglicanas. Nas 

homoglicanas incluem-se os poiissacarídeos formados por um único açúcar 

constituinte, podendo ter um ou mais tipos de ligações. As diferenças entre os 

poiissacarídeos pode ocorrer baseando-se no tamanho do anel, configuração 

anomérica, tipo de ligação, e ausência ou presença de ramificação. Na teoria um 

grande número de estruturas torna-se possível. Na prática, entretanto, as D- 

glucanas, são do grupo das homoglicanas, a estrutura mais abundante. Assim 

baseando-se nas cadeias internas dos heteropoiissacarídeos, os poiissacarídeos 

de exsudatos vegetais, estão incluídos no grupo das D-gaiactanas (sub-grupo 

arabinogalactanas tipo II), cuja cadeia interna é formada por unidades de
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galactopiranose ligadas (3-(1 — >3) e p-(1 — >6) e tam bém  no grupo das [3-D-xiianas, 

constitu ído por unidades de D-xilopiranose. As heteroglicanas incluem os 

po lissacarídeos constitu ídos por dois tipos de unidades sacaríd icas dentro da 

cadeia principal. Dentre este grupo, os polissacarídeos de exsudatos vegetais, 

seriam inclu ídos nos grupos das g lucuronom ananas, em que a cadeia principal é 

constitu ída de m oléculas de ácido glucurônico ligadas à unidades de manose, e 

no grupo das ram nogalacturonanas, cuja cadeia interna é form ada por unidades 

de ácido D-galacturônico e L-ramnose.

Segundo Steph en  (1983), baseando-se nas estruturas com pletas das 

m oléculas, os po lissacarídeos vegetais estariam  classificados em cinco grandes 

grupos, com o glucom anoglicanas, galactom ananas, arabinogalactanas, 

galacturonanas e xiianas. G rande parte dos polissacarídeos de exsudatos 

vegetais seriam  incluídos no grupo das arabinogalactanas, que incluem as 

galactanas ram ificadas, substitu ídas em 0 -3  e 0 -6 . Além disso, tais 

po lissacarídeos podem  ser incluídos nos grupos das galacturonanas, que 

apresentam  na cadeia interna unidades de ácido D-galacturônico unidos por 

ligações do tipo (1 — >4) e das xiianas, apresentando na cadeia principai unidades 

de D-xilose ligadas em (1 — >4), podendo ocorrer substitu ições em 0 -2  por ácido 4- 

O -m etii-g lucurônico e em 0 -3  por L-arabinofuranose.

O conhecim ento detalhado da estrutura quím ica dos polissacarídeos torna- 

se necessário quando utiliza-se o tipo de estrutura quím ica para classificar as 

gomas vegetais (As p in a ll , 1969, 1983 e St e p h e n , 1983).
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1.3 POLISSACARÍDEOS DE GOMAS DE EXSUDATOS VEGETAIS

As gomas de exsudatos são os mais complexos heteropolissacarídeos 

acídicos conhecidos, e a investigação de sua composição e estrutura apresentam 

uma formidável descoberta (A nderson  & B ell , 1975).

A variedade de gomas de exsudatos já estudadas é muito grande para uma 

completa discussão em breve espaço (W histler  & Ro w e ll , 1966; A nderson  & 

B ell , 1975). Em virtude disso, na Tabela I, estão listados alguns exemplos de 

espécies de dicotiledóneas produtoras de gomas de exsudatos, relacionando a 

família a qual pertencem e a composição monossacarídica dos polissacarídeos 

constituintes. As principais famílias (Divisão Angiospermae - Dicotiledóneas), 

produtoras de gomas de exsudatos descritas são: Anacardiaceae, Burseraceae, 

Cactaceae, Combretaceae, Mimosaceae, Meliaceae, Papilionaceae, Proteaceae, 

Rosaceae, Rutaceae, Sapotaceae, Sterculeaceae e Umbeliferae (B eauquesne  et 

aí., 1982).

Na Tabela I estão mostradas algumas espécies, que apresentam interesse 

comercial. Como por exemplo, a Acacia senegal e A. verek, produtoras da goma 

arábica, Anogeissus latifolia produtora da goma ghatti, Astragalus gummifer 

produtora da goma tragacanto e Sterculia urens, produtora da goma karaia.



Tabela I: Espécies de dicotiledôneas produtoras de exsudatos e a composição monossacarídica dos polissacarídeos 
constituintes (Fonte: W histler  & Ro w e ll , 1966, com modificações)

Fonte/ Família Composição Monossacarídica (%)
D-Gal L-Ara D-GIcA L-Rha D-Glc D-Xyl Outros

Anacardiaceae
Anacardium occidentale L. (India) 61 14 6.2 7 8 2 manose (2)
Anacardium occidentale L. (Papua) 63 15 5.7 7 9 manose (1)
Lannea coromandelica (Houtt.) Merrill 70 11 2 ácidos galacturônico, glucurônico e 4-O-metil-glucurônico

(17)
Lannea humilis Engl. 75 11 2 ácidos glucurônico e 4-O-metil-glucurônico (12)
Spondias cytheria Sonn. + + + + ácido 4-O-metil glucurônico (+), L-fucose (tr.), O-metil-pentose 

(tr.)
Spondias dulcis 19.8 48.5 ácido galacturônico (20)
Spondias pinnata 47 23 ácido galacturônico (30)

Burseraceae
Boswellia carteri Birdw. 58,3 8,3 + ácido 4-O-metil glucurônico (33)
Commiphora myrrha Engl. 50 12 ácido 4-O-metil-glucurônico (38)

Cactaceae
Opuntis fulgide Engelm. 25 50 tr 16 ácido galacturônico (8)
Opuntis megacantha Lehm. 46 38 13 11 tr.

Combretaceae
Anogeissus lati folia Wall. 31 42 11,5 4,5 D-manose (10), O-metil-pentose (1)
Combretum leonense Engl. et Diela 10 36 4 ácidos galacturônico e glucurônico (17,5)

Mimosaceae
Acacia campylacantha Hochst. 54 29 7 8 ácido 4-O-metil-glucurônico (2)
Acacia catechu Benth. + + + +
Acacia saligna (cyanophylla) Lindl. 49 7 24 20
Acacia karroo Hayne 50 36 12 2
Acacia mollissima (mearnsii) Willd. 42 42 9 7
Acacia podalyriaefolia A. Cunn. 89,4 7,4 2,5 0,5
Acacia senegal (L.) Willd. 39 28 17,5 14 ácido 4-O-metil-glucurônico (1,5)
Acacia sundra Spreng 42 28 18 14
Acacia verek 52 19 16 14
Albizzia zygia Macbrida 40 16 21 tr. D-manose (13), ácido 4-O-metil-glucurônico (11)
Anadenanthera colubrina 20 63 10 6 D-manose (1)
Anadenanthera macrocarpa 24 67 7 2



Fonte/ Família Composição Monossacarídica (%)
D-Gal L-Ara D-GIcA L-Rha D-Glc D-Xyl Outros

Mimosaceae (cont.)
Caesalpinia eriostachys 45 39 5 ácido 4-O-metil-glucurônico (11)
Cassia grandis 30 10 16 ácido galacturônico (44)
Cercidium praecox 29 5 32 ácido galacturônico (34)
Enterolobium ciclocarpum 37 32 13 12 ácido 4-O-metil-glucurônico (6)
Lysiloma acapulcense 69 13 10,5 4 ácido 4-O-metil-glucurônico (3,5)
Prosopis juliflora 31 51 ácido 4-O-metil-glucurônico (18)
Senna nicaraguensis 43 35 15 ácido 4-O-metil-glucurônico (7)

Meliaceae
Khaya grandifolia C.DC. 29,7 1 19,8 ácido D-galacturônico (39,6), ácido 4-O-metil -giucurônico (9,9)
Khaya senegalensis + + + ácido D-galacturônico (+), ácido 4-O-metil-glucurônico (+)

Papilionaceae
Astragalus gummifer Lab\\\ 4 40 ácido galacturônico (43), L-fucose (10%)
Virgilia oroboides (Berg.) Salter 45 38 8 ácido 4-O-metil-glucurônico (+), manose (6)

Proteaceae
Grevilles robusta A. Cunn. 45 38 17
Hakes scicularia R. Br. 58 19 8 8 D-manose (7)

Rosaceae
Prunus armeniaca L. 44 41 16
Prunus cerasus L. 21 55 12 1,5 D-manose (10)
Prunus domestica L. 40 34 15 34
Prunus insititia L. 30 38 16 3 D-manose (15)
Prunus pérsica (L.) Batach. 36 41
Prunus serrulata Lindl. 7 93

Rutaceae
Citrus limonia 55 22 22 ácido 4-O-metil-glucurônico
Citrus maxima 53 16 31 ácido 4-O-metil-glucurônico

Sapotaceae
Sapota echres Mill. 16 30 54

Sterculiaceae
Sterculia urens Roxb. + + + ácidos urônicos (39,4)
Sterculia setigera Delile 28 22 ácido galacturônico (50)

Outras referências utilizadas: c a f f in i  & P r io lo  De lu f r a n o  (1974 e 1975); stephen, (1983); a n d e rs o n  et a i,  (1990); Léon De P in to  et al. 
(1994). (+) -» presente, porém, não quantificado; tr. traços (< 1%).
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Essas gomas de exsudatos são consumidas por diferentes indústrias, 

como de detergentes, têxtii, de adesivos, de papei, de tintas, alimentícia e de 

cosméticos, e nestas indústrias elas são usadas como agentes espessantes, 

geiificantes, emulsificantes, flocuiantes, clarificantes, encapsuladores, 

controladores de caloria, estabilizador de espuma e de suspensão, entre outros 

(Sand fo r d  & Ba ir d , 1983; B em iller , 1987; Ro drigues  et ai., 1993).

Serão descritas, a seguir, com mais detalhes, algumas espécies 

pertencentes as famílias Mimosaceae, Combretaceae, Papilionaceae, 

Sterculiaceae e Anacardiaceae.

1.3.1 Família Mimosaceae

1.3.1.1 Acacia senegal e Acacia verek

De acordo com os vários dados a respeito de exsudatos vegetais descritos 

na literatura, nota-se que as principais espécies estudadas pertencem a Família 

Mimosaceae (Classificação segundo Engler, antiga família Leguminosae).

A goma arábica corresponde ao exsudato produzido por pequenas árvores, 

pertencentes ao gênero Acacia. Existem cerca de 900 espécies de Acacia, que 

ocorrem em várias partes do mundo, porém, na África concentra-se as áreas 

produtoras da goma para utilização comercial. A goma arábica de alta qualidade é 

derivada da Acacia senegal e Acacia verek, que crescem nas regiões de Sudan e 

Senegal (W histler  & Ro w e ll , 1966; St e p h e n , 1983; W h istler , 1993b). Ela 

representa o polissacarídeo gomoso com ácido glucurônico mais abundante
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comercialmente. Tem sido comercializada a 4.000 anos e hoje em dia é utilizada 

nas indústrias alimentícia, cosmética, farmacêutica entre outras (Berger & 

Le s te r , 1962; W histler  & Ro w e ll , 1966; St e p h e n , 1983; W h istler , 1993b). 

Inciuindo a aplicação industrial, no caso do gênero Acacia, os exsudatos são 

substâncias utéis para quimiotaxonomia (A nderson  & De a , 1969).

Após vários estudos sobre a sua composição e estrutura, (Sm ith , f ., 1939; 

A nderson  et al., 1966a; A nderson  et ai., 1966b; D efaye  & W o n g , 1986; 

W h istler , 1993b), a goma arábica (Acacia senegaí) é descrita como uma 

aracinogalactana ácida (pH 4,5 - 5,0), composta de arabinose (28%), galactose 

(39%), ácido glucurônico (17,5%), ácido 4-O-metil-glucurônico (1,5%) e ramnose 

(14% ). A cadeia principal é formada por unidades de p-galactopiranose ligada 

(1— 3) com algumas ligações (1 — >6) alternadas. As cadeias laterais apresentam 

de duas a cinco unidades. Essas unidades podem ser de a-L-arabinofuranose, a- 

L-ramnopiranose, ácido p-D-glucopiranose e ácido 4-OMe-p-D-glucopiranose. O 

polissacarídeo apresenta [a]o25° de -30°, viscosidade intrínseca de 13,4 mg/L e 

massa molecular média em massa de 3,84 x 105. Alguns autores descrevem a 

goma arábica como uma arabinogalactana-proteína (AGP), apresentando cerca 

de 8% de proteína, a qual é rica em hidroxiprolina (Mollard  & J o s e le au , 1994 e 

referências citadas por esses autores).

1.3.1.2 Anadenanthera colubrina

A goma de exsudato produzida pela Anadenanthera colubrina (angico 

branco), foi estudada recentemente por D elgobo  (1993) e D elgo bo  et al. (1998),
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no Laboratório de Química de Carboidratos de Exsudatos Vegetais, no 

Deoartamento de Bioquímica (UPFR).

O polissacarídeo deste exsudato, foi analisado por técnicas como 

esoectroscopia de RMN-13C e RMN-1H (uni- e bi-dimensionais), metilação e 

degradação controlada de Smith. Os componentes monossacarídeos deste 

ponssacarídeo foram analisados por CG-EM. Os resultados obtidos mostraram 

que o polissacarídeo de angico é constituído por arabinose (64%), galactose 

(20%), ácido urônico (10%), ramnose (6%), manose (1%). Como verificado por 

RMN (mostrando a presença de 26 estruturas diferentes), este 

heieropolissacarídeo extremamente complexo, é  formado por uma cadeia 

principal de p-galactopiranose ligadas (1 —>3), e muitas diferentes cadeias laterais, 

com o unidades de galactopiranose unidas por ligações do tipo (3-(1 —>6), 

substituídas em 0-3 por cadeias de a-L-arabinofuranose. Além disso, a cadeia 

principal está substituída em 0-4 e 0-6 por unidades de a-L-Araf, por grupos de 

Rhap-(1-»4)-p-D-GlcAp-(1-»6), por extremidades não redutoras de a-Arap ligadas 

em (1 —>6) a unidades de D-Galp, além de unidades de a-Araf, p-Araf, a-Arap e p- 

Arap. A partir do polissacarídeo foi isolado um ácido aldobiurônico sendo 

identificado como 6-0-p-D-glucopiranosil-(ácido urônico)-D-galactose. Foi relatado 

pela primeira vez, a presença de carboidratos de baixa massa molecular de 

ocorrência natural em exsudato vegetal (D e lg o b o  et a i , 1994; D e lg o b o  et a i , 

1998). Dentre estes, foi constatada a presença de ramnose (0,6%), arabinose 

(4,7%), manose (0,1%), gaiactose (0,8%) e alguns oligossacarídeos, contendo na 

sua maioria arabinose. Esses oligossacarídeos (com 0,6% de rendimento) quando 

analisados por cromatografia de partição em papel (CP) apresentaram 11 frações
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c c n  diferentes R/s. Os autores (D elg o bo , 1993; D elgobo  et aí., 1998) 

demonstraram que o polissacarídeo do exsudato de Anadenanthera colubrina, é 

u rra  arabinogaiactana ácida, como a goma arábica, e por apresentar apreciável 

viscosidade, tem potencial para ser utilizado industrialmente.

1.3.2 Família Combretaceae

1.3.2.1 Anogeissus latifolia

A goma ghatti é obtida da Anogeissus latifolia, árvore de grande porte 

abundante na India e Sri Lanka. Esta goma é utilizada nas indústrias alimentícia, 

cosmética e farmacêutica, como emulsificante e estabilizante (S tephen, 1983; 

W h ís t le r ,  1993b).

A gom a em solução (1%, p/v) apresenta um pH de 2,63, e m assa 

equiva lente de 1340 a 1735. A gom a ghatti é uma m istura de com ponentes, 

senco 90%  solúvel, a heterogeneidade desta fração foi verificada por eletroforese 

e crom atogra fia  em DEAE-celulose. A gom a apresenta rotação específica  [ oc] d25° 

-50c. sendo constitu ída de L-arabinose (42%), D-galactose (31% ), D-manose 

(10% ), D-xilose (4,5% ) e ácido D-glucurônico (11,5%), caracterizando-se como 

uma arabinogaiactana ácida. Em bora a estrutura quím ica não esteja tota lm ente 

estabelecida, a gom a apresenta uma cadeia interna form ada por unidades de p-D- 

galactose unidas por ligação do tipo (1 — >6), com ram ificações de ácido D- 

g lucurônico em (1 — >4), de D-manose em (1 — >2) e de L-arabinofuranose (S tephen, 

1983: W h is t le r ,  1993b).



15

A gom a tragacanto é obtida a partir de várias espécies de árvores do 

gênero Astragalus (em especial A. gummifet), o qual ocorre em regiões áridas e 

m ontanhosas do Irã, S íria e Túrquia. Esta gom a é muito utilizada com ercialm ente, 

principalm ente nas indústrias farm acêutica e alim entícia, por apresentar 

esrsoilidade em altas tem peratutas e em m eio ácido, sendo um excelente agente 

em uisificante e estabilizante (W h is t le r ,  1993b).

A gom a tragacanto consiste em dois com ponentes. Uma fração solúvel em 

água corresponde a tragacantina, que é uma arabinogalactana altamente 

ram ificada neutra, com posta de L-arabinose (75%), D-galactose (12%), ácido 

galacturônico (3%) e L-ramnose (traços). O utra fração, representa a bassorina ou 

ácido tragacântico, que corresponde a 60 a 70%  da gom a. Estruturalm ente, é 

constitu ída de ácido D-galacturônico (43%), D-xilose (40%), L-fucose (10%) e D- 

gaiactose (4%), caracterizando-se com o uma xilogalacturonana. Sendo que a 

cadeia principal é form ada por unidades de ácido D-galacturônico com  ligações a- 

(1 — >4), ocorrendo algum as substitu ições em 0 -3  por unidades de p-D- 

xiíopiranose, e nas extrem idades term inais não redutoras unidades p-D- 

galactopiranose ou a-L-fucopiranose (W h is t le r  & R o w e ll,  1966; W h is t le r ,  

1993b).

1.3.3 Família Papilionaceae

1.3.3.1 Âstragaius
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A goma karaia é produzida peia Sterculia urens, árvore de grande porte 

que é cultivada na índia. Esta goma é utilizada principalmente na indústria 

farmacêutica, em produtos como laxante e fixadores para dentaduras. Também é 

utilizada na indústria de papel na produção de fibras de celulose. A karaia é a 

m enos solúvel em água das gomas (St e p h e n , 1983: W h istler , 1993b).

O polissacarídeo constitu inte desta gom a é parcialm ente acetilado (8% de 

grucos acetil), pH 6,0 a 8,0, apresenta uma alta massa m olecular (9.5 x 106), e 

rotação específica  [oc]d25° +62°. É constitu ído por L-ramnose, D-gaiactose e ácido 

urônicos (39,4%), caracterizando-se com o uma ram nogalacturonana. A cadeia 

interna é form ada por unidades de ácido D-galacturônico e L-ramnose, unidos por 

ligações do tipo (1 — >2) e (1-e>4), alternadam ente, sendo que as unidades de ácido 

D-gaiacturônico apresentam  substitu ição em 0-3 por unidades de ácido D- 

g lucurônico (Ste p h e n , 1983; W h istler , 1993b).

1.3.4 Família Sterculiaceae

1.3.4.1 Sterculia urens



17

O Anacardium occidentale L. (cajueiro), pertencente a Família 

Anacardiaceae, é uma espécie nativa do Brasil, porém, foi introduzida em muitos 

países tropicais e subtropicais. O cajueiro é encontrado na região litorânea do 

Brasil e produz um pedúnculo (pseudofruto) comestível, tido como fruto, porém, 

em cima deste pedúnculo é que fica o fruto verdadeiro, conhecido como 

"castanha de caju”. Do pseudofruto, porção carnosa, com muito suco e rica em 

vitamina C (261 mg/100g), além do consumo natural, são fabricados os mais 

variados doces e bebidas, como doce em massa, passa, caju ameixa, caju 

cristalizado, geléias, doces em calda, suco integral, cajuína, vinho de caju. O 

tecido poroso que envolve a castanha apresenta um óleo que é composto 

basicamente de ácido anacárdico e mais duas substâncias, o cardol (derivado do 

resorcinol, de longa cadeia de carbono) e cardanol (composto monovalente do 

fenol) (Ho e h n e , 1939; Fle ig , 1989; L epr evo st , 1998).

Com relação, ao óleo da castanha de caju tem sido usado pela indústria 

em todo mundo como componentes de produtos fungicidas, inseticidas, vernizes, 

pinturas, adesivos e até plásticos de lona para freios (M ar m o r i, 1994; L epr evo st , 

1998). O óleo da castanha tem sido utilizado como matéria-prima para a síntese 

da lasiodiplodina, a qual atua no combate da leucemia (M a r m o r i, 1994). A partir 

do ácido anacárdico, os mesmos pesquisadores, estão investigando a obtenção 

de um análogo do ácido salicílico. Além disso, também tem sido relatada atividade

1.3.5 Família Anacardiaceae

1.3.5.1 Anacardium occidentale L.
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biológica frente ao tumor de mama, do suco do fruto e do liquido da casca da 

castanha (K ubo et a i, 1993; T oyom izu  et a i, 1993).

Dentro da medicina popular, existem algumas utilizações dos produtos 

derivados do cajueiro, como no caso do cardol, que é uma substância caústica, 

senao utilizado para extirpar verrugas, manchas de pele e calos (H o eh n e , 1939; 

Fle íg . 1989). Além disso, a castanha de caju é utilizada aos que sofrem de 

memória e aos que sofrem de moléstias pulmonares e intestinais. O fruto é 

antissifilítico e combate inflamações. O suco é diurético, útil contra aftas, 

depurativo, também empregado como hemostático. A raiz é purgativa. A casca do 

fruto, usada em gargarejos, combate o mau hálito. A casca do tronco é 

antidiabética. O fruto de A. occidentaíe é recomendado para casos de edema, 

diabetes, debilidade dos convalescentes, vermes, etc. Além disso, outras 

utilizações populares do cajueiro, são a madeira usada na marcenaria e uma 

resina gomosa que exsuda do tronco, utilizada para encerar linha de pesca 

(Ho e h n e , 1939).

A planta produz 0,18 a 2 kg/ano de goma, com uma média de 0,7 kg/ano 

(Ba n d e ir a , 1991). A produção de castanha em árvores mais velhas que 25 anos 

aumenta após a extração da goma. O estudo da goma visa potencial aplicação 

industrial, em função da importância da cultura do cajueiro principalmente em 

países, como o Brasil (400.000 a 450.000 ha de plantas; 800.000 toneladas/ano 

de castanha de caju) (L im a , 1988; Le pr e vo s t , 1998), índia, Moçambique, Nova 

Guiné, Tanzânia e Quênia.

Nos primeiros estudos, sobre a goma do cajueiro (origem brasileira) 

verificaram-se que após hidrólise ácida total e cromatografia de partição em
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celulose do m aterial h idrolisado, a gom a era constitu ída por arabinose, galactose 

e ram nose (T io m m o , 1946, citado por C affini & P riolo de Lu fr a n o , 1974 e 1975; 

Ro s e n th a l , 1955).

Posteriormente, surgiram estudos da goma de cajueiro com árvores 

provinientes da índia (Madras) e Nova Guiné (Papua) (B isw as & Bose, 1966, 

citado por A n d e rs o n  et al., 1974; Bose & Biswas, 1970; A n d e rs o n  et ai, 1974; 

A n d e rs o n  & B e ll ,  1975).

Bose & B iswas (1966) (citado por A n d e rs o n  et al., 1974), verificaram  que 

na gom a de cajueiro (origem indiana) não tinha a presença de nitrogênio, porém 

havia m uita galactose, pouco conteúdo de arabinose, traços de ram nose e ácido 

galacturônico. Subsequentem ente, os m esm os autores (B iswas & Bose, 1970) 

relataram  a form ação de um ácido aldobiurônico o quai foi identificado com o 6 -0 -  

P-D-galactopiranosii (ácido urônico)-D-galactose.

De acordo com A n d e rs o n  et al. (1974), a goma do cajueiro é constituída 

principalmente por unidades de galactose, arabinose, glucose, ácido urônico, 

manose e xilose. A composição varia dependendo da localização geográfica da 

goma, sendo verificada a proporção molar de 7:14:2:2:61:8:4,3:1,9 e 

7:15:0:1:63:9:4,5:1,2, para ramnose : arabinose : xilose : manose : galactose : 

glucose : ácido glucurônico : 4-O-metilglucurônico das gomas da índia (Madras) e 

Nova Guiné (Papua), respectivamente. Estes resultados demonstraram que o 

principal ácido urônico presente era o ácido glucurônico (em menor quantidade o 

seu derivado 4-O-metii, considerando-se a dosagem de grupos metoxii), e não o 

ácido galacturônico como relatado por Biswas & Bose (1966) e Bose & B iswas 

(1970). Outros resultados obtidos por A n d e rs o n  et al. (1974) foram: [a]D25° de
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+24,2° e +23,6°; viscosidade intrínseca [q] de 6,3 e 9.4 mL/g, [proteína] de 2,8 e

1,0 % e massa molecular média em massa (Mw x 105) de 2,6 e 1,8, para as 

gomas de cajueiro, espécies indiana e papuana. respectivamente. Esses autores 

(A nderson  et a i, 1974) demonstraram pela primeira vez a presença de glucose 

em um polissacarídeo de goma de exsudato.

A nderson  & B ell (1975), examinaram a goma purificada (origem indiana) 

por eletroforese zonal, eletroforese em camada delgada (“Phoroslide”), 

cromatografia de troca-iônica e ultracentrifugação. Os resultados indicaram a 

presença de um sistema homogêneo. Além disso, o resultado da cromatografia 

por peneira molecular (em coluna de Bio-Gel A5) apresentou um primeiro pico 

pequeno, eluído no volume morto, possivelmente, devido a agregação molecular 

e um segundo largo e simétrico, que foi obsen/ado após grande volume de 

eluição.

A n d e rs o n  & B e l l  (1975) relataram  que a partir da hidró lise ácida (H2SO4 

0,5 M, 8 horas, a 100°C) do polissacarídeo do cajueiro (origem  indiana), 0 

principal ácido aldobiurônico encontrado foi 0 6-0-p-D -gIucopiranosil(ácido 

urônico)-D-galactose, o qual apresentou um a [a]D25° de +20° e foi caracterizado 

por crom atografia  de partição em papel e por análise de m etilação. Em 

quantidades m enores e não sufic iente para com pleta caracterização, outro ácido 

aldob iurônico apresentou um a [(x]d25° de + 10o e R f  (em crom atogra fia  de partição 

em papel) idêntico ao 6-0-(4-0-m etil-p-D -g lucop iranosil ácido urônico)-D- 

galactose, contrariando mais uma vez os resultados descritos por B isw as & Bose 

(1966) e Bose & B iswas (1970).

Esses autores (An derso n  & B e ll , 1975), utilizando a degradação
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controlada de Smith e a análise de metilação para a determinação da estrutura da 

goma de cajueiro (espécie indiana), concluíram que esta apresenta uma cadeia 

linear formada por unidades de D-galactopiranose, ligadas p-(1 —>3), com 

ramificações em C-6. Grupos de arabinose (maioria furanose) estaria presente 

nos terminais não redutores ou em curtas cadeias ligadas por (1-^2). As unidades 

de glucose, ramnose, manose, xilose e ácido urônico apresentariam-se como 

terminais não-redutores. Na Figura 01 está representada a estrutura química de 

um fragmento do polissacarídeo do cajueiro (origem indiana) proposto por 

A nderson  & B ell (1975).
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Figura 01: Estrutura química de um fragmento do polissacarídeo obtido do 

exsudato de Anacardium occidentale (origem indiana), proposto por A nderson  & 

B ell (1975).

* f í  representa D-manose, D-xilose, L-ramnose, L-arabinose ou cadeias de arabinose 
ligadas ( 1 ^  2). R” representa D-glucose ou ácido D-glucurônico.
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Na década de 90, surgiram outros estudos sobre a goma do cajueiro de 

origem brasileira (M arq ues  & Xa vie r -F ilh o , 1990; Ro d r ig u es  et al., 1993; De 

Pau la  & Ro d r ig u e s , 1995), de origem venezuelana (Léon D e P into  et a i, 1995) e 

de origem indiana (Za k a r ia & Ra h m an , 1996).

Marq ues  & Xa vie r -F ilho  (1990), anaiisaram no exsudato de Anacardium 

occidentaie (Ceará-BR) o conteúdo de carboidratos (método fenol-ácido- 

sulfúrico), de proteína (método de BRADFORD e KJELDAHL) e atividades de 

polifenoloxidase, peroxidase, quitinase, de inibidores de tripsina, quimiotripsina, 

subtiíisina, e papaína. E concluíram que a presença da atividade de certas 

enzimas como as oxidases, peroxidases. fenoiperoxidases, bem como de 

compostos como fenóis, que estão relacionados aos mecanisnos de resposta da 

planta a certos patógenos, sugerem que a goma do cajueiro faz parte da defesa 

bioquímica da planta.

Ro d r ig u es  et al. (1993), verificaram na goma de cajueiro, após sua 

hidrólise em TFA 4M, por 2,5 horas, a 100°C e posterior visualização em placas 

de sílica gel (solvente: álcool isopropí!ico:acetato de etila:água, na proporção de 

7:2:1) a presença de galactose, arabinose, ramnose e glicose, não sendo 

detectada a presença de xiiose e manose. A quantificação de ácido urônico foi de 

6,3%, determinada por titulação condutométrica. A quantidade de proteína foi de

1,1 %, calculada a partir dos percentuais de nitrogênio. A viscosidade intrínseca 

foi em torno de 8,0 mL/g, determinada em viscosímetro capilar, na presença de 

NaCI 1M, a 25°C.

D e Paula  & Rodr ig u es  (1995), quantificaram os açúcares constituintes da 

goma de cajueiro por HPLC, após a hidrólise da goma isolada nas condições
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descritas anteriormente (Rodrigues  et al. (1993). Mostraram que a goma do 

cajueiro (origem brasileira) apresenta 63% de gaiactose, 11% glucose, 5% 

arabinose, 4% ramnose, 1% manose e 6,3% de ácido glucurônico (por titulação 

condutométrica). Também relatam sobre as propriedades reológicas da goma de 

cajueiro (origem brasileira) e mostraram que é uma goma de baixa viscosidade e, 

é comparável, em muitos aspectos com a goma arábica. As viscosidades 

absolutas em soluções aquosas de 1% dessas gomas foram 1,0 mPas (goma de 

cajueiro) e 1,8 mPas (goma arábica). Outros polissacarídeos utilizados na 

indústria, como metilceiulose, carboximetilcelulose, gomas de karaia e de 

tragacanto apresentam viscosidades que variam de 1100-3400 mPas, em 

soluções com a mesma concentração. A análise da goma de cajueiro por 

cromatografia de gel permeação (GPC) mostrou um perfil de três picos, 

designados por A, B e C. Os autores concluíram que o pico A, único detectável 

por ultravioleta, seria uma fração formada por um complexo polissacarídeo- 

proteína (arabinogalactana-proteína), que corresponde a 6% da goma isolada. Os 

picos B (rendimento = 42%) e C (rendimento = 52%) correspondem ao 

polissacarídeo com diferentes massas molecular. A massa molecular média em 

massa determinada foi de 9 x 105, 3,2 x 104 , 1,6 x 104, para os picos A, B, e C 

respectivamente.

Léon D e P into  et al. (1995), investigaram  os exsudatos de três espécies da

Famíiia Anacardiaceae (Anacardium occidentaie, Spondias purpurea e Spondias 

mombirí), todas de origem venezuelana. Os dados analíticos mostraram que a 

goma do cajueiro de origem venezuelana, apresentou uma viscosidade intrínseca 

menor (1 mL g '1) do que a relatada para a goma de origem indiana (6,3 mL g‘1) e



24

papuana (9,4 mL g'1) (Anderso n  & B e ll , 1975). Além disso, com relação a 

composição monossacarídica, foram relatadas diferentes proporções de 

gaiactose:arabinose, sendo de 4:3 para a de origem venezuelana e de 6:1 para a 

de erigem indiana e papuana. Os exsudatos das três espécies, acima citadas, 

foram avaliados por espectroscopia de RMN-13C, sendo atribuídos apenas os 

assinalamentos para p-D-gaiactose e ácidos urônicos.

Zakar ia  & Rahm an  (1996), investigaram as propriedades de solubilidade e 

reoiógicas da goma de cajueiro (origem indiana). Uma fração correspondente a 

cerca de 64,2% da goma foi obtida por dissolução em água, a 30°C. Outra fração 

(13.4%) foi obtida após o aquecimento da suspensão. A fração obtida a 30°C 

apresentou uma viscosidade maior tanto em relação a fração extraída após o 

aquecimento, como em relação a goma bruta.

1.3.5.2 Lannea humilis (Oliv.) Engler

A n d e rs o n  & H e n d rie  (1972), verificaram que o polissacarídeo (80%) obtido 

do exsudato produzido pela Lannea humilis, apresenta D-galactose (75%), L- 

arabinose (11%), L-ramnose (2%), e ácidos urônicos (D-GalpA > D-GIcpA ~ 4-0- 

Me-D-GIcpA) (12%), caracterizando-se como uma arabinogalactana ácida. Foram 

obtidos e caracterizados por cromotografia de partição em papel três ácidos 

aldobiurônicos, (1) ácido 4-0-(a-D-galactopiranosilurônico)-D-galactose, (2) ácido 

6-0-(P-D-g!ucopiranosiiurônico)-D-gaiactose, e (3) ácido 6-0-(4-0-metil-D- 

glucopiranosilurônico)-D-galactose. A massa molecular média em massa 

calculada para esta molécula foi de 2,57 x 105 e a [cx] d25° foi de +43°. Os autores,
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utilizando a degradação controlada de Smith e a análise de metilação para a 

determinação da estrutura química deste polissacarídeo, concluiram que este é 

um a estrutura altamente ramificada, e apresenta uma cadeia principal formada 

por unidades de p-D-gaiactopiranosil (1 —>3) ligadas, frequentemente com 

sucstituições em 0-6, por unidades isoladas de D-galactose ou cadeias curtas de 

D-galactose. As unidades de arabinose participam como terminais não redutores 

ou em curtas cadeias (~4 unidades). Os autores sugerem também ligações de D- 

gaiactose (3-(1 —>6) ligadas na cadeia principal. Os três ácidos aldobiurônicos 

caracterizados e a pequena proporção de ramnose estão presentes como 

unioades terminais não redutoras, porém não foi estabelecido o modo de ligação 

das unidades de ramnose.

1.3.5.3 Lannea coromandelica

A nderson  & H endrie  (1973), verificaram que a árvore Lannea 

coromandelica exsuda um polissacarídeo (78%), o qual é solúvel em água, sendo 

formado por D-galactose (70%), L-arabinose (11%), L-ramnose (2%), e ácidos 

urônicos (D-GalpA, D-GIcpA e 4-0-Me-D-GlcpA) (17%), caracterizando-se como 

uma arabinogaiactana ácida. A massa molecular ponderai média em massa 

calculada para esta molécula foi de 2,57 x 105 e a [a]D25° foi de +27°. Os autores, 

utilizando a degradação controlada de Smith e a análise de metilação para a 

determinação da estrutura química deste polissacarídeo, concluiram que este é 

uma estrutura altamente ramificada, e apresenta uma cadeia principal formada 

por unidades de p-D-gaiactopiranose (1 — >3) ligadas, sendo ramificada e
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in tercalada com ligações p-(1 — >6). Nas posições 3 e 6, apresentaria como 

extrem idades não redutoras unidades únicas de D-galactose ou cadeias curtas de 

D-gaiactose, ou unidades de L-arabinose. Além, da presença dos três ácidos 

a lccb iurôn icos: (1) ácido 4-0-(a-D -ga iactopiranosiiurônico)-D -galactose, (2) ácido 

6-C-{p-D-glucopiranosilurônico)-D-gaiactose, e (3) ácido 6-0-(4-0-m etil-D - 

g lucopiranosilurônico)-D-galactose. A estrutura deste polissacarídeo é sim ilar ao 

relatado anteriorm ente para a gom a de Lannea humilis (A n d e rs o n  & H endrie ; 

1972).

1.3.5.4 Spondias dulcis

Basu (1980), realizou aiguns estudos estruturais com o exsudato obtido de 

uma planta indiana Spondias dulcis. A partir de uma soiução aquosa da goma e 

posterio r precip itação com etanol, o polissacarídeo obtido (90% ) apresentou 

hom ogeneidade verificada por e letroforese de alta voltagem  e análises por 

u ltracentrifugação e um a [a]D26° de -4o. A com posição m onossacaríd ica desta 

m olécula correspondeu a galactose (19,8% ), arabinose (48,5% ) e ácido 

galacturônico (20%), caracterizando-se como uma arabinogalactana ácida. O 

polissacarídeo nativo foi subm etido a autohidrólise (60 horas, a 100°C), obtendo- 

se a gom a degradada. Esta m olécula, com  [oc]d26° -14°, apresentou a proporção 

m olar de 3:3:1, para galactose, arabinose e ácido galacturônico, respectivam ente. 

A gom a degradada carboxi-reduzida com o apresentou uma proporção m olar de 

1,3:1 de gaiactose:arabinose, confirm ou-se a presença do ácido galacturônico. 

Após a análise de m etilação da gom a ácido-degradada, os autores concluíram
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que este polissacarídeo apresenta a cadeia principal formada por unidades de 

ga.ectopiranose (1 —>3) ligadas e unidades de ácido galacturônico. As 

ramiicações contém unidades de arabinose ligadas em 0-6 e em 0-2 aos 

res duos de galactopiranose. As extremidades não-redutoras seriam formadas por 

unscades de Ara fe  Ara p.

1.3.5.5 Spondias pinnata

O exsudato produzido por esta pianta que apresenta interesse medicinal, 

foi estudado por G h o s a l & T h a k u r (1981). O polissacarídeo ácido purificado 

apcs precipitação da goma com etano!:acetona (9:1) e posterior cromatografia de 

troca-iônica em DEAE-cellulose do precipitado obtido, mostrou-se constituído por 

D-gaiactose (47%), L-arabinose (27%), e ácido D-galacturôníco (30%), 

caracterizando-se como uma arabinogalactana ácida. A homogeneidade deste 

polissacarídeo, com [oc]d24° -38o, foi verificada por filtração em gel permeação e 

eletroforese de alta voltagem. A análise de metilação e a degradação controlada 

de Smith mostraram que a cadeia principal é formada por uma D-galactana ligada 

(1—>3). A presença do ácido D-galacturônico foi comprovada pelos dados de 

metilação, verificando a presença dos derivados 2,3,4-Me3-Gal (5% e 3%) e 2,3- 

Me2-Gal (4% e 4%) após a redução da carboxila com hidreto de lítio alumínio, nos 

poiissacarídeos nativo e parcialmente hidrolisado, respectivamente. O derivado 

2,3- estaria envolvido nas ligações (1 —>4), e o 2,3,4- funcionaria como 

extremidades não redutoras.
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1.3.5.6 Spondias purpurea

P erez et al. (1995) realizaram  estudos sobre a com posição 

m or.cssacaríd ica do exsudato de Spondias purpurea. O polissacarídeo é 

constitu ído por (3-gaiactose (61%), L-arabinose (17%) e ácido galacturônico (22%). 

A lé rr disso, ácido aspártico e valina foram  os principais am inoácidos constituintes 

encontrados na goma, sendo que esta apresentou baixo conteúdo de 

hidrcxiprolina.

Léon de P in to  et ai. (1996) realizaram estudos sobre a caracterização 

estrutural do polissacarídeo isolado da goma vegetal de Spondias purpurea. O 

polissacarídeo apresenta-se constituído por gaiactose (59%), arabinose (9%), 

mancse (2%), xilose (2%), ramnose (2%) e ácidos urônicos (26%), 

caracterizando-se como uma arabinogalactana ácida. Utilizando a RMN-13C e 

análise de metilação, os autores concluíram que este polissacarídeo é constituído 

por uma cadeia principal formada por unidades de galactopiranose unidas por 

ligação do tipo (3-(1 —>3), a qual apresenta unidades de gaiactose 0-6 substituídas. 

Existem na estrutura, cadeias laterais de arabinofuranose, de mais de 2 

unidades, ligadas entre si por a-(1->3). Enquanto, que as unidades de manose, 

xilose. ramnose e ácido urônico (ácido glucurônico e 4-O-metil glucurônico) 

ocorrem, predominantemente, nas extremidades terminais não redutoras do 

polissacarídeo.
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1.4 OLIGOSSACARÍDEOS DE GOMAS DE EXSUDATOS VEGETAIS,

DERIVADOS E NATURAIS

Dos componentes glicídicos, os polissacarídeos são, sem dúvida, os 

princ cais constituintes oriundos de exsudatos de árvores. Entretanto, tem-se

esíuzzs sobre a presença e caracterização estrutural de oiigossacarídeos livres 

redu::res, enquanto constituintes minoritários (D elgobo  et a i, 1994).

Os oiigossacarídeos podem ocorrem livres na natureza (oiigossacarídeos 

livres •'edutores e não redutores) ou obtidos por hidrólise química ou enzimática a 

pari;' de forma poliméricas ou sintetizados quimica ou enzimaticamente in vitro 

í S t a v e k  et a i, 1965).

Como grande parte dos o iigossacarídeos de exsudatos descritos na

litera:ura foram  obtidos por hidrólise parcial (ácida ou enzim ática) a partir do 

polissacarídeo, o estudo sobre oiigossacarídeos naturais torna-se interessante. 

Além disso, a caracterização estrutural dos oiigossacarídeos naturais, bem como, 

dos co tidos por hidrólise, é de grande im portância uma vez que pode contrubuir 

para a e lucidação da estru tura das m oléculas de origem  (Stan ek  etal., 1965).

A hidrólise ácida tota l de gom as de exsudatos produz unidades 

m onossacaríd icas e ácidos aldobiurônicos resistente a ácido. W histler  & Row ell 

(1966) relataram  alguns ácidos a ldobiurônicos produzidos, sendo o m ais com um  o 

ácido 6-0-p-D -glucopiranosiI(ácido urônico)-D-galactose, o qual foi isolado 

prim eiram ente a partir da gom a arábica (Acacia verek). Porém, já foi obtido das 

gom as Acacia mollissima, Acacia karroo, Acacia cyanophyila, Acacia pycnantha , 

Anogeissus latifolia, Prunus domestica. O ácido 2-0-D-glucopiranosil(ácido
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urc iico )-D -m anose  foi obtido das gomas de Prunus insitia, Prunus virginiana, 

A^ogeissus latifolia, e Hakea acicularis. O ácido 4-0-(D-glucopiranosil)-D- 

ga actose foi isolado dos exsudatos vegetais de Citrus maxima, Acacia karroo e 

C'.:~js Hmonia. O ácido 6-0-[4 -0-m etil-D -g lucop iranosii (ácido urônico)]-D- 

ga.actose foi obtido das gom as de Prosopis juliflora e Khaya grandifolia. Outros 

ác.ccs aldobiurônicos com ligação (1-»6) foram  obtidos da gom a de Prosopis 

ju t r  ora.

1.4.1 Oligossacarídeos vegetais primários e secundários

De acordo com Kandler  & Hoff (1980), os oligossacarídeos de plantas 

sãc civididos em: oligossacarídeos primários e secundários. Os oligossacarídeos 

primários compreende os que são sintetizados in vivo a partir de 

monossacarídeos ou oligossacarídeos e de um doador glicídico pela ação de 

giiccsiltransferases. Essas moléculas ocorrem em quantidades consideráveis em 

plantas e apresentam função metabólica relevante, como por exemplo, estoque 

de energia, resistência a frio, translocação. A sacarose é o mais comum e mais 

importante oligossacarídeo primário de plantas. Nos oligossacarídeos 

secundários, incluem-se aqueles que são obtidos por hidrólise de polissacarídeos 

e outros glicoconjugados in vivo ou in vitro. Quando ocorrem em plantas, é devido 

a hidrólise in vivo, não sendo acumulados.

Muitos estudos, mostram que oligossacarídeos (tipo secundário), podem 

atuar como moléculas sinalizadoras em múltiplos sistemas vegetais, por exemplo, 

nos mecanismo de defesa da planta e em processos de desenvolvimento vegetal,
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cc~~o morfogênese, produção de eíileno, inibição do eiongamento induzido por 

auxna etc (Ry a n & Fa r m e r , 1991; Dinand et al., 1997; V a r g as -R e c h ia , 1998).

1.5 CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DE POLISSACARÍDEOS E 

OLIGOSSACARÍDEOS

A determinação da estrutura química de polissacarídeos e de 

oliçcssacarídeos pode ser feita por métodos químicos e físicos. A partir de 

me::dos químicos clássicos como as análises de metilação (G eyer & G eyer , 

199— , podendo-se determinar a estrutura dos poli- e oligossacarídeos, quando 

em 3onjução com CG-EM. A cromatografia líquida gasosa acoplada à 

espectroscopia de massa (CG-EM) (Mc N eil et aí., 1982; M erkle  & Po ppe , 1994) 

poae dar informações sobre a composição monossacarídica e estrutura individual 

destas unidades. Pode-se determinar as massas moleculares destas moléculas 

utilizando espectrometria de massa acoplada ao rápido bombardeamento atômico 

(FAB-MS) (D ell et a i, 1994) ou “electrospray-ionisation mass spectrometry” (ESI- 

MS) i Edmonds  & S m ith , r .d ., 1990; Read et a i, 1996). Informações estruturais 

como o número de resíduos de açúcares, configuração anomêrica, seqüência e 

posição dos grupos substituintes podem ser obtidas utilizando as técnicas de 

ressonância magnética nuclear de 1H e 13C (unidimensional), e correlações homo 

e heteronucleares (bidimensional) como, COSY (Correlation NMR Spectroscopy), 

TOCSY (Total Correlation NMR Spectroscopy), ROESY (Rotating-frame Nuclear 

Ovemauser Enhancement Spectroscopy), NOESY (Nuclear Overhauser 

Enhancement Spectroscopy), HMQC (Heteronuclear Multiple-Quantum
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Cc-erence Spectroscopy) e HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence 

Scecíroscopy) (Da b r o w s k i, 1989; A g r a w a l , 1992; Van  Halb e e k , 1994; Jo n es , c ., 

199-). As correlações dos tipos COSY e TOCSY permitem obter os 

ass -alamentos dos prótons. Os experimentos tipo HMQC, que correlacionam os 

des ocamentos químicos dos carbonos com os dos prótons diretamente 

reia: onados, complementam as informações obtidas pelos espectros de RMN de 

“C e 1H. Os experimentos dos tipos ROESY, NOESY e HMBC são utéis na 

de:e"Tiinação das posições das ligações giicosídicas, sendo utilizados ROESY e 

HVEC para oligossacarídeos e NOESY para polissacarídeos.

Na Tabela II estão sumarizadas as informações estruturais obtidas pelos 

exce~mentos de RMN.

Tafce a II: Informações estruturais e métodos de RMN

NFORMAÇÃO ESTRUTURAL MÉTODOS DE RMN

'.  Número de resíduos de açúcares a. Espectro RMN-1H

b. Espectro RMN-13C

c. Espectroscopia de correlação HMQC [1H-13C]

2. Configuração anomérica a. Deslocamentos químicos RMN-1H

b. Deslocamentos químicos RMN-13C

c. Constantes de acoplamento (J) de H-1/H-2 e 

C-1/H-1

3. Seqüência e tipos de ligação a. Espectroscopia de correlação, como, HMBC, 
ROESY e NOESY

-  S ubstituintes não-glicídicos a. Deslocamentos químicos RMN-1H e13C

b. Espectros de outros núcleos, como 31P e 15N
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*! .6 -,-GUNS ASPECTOS SOBRE BIOSSÍNTESE DE POLISSACARÍDEOS

VEGETAIS

Existem poucas informações na literatura sobre metabolismo de exsudatos 

:e : antas. É provávei que a síntese destes polímeros e de outros 

~e:emoolissacarídeos envolvem a participação do nucleotídeo açúcar. Estes 

seacarídeos contém mais de um tipo de monossacarídeo, e alguns também 

: : c e -  conter componentes não glicídicos. A especificidade das enzimas 

: :ss "iéticas é diferente de acordo com tipo de monossacarídeo requerido para a 

':  h ::ão do polissacarídeo. É necessário esclarecer a questão de como ocorre a

~:e's:;ão e a regulação destas diferentes enzimas para produção de um produto 

_;ma estrutura precisa ou se não ocorre esta regulação produzindo moléculas 

:cm sraus de randomização diferentes (B r e t t & W a ld r o n , 1990).

Em muitos casos, os monossacarídeos individuais são convertidos aos 

seus nucleotídeos açúcares derivados, e então este intermediário de alta energia 

e u: ziado nas reações de polimerização. As enzimas que catalisam a formação 

sos açúcares ativados são chamadas de pirofosforilases ou 

nucieaiidiltransferases. Além disso, existem outras enzimas (epimerases, 

cuinases e descarboxilases) que participam na produção e interconversão de uma 

grance variedade de nucleotídeos açúcares (S m ith .c .j ., 1993). A UDP-glucose é 

um -jcleotídeo açúcar que ocupa uma posição central do metabolismo dos 

açúcares nucleotídeos. Sendo utilizada tanto como precursor para síntese de 

sacarsse como na formação de outros açúcares nucleotídeos que são 

necessários na formação dos componentes da parede celular e de outros
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Dolissacarídeos não celulósicos (James  et al,, 1985; S m ith ,c .j ., 1993).

Os açúcares nucleotídeos-difosfato são usados como doador de unidades 

:e açúcares, e em muitos casos há o envolvimento de derivados UDP. Os 

açúcares nucleotideos são produzidos por reações associadas das vias oxidativas 

:e açúcares nucleotideos e do mio-inositol. Existem evidências, que na fase de 

niciação da síntese ocorre adição de uma unidade de açúcar nucleotídeo à 

radeia do polissacarídeo em formação. Em alguns casos podendo ter a 

carticipação de um iniciador agliconado (proteína), como no caso da glucuroxilana 

:e erviiha e de xilogiucana de suspensão de células de feijão, ou ocorrer a 

:resença de um intermediário lipídico (B rett  & W ald r o n , 1990). Na fase de 

alongamento da cadeia polissacarídica, ocorre pela adição de mono ou 

:iigossacarídeos na extremidade não redutora da molécula. A fase de finalização 

da cadeia polissacarídica, os mecanismos envolvidos não estão totalmente 

esclarecidos, em virtude da grande polidispersidade destas macromoléculas 

Fincher  & St o n e , 1981).

Experimentos com açúcares marcados mostraram que a síntese de 

poiissacarídeos da matriz ocorre dentro do retículo endoplasmático e no complexo 

de Golgi, e não na parede celular. Porém, não está esclarecido se dentro das 

vesículas do complexo de Golgi ocorre um único tipo de polissacarídeo ou se 

existe uma variedade dos poiissacarídeos da matriz. A formação dos 

poiissacarídeos ocorre através da atividade de glicosiltransferases 

ípolissacarídeo-sintases), enzimas que catalisam a transferência do resíduo de 

açúcar de uma molécula a outra. Uma variedade de enzimas com atividade de 

polissacarídeo-sintases tem sido identificadas, as quais estão envolvidas na
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s ~*ese de arabinanas, galacturonanas, giucomananas, glucanas, xilanas e 

-- : :  „;;anas. Há pouco conhecimento detalhado sobre as reações catalisadas por 

e ra s  enzimas. A síntese in vitro é aumentada após adição de um “primer”, um 

: ::s5,acarídeo ou polissacarídeo para onde os açúcares nucleotídeos são 

:-=~s*e "idos. Não está esclarecido se in vivo há o requerimento de um “primer” 

: : : ca ou protéico para a síntese. Outros problemas a serem considerados com 

-5=: = : à síntese de polissacarídeos ocorre no fato de que na síntese destes 

ç: ~e"Ds não há o envolvimento de um molde molecular como no caso da 

s --rse de proteínas. Deste modo, surgem dúvidas sobre quais seriam os sinais 

uiares para o início e/ou término da síntese do polissacarídeo. O tamanho 

' -= : :  oolissacarídeo dependerá de uma série de fatores como a atividade das 

envolvidas no processo de síntese, a disponibilidade de substratos e o 

te~z: :iue leva para que ocorra a formação da molécula dentro do sistema de 

eri:~*embrana. Além disso, em especial para os heteropolissacarídeos, existem 

GLvzas de como ocorre a atuação das várias enzimas glicosiltransferases 

e r:.:v c a s  na formação do polímero, uma vez estas irão formar estruturas bem 

prscsas (S m ith ,c .j., 1993).

1.5.1 Estudos relacionados com biossíntese de polissacarídeos de 

exsudanos vegetais

\ air et al. (1983) realizaram estudo uitraestrutural dos duetos de gumíferos 

de :a/-eiro (A. occidentale), sendo que os resultados estão descritos a seguir.

-  goma de cajueiro é produzida por duetos especializados do caule de A.
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zzcidentale. Os duetos gumíferos no floema primário do caule apresentam 

desenvolvimento esquisogênico. As células epiteliais localizadas nas bordas do 

sueto são ovais e apresentam uma parede interna fina, sem plasmodesmata. O 

c.toplasma das células epiteliais são ricos em retículo endoplasmático rugoso, 

noossomos livres, polissomos, mitocôndrias com cristas aumentadas, plastídeos 

ccm inclusões eletro-densas, dictiossomas com vesículas e vacúolos com 

material eletro-denso. Material eletro-denso tem sido observado nas dilatações 

cas cisternas dos dictiossomos e também nas vesículas. Algumas vezes, este 

^ateriaí agrega-se e forma grandes glóbulos ligados à membrana. Os glóbulos se 

fendem com a plasmalena na parte interna da parede e o conteúdo é depositado 

nc espaço entre o protopiasto e a parede. Este material passa através da matriz 

aa parede para o dueto. As células que estariam na fase ativa de secreção do 

dueto, seriam aquelas que apresentariam um grande número de dictiossomos e 

vesículas. Em duetos maduros foram observadas poucas células epiteliais que 

apresentam, características de autolíse, como, conteúdo eletro-denso, organelas 

degradadas, alto grau de vacuolização, parede celular interna com sinais de 

desintegração, levando a liberação do conteúdo celular.

Na Figura 02 está esquematizado o local de síntese de material gomoso e 

seu transporte através da membrana.



ou

z gura 02: Diagrama esquematizado do possível local de síntese de material 

::moso e seu transporte através da membrana.

T -ente: N a ir et al. (1983). Abreviaturas: D- dictiossomos; DL- lúmem do dueto; MOD- 

— ateriai eletro-denso ligado à membrana; OD-material eletro-denso; PL: plasmaiema; 

Y5- vesícula; W -parede celular.

Em estudos com Acacia senegal (Jo seleau  & Ullm a n n , 1990), foi 

verificado que o local de formação das gomas ocorre na região cambial, ou 

precisamente entre a região cambial e a região da casca interna. Nesses estudos 

ccmparou-se a composição monossacarídica dos polissacarídeos produzidos na 

região da casca interna, na região cambial e nas zonas do xilema de um galho 

produtor de goma, com a composição da goma arábica. Somente os 

polissacarídeos da região da casca interna e da cambial apresentaram 

composição semelhante à goma arábica. Estudos de análise de metilação e de 

esDectroscopia de RMN-13C do polissacarídeo da região cambial confirmaram os 

dados obtidos com relação a composição, levando a conclusão que na região 

cambia! encontra-se o precursor da goma. Porém, existem dúvidas quanto à
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'crmação definitiva do polímero, ou seja, se o polímero é sintetizado por completo 

"3 proprio nódulo onde é exsudado, ou se sai pronto do próprio câmbio.

Estudos sobre células de cultura de Acacia senegal (realizado por 

— js ta c h e  et a/., 1986, citado por M o lla r d  & Jo se le a u , 1994) mostraram a 

:'esença de arabinogalactanas-proteínas (AGPs) secretadas no meio de cultura 

39 suspensão de células de A. senegal.

As AGPs são proteogiicanas ricas em carboidratos (> 90%), a qual contém 

= :a proporção de unidades de D-galactopiranose e L-arabinofuranose, mas podem 

: :n te r  oequena e variável proporção de outros monossacarídeos neutros e 

acidos. A porção glicídica das AGPs compreende uma cadeia principal de 

-^idades de gaiactopiranose unidas por ligações do tipo 0-3, 0-6 e 0-3,6, as 

cuais estão susbtituídas por unidades de L-arabinofuranose, podendo apresentar 

cutros monossacarídeo menos abundantes, como a-L-Arap, a-L-Rhap, (3-D-Glcp e 

p-D-GlcpA, como extremidades terminais não redutoras. A porção proteíca da 

AGPs (2 a 10%) é tipicamente rica em hidroxiprolina, serina, alanina, treonina e 

glicina. Essas moléculas são encontradas, principalmente, no espaço extracelular 

de tecidos vegetais (Fíncher et ai., 1983).

Considerando-se que existem características comuns entre estas AGPs e a 

goma arábica e também para verificar se estas células apresentavam ainda a 

habilidade de secretar a goma arábica, in vitro, Mollar d  & J oseleau  (1994) 

caracterizaram uma fração purificada a partir do meio de cultura de suspensão de 

células de A. senegai. Esses autores realizaram um estudo comparativo do ponto 

de vista estrutural entre esta fração secretada no meio de cultura e a goma 

arábica exsudada pela A. senegal. Foram utilizados parâmetros como, a
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composição de carboidratos e aminoácidos. A partir da suspensão de células de 

senegai (com 50 dias), foi realizado o isolamento de polissacarídeos 

exiraceíulares, por fracionamento com DEAE-celulose, obtendo-se a fração F5, a 

c-al foi eiuída com NaOH 2M. A composição monossacarídica de F5 consistiu de 

arabinose e galactose, como monossacarídeos majoritários, além de ramnose, 

a;;do giucurônico e 4-O-metil glucurônico. A estrutura química apresentou uma 

cadeia principal de unidades de (3-galactapiranose (1 —>3), (1-»6) ligada, com 

unidades de a-arabinofuranose em extremidades não redutoras e em cadeias 

stsrais 0-5 susbtituídas. As unidades de ácido glucurônico estariam substituídas 

em 0-4 por unidades de seu derivado éter ou por unidades terminais de a-L- 

ramnose. O presente estudo mostrou que o polissacarídeo extracelular F5 

consiste de uma arabinogalactana-proteína altamente ramificada, sendo que a 

estrutura da porção glicídica desta fração é muito similar a da estrutura da goma 

arabica. Ambos polissacarídeos, são caracterizados por várias cadeias laterais 

com unidades terminais não redutoras de a-L-ramnose e a-L-arabinose e com 

seqüência terminal de ramnose-a-(1-^4)-ácido glucurônico. Algumas diferenças 

encontradas na fração F5, foram que esta apresentou maior percentagem de 

unidades de arabinose ligadas em (1->5) e menor conteúdo de arabinose ligadas 

por (1 -»3), em relação, a goma arábica.

Em relação, a composição de aminoácidos, demonstra-se claramente que 

a fração F5 secretada difere da goma exsudada pela árvore de A. senegai. Este 

apresentou um conteúdo proteíco de 11%, caracterlzando-se como uma 

glicoproteína, sendo que a composição de aminoácidos mostrou um conteúdo 

pobre em hidroxiprolina, diferente do encontrado para goma arábica em que o
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:onteúdo de hidroxiprolina é aito. Os autores relatam que a fração F5 é uma AGP 

ueficiente em hidroxiprolina, o que também foi encontrado em outros meios de 

suspensão de células. Além disso, existem evidências que o acúmulo de AGPs no 

~ e io  ae cultura seja em resposta à injúria ou estresse. Tem-se atribuído as AGPs 

sutras funções como reguiação do desenvolvimento, manutenção da umidade, 

adesão e nutrição (F incher  et al., 1983). Recentemente, tem-se relatado também 

:ue as AGPs estão relacionadas ao crescimento e desenvolvimento vegetal 

Gane et al., 1995) e no controle de embriogênese somática (K reuger  & V an 

- 3 L S 7 .  1993).

Embora este complexo arabinogalactana-proteína apresente características 

s milares à goma arábica, em especial a porção glicídica, não é possível concluir 

se as células de Acacia senegal cultivadas em suspensão permanecem com a 

habilidade de exsudar a verdadeira goma (M ollard  & J o s e le au , 1994). Esses 

autores comentam que posteriores estudos sobre padronização das condições de 

cultura e de enzimas envolvidas na biossíntese da AGP - hidroxiprolina deficiente, 

poderiam contribuir na elucidação do papel e função destas glicoproteínas e da 

biossíntese da goma arábica.
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1.7 JUSTIFICATIVAS

Considera-se, importante e necessária, a caracterização da estrutura 

ruímica dos polissacarídeos de exsudatos vegetais, com a finalidade de uma 

Ctura aplicação tecnológica e/ou biológica destas moléculas.

O estudo sobre oiigossacarídeos naturais de exsudatos é interessante, em 

. riude de que os oiigossacarídeos de gomas vegetais descritos na literatura 

-:ram obtidos por hidrólise parcial (enzimática ou química). Além disso, a 

caracterização dos oiigossacarídeos (naturais ou obtidos por hidrólise), pode 

::ntribuir na elucidação da estrutura dos polissacarídeos.

A origem dos oiigossacarídeos, de ocorrência natural, nas gomas vegetais 

e ncerta. Pode-se supor, que seriam produtos de autohidrólise, enzimólise ou de 

tiossíntese da goma vegetal. A elucidação sobre a natureza dessas moléculas 

poderia contribuir para o entendimento do mecanismo de biossíntese de 

exsudatos em plantas superiores.



2. OBJETIVOS



43

O presente trabalho, tem como objetivo a determinação da estrutura 

ruímica do polissacarídeo do exsudato de Anacardium occidentaíe L. (cajueiro), 

origem brasileira (Caruaru - PE) e a análise estrutural comparativa entre os 

: :gossacarídeos naturais e os obtidos por hidrólise ácida parcial.

Os objetivos específicos do presente trabalho foram:

' Quantificação dos monossacarídeos redutores presentes no exsudato vegetal

:s  Anacardium occidentaíe.

2 . Obtenção, purificação e caracterização estrutural, por métodos 

esoectroscópicos de RMN de 13C e 1H, dos oligossacarídeos naturais.

3. Obtenção e caracterização estrutural do polissacarídeo presente no exsudato 

vegetal de Anacardium occidentaíe, por análise de metiíação e métodos 

esoectroscópicos de RMN de 13C e 1H, além da determinação da composição 

monossacarídica por CG-EM.

4. Caracterização estrutural dos polissacarídeos resultantes da hidrólise ácida 

parciai e da degradação controlada de Smith.

5. Obtenção, purificação e caracterização estrutural, dos oligossacarídeos obtidos 

a partir da hidrólise ácida parciai do polissacarídeo nativo.



3. MATERIAIS E MÉTODOS
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3.1 MATÉRIAS E REAGENTES

Açúcares padrões (ácidos glucurônico e galacturônico - forma Na, 

a^aoincse, galactose, glucose, lactose, ramnose e outros) foram obtidos da Sigma 

Cnemicai Co. (St. Louis, MO, EUA).

Papel para cromatografia n° 1 (análises qualitativas e semi-quantitativas) e 

r : 3 (analises preparativas) e celulose (CF II) foram obtidos da Whatman.

Placas de cromatografia em camada delgada (TLC) de celulose, reagentes 

u: zaaos na composição dos solventes para cromatografias (n-butanol, piridina, 

etanol. ácido acético, acetona, acetato de etila) e reveladores para cromatografias 

ccmo o nitrato de prata e cloridrato de p-anisidina, além da água deuterada foram 

provenientes da Merck A.G. Darmstadt (Darmstadt, Alemanha).

Os outros solutos e solventes químicos utilizados foram de grau reagente- 

analítico, como especificado pelo fabricante.

3.2 EXSUDATO VEGETAL EM ESTUDO

A goma vegetal de Anacardium occidentale L. (cajueiro) (Figura 03) 

utilizada como objeto de estudo neste trabalho, foi coletada no período sazonal de 

dezembro a março, no município de Caruaru (PE), gentilmente pela Profa. Dra. 

Helena Simões Duarte (UFPE-Rural).

A goma coletada foi submetida a uma limpeza manual, para retirar partes 

de tronco, cascas, folhas e outros eventuais contaminantes. A goma limpa foi
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conservada em freezer a -18°C.

O teor de umidade da goma vegetal determinado foi de 15% (valor médio 

de 4 amostras) (S mith  r .j ., 1964). As determinações foram feitas utilizando 

amostras de 50,0 g, mantidas a 100°C, até peso constante (24, 48 horas).

Figura 03: Exsudato vegetal obtido de Anacardium occidentaie L. (cajueiro).
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3.3 OBTENÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DOS MONOSSACARÍDEOS LIVRES 

PRESENTES NO EXSUDATO VEGETAL DE Ânacardium  occidentale

A goma do cajueiro (504 mg) em água destilada (20 mL) foi solubilizada na 

presença de alitol (padrão interno) (5 mg) e NaBH4 (50 mg), sob agitação. A ação 

cc agente redutor foi visualizada pela formação de bolhas na solução. Após 16 

hc'as. foi adicionado mais 20 mg do agente redutor. Seguidamente, após 3 horas 

a solução foi neutralizada (pH 7,0), com adição de ácido acético. A solução foi 

l:o*;lizaaa, redissolvida em 5 mL de água destilada e adicionou-se 15 mL de 

e:anol. O precipitado de polissacarídeo foi removido por filtração e o 

scorenadante foi concentrado por pressão reduzida. Posteriormente, o resíduo 

colido do sobrenadante foi lavado com metanol, o qual foi levado em evaporador 

rotatório. Este processo foi repetido mais duas vezes. O resíduo lavado foi 

acetilado, com uma mistura de anidrido acético:piridina (2 mL, 1:1, v/v), a 100°C, 

por 1 hora. Os alditóis acetatos foram extraídos com clorofórmio, o qual foi 

evaporado até à secura. O excesso de piridina foi eliminado com solução aquosa 

de sulfato de cobre 2% (p/v). Os acetatos de alditóis foram analisados por 

cromatografia líquido-gasosa acoplada a espectroscopia de massa (CG-EM), de 

acordo como está descrito no item n° 3.11 sobre MÉTODOS

CROMATOGRÁFICOS.

Em outro experimento, a goma de cajueiro (500 mg) em água destilada 

(20 mL) e na presença de alitol (5 mg) foi dissolvida, antes da adição do agente 

redutor (NaBH4 - 50 mg). Após 16 horas, o agente redutor foi adicionado.



Fcstencrmente, 3 horas após a solução foi neutralizada, e os alditóis obtidos 

íc 'am  acetilados, como no experimento anterior. Os alditóis acetatos foram 

a -a lisa co s  por CG-EM.

3.4 OBTENÇÃO E PURIFICAÇÃO DOS OLIGOSSACARÍDEOS LIVRES DO 

EXSUDATO VEGETAL DE Anacardium  occidentale

O sobrenadante obtido da precipitação etanólica foi utilizado para o 

is:.amento dos oligossacarídeos livres. O sobrenadante foi concentrado e 

!.'c*:iizaao, obtendo-se um rendimento de 0,87% com relação a goma bruta.

O sobrenadante foi redissoivido em água destilada e passado em resina 

catiônica por 20 min. Posteriormente, foi submetido a cromatografia de adsorção 

através de um filtro de carvão-Celite (terra de infusórios - Reagen), na proporção 

(1:1, p/p) (40 g) (W histler  & B e m ille r , 1962a; Lem ieu x , 1962). A eluição foi feita 

com um gradiente descontínuo de água destilada (4 L) (Fração A), etanol aquoso 

30% (2 L) (Fração E30%) e 50% (2 L) (Fração E50%).

A Fração A foi fracionada em cromatografia de partição em papel (CP) 

Whatman n° 3, utilizando o sistema de solvente n-butanol:piridina:água (1:1:1, v/v) 

(soivente n° 2), como está descrito no item n° 3.11 sobre MÉTODOS 

CROMATOGRÁFICOS.

As Frações E30% e E50% obtidas foram cromatografadas em coluna de 

celulose (5,5 cm de diâmetro x 40 cm de altura) (W histler  & B em iller , 1962b) e 

eiuídas em gradiente descontínuo com solventes de acetona:água destilada, nas 

proDorções (v/v), 7:1 (1 L), 4:1 (1 L), 3:1 (2 L), e 5:2 (2 L), respectivamente.
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As frações coletadas da coluna de celulose foram concentradas em 

rctaevaporador, e cromatografadas em papel (Whatman n° 3; solvente n° 2) para 

p-rificação total das amostras.

O grau de pureza das amostras foi monitorado por CP ou em cromatografia 

ce partição em camada delgada (celulose) (TLC - celulose) (Hough  & J o n es , 

1962).

Em cada etapa de purificação foram calculados os rendimentos das

a~ostras.

3.5 OBTENÇÃO DO POLISSACARÍDEO NATIVO (PN) DO EXSUDATO

VEGETAL DE Anacardium occidentale

A goma bruta (250 g) foi dissolvida em água destilada (1250 mL), sob 

agitação, em temperatura ambiente. O polissacarídeo foi isolado por precipitação 

ccm etanol em excesso (3 L). Após filtração a vácuo, o precipitado obtido foi 

redissolvido em água destilada, dialisado e então liofilizado para remoção do 

etanol residual (D elg o bo , 1993, com modificações). Obteve-se um rendimento de 

80% de polissacarídeo com relação à goma bruta. O procedimento está mostrado 

na Figura 04.
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G O M A  B R U T A

SOLUÇÃO AQUOSA A 20%, SOB 
AGITAÇÃO EM TEMP. AMBIENTE ,

DISSO LUÇÃO

i
FILTRAÇAO

3000 x g , 10 min.

PRECIPITAÇÃO ETANOL (3 X VOL.)

i
C EN TR IFU G A Ç A O  OU  

FILTRAÇAO

SOBRENADANTE

EVAFORADOR
:OTà ~O R íO, 40°C 

LIOFILIZAÇÃO

PR ECIP ITA D O

REDISSOLUÇAO EM 
ÁGUA DESTILADA, 

DIÁLISE E 
LIOFILIZAÇÃO

O L I G O S S A C A R I D E O S  

E  M O N O S S A C A R Í D E O S

P O L I S S A C A R I D E O  

N A T I V O  ( P N )

Figura 04: Esquema de obtenção dos carboidratos presentes no exsudato vegetal 

de Anacardium occidentale



51

3.6 HIDRÓLISE ÁCIDA PARCIAL DO POLISSACARÍDEO NATIVO (PN) DO 

EXSUDATO VEGETAL DE Anacardium occidentaíe

O polissacarídeo (PN) (5,34 g) foi solubiiizado em água destilada (200 mL), 

e ;  dH ca solução foi ajustado para 1,0 pela adição de solução aquosa de H2S04. 

C colissacarídeo foi mantido a 100°C, por 5 horas. A solução foi neutralizada com 

caroonato de bário (BaC03), e filtrada. O filtrado foi tratado em resina catiônica 

<L:v/ex 50W  x 8. forma H+), novamente filtrado e seu volume foi reduzido sob 

pressão "eduzida. O polissacarídeo parcialmente hidrolisado (PPH) foi obtido por 

precipitação com excesso de etanol. O rendimento foi de 44% (2,35 g). Na Figura 

05 está esquematizado o procedimento acima descrito.

3.7 DEGRADAÇÃO CONTROLADA DE SMITH

3.7.1 Polissacarídeo obtido por hidrólise ácida parcial (PPH)

O procedimento de degradação controlada de Smith foi realizado segundo 

Dyer (1956), G oldstein  et al. (1965), Hay  et al. (1965) e G orin  et al. (1965) e 

está esquematizado na Figura 05.

O polissacarídeo submetido à hidrólise ácida parcial (PPH) (0,6 g) foi 

solubiiizado em 50 mL de água destilada e oxidado com Nal04 (3,0 g) por 24 

horas, a temperatura ambiente, no escuro. Após adição de etilenoglicol (5 mL) e 

diálise, foi feita a redução com NaBH4 (2,0 g), por 3 horas. A mistura foi



ac.dificada com ácido acéíico e diaiisada em água corrente e em água destilada, 

pc: 20 horas cada, respectivamente. Uma alíquota do poliálcool foi utilizada para 

analise em CG-EM. O restante do poliálcool foi submetido à hidrólise ácida parcial 

e r  pH 2,0 (ajustado com H2S 04), por 1 hora, a 100°C, com posterior 

neutralização com BaC03 e filtração. O filtrado obtido foi evaporado e precipitado 

cctí eíanol em excesso, obtendo-se um material insolúvel (0,18 g, 30% de 

rendimento), correspondendo ao polissacarídeo obtido a partir da degradação 

cc-trolada de Smith do polissacarídeo parcialmente hidrolisado (PPHDS1), o qual 

íc caracterizado por CG-EM e espectroscopia de RMN-13C.
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POLISSACARÍDEO NATIVO (PN)

I 1) pH ajustado para 1,0 com solução 
I aquosa de H2S 0 4) 100°C, 5 horas 
| 2) BaC03 e filtração
i 3) Precipitação etanólica

POLISSACARÍDEO parcialm ente  
HIDROLISADO (PPH)

1) Nal04, 2) NaBH4

^  POLIALCOOL

pH 2,0, 1 hora, 100°C

hidrólise total e análise em CG-EM
-------------- ► sobrenadante

■ i r

POLISSACARÍDEO DEGRADADO (PPHPDS1)*

Figura 05: Esquema da hidrólise ácida parcial do PN e do procedimento da 

degradação controlada de Smith do polissacarídeo parcialmente hidrolisado 

(PPH).

* O polissacarídeo PPHPDS1 foi analisado por CG-EM e espectroscopia de RMN, como 

descrito no texto.
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O procedimento de degradação controlada de Smith sequenciada do 

pc. ssacarídeo nativo (PN) está esquematizado na Figura 06.

O polissacarídeo (PN) (6,58 g) dissolvido em água (200 ml_) e mantido com 

urra solução oxidante de Nal04 (20,0 g), por 48 horas, temperatura ambiente, no 

escuro, em seguida tratado com etilenoglicol (5 mL) e dialisado. Foi adicionado 

Nc5H4 (2,0 g) e após 3 horas, a mistura foi acidificada com ácido acético e 

dia sado em água corrente e em água destilada, por 20 horas cada, 

rescectivamente.

Um alíquota do POLIÁLCOOL-1 resultante foi utilizada para determinar sua 

composição, sendo submetida a uma hidrólise ácida total e posteriormente, 

analisada em CG-EM. A fração majoritária restante do POLIÁLCOOL-1 foi 

submetida à hidrólise ácida parcial. A solução foi evaporada até 100 mL, ajustado 

o pH para 2,0 com uma solução aquosa de H2S04, aquecido a 100°C, por 1 hora, 

neutralizado com BaC03 e filtrado. O filtrado foi evaporado até 20 mL e 

adicionado etanol (200 mL) obtendo-se um precipitado, o qual foi dissolvido em 

água destilada, liofilizado e redissolvido em água destilada, e posteriormente, 

filtrado para remoção do residual de BaC03. O filtrato obtido, correspondendo ao 

PDS1, foi liofilizado, analisado por CG-EM (após hidrólise ácida total) e por 

espectroscopia de RMN-13C. O sobrenadante, foi cromatografado em coluna de 

celulose, e a eluição feita com acetona:água (10:1 e 3:1, v/v), obtendo-se uma 

fração (260 mg), a qual foi analisada por cromatografia em papel, mostrando a

3.7.2 Poíissacarídeo nativo do exsudato vegetal de Anacardium occidentale



presença de duas frações com Rf de 0,31 e 1,20.

O polissacarídeo PDS1 (1,56 g), foi submetido a uma segunda degradação 

cc~:rolada de Smith, sendo dissolvido em água destilada (100 mL), a 100°C, por 1 

hcra. e após foi oxidado com adição de NaICU (3,0 g), como descrito 

an:eriormente, obtendo-se o POLIÁLCOOL-2 o qual, após hidrólise ácida total foi 

analisado por CG-EM. O procedimento da hidrólise ácida parcial foi repetido. O 

pc ssacarídeo resultante (PDS2) (0,74 g), obtido por precipitação acetona:etanol 

(1 v/v), foi analisado por CG-EM (após hidrólise ácida total) e por

escectroscopia de RMN-13C. O material obtido do sobrenadante foi de 0,21 g.

O polissacarídeo PDS2 (0,5 g) foi submetido a uma terceira degradação 

ccn:rolada de Smith, obtendo-se o POLIÁLCOOL-3, que após hidrólise e 

denvatização foi analisado por CG-EM, e o polissacarídeo PDS3 (224 mg), que foi 

submetido a análise por CG-EM e espectroscopia de RMN-13C. O sobrenadante 

etanólico formado, após evaporação, foi de 240 mg.
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POLISSA CARÍDEO  NATIVO (PN)

1) N a l0 4, 2) NaBH4

POLIALCOOL-1

nidrólise total e análise em CG-EM
pH 2,0, 1 hora, 100°C

► sobrenadante

POLISSACARÍDEO 1a DEGRADAÇAO (PDS1)*

1) N a !0 4, 2) NaBH4

V
POLIALCOOL-2

nídrólise total e análise em CG-EM

pH 2,0, 1 hora, 100°C

► sobrenadante

POLISSACARÍDEO  2a DEG RADAÇAO  (PDS2)*

1) N a l0 4, 2) NaBH4

POLIALCOOL-3

hidrólise total e análise em CG-EM

pH 2,0, 1 hora, 100°C

► sobrenadante

POLISSACARÍDEO  3a DEG RADAÇAO  (PDS3)*

Figura 06: Esquema do procedimento da degradação controlada de Smith 

seauenciada do polissacarídeo nativo (PN).

* Os poiissacarídeos PDS1, PDS2 e PDS3 foram analisados por CG-EM  e 

espectroscopia de RMN, como descrito no texto.
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3.8 OBTENÇÃO E PURIFICAÇÃO DOS OLIGOSSACARÍDEOS RESULTANTES 

DA HiDRÓLISE ÁCIDA PARCIAL DO POLISSACARÍDEO NATIVO (PN) DO 

EXSUDATO VEGETAL DE Anacardium  occidentaie

Para obtenção dos oligossacarídeos por hidrólise ácida parcial, o 

p: ssacarídeo nativo (PN) (4,12 g) foi soiubilizado em água destilada (150 mL), a 

es:a solução foi adicionado 12,5 mL de TFA 1 M, a qual foi mantida a 100°C, por 

' ~cra. Após isso, o TFA e a água foram removidos por evaporação.

0  hidrolisado redissolvido em água destilada, precipitado com etanol em 

excesso, e o sobrenadante resultante foi fracionado por cromatografia de 

asserção através de um filtro de carvão-celite (terra de infusórios), na proporção 

(1:1. p/pi (40 g) (W histler  & B em iller , 1962a; Lem ieu x , 1962). A eluição foi feita 

com um gradiente descontínuo de água destilada (3 L) e etanol aquoso 30% (2 L). 

A fração obtida da eluição com etanol 30% apresentou um rendimento de 12,8% 

(0.53 g). Esta fração, foi posteriormente, fracionada em CP (Whatman n°3, 

solvente n° 2). •

3.9 DETERMINAÇÃO DA COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DOS 

POLISSACARÍDEOS E OLIGOSSACARÍDEOS

A composição monossacarídica dos polissacarídeos e oligossacarídeos foi 

verificada em CP e quantificada por análise através de CG-EM, precedida da 

hidrólise total da amostra com ácido trifluoracético 2 M, por 8 horas, a 100°C



(G drin et al., 1996) ou com H2S04 0,5 M por 18 horas, a 100°C, com posterior 

recução e acetilação dos produtos da hidrólise (W olfrom  & T h o m p s o n , 1963ab).

3.9.1 Determinação da configuração absoluta dos componentes 

monossacarídicos do polissacarídeo nativo

O polissacarídeo PN foi submetido à hidrólise ácida total, conforme descrito 

nc tem 3.9. A partir do hidrolisado, obteve-se um resíduo que na presença de 

uma soiução de metanol:etanoi (1:1, v/v) forneceu cristais de gaiactose, o qual foi 

araiisado pelo espectro de RMN -13C e por poiarimetria. O sobrenadante 

resultante do processo de cristalização foi fracionado por cromatografia de 

partição em celulose, e a eluição foi feita com acetona e acetona:água (10:1, v/v). 

As frações obtidas foram analisadas por RMN -13C e na forma de derivados 

acetatos dos seus (-)-2-octilglicosídeos por CG-EM. Utilizou-se coluna capilar 

Durowax-4 (30 m x 0.25 mm d.i.), com temperatura programada (40°C/min) de 

50 'C  (durante a injeção) até 230°C (constante) (Gorin  et al., 1985).

3.10 ANÁLISES DE METILAÇÃO DE POLISSACARÍDEOS

Os polissacarídeos (50 mg) foram parcialmente metilados pelo método de 

Haw orth  (1915), o qual permitiu obter produtos solúveis para o meio de reação 

de C iücanü  & K erek  (1985). A metilação foi completa usando o procedimento de 

K uhn et al. (1955). O procedimento completo da metilação será descrito abaixo. 

Antes do processo de metilação, os polissacarídeos foram reduzidos com
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tcroiareto de sódio, à temperatura ambiente, por 12 horas. Posteriormente, à 

sc.ução de polissacarídeo, foi adicionado 3 g de NaOH dissolvidos em 7 mL de 

a ç ja .  e foram feitas 8 adições de sulfato de dimetila (0,27 mL cada), em 

irtervaios de 20 em 20 minutos, sob agitação constante, à temperatura ambiente 

■; -.woRTH, 1915). Após 18 horas, a reação foi interrompida, pelo aquecimento a 

* Z jzC. sob refluxo, por 30 minutos, eliminando o excesso de sulfato de dimetila. 

Ac os o resfriamento, a solução foi neutralizada pela adição de ácido acético 

g acial. sendo, posteriormente dialisada em água corrente por 48 horas, e em 

açoa destilada por 24 horas. A solução de polissacarídeo foi liofilizada e 

soo:netida ao procedimento de metilação descrito por C iu can u  & K erek  (1985). O  

rra;eria! parcialmente metilado foi solubilizado em DMSO, adicionando, 

subsequentemente, NaOH pulverizado e iodeto de metila, agitando-se em vortex, 

por 30 minutos. O material foi dialisado em água corrente, por 48 horas e 

posteriormente liofilizado. O material, então, foi submetido ao procedimento 

descrito por Kuhn et al. (1955). O polissacarídeo foi dissolvido em 

dimetilformamida (3 mL), com adição de iodeto de metila (3 mL) e óxido de prata 

(Ag20) (1 g), a cada 24 horas, sob agitação constante, à temperatura ambiente, e 

na ausência de luz. Decorridas 72 horas, o processo foi interrompido pelo 

acréscimo de diclorometano, sendo a amostra filtrada, evaporada e liofilizada.

3.10.1 Metanólise de produtos O-metilados

Os produtos O-metilados foram submetidos ao procedimento de 

metanólise, sendo refluxados com metanol em HCI 3%, por 3 horas, e depois



neutralizou-se com carbonato de prata, filtrando e lavando o resíduo com acetona, 

sendo o sobrenadante evaporado até a secura (G orin  & Ia c o m in i, 1984). As 

arrs tras foram então hidrolisados com H2S04 1 M, a 100°C, por 18 horas. A 

ne-tralização foi feita com carbonato de bário e o filtrado foi reduzido com NaB2H4 

e acetilado. Os alditóis acetatos parcialmente metilados foram examinados em 

CG-EM. nas colunas OV-225 e DB-210 (30 m x 0,25 mm d.i.). Foram utilizadas 2 

cc:unas. em virtude da sobreposição dos isômeros de Rha, Ara, e Gal. Em OV- 

225. ocorre sobreposição dos isômeros 2,3,5-Me3-Ara (447 s) e 2,3,4-Me3-Rha 

(— 5 ss. e também dos isômeros de 2,4-Me2-Ara (545 s), 3,4-Me2-Ara (542 s), e

2.3 4.6-Me4-Gal (542 s). Sendo possível identificar os derivados 2,5-Me2-Ara (509 

ss. 3.5-Me2-Ara (499 s), e 2,3-Me2-Ara (537 s). Em DB-210, 2,5-Me3-Ara (533 s) e

2.3 4.6-Me4-Gal (533 s) estão sobrepostos. Podendo identificar os derivados 3,5- 

Mez-Ara (519 s), 2,3-Me2-Ara (577 s), 3,4-Me2-Ara (571 s), 2,4-Me2-Ara (558 s), 

2.3.4,6-Me4-Gal (533 s), 2,3,5-Me3-Ara (462 s), e 2,3,4-Me3-Rha (469 s).

3.10.2 Carboxi-redução dos polissacarídeos per-O-metilados

O polissacarídeo per-O-metilado (5 mg) foi dissolvido em tetra-hidrofurano 

seco (0,5 mL) e lítio alumínio deuterado (LiAID4) (2 mg) (L indberg  et al., 1972). 

Após 3 horas, o reagente foi decomposto com excesso de acetato de etila, 

seguido por ácido acético. A mistura foi diluída com excesso de diclorometano, o 

material insolúvel foi removido e a solução evaporada até à secura, 

posteriormente sendo submetido ao processo de metanólise, hidrólise ácida total, 

redução, acetilação e análise em CG-EM.
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3.11 MÉTODOS CROMATOGRÁFICOS

3.11.1 Cromatografia de partição em papel (CP) e em camada delgada (TLC)

Os cromatogramas em papel foram feitos pelo método descendente, em 

parei Whatman n° 1 ou n° 3, para análises analíticas ou preparativas, 

resrectivamente. Para a cromatografia em camada delgada utilizou-se placas de 

a -~iímo revestidas de celulose. Foram utilizados os seguintes tipos de misturas 

de solventes: (Solvente n° 1) n-butanol:piridina:água (5:3:3, v/v); (Solvente n° 2) n- 

bL:anol:piridina:água (1:1:1, v/v); (Solvente n° 3) n-butanol:etanol:água (1:1:1, 

v/v : (Solvente n° 4) acetato de etila:ácido acético:água (2:1:1, v/v) (Hough  & 

JCNES, J .K .N . ,  1962).

Para revelação das crom atografias foram  utilizados os m étodos descrito 

por T r evelyan  et al., (1950), para a detecção dos açúcares com nitrato de prata e 

hidróxido de sódio, e o descrito por Hough  et al., (1950), para a detecção de 

açúcares redutores com  cloridrato de p-anisidina.

3.11.2 Cromatografia líquida gasosa acoplada a espectrometria de massa

(CG-EM)

As análises por CG-EM foram realizadas em cromatógrafo a gás Varian, 

modelo 3300 acoplado a um espectrômetro de massa Finnigan MAT modelo ITD 

800. utilizando uma coluna capilar de OV-225 ou DB-210 (30 m x 0,25 mm d.i.),



acuecico a 50°C durante a injeção e então programada a 4Q°C/min até 220°C

(constante).

3.11.2.1 Preparo das amostras para análise em CG-EM

As amostras (3 a 5 mg) analisadas em CG-EM foram submetidas a 

h oróiise total em TFA 2 M, 100°C, por 8 horas (G orin  et al., 1996) ou em solução 

acuosa de H2S 04 0,5 M, 100°C, por 18 horas. Após a hidrólise com H2S04 a 

sc jção foi neutralizada com BaC03. Uma parte do solvente foi analisado por CP, 

nas condições descritas acima. Outra parte da mistura de monossacarídeos 

cctida foi dissolvida em água destilada e reduzida com NaBH4, por 12 a 18 horas, 

em temperatura ambiente (W olfrom  & T h o m pso n , 1963a). A reação foi 

interrompida pela adição de ácido acético, e a solução foi tratada com resina 

caíiônica (Dowex 50W x 8, forma H+) para remoção dos íons sódio. Após filtração 

a solução foi concentrada sob pressão reduzida e o ácido bórico formado foi 

removido por co-destilação com metanol sob a forma de borato de trimetila 

(Slo n eker , 1972).

Os alditóis obtidos foram acetilados na presença de uma mistura de 

anidrido acético:piridina (1:1 v/v) (W olfrom  & T h o m pso n , 1963b) por 1 h, a 100°C 

(estufa). O processo foi interrompido pela adição de gelo moído ao sistema. Os 

alditóis acetatos foram extraídos com clorofórmio e a fase aquosa foi removida 

utilizando-se uma pipeta Pasteur. A fase clorofórmica foi submetida a sucessivos 

tratamentos com solução aquosa de sulfato de cobre (CuS04) a 2% (p/v), para 

remoção da piridina residual. A eliminação total do cobre remanescente foi feita

62



per lavagens com água destilada da fração clorofórmica (processo repetido 3 

vezes). Então, para promover a desidratação da fase clorofórmica foi feita a 

ac ção de sulfato de sódio anidro, seguida de filtração. Os alditóis acetatos 

cccdos foram evaporados até secura e posteriormente analisados em CG-EM.

3.11.3 Cromatografia de exclusão estérica (SEC) acoplada a mutildetectores

3.11.3.1 Determinação da massa molecular média ponderai em massa (Mw) e 

massa molecular média em número (Mn)

As massas moleculares médias ponderais (em massa e em número) do 

pc :ssacarídeo foram determinadas usando através do método dinâmico de 

difusão de luz no Centre de Recherche sur ies Macromoiécuies Végétales - 

CERMAV, Grenoble, França, (B illm eyer , 1962). A solução aquosa do 

poiisacarídeo a 0,1% (p/v), foi previamente filtrada através de membranas de 

acetato de celulose (Millipore), com tamanho de poro de 0,2 jim, sob pressão. Em 

seguida, a solução polissacarídica foi injetada em cromatógrafo de exclusão 

estérica modelo 150 C ALC/GPC Waters (Milford, Massachussets), com um 

detector de índice de refração diferencial modelo Waters, e um detector de 

difusão de luz em multiângulos (18 ângulos) (633 nm), o qual permite medir a 

intensidade dos feixes espalhados em diferentes ângulos, modelo Dawn DSP-F, 

Wyatt Technology (Saint Barbara, Califórnia, EUA), acoplados em série. O eluente 

utilizado foi uma solução de NaN03 0,1 M com NaN3 a 0,02%, com fluxo de 1 

mL/min e uma pressão de 35 bar. Foram usadas duas colunas de gel-permeação
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S ^dex OH-pack B 804 e B 805 (Showa Denko, Japão), em série. O experimento 

íc realizado a 30°C.

Os detectores de índice de retração e difusão de !uz permitem a 

exrapoiação gráfica da concentração e da massa molecular, respectivamente. A 

ceterminação exata dos valores é realizada através de análise informatizada 

eeirônica. Os programas ASTRA-PC 3,02 e EASI 7,02 (Wyatt Technology) 

ircnitoram os detectores de índice de refração e difusão de luz. Através dos 

cnrnogramas pode-se calcular as massas moleculares médias em massa (Mw) e 

e— lúmero (Mn). O valor obtido para dn/dc (taxa de variação do índice de refração 

c :n  a concentração) foi de 0,136 mL/g.

3.11.4 Cromatografia líquida de alta resolução (HPLC) e derivatização dos 

oligossacarídeos livres por redução com 2-aminobenzamida

Os oligossacarídeos livres obtidos no sobrenadante etanólico (50-100 jug) 

foram derivatizados com 2-aminobenzamida (2-AB) utilizando-se kit da marca 

Sigma (Oxford Glycosystems, Abingdon, Reino Unido), como recomendado pela 

técnica (B igge  et al., 1995). O 2-aminobenzamida é um composto fluorescente 

derivado orto-substituído da anilina. Após a etapa de redução, as amostras foram 

secas em centrífuga a vácuo, ressuspendidas em solução aquosa e usadas 

diretamente para análise em HPLC. O sistema de HPLC consistiu em uma bomba 

de gradiente P2000 (Spectraphysics), um injetor manual (Rheodyne), um detector 

de UV modelo 100 (Spectraphysics), e uma integrador SP4270 (Spectraphysics). 

Utilizou-se a coluna Hypercarb (7 ji,  4,6 mm x 10 cm, Life Sciences International,
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Basrgstoke, Reino Unido) e um gradiente de 2 a 50% de acetonitrila em água 

contendo TFA 0,05% (v/v). A detecção foi monitorada em 330 nm. Essas análises 

fo rar realizadas pelo professor Dr. Christopher Jones, no National Institute for 

Bioicççcai Standards and Control, na Inglaterra.

3.12 MÉTODOS ESPECTROSCÓPICOS DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA 

NUCLEAR DE CARBONO TREZE E PRÓTON (RMN-13C E RMN-1H)

3.12.1 Oligossacarídeos livres

Os oligossacarídeos livres obtidos no sobrenadante etanólico, foram 

anaí sados por RMN-13C e 1H, aiém dos programas de COSY, DQFCOSY (Double 

quantttm fiítered COSY), TNDQFCOSY (Double quantum filtered COSY, com pré 

saturação do solvente) e HMQC em espectrômetro Varian Unity 500 MHz, 

equipado com “probe” de ressonância tripla de 5 mm. Com ressonância em 

500,00 e 125,00 MHz, para os espectros de 1H e de 13C, respectivamente. As 

amostras foram liofilizadas duas vezes com água deuterada (99,9%, Goss 

Scientific, Ingatestone, Reino Unido) e os espectros obtidos a 30°C e usando pré- 

saturação da ressonância de DOH. Utilizou-se o íon acetato (AcO*) (8 1,90 - 1H; 5 

20,5-13C) como referência interna. Essas análises foram realizadas pelo professor 

Dr. Christopher Jones, no National Institute for Biologicai Standards and Control, 

na Ingiaterra.
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3.12.2 Polissacarídeos (PN, PPH, PPHDS1, PDS1, PDS2 e PDS3) e 

oligossacarídeos provenientes de hidróiise ácida parcial

Os espectros foram obtidos usando aparelho BRUKER 400 MHz, modelo 

DRX, a 30°C ou 70°C em D20  usando pré-saturação da ressonância de DOH. 

Corn 'essonância em 400,13 e 100,61 MHz, para os espectros de 1H e de 13C, 

respectivamente. Para o espectro de 13C (a 30°C), o solvente foi D20, exceto para 

os pc.ssacarídeos obtidos na degradação controlada de Smith, para os quais foi 

utilizaso NaOH a 5% (p/v) em D20.

Os deslocamentos químicos foram expressos em 5 ppm, baseando-se no 

padrão de tetrametiisilano (8 = 0).

3.13 ESPECTROMETRIA DE MASSA - ESI-MS (Electrospray-ionisation-mass 

spectrometry)

Para análise da massa molecular dos oligossacarídeos livres presentes no 

exsudato de A. occidentale. Utilizou-se o equipamento Micromass Quattra LC 

duplo quadrupolo. Os espectros foram obtidos no modo íon-negativo, com 

calibração por Csl (iodeto de césio). O solvente de análise foi água destilada com 

ácido fórmico a 0,05% (v/v): acetonitrila (1:1). As amostras foram diluídas em 

água destilada com ácido fórmico a 0,05% (v/v) e em seguida, diluídos em 

acetonitrila, na proporção 1:1. Para a aquisição dos espectros foi utilizado uma 

faixa de massa de 100 a 900 m/z, inter delay scan de 0,10 s em sistema de
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aqu:s cão de data contínuo, tempo de aquisição de 1,60 s a 0,20 s.

3.14 MÉTODOS ESPECTROFOTOMÉTRICOS

3.14.1 Dosagem de açúcares totais

Os açúcares totais foram dosados pelo método do fenoi-ácido suifúrico, 

comc descrito por D ubois  et al., (1956). O princípio deste método, baseia-se na 

açãc co ácido suifúrico sobre o carboidrato, retirando duas moléculas de água, 

forma.cdo o hidroximetilfurfural (para as hexoses) e o furfurai (para as pentoses), 

os o^ais reagem com o fenol formando um complexo colorido que é medido por 

espec:rofotometria, em 490 nm. A sensibilidade deste método é de 8 a 70 pg de 

carboidrato. O açúcar padrão utilizado foi a D-glucose (40 /ig/mL).

3.14.2 Determinação de ácido urônico

Para a dosagem de ácido urônico presente nas amostras foi utilizado o 

método do m-hidroxibifenil descrito por B lu m e n k ra n tz  & Asboe-H ansen, (1973). 

Na técnica, utilizou-se 0,4 mL de amostra, em 2,4 mL de solução de tetraborato 

de sódio (0,0125 M) em ácido suifúrico concentrado, a qual foi aquecida (5 min, 

100°CL e posteriormente adicionado 40 jiL de m-hidroxibifenil (0,15% p/v em 

NaOH 0,5% p/v). Forma-se um cromógeno que apresenta absorção em 520 nm. 

Como o carboidrato produz um complexo colorido na presença da solução de 

tetraborato de Na em H2S 04 (a 100°C), utilizou brancos para cada concentração



de a~  ostra testada, adicionando-se ao sistema 40 pL de NaOH 0,5% p/v, em vez 

da s : jç ã o  de m-hidroxibifenii. As absorbâncias desses brancos foram subtraídas 

da aosorbància total da amostra. A sensibilidade deste método é de 0,5 a 20 pg 

de a : oo urônico. A percentagem de ácido urônico foi calculada a partir de uma 

curva oe caiibração, utilizando concentrações de 1 a 20 pg de ácido D-glucurônico 

(fo rira  Nah

3.14.3 Determinação de proteína

4s aosagens de proteínas foram  fe itas pelo m étodo de B radford  (1976), 

utiliza-do-se  a a lbum ina do soro bovina como padrão. O método baseia-se no 

princ:a;o da formação de um complexo pela ligação do corante (Coomassie 

Brillian: Blue G-250) a proteína. Este complexo apresenta um alto coeficiente de 

extinção levando à alta sensibilidade do método. A ligação do corante à proteína é 

um processo muito rápido (2 min) e este complexo permanece disperso em 

solução por aproximadamente 1 hora. A leitura do complexo formado é realizada 

em 595 nm. A sensibilidade do método vari.a de 1 a 100 pg de proteína. Para 

dosagem de proteína, utilizou-se 100 pL de uma solução de polissacarídeo (10 

mg/mL) e 1 ml_ do corante.

3.15 POLARIMETRIA

A rotação específica foi determinada em polarímetro RUDOLPH RES. 589, 

a 25~C. utilizando soluções de amostra de 0,3 a 0,6% (p/v) em água destilada,
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exce :: para os polissacarídeos de degradação controlada de Smith, no qual o 

solve^ie foi água destilada contendo NaOH a 3% (p/v). Os valores experimentais 

do â-gu io  de desvio da luz plano-polarizada, a  (°), fornecidos pelo aparelho, 

fo ra r  utilizados para o cálculo da rotação óptica específica, [a ]D25° das soluções, 

c o n íc m e  a equação (Ew in g , 1972).

a
[a h -"' = x 100

•" Lc

Onde L = comprimento do caminho óptico (dm) 

c = concentração da soiução (g%)

3.16 MÉTODOS ANALÍTICOS ELEMENTARES

a) As pesagens foram realizadas em balanças analíticas Mettler Toledo, 

modelo AB204, e Sauter, modelo KGD-7470.

b) As evaporações sob pressão reduzida foram realizadas em evaporador 

rotatório, a vácuo (pressão reduzida), FISATOM 803, em banho-maria com 

temperatura inferior a 40°C.

c) As medições de pH foram realizadas em potenciômetro Micronal, modelo

B374.

d) Para as determinações espectrofotómetricas foram utilizados os 

aparelhos da marca TECNAL (modelo DME-21) e HITACHI (modelo U-2001).

e) As centrifugações foram feitas em centrífugas Beckman, modelo GS-15 

(9.000 r.p.m., temperatura ambiente).
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f) As diálises foram feitas em tubos de celulose benzoiiados (limite de 

exciusão molecular de 14.000).

g) As liofilizações de soluções ocorreram em aparelhos Cryoliser (New 

Brunswick Scientific Co. Inc.) e Edwards.
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO



4.1. CARBOIDRATOS DE BAIXA MASSA MOLECULAR PRESENTES NO 

EXSUDATO DE Anacardium  occidentaíe L. (CAJUEIRO)

4.1.1 Quantificação dos monossacarídeos livres presentes no exsudato de

A. occidentaíe

Como mostrado, anteriormente, na Figura 04 (página 50), após a extração 

aqucsa e a precipitação etanólica do exsudato vegetal de A. occidentaíe, obteve- 

se u r  soorenadante com 0,87% de rendimento em relação a goma bruta. Em 

croma:ografia de partição em papel, foi verificada que este sobrenadante 

apresenta-se como uma mistura de mono- e oligossacarídeos, conforme 

observado na Figura 07 (página 74).

A goma foi dissolvida em água, contendo boroidreto de sódio com o 

objetivo de alcalinizar o meio (pH 12). Em outro experimento a goma foi dissolvida 

em água na ausência de boroidreto de sódio, sendo que esta solução apresentou 

um pH de 5,5 a 6,0. Posteriormente, em ambos experimentos, foi adicionado 

boroidreto de sódio na etapa de redução dos monossacarídeos livres. A 

quantidade de monossacarídeos, determinada como alditóis acetatos por CG-EM, 

foi semelhante nos dois experimentos realizados, sendo 0,005% de ramnose, 

0,03% de arabinose, 0,007% de manose, 0,03% de galactose e 0,02% de 

glucose. Indicando que nos pH testados, não foi verificada variação da quantidade 

de monossacarídeos presentes no exsudato em estudo.
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4.1.2 Purificação e determinação da composição monossacarídica dos 

componentes de baixa massa molecular presentes, livremente, no exsudato

de A. occidentale

O sobrenadante etanóiico (2,175 g) obtido a partir da extração aquosa da 

gom a do cajueiro (250 g), foi submetido a uma cromatografia de adsorção em 

caivá:-terra de infusórios, e eluído em água destilada (fração A), etanol aquoso 

30% 'ração E30%) e 50% (fração E50%). Obteve-se um rendimento, em relação 

ao sccrenadante etanóiico, de 44,2% (797 mg), 43,3% (781 mg) e 12,5% (226 

m g). :as frações A, E30% e E50%, respectivamente. Os rendimentos das frações 

A, E3I% e E50% calculados, em relação à goma nativa, foram de 0,32%, 0,31% e 

0,09%. O rendimento total da cromatografia de adsorção em carvão-terra de 

infuscrios. foi de 83%, em relação ao sobrenadante etanóiico.

O perfil cromatográfico das frações obtidas pela coluna de carvão-terra de 

infusórios do sobrenadante etanóiico do exsudato do cajueiro é mostrado na 

Figura 07.
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Figura 07: Perfil cromatográfico* das frações obtidas em cromatografia de 

adsorção em carvão-terra de infusórios do sobrenadante etanólico do exsudato do 

cajueiro.

* cromatografia de partição em papel (Whatman n° 1), solvente n° 2, revelador cloridrato 
de p-anisidina, tempo de corrida 24 horas. A- fração eluída com água destilada; E30%  - 
ração eluída com etanol aquoso 30%; E50% - fração eluída com etanol aquoso 50%; P- 
rões de acúcares.



Em virtude, do perfil cromatográfico da fração A, mostrando a presença de 

moncssacarídeos livres e um componente com R |act de 0,83 (calculado em CP, 

solvente n° 2), optou-se em submete-lá a CP preparativas e semí-preparativas 

(Wha:man n°3, solvente n-butanol:piridina:água, 1:1:1, v/v - solvente n° 2), com o 

objervo de purificar este componente, denominado de fração Fo,83- A pureza 

desta fração foi observada em cromatografia de camada delgada em celulose 

(TLC-:elu!ose), mostrada na Figura 08 (página 76). Os resultados obtidos para 

esta 'ração, em relação ao rendimento, R iact em diferentes solventes e a 

comccsição monossacarídica, estão mostrados na Tabela III (página 77).

Pelo perfil cromatográfico das frações E30% e E50%, observando-se vários 

comccnentes com R |act entre 0,82 a 0,32 (CP, solvente n° 2 ) ,  submeteu-se essas 

frações, separadamente, à cromatografia de partição em coluna de celulose. A 

eluição foi feita com acetona:água, nas proporções 7:1, 4:1, 3:1 e 5:2 e as frações 

obtidas com os diferentes solventes de eluição, foram monitoradas por CP 

(solvente n° 2).

Os rendimentos calculados para as colunas em celulose das frações E30% e 

E50% foram de 33,55% e 13,30%, respectivamente, em relação ao peso das 

frações E30% e E50% obtidas pela cromatografia de adsorção em carvão-terra de

infusórios.

As frações obtidas a partir das colunas de celulose, que apresentaram um 

perfil cromatográfico semelhante, foram reunidas, e então submetidas a CP semi- 

preparativas e preparativas (Whatman n° 3, solvente n° 2), para obter as frações 

purificadas.

A pureza das frações purificadas por CP preparativas e semi-preparativas,
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foi verificada em TLC-celulose, utilizando-se diferentes solventes. Na Figura 08 

está mostrado o perfil cromatográfico, em TLC-celulose, dessas frações utilizando 

o solvente n° 2. As frações obtidas foram denominadas de F0)82> Fo,79 e 0,70. F0,5o e 

Fo,32, de acordo com seus Riact obtidos em cromatografia em papel (Whatman n° 

1, solvente n° 2).

lac
Gal

# lac
GalpAc 0,92 0,92 °»92 GalpAc

0,74-0,67

1 2 3 4 5  6 7  8 9  [K f|2 i3

GalpAc K:> s** ^ í E ;“‘íf.' r ”- » ' • x ; > ’>^GalpAcih- /; r r 5Ífe-

m  © ©

(A ) (B )

Figura 08: Perfil cromatográfico*, em cromatografia de camada delgada em 

celulose (TLC - celulose) das frações Fq^. Fo,82> Fo,7 9 eo,70> Fo,5o e Fo,32-

* Solvente n° 2; revelador: cloridrato de p-anisidina, tempo de corrida: 1 hora. Placa (A): 1 - 
lactose; 2 - ácido galacturônico; 3 - gaiactose; 4 - F0i83; 5 - F0,79 e 0,70! 6 - F0,82 : 7 - F0,82; 8 - ácido 
galacturônico; 9 - lactose. Placa (B): 1 - lactose; 2 - ácido galacturônico; 3 - F 0i50; 4 - F0>5o; 5 - F0i32; 
6 - F0,50; 7- Foi50; 8 - Fo,32; 9 - ácido galacturônico. Observação importante: Nas placas estão 
mostrados os R|ac» calculados para as diferentes frações em TLC, solvente n° 2.

Os resultados obtidos para estas frações purificadas, em relação ao 

rendimento, R iact em diferentes solventes e a composição monossacarídica, estão

mostrados, a seguir, na Tabela III.



Tabela III: Rendimentos, Riact e composição monossacarídica das frações obtidas após o procedimento de 

pmificação dos caiboidratos do baixa massa moleculai do sobiunadanlo ulanolico do uxsudato vuyutal du 

A. occidentale

Frações Rendimento (%) *

em CP, 

solv. 2

D  * *
rllact 

em CP, 

solv. 3

em TLC, 

solv. 2

Açúcares constituintes (moles %) 

Ara Gal Glc Rha Xyl Aldo

•kic-k

Uro

Fo,83 0,05% (120 mg) 0,83 1,0 0,92 tr. 100 - - tr. - -

^0,82 0,003% (12mg) 0,82 0,93 0,92 11,4 82,6 - - 6,0 - -

F0,79 e 0,70 0,008% (20 mg) 0,79 e 0,97 0,74 e n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

0,70 0,67

Fo,50 0,01 % (25 mg) 0,50 0,77 0,58 3,0 90,0 4,0 tr. 3,0 + +

Fq,32 0,008% (20 mg) 0,32 0,66 0,44 20,0 80,0 tr. tr. - + +

* Rendimento calculado em relação a goma bruta. Entre parênteses estão as quantidades obtidas em mg.
** Cálculo do Riact -> distância (cm) amostra + distância (cm) lactose. Em cromatografia em papel (CP) ou cromatografia em 
camada delgada - celulose (TLC), utilizando os solventes: n-butanol:piridina:água, 1:1:1 (v/v) (solv. n° 2) ou n- 
butanol:etanol:água, 1:1:1 (v/v) (solv. n° 3).
*** Resultados obtidos após hidrólise total e análise em CG-EM (coluna OV-225), com excessão do ácido aldobiurônico (aldo) e 
ácido urônico (uro), os quais foram detectados por CP. tr. < 1,0. n.d. -> não determinado.



Os resultados sobre a determinação da composição monossacarídica das 

frações obtidas, tanto por PC, como por CG-EM, mostraram, que o 

morcssacarídeo majoritário encontrado nas frações foi a galactose. Além disso, 

por CP, observou-se que as frações Fo,so e Po,32. apresentavam ácido urônico 

comc açúcar constituinte. A fração Fo,83> apresentou-se constituída principalmente 

por galactose e traços de arabinose e xiiose.

A presença de arabinose e xilose nas amostras analisadas, poderia ser 

proveniente de possíveis contaminações de celulose, em virtude disso, todas as 

frações foram ressolubilizadas em água destilada e centrifugadas (em 

micr::entrífuga), obtendo-se um sobrenadante límpido e um precipitado residual 

de ce.ulose.

A pureza das frações F0i83 , F0,82, F0i79 e o,70> F0,5o e F0i32 foi verificada 

tambem, por HPLC, na forma de seus 2-aminobenzamida derivados. Os 

resuitados obtidos das análises em HPLC das frações purificadas estão, 

sumarizados, na Tabela IV.

Tabela IV: Análise em HPLC das frações purificadas Fo)83 , Fo,82> Fo,7 9 eo,70> Fo.so 

e Fq,32 na forma de seus 2-aminobenzamida derivados
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Frações Picos obtidos* Rendimento (%) 2-AB livre*

Fo,83 @ Fo,82 31,3 90 18,8

Fq.79 e 0.70 34,5 21 18,9
36,2 65

Fq.50 29,1 63 18,7
35,3 22

Fq.32 30,4 11 18,6
37,3 80

* em tempo de retenção em minutos; 2-AB: 2-aminobenzamida.



A Tabela IV mostra que a análise em HPLC das frações Fo,83 e F0)82 

apresenta um pico principal com mesmo tempo de retenção, correspondendo a 

90% da amostra total, indicando que estas frações seriam homogêneas e 

semelhantes. Esses dados coincidem com os obtidos para a composição 

monossacarídica, observando-se que nessas duas frações, a galactose 

apresenta-se como constituinte majoritário. Os resultados obtidos da análise em 

HPLC das frações F079 e 0,70 e F0,5o demonstraram que estas frações são 

heterogêneas. A fração F0j32 apresentou um pico principal com 80% de 

rendimento. Os perfis das análises em HPLC obtidos para cada fração serão 

mostrados e comentados nos itens posteriores.

As frações F0i83> F0,82> F0,79 e 0,70, F0,5o e F0)32 foram caracterizadas por 

vários métodos de RMN, utilizando-se a seguinte estratégia geral para 

caracterização de oligossacarídeos:

1) Obtenção pelos espectros monodimensionais de 1H e 13C, informações em 

relação a pureza, 0 número de unidades sacarídicas, a configuração anômerica 

das unidades constituintes, bem como a presença de substituintes não glicídicos;

2) Atribuição, tanto quanto possível, dos assinalamentos obtidos nos espectros de 

1H e 13C, (utilizando-se dados de literatura relacionada);

3) Utilização das técnicas bidimensionais de RMN, de correlação [1H-1H], como 

COSY, DQFCOSY (ou TNDQFCOSY) e TOCSY para os assinalamentos dos 

protóns e de correlação [1H-13C], como, HMQC para os assinalamentos dos 

carbonos. Pode-se obter os assinalamentos dos protóns pelo espectro de HMQC 

quando conhecidos os dos carbonos;

4) Obtenção das informações dos tipo de ligações e da seqüência das unidades
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sacarídicas através dos experimentos de correlação [1H-1H] como ROESY e [1H- 

13C] como HMBC.

Essas frações foram também analisadas por espectrometria de massa 

(ESI-MS), para obtenção das respectivas massas moleculares.

4.1.3 Caracterização estrutural da Fração Fo,83

O perfil do cromatograma obtido pela análise em HPLC da fração Fo,83. na 

forma 2-aminobenzamida derivado, apresentou um pico principal com tempo de 

retenção de 31,3, com 90% de rendimento, e está mostrado na Figura 09.

Figura 09: Perfil de eluição* obtido em HPLC, da fração Fo,83 na forma do 

derivado 2-aminobenzamida.

* tempo de retenção em minutos; 2-AB livre (2-aminobenzamida).

2-AB
18,8 31,3



O espectro de RMN de 13C (Figura 10), desta fração, apresentou 19 sinais, 

sendo característico de um ap-dissacarídeo (máximo teórico 24 sinais), 

constituído de gaiactose, de acordo com a composição monossacarídica.

Os sinais foram assinalados baseando-se nos dados de RMN-13C obtidos 

por O donm azig  et al. (1994), que isolaram um dissacarídeo p-D-Galp-(1->6)-aP-D- 

Galp, a partir de hidrólise ácida parcial da arabinogaiactana isolada de madeira de 

Larix dahurica L. e também os valores obtidos por Delgobo  et al. (1998), que 

também isolaram o mesmo dissacarídeo por hidrólise ácida parcial a partir do 

polissacarídeo do exsudato vegetal de Anadenanthera colubrina.

Na região de C-1, foram obtidos os sinais em 6 103,6 > 103,7 

característicos para unidade p-D-Galp não redutora, e em ô 96,8 e 92,8 para p-Gal 

e a-D-Galp (unidade redutora), respectivamente. A unidade p-D-Galp (não 

redutora), apresenta dois sinais (em 8 103,6 > 103,7), que são influenciados pela 

unidade redutora de gaiactose (p e a). A padronização dos deslocamentos para a 

unidade de D-galactose redutora foi feita de acordo com G orin  & M azurek  (1975) 

e D elgobo  et al. (1998), sendo 8 92,8 e 96,8, para os anômeros a e p, 

respectivamente.
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Figura 10: Espectro de RMN - 13C (125 MHz) da fração F0,83, em D20, a 30°C. 

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 5 ppm.



Para a unidade não redutora, na região de C-2 a C-5, foram assinalados 

os sinais em 8 71,3 (C-2), 73,15 (C-3), 69,1 (C-4), 75,6 (C-5). Em região de 

campo mais alto, apenas um sinal em 8 61,5, assinalado para o C-6 não 

substituído da galactose. Para a atribuição do sinal em 8 69,1 do C-4, considerou- 

se a intensidade do sinal em relação aos outros sinais atribuídos, em virtude de 

que nas literaturas citadas (O donm azig  et al., 1994; D elgobo  et a/., 1998), não 

estabeleceu-se este assinalamento.

Para unidade redutora, na região de C-2 a C-5, foram assinalados para (3- 

Galp, os sinais em 8 72,3, 73,11 e 74,2, para C2, C3 e C5, respectivamente. O 

assinalamento para C4 foi atribuído em 8 69,3, considerando a intensidade deste 

sinal, com relação aos outros sinais desta unidade. Para o C-6 O-substituído foi 

atribuído o sinal em 8 69,54 utilizando os resultados obtidos por Delgobo  et al. 

(1998). Ocorreu um deslocamento para campo mais baixo do C-6 da galactose, 

mostrando a presença de ligação do tipo (1 —>6) (A dinolfi et al., 1991). De acordo 

com O donmazig  et al. (1994) foram assinalados os mesmos sinais para o C-3 das 

unidades de (3-galactose não redutora e redutora. Porém, neste trabalho pode-se 

distinguir os sinais de C-3, em 8 73,15 e 73,11 para as unidades de p-galactose 

não redutora e redutora, respectivamente, considerando a intensidade destes 

sinais.

Para a unidade de a-Galp, atribuiram-se os sinais em 8 68,8 para o C-2 e 

em 8 69,81 para o C-6 O-substituído, este último de acordo com a literatura citada 

(Delgobo et al., 1998). O sinal em 8 69,78 foi atribuído para o C-5, porém, 

utilizou-se os dados obtidos com os espectros de 1H, DQFCOSY e HMQC,
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mostrados adiante. Os sinais com mesma itensidade em 6 69,73 e 69,4 

correspondem aos C-3 e C-4, porém, não estabeleceu-se os assinalamentos 

definitivos, mesmo utilizando os outros experimentos de RMN.

O espectro de RMN-1H (Figura 11), desta fração, mostrou na região de H-1, 

os assinalamentos para as unidades redutoras de a-D-Galp, em Ô 5,27 (J 4,0 Hz) 

e de p-D-Galp, em ô 4,60 (maior do que o anômero a) (J 8,0 Hz).
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Figura 11: Região de H-1, do espectro de RMN-1H (500 MHz) da fração Fo,83, em 

D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em S ppm.



Utilizando-se do experimento de RMN bidimensional, a espectroscopia de 

correlação do tipo DQFCOSY, pode-se assinalar os deslocamentos de H-2 

(Figura 12). O espectro de 2D de DQFCOSY baseia-se no acoplamento (escalar) 

homonuclear dos prótons existentes na molécula.
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Figura 12: Espectro de RMN de correlação DQFCOSY [1H-1 H] da fração Fq̂ ,  em 

D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em ô ppm. A: a-D-Galp; B: p-D-Galp; C: p- 

D-Galp-(1^.



Neste espectro, pode-se assinalar 2 prótons acoplados de forma escalar 

por vez (Byrd  et a i, 1987) isto é, partindo de H-1 na diagonal central do espectro 

obtêm-se o assinalamento de H-2 desta unidade, posteriormente de H-3 (quando 

possível). Em virtude de sobreposições dos sinais, tem-se dificuldade na 

atribuição dos assinalamentos de H-4, H-5 e H-6.

Para as unidades redutoras de a-D-Galp, partindo-se de H-1 em 8 5,27 (na 

diagonal central) tem-se o assinalamento em 8 3,80 para H-2, do mesmo modo 

que para a unidade de p-D-Galp, onde a partir de ô 4,60 obtêm-se o deslocamento 

para H-2 em 8 3,49. Para unidade não-redutora partindo dos H-1 em 8 4,45 e 

4,44, foram assinalados os sinais de H-2 em 8 3,54 e 3,55. Os sinais para H-3 e 

H-4 não foram assinalados por este espectro devido a sobreposições.

O sinal de H-5 da unidade redutora a-D-Galp foi assinalado em 8 4,28, a 

partir do espectro de protón de acordo com dados da literatura (Jones, c ., 1994). 

Os sinais de H-5 aparecem como quadruplete, em virtude do acoplamento com os 

sinais de H-6. A partir do assinalamento de H-5 (8 4,28) da unidade redutora a-D- 

Galp, foi possível determinar os assinalamentos de H-6 e H-6’, em 8 4,05 e 3,84, 

respectivamente. Estas correlações estão mostrados no espectro.

Os assinalamentos para os sinais de prótons foram confirmados e 

assinalados, a partir dos valores já conhecidos das ressonâncias de 13C, por outro 

experimento de correlação de RMN bidimensional HMQC, mostrado na Figura 13.
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H-2 3.49
C-2 72.3 H-2 3.52
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C-5 69,78
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Figura 13: Espectro de RMN de correlação HMQC [1H-13C] da fração Fo,83, em 

D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 5 ppm. A: a-D-Gaip; B: (3-D-Galp; C: (3- 

D-Galp-(1-*.



O método HMQC fundamenta-se no acoplamento escalar existente entre 

hidrogênio diretamente iigado ao carbono. Os picos de correlação verificados 

indicam os hidrogênios (eixo verticai-abcissas) e carbonos (eixo horizontal-

ordenadas) correspondentes. Os deslocamentos dos prótons correspondem a

média dos dupletes.

Para as unidades redutoras, o deslocamento químico para a-D-galactose, 

em 8 92,8, para C-1, relaciona-se com o deslocamento para H-1 em 5 5,27, e para 

p-D-galactose, em 8 96,9 (C-1), correlaciona-se com o sinal em 8 4,60 (H-1). O 

deslocamento químico em 8 103,6, correspondente ao C1 da unidade de (3-D- 

galactose não-redutora, correlaciona-se com o assinalamento de H-1 em 8 4,44.

Em outra região ampliada do espectro de HMQC, foram correlacionados os 

seguintes sinais, para unidade não redutora de (3-D-Galp, em 8 71,3 (C-2) para 8 

3,52 (H-2), em 8 73,1 (C-3) para 3,65 (H-3), em 8 75,6 (C-5) para 8 3,68 (H-5).

Para unidade redutora de p-D-Galp, as correlações entre os sinais em 8

72,3 (C-2) para 8 3,48 (H-2), em 8 73,1 (C-3) para 8 3,65 (H-3), em 8 74,2 (C-5) 

para 8 3,88 (H-5). Tem-se sobreposição dos sinais do C-3 da unidade p-galactose 

não redutora e redutora, como foi apresentado no espectro de 13C, os sinais 

próximos em 8 73,15 e 73,11, para as respectivas unidades.

Para a unidade a-D-Galp, correlacionou-se o sinal em 8 68,8 (C-2) com o

sinal em 8 3,79 (H-2). Além disso, a partir do sinal em 8 4,25 (H-5) obteve-se o

sinal em 8 68,78 para o C-5. As correlações estão mostradas no espectro (Figura 

13).

Não foi possível obter, em virtude das sobreposições, as correlações de C-
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4/H-4 para unidade de p-galactose não redutora, as de C-4/H-4 e de C-6/H-6 para 

unidade redutora. E para unidade redutora de a-galactose as correlações de C- 

3/H-3, C-4/H-4 e C-6/H-6.

De acordo com os assinalamentos obtidos por RMN da fração Fot83, 

concluiu-se sua estrutura como sendo um dissacarídeo: p-D-Galp-(1-»6)-D-Galp.

Na Tabela V, estão relacionados os assinalamentos para fração Fo,83 

obtidos pelos espectros de RMN de 13C e 1H 1D e 2D.

Tabela V: Assinalamentos (em ô ppm) da fração F0i83 obtidos pelos espectros de 

RMN de 13C e 'H.

[D] [A]

(3-D-GaIp-(1 ->6)-a-D-Galp

[C] [B]

P-D-Galp-(1 ->6)-|3-D-Galp

89

Unidades H1/C1 H2/C2 H3/C3 H4/C4 H5/C5 H6/C6 H6'

[A] — » 6)-a-D -G alp 5,27

92,8

3,80

68,8 69,73 

ou 69,4

69,73 

ou 69,4

4,28

69,78

4,05

69,81

3,84

[B] ->  6)-p-D-G alp 4,60

96,9

3,49

72,3

3,65

73,11 69,3

3,88

74,2 69,54

[C] p -D -G a lp -(1 ^ 4,45

103,6

3,53

71,3

3,65

73,15 69,1

3,68

75,6 61,5

CD] p-D-Galp-(1-> 4,44

103,7

3,55



A fração Fo,82 foi analisada por espectrometria de massa - ESI-MS (modo 

negativo), obtendo-se, como mostrado no espectro (Figura 14), o pico do íon 

molecular de massa 341,2 m/z, correspondente à m/z de duas unidades de 

hexoses e um pico com massa de 179 m/z, corresponde a uma unidade de 

hexose (- 1 hidrogênio). A partir deste espectro pode-se mostrar também a pureza 

desta fração e a presença de um dissacarídeo, confirmando os dados obtidos na 

análise em HPLC e das análises de RMN.
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Figura 14: Espectro de espectrometria de massa - ESl-MS da fração Fo,83-



A partir dos resultados obtidos para a fração Fo,82> concluiu-se que esta 

fração corresponde ao dissacarídeo p-D-Galp-(1-^6)-D-Gaip-, sendo idêntica a 

fração Fo,83, em virtude de apresentar:

1) A galactose como monossacarídeo constituinte;

2) Rlact próximos ou idênticos, calculados em diferentes solventes;

3) Um perfil semelhante em HPLC, com um pico principal com tempo de retenção 

em 31,3 minutos, correspondendo a 90% da amostra total;

4) Um espectro de RMN-1H idêntico, mostrando na região de próton anomérico os 

sinais para as unidades redutoras de a-D-Galp, em ô 5,27 (J 4,0 Hz), e de p-D- 

Galp, em ô 4,60 (J 8,0 Hz). E para unidade não-redutora os sinais em 5 4,45 (J 

8,0 Hz) e 4,44 (J 8,0 Hz).;

5) Um espectro de espectrometria de massa - ESI-MS (modo negativo) idêntico, 

tendo como principais picos de íons massa de 341,2 m/z e 179,0 m/z.
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4.1.4 Caracterização estrutural da Fração Foj9 eo.70

O perfil do cromotograma obtido peia análise em HPLC da Fração Fçjjg e 

o,7o na forma 2-aminobenzamida derivado, apresentou dois picos principais, com 

tempo de retenção (em minutos) em 34,5 e 36,2, correspondendo a 21% e 65%, 

respectivamente, da fração analisada, como mostrado na Figura 15.

2-A B
18,9

i

Figura 15: Perfil de eluição* obtido em HPLC da fração F0,79 e ojo na forma do

derivado 2-aminobenzamida.

* tempo de retenção em minutos; 2-AB livre.



A determinação da composição monossacarídica desta fração não foi 

realizada, em virtude, do seu perfil cromatográfico, o qual apresentou-se como 

duas manchas em CP e TLC-celulose (solvente n-butanoi:piridina:água, 1:1:1). 

Pelos dados obtidos no HPLC e pelos R|act obtidos em CP e TLC celulose, 

poderia-se afirmar que esta fração era heterogênea.

A análise da fração Fo,7 9 eo,70> por espectroscopia de RMN-13C (Figura 16), 

mostrou um espectro com os maiores sinais idênticos ao do obtido para o 

dissacarídeo a-L-Rhap-(1->4)-ocp-D-GlcpA, isolado e caracterizado por Delgobo  

et al. (1998), a partir do exsudato vegetal de Anadenanthera colubrina. A 

caracterização estrutural deste dissacarídeo foi realizada pela técnica de RMN, 

utilizando os espectros de 13C, 1H, COSY, TOCSY, HMQC, ROESY e HMBC e 

também, a partir dos dados obtidos na caracterização estrutural do trissacarídeo 

a-L-Rhap-(1->4)-|3-D-GlcpA-(1^6)-ap-D-Galp (D elgobo  et ai, 1998).

O espectro de RMN-13C (Figura 16), apresentou na região de C-1, 3 sinais, 

indicando a presença de um dissacarídeo, em ô 101,1, 96,3 (>) e 92,4 (<), 

assinalados para a-L-Rhap, p-D-GIcpA e a-D-GIcpA, respectivamente.

Os sinais em campo mais baixo, da região de C-2 a C-5 foram assinalados 

para C-4 da unidade redutora de ap-D-GIcpA, em ô 80,0 (a, <) e em 79,6 (P, >), 

indicando ligação do tipo (1—>4). Para esta unidade, foram assinalados os sinais 

para o anômero a, em 6 72,0 (C-2), em 71,8 (C-3), em 72,3 (C-5). Para o 

anômero p, foram assinalados os sinais em ô 74,8 (C-2), em 74,7 (C-3) e em 76,8 

(C-5). O sinal em Ô 174,4 foi atribuído para COOH (C-6) da unidade de GlcpA, 

porém não está mostrado no espectro (Figura 16).
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Figura 16: Espectro de RMN-13C (125 MHz) da fração F0i79 e o,7o» em D20, a 30°C. 

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 8 ppm.



Para unidade terminai de a-L-Rhap foi assinalado, em campo mais alto do 

espectro, o sinal característico para C-6 (CH3) em 5 16,8. Os sinais da região de 

C-2 a C-5 foram assinalados, em ô 70,7 (C-2), 70,4 (C-3), 72,3 (C-4) e em 69,4 

(C-5). Tem-se sobreposição dos sinais para de C-4 da ramnose e C-5 da unidade 

redutora a, também por D elgobo  et al. (1998).

O sinal em Ô 20,5 corresponde ao grupo metila do AcO', utilizado como 

padrão interno.

No espectro de RMN-13C, observa-se a presença de alguns sinais, com 

menor intensidade, em ô 76,5; 76,0; 74,4; 73,0; 72,4; 72,2; 72,1; 71,7 e 68,9, os 

quais não foram assinalados. Estes sinais confirmam, novamente que esta fração 

não apresentava-se homogênea, como verificado por CP e HPLC. Apesar da 

heterogeneidade desta fração, foram considerados os sinais com maiores 

intensidades, para determinar os assinalamentos dos carbonos, das respectivas 

unidades.

Os deslocamentos dos carbonos foram utilizados para determinar os 

assinalamentos dos prótons, pelo espectro de correlação do tipo HMQC.

No espectro de RMN-1H desta fração (Figura 17), observa-se os sinais, de 

H-1, para as unidades redutoras de D-GIcpA, em ô 5,24 (J 3,2 Hz), para anômero 

a e em ô 4,64 (J 6,4 Hz), para o anômero [3. Para unidade terminal de a-D-Rhap o 

sinal em Ô 4,73 (J 0 Hz). Em campo alto, tem-se o sinal em Ô 1,25 (J 5,2 Hz), 

correspondente ao H-6, desta unidade (não está mostrado no espectro).
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em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 5 ppm.

O espectro RMN-1H bidimensional de correlação do tipo TNDQFCOSY, 

(Figura 18), pode-se assinalar os deslocamentos de H-2 das unidades redutoras 

de a-D-GIcpA, partindo-se de H-1 em 8 5,24 (na diagonal central) tem-se o 

assinalamento em 8 3,61 para H-2. Por este espectro não foi possível obter os 

assinalamentos dos outros prótons. Para a unidade de p-D-G!cpA, partindo de 8 

4,64 obtêm-se o deslocamento para H-2 em 8 3,31. Tem-se a correlação de H-2 

(3,31) com o sinal em 8 3,56 (H-3), e de H-3 (3,56) com o sinal em 8 3,56 (H-4).
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H -4 3 ,4 3  
H -5 4 ,0 3

[G4/5]

[G1/2]

H-1 4 ,73  
H -2 3.94

H*3 3,78 
H-4 3,43

[F2/3]
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Figura 18: Espectro de RMN de correlação TNDQFCOSY [1H-1H] da fração Fot79 e 

o,7o> enn D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em § ppm. E: oc-GIcpA; F: p-GIcpA; G: a- 

Rhap-(1->.



Para unidade terminai, partindo do H-1 em 8 4,73 tem-se a correlação com 

H-2 em 8 3,94. Obtendo-se, os deslocamentos para H-3, H-4 e H-5, em 8 3,78,

3,44 e 4,03, respectivamente.

Pelo experimento de RMN de correlação 1H-13C bidimensional, HMQC, 

mostrado na Figura 19, confirmaram-se os deslocamentos até então obtidos, e 

foram assinalados outros sinais.

Para as unidades redutoras, o deslocamento químico para a-D-GIcpA, em 8

92.4 para C-1, relaciona-se com o deslocamento para H-1 em 8 5,23, e para p-D- 

GlcpA, em 8 96,3 (C-1), correlaciona-se com o sinal em 8 4,64 (H-1). O 

deslocamento químico em 8 101,1, correspondente ao C1 da unidade terminal de 

a-ramnose, correlaciona-se com o assinalamento de H-1 em 8 4,73.

Com outra região ampliada do espectro de HMQC, foram correlacionados 

os seguintes sinais, para unidade terminal de a-Rhap, em 8 70,7 (C-2) para 8 3,93 

(H-2), em 8 70,4 (C-3) para 3,76 (H-3), em 8 72,3 (C-4) para 8 3,43 (H-4), em 8

69.4 (C-5) para 8 4,03 (H-5).

Para unidade redutora de p-D-GlcpA, as correlações entre os sinais em 8 

74,8 (C-2) para 8 3,33 (H-2), em 8 74,7 (C-3) para 8 3,56 (H-3), em 8 79,6 (C-4) 

para 8 3,56 (H-4), em 8 76,8 (C-5) para 8 3,75 (H-5). Tem-se sobreposição dos 

sinais de H-3 e H-4, como verificado no espectro de TNDQFCOSY.
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Figura 19: Espectro de RMN de correlação HMQC [1H-13C] da fração F0,79 e o,70> 

em D2O, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em Ô ppm. E: a-GIcpA; F: p-GIcpA; G: a- 

Rhap-(1^.



Para a unidade a-D-GIcpA, correlacionou-se apenas o sinal do carbono O- 

substituído (C-4), em 8 79,9 (C-4) para 8 3,56 (H-4). Esses assinalamentos 

mostram, que tem-se o mesmo deslocamento para o H-4 das unidades de a(3- 

GlcpA (5 3,56). A similariedade dos deslocamentos de H-4 para a unidade 

redutora de ácido glucucurônico também foi verificada por D elgobo  et al. (1998), 

porém o valor atribuído foi de 8 3,58. Os resultados dos experimentos de ROESY 

e HMBC realizados por D elgobo  et al. (1998), contribuíram para confirmação da 

ligação do tipo (1 —>4), em virtude, da correlação entre o H-1 da ramnose com C-4 

do ácido giucurônico, mostrada no espectro de HMBC.

De acordo com os assinalamentos obtidos por RMN da fração F079 e 0,70. 

concluiu-se sua estrutura como sendo um dissacarídeo: a-L-Rhap-(1-^4)-aP-D- 

GlcpA. Na Tabela VI, estão relacionados os assinalamentos para fração Fo,83 

obtidos pelos espectros de RMN de 13C e 1H 1D e 2D.
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Tabela VI: Assinalamentos (8 ppm) da fração F0,79eo,7o obtidos pelos espectros de 

RMN de 13C e 1H

[G ]  [F ]

a-L-Rhap-(1 ->4)-j3-D-GIcpA

[G] [E]

a-L-Rhap-(1 ->4)-a-D-GlcpA

Unidades H1/C1 H2/C2 H3/C3 H4/C4 H5/C5 H6/C6 H6’

[G] a-L-R hap-(1-» 4,73

101,1

3,94

70,7

3,78

70,4

3,44

72,3

4,03

69,4

1,25

16,8

[E] ^ 4 )-a -D -G lc p A 5,24

92,4

3,61

72,0 71,8

3,56

80,0 72,3

[F] ^4 )-p -D -G lc p A 4,62

96,3

3,31

74,8

3,56

74,7

3,56

74,6

3,75

76,8

A fração Fojg e 0,70 foi analisada por espectrometria de massa - ESI-MS 

(modo negativo), obtendo-se, como mostrado no espectro (Figura 20), um pico 

principal do íon negativo molecular de massa 339,2 m/z, correspondente à m/z de 

a uma unidade de ácido urônico e uma unidade de hexose. Neste espectro tem- 

se também o pico com massa de 193,0 m/z, correspondendo a uma unidade de 

ácido urônico (-1 hidrogênio) e um pico de íon de massa 163,0 m/z, da unidade de 

ramnose. Por esta técnica pode-se confirmar a presença do ácido urônico nesta 

amostra. A massa molecular obtida pelo espectro de ESI-MS, confirma os dados 

das análises de RMN, para o dissacarídeo a-L-Rhap-(1-^4)-a(3-D-GlcpA.
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Figura 20: Espectro de espectrometria de massa - ESI-MS da fração F0i79 e ojo-
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4.1.5 Caracterização estrutural da Fração F0,5o

O perfil do cromotograma obtido pela análise em HPLC da fração Fotso na 

forma aminobenzamida derivada, apresentou dois picos principais, 

correspondendo a 63% e 22% da fração analisada, com tempo de retenção em 

minutos de 29,1 e 35,3, respectivamente, como mostrado na Figura 21.
2-A B
18,7

29,1

35,3
i

A À—

Figura 21: Perfil de eluição* obtido em HPLC da fração F0i5o na forma do derivado 

2 -aminobenzamida.

tempo de retenção em minutos; 2-AB livre.

Pelos dados obtidos em HPLC poderia-se supor que esta fração era 

heterogênea. A determinação da composição monossacarídica desta fração, 

mostrou como principal monossacarídeo constituinte a galactose (CG-EM e CP),



porém, por CP (solvente n-butanol:piridina:água, 1 :1 :1 ), visualizou-se a presença 

de ácido aldobiurônico e ácido urônico (mesmo Rf do padrão de ácido 

galacturônico).

A análise da fração Fo,5o> por espectroscopia de RMN -13C (Figura 22), 

mostrou um espectro com baixa resolução, apresentando na região de C-1 , como 

principais sinais, os deslocamentos em 8 92,8, 96,8, 101,1, 102,8. Além disso, 

observa-se sobreposição de vários sinais na região de 8 103,5 a 103,8, sugerindo 

que esta fração poderia ser uma mistura.

Porém, em relação ao espectro de RMN-13C, ressaltando aos sinais 

observados em 8 92,8 (<), 96,8 (>), 101,1, 103,0, estes foram  atribuídos as 

unidades de a-D-Galp, p-D-Galp, a-L-Rhap, p-D-GIcAp, respectivam ente. A 

padronização dos deslocam entos para a unidade de D-galactose redutora foi feita 

de acordo com G orin  & Mazu r ek  (1975) e Delgobo  et al. (1998), sendo 8 92,9 e

96.8, para os anômeros a e p, respectivamente. Para os assinalamentos das 

unidades de ramnose e ácido giucurônico utilizou-se os deslocamentos obtidos da 

fração F0,7 9 eo,70 e os citados por D elgobo  et al. (1998).

Com relação aos sinais em campo mais alto foram assinalados para 

unidade terminal de a-L-Rhap o deslocamento característico para C-6 (CPÍ3) em 8

16.9, além dos sinais, em 8 70,7 (C-2 ), em 70,5 (C-3), em 72,4 (C-4), e em 69,4 

(C-5).

Para unidade de p-D-GIcAp foi assinalado um pequeno sinal em 8 79,7 

correspondendo ao C-4 substituído. O sinal em 8 20,5 corresponde ao grupo 

metila do AcO‘, utilizado como padrão interno.
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Figura 22: Espectro de RMN- 13C (125 MHz) da fração F0,5o, ern D20, a 30°C. 

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 5 ppm.
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No espectro de RMN-1H (Figura 23), observa-se, dentre outros sinais, os 

assianiamentos para H-1, das unidades redutoras de a-D-Galp, em 8 5,27 (J 3,2 

Hz), e de p-D-Ga!p, em 8 4,60 (J 6,4 Hz). Para as unidades de p-D-GIcpA o sinai 

em 8 4,50 (J 6,4 Hz) e para unidade terminal de a-L-Rhap os sinais em ô 4,74 (J 0 

Hz). Os valores de H-2 foram assinalados pelo espectro bidimensional de 

correlação do tipo de TNDQFCOSY, obtendo-se para as unidades redutoras de 

ap-D-Galp os sinais em 8 3,80 e 3,49, respectivamente. Para as unidades de p-D- 

GlcpA e a-L-Rhap foram obtidos os deslocamentos de H-2, em 8 3,36 e 3,92, 

respectivamente.

xo0
1
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Figura 23: Região de H-1 do espectro de RMN-1H (500 MHz) da fração Fq,5o, em

D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 8 ppm.



Na Tabela VII, estão relacionados os assinalamentos obtidos para fração 

Fo,50 pelos espectros de RMN de 13C e 1H 1D e 2D.

Tabela VII: Assinalamentos (em Ô ppm) da fração F0,5o obtidos pelos espectros de 

RMN de 13C e 1H

[G] [F] [B]

a-L-Rhap-(1 -»4)-p-D-GlcpA-(1 -»6)-p-D-Galp

[G] [F] [A]

a-L-Rhap-(1 -»4)-p-D-GlcpA-(1 -»6)-a-D-Galp

1 0 8

Unidades H1/C1 H2/C2 C3 C4 C5 H6/C6 H6’

[G] a-L-Rhap-(1^ 4,74

101,1

3,94

70,7 70,5 72,4 69,4

1,25

16,9

[F] -»4)-p-D-GlcpA-(1 -» 4,51

103,0

3,36 79,7

[B] -*6)-p-D-Gal p 4,60

96,8

3,49

[A] ->6)-a-D-Galp 5,27

92,8

3,80

Pelos espectros de RMN realizados, pode-se sugerir que nesta fração 

apresenta um trissacarídeo semelhante ao obtido por D elgobo  et al., (1998), 

caracterizado como a-L-Rhap-(1-^4)-p-D-GlcpA-ocp-D-Galp, o qual foi isolado a 

partir do exsudato vegetal de Anadenanthera colubrina. Além disso, pela 

presença dos sinais de C-1 na região de Ô 103,5 a 103,8, e de sobreposições de 

sinais na região dos C-1 de galactose redutora, sugere-se a presença de um



trissacarídeo de p-D-Galp-(1->6)-p-D-Galp-(1^6)-aP-D-Gaip.

A espectrometria de massa - ESI-MS (modo negativo), foi utilizada como 

estratégia para verificar a pureza desta fração e obtenção dos picos de massa 

para identificação dos trissacarídeos a-L-Rhap-(1->4)-p-D-GIcpA-ap-D-Galp e p-D- 

Galp-(1->6)-p-D-Galp-(1->6)-aP-D-Galp. O resultado obtido pelo espectro de 

massa (Figura 24), comprovou a heterogeneidade da fração. Este espectro 

mostrou o pico de íon negativo molecular de massa 501,2 m/z, correspondente a 

duas unidades de hexose e uma unidade de ácido urônico, além de picos de 

fragmentação de massa de 339,2 m/z, 195,0 m/z e 165,0 m/z, correspondentes, a 

um dissacarídeo (a-L-Rhap-(1->4)-ap-D-GlcpA), a unidade de ácido urônico e de 

ramnose, respectivamente. Um pico de íon negativo molecular de massa 503,3 

m/z seria correspondente ao trissacarídeo de gaiactose.
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Figura 24: Espectro de espectrometria de massa - ESI-MS da fração F0i5o-
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4.1.6 Caracterização estruturai da Fração Fo,32

O perfil do cromatograma obtido pela análise em HPLC da Fração F0,32 na 

forma 2-aminobenzamida derivada, apresentou um pico principal, com tempo de 

retenção em 37,3, correspondendo a 80%, da fração analisada, como mostrado 

na Figura 25.

Figura 25: Perfil de eluição* obtido em HPLC da fração Fo,32 na forma do derivado 

2-aminobenzamida.

* tempo de retenção em minutos; 2-AB livre.

2-AB
18,6

37,3

30,4



Os resultados sobre a determinação da composição monossacarídica, 

mostraram, a presença de galactose, além de arabinose e ácido urônico. Foi 

verificada a presença de traços de ramnose e glucose.

A análise da fração F0i32, por espectroscopia de RMN-13C (Figura 26), 

mostrou na região de C-1, 6 sinais principais. Os assinalamentos foram baseados 

no trissacarídeo a-L-Rhap-(1—>4)-p-D-GlcpA-(1->6)-ap-D-Galp, isolado por 

Delgo bo  et al. (1998), a partir do exsudato vegetal de Anadenanthera colubrina e 

nos dados de G orin  & M azu r ek  (1975).

O espectro de RMN-13C, apresentou na região de C-1, 6 sinais em 8 103,7 

e 103,6 (>) assinalados para p-D-Galp-(1->, em 103,0 para P-D-GIcpA, em 101,1 

para a-L-Rhap, e em 96,8 (>) e 92,8 (<), para as unidades de p e a-D-Galp, 

respectivamente. No espectro também verifica-se um pequeno sinal em 8 92,7, 

sugerindo a presença de a-galactose ou a-iucose contaminante nesta fração. 

A unidade p-D-Galp (não redutora), apresenta dois sinais (em 8 103,7 e 103,6), 

que são influenciados pela unidade redutora de galactose a e p, 

respectivamente. Este efeito também foi observado na fração Fo,83- Além disso, 

estão ausentes sinais de C-3 ou C-4 de galactose substituída. Esses 

assinalamentos sugerem um tetrassacarídeo como: a-L-Rhap-(1->4)-p-D-GlcAp- 

(1 ->6)-p-D-Galp-(1 -»6)-aP-D-Galp.

112



5 113r~iO
too

Figura 26: Espectro de RMN - 13C (125 MHz) da fração Fo,32> em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em ô ppm.



Com relação aos outros sinais do espectro, foi possível assinalar para a 

unidade terminal de a-L-Rhap, em campo mais alto, o sinal característico para C-6 

(CH3) em ô 16,9. Além dos sinais, em ô 70,7 (C-2), em 70,5 (C-3), em 72,4 (C-4), 

e em 69,4 (C-5). Os assinalamentos para esta unidades foram baseados nos 

resultados de D e l g o b o  et al. (1998) e nos assinalamentos obtidos para as frações 

Po,79 e o,7o e Fo.so- anteriormente descritas.

Para a unidade de p-D-G!cpA, foram assinalados os deslocamentos em 8

79,6 para C-4 O-susbstituído, e em 73,7, 74,7 e 76,7 para C-2, C-3 e C-5, 

respectivamente. Além, do sinal pequeno para C-6 em 8 174,6 (não mostrado no 

espectro).

Para unidade de p-D-galactose, foram determinados os sinais em 8 71,2

para C-2, em 73,0 para C-3, e em 69,0 para C-4. Na região de C-6 livre

apresenta-se os sinais em 8 63,0, 62,8, em 61,9 e em 60,6. Para fração F0,83, 

obteve-se um deslocamento para C-6 livre da galactose (não redutora) de 61,5.

Para unidade de galactose redutora, anômero p, foram assinalados os 

sinais em 8 72,3 para C-2, em 73,1 para C-3 e 74,2 para C-5. E em 8 69,9 para o 

C-6, o qual sofreu um deslocamento para campo mais baixo, mostrando a

presença de ligação do tipo (1->6) (A d in o l f i et al., 1991). Tem-se sobreposição

dos sinais para C-4 das unidades de p-galactose não redutora e redutora, o que 

foi verificado também para a fração F0,83. Para o anômero a, foram assinalados 

os sinais em 8 68,7 para C-2. Os assinalamentos para C-3, C-4, C-5 e C-6 não 

foram assinalados, em virtude de sobreposição de sinais. Na fração Fq)83, foram 

assinalados para C-5 e C-6, os sinais em 8 69,78 e 69,81 e para os carbonos 3 e
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4 não definiu-se os seus respectivos sinais.

O sinal em Ô 20,5 corresponde ao grupo metila do AcO‘ , utilizado como 

padrão interno.

No espectro de RMN-1H desta fração (Figura 27), observa-se os sinais, de 

H-1, para as unidades redutoras de a-D-Galp, em 8 5,27 (J 3,2 Hz), e de p-D-Galp, 

em 6 4,60 (J 6,4 Hz). Para a unidade não redutora de p-D-Galp, observa-se os 

sinais em 8 4,44 e 4,43 (J 6,4 Hz). Para unidade de p-D-GlcpA, o sinal em 8 4,51 

(J 6,4 Hz) e para unidade terminal de a-L-Rhap o sinal em 8 4,74 (J 0 Hz). Além 

disso, tem-se um sinal, em campo alto, em 5 1,25 (J 5,2 Hz), correspondente ao 

H-6, desta unidade e na região de H-1, o sinal em 8 5,41, correspondendo ao 

protón anomérico de uma unidade de a-D-galactose ou a-D-glucose 

contaminante, porém não estão mostrados no espectro.
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Figura 27: Região de H-1 do espectro de RMN-1H (500 MHz) da fração F0,32t em 

D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 8 ppm.

Através do espectro RMN-1H bidimensional de correlação do tipo 

TNDQFCOSY, (Figura 28), pode-se assinalar para a unidade redutora de D-Galp, 

anômero a, os assinalamentos em 8 3,81 para H-2, em 3,87 para H-3, em 4,28 

para H-5, em 4,04 para H-6 e em 3,84 para H-6’. Devido a sobreposição de sinais 

não foi possível identificar o sinal para H-4 (na Figura 28 estão identificadas as 

respectivas correlações). Para o anomêro (3, obtêm-se o deslocamento para H-2 

em 8 3,49. Para unidade não redutora de (3-D-galactose, partindo do H-1 em 8

4,44 ppm tem-se a correlação com H-2 em 8 3,53.
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Figura 28: Espectro de RMN de correlação TNDQFCOSY [1H-1H] da fração F0,32. 

em D2O, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 8 ppm. A: a-D-Galp; B: p-D-Galp; C: 

-»6)-p-D-Galp-(1->; F: -»4)-|3-D-GlcpA-(1-»; G a-L-Rhap-(1->.



Para a unidade de (3-D-GlcpA, partindo de 5 4,51 obtêm-se o deslocamento 

para H-2 em 8 3,36. E a partir do deslocamento de H-2, tem-se o deslocamento 

para H-3 em 8 3,57.

Para unidade terminal de ramnose, partindo do H-1 em 8 4,74 tem-se a 

correlação com H-2 em 8 3,93. Obtendo-se, os deslocamentos para H-3, H-4 e H- 

5, em 8 3,79, 3,43 e 4,02, respectivamente.

Na Tabela VIII, estão relacionados os assinalamentos para fração Fo,32 

obtidos pelos espectros de RMN de 13C e 1H 1D e 2D.
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Tabela VIII: Assinalamentos (em ô ppm) da fração F0,32 obtidos peios espectros 

de RMN de 13C e 1H

[G] [F] [C] [B]

a-L-Rhap-(1 -»4)-p-D-GlcpA-(1 -»6)-p-D-Galp-(1 ->6)-p-D-Galp

[G] . [F] [D] [A]

a-L-Rhap-(1 -»4)-p-D-GlcpA-(1 -»6)-p-D-Galp-(1 ->6)-a-D-Galp

Unidades H1/C1 H2/C

2

H3/C3 H4/C4 H5/C5 H6/C6 H6’

[G] a -L -R h a p -(1 -* 4,74

101,1

3,93

70,7

3,79

70,5

3,43

72,4

4,02

69,4

1,25

16,9

[F] -»4)~p-D-GlcpA-(1 -> 4,51

103,0

3,36

73,7

3,57

74,7 79,6 76,7

[C]

{D}
— >6)-p-D-Gaip-(1 — > 4,44 e 

{4,43} 

103,6 e 

{103,7}

3,53

71,2 73,0 69,0

[A] ->6)-a-D -G alp 5,27

92,8

3,81

68,7

3,87 4,28 4,04 3,84

[B] — >6)-p-D-Galp 4,60

96,9

3,49

72,3 73,1 74,2 69,9

A fração F0i32 foi analisada por espectrometria de massa - ESI-MS, 

obtendo-se o espectro de massa (Figura 29), que mostrou o pico de íon negativo 

molecular de massa 663,4 m/z, correspondente a um tetrassacarídeo constituído 

de 3 unidades de hexoses e uma de ácido urônico. Um pico de fragmentação de



massa de 501,2 m/z, corresponde ao trissacarídeo (menos 1 unidade de hexose). 

Além de pico de fragmentação de massa de 339,3 m/z. 194,8 m/z e 164,9 m/z, 

correspondentes, a um dissacarídeo (a-L-Rhap-(1->4)-a(3-D-GlcpA), a unidade de 

ácido urônico e de ramnose, respectivamente. Esses resultados confirmam a 

presença do tetrassacarídeo a-L-Rhap-(1-^4)-p-D-GlcpA-(1->6)-(3-D-Galp-(1->6)- 

aP-D-Galp, o qual foi caracterizado por espectroscopia de RMN.

311.2
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I '' i i i | i i i i"| i i"i"i | i i i i [ i i i  i | i i i i | i i "H | 'i i i r p "r i i-| i 'i i i | i i i"i [ it t i  p  i i'i"| i i i i [ i i i i |
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Figura 29: Espectro de espectrometria de massa - ESI-MS da fração Fq,32-
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A partir da caracterização química das frações obtidas no sobrenadante 

etanóiico do exsudato de Anacardium occidentaíe, mostrou-se a presença dos 

oligossacarídeos livres redutores: p-D-Galp-(1-»6)-ap-D-Galp (Frações F0,83 e 

Fo,82); cx-L-Rha-(1->4)-aP-D-GlcpA (Fração F0,7 9 e o,7o); a-L-Rha-(1-»4)-p-D-GlcpA- 

(1->6)-aP-D-Galp (Fração F0i5o) e a-L-Rhap-(1-H>4)-p-D-GlcpA-(1->6)-p-D-Galp- 

(1->6)-ap-D-Galp (Fração F0>32).

Na Figura 30 estão representadas as estruturas químicas dos 

oligossacarídeos livres redutores caracterizados.
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COOH

H,OH

c

COOH

D

Figura 30: Estruturas químicas dos oligossacarídeos livres redutores presentes no 

exsudato vegetal de A. occidentale.

A: (3-D-Galp-(1->6)-ap-D-Galp; B: a-L-Rha-(1-^4)-a(3-D-GlcpA; C: <x-L-Rha-(1-»4)-p-D-GlcpA-(1-»6)- 

a|3-D-Galp; D: oc-L-Rhap-(1 -»4)-|3-D-GlcpA-(1 -»6)-{3-D-Galp-(1 -»6)-afl-D-Galp.
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A presença de carboidratos de baixa massa molecular em exsudatos não 

tinha sido descrita ou investigada, provavelmente em virtude do método utilizado 

para a obtenção dos polissacarídeos, sendo que o sobrenadante etanólico era 

descartado (An derson  & B e ll , 1975; Rodrigues  et al., 1993; De Paula  et al., 

1995).

Porém, recentemente, Delgo bo  et al. (1994) e D elgobo  et al. (1998), 

descreveram a presença de monossacarídeos livres (0,6% de ramnose, 4,7% de 

arabinose, 0,1% manose e 0,8% de galactose), e oligossacarídeos livres 

redutores no exsudato vegetal de Anadenanthera colubrina, como o trissacarídeo, 

oc-L-Rhap-(1—>4)-p-D-GlcpA-(1-»6)-ap-D-Galp. Além disso, verifica-se a presença 

de outras 11 frações de baixo massa molecular com Rfs diferentes, as quais, a 

maioria apresentam arabinose na sua composição. Os autores sugerem que os 

mono- e oligossacarídeos não seriam originados a partir da autohidrólise da 

goma, mas poderiam ser formados como produtos de biossíntese do 

polissacarídeo ou de enzimólise in situ da goma. Além disso, a caracterização 

estrutural desses oligossacarídeos contribui na caracterização estrutural do 

polissacarídeo, que neste caso é altamente complexo e ramificado (D elgobo  et 

al., 1998).

A presença dos mono- e oligossacarídeos no exsudato de Anacardium 

occidentale poderia ser explicada, como resultado: 1) de autohidrólise a partir do 

polissacarídeo; 2) de produtos intermediários da biossíntese do polissacarídeo; 3) 

de produtos formados a partir da ação de hidroxilases endógenas; 4) da ação de 

hidroiases exógenas, de origem microbiana ou de insetos, que estariam em



contato com o tecido vegetal. A confirmação destas hipóteses poderia concluir 

qual a origem dos mono- e oligossacarídeos livres presentes no exsudato do 

cajueiro.

Porém, com relação, a autohidrólise in situ da goma fracamente ácida (pH 

5,5), seria pouco provável, considerando a resistência das ligações piranosídicas 

em temperaturas ambientais. Outras hipóteses mais prováveis, seriam que estas 

moléculas sejam produtos de intermediários biossintéticos ou formados pela ação 

de hidroiases endógenas ou exógenas.

Um ponto importante a considerar é a relação entre as estruturas químicas 

dos oligossacarídeos e as cadeias laterais do polissacarídeo presente na goma.

Os resultados que se seguem mostram a caracterização do polissacarídeo 

do cajueiro de origem brasileira, podendo assim inferir sobre a origem dos mono- 

e oiigossacarídeos livres redutores.

124
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4.2 POLISSACARÍDEO NATIVO DO EXSUDATO VEGETAL DE Anacardium 

occidentaíe L. (CAJUEIRO)

4.2.1 Obtenção do polissacarídeo presente no exsudato vegetal de A. 

occidentaíe

Os exsudatos vegetais são, geralmente, solúveis em água e por isso, seus 

polissacarídeos podem ser obtidos por processos simples de isolamento, como 

por exemplo, extração aquosa com posterior precipitação etanólica. Esta 

facilidade, pode estar relacionada, principalmente, ao fato de que estes 

polissacarídeos não estariam associados a outros polímeros constituintes da 

parede celular vegetal (As pin a ll , 1982b; Ste p h e n , 1983).

Dentre os procedimentos para isolamento de polissacarídeos oriundos de 

exsudatos descritos na literatura (Anderson  et a i, 1974; Rodrigues  et ai, 1993), 

optou-se neste trabalho em utilizar a metodologia descrita por D elgobo  (1993), 

com algumas modificações, em que o exsudato vegetal de A. occidentaíe foi 

solubiiizado em água, filtrado e submetido à precipitação etanóiica (3 x volume de 

etanol). O precipitado foi ressuspenso em água, dialisado e liofilizado. O etanol 

atua como agente desidratante, promovendo a insolubilidade do polissacarídeo, 

precipitando-o. A proporção de álcoohágua utilizada na obtenção de 

polissacarídeos por precipitação etanólica é importante afim de evitar a 

coprecipitação de proteínas (R in au d o , 1993). A precipitação etanólica e o 

esquema de obtenção do polissacarídeo estão demonstrados nas Figuras 31 e 

32. A partir deste procedimento obteve-se um rendimento de 80% de
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polissacarídeo, o qual foi sem elhante a dos outros procedim entos descritos na 

literatura (Anderso n  et al., 1974; Rodrigues  et al., 1993). É im portante ressaltar 

que este m étodo perm ite obter os carboidratos de baixa m assa molecular, 

presentes no sobrenadante etanóiico, os quais, tam bém , foram  objeto de estudo 

deste trabalho.

Figura 31: Precipitação etanólica do exsudato vegetal de Anacardium occidentale.

O teor de umidade foi determinado tanto para a goma como para o 

polissacarídeo do cajueiro, de acordo com o método descrito por S m ith , r .j . 

(1964), obtendo-se 15% e 10%, respectivamente, resultados similares ao 

encontrado para a goma e polissacarídeo de cajueiro de outras origens 

(A nderson  etal., 1974; Léon de P into etal., 1995; C o sta  etal., 1996).

O polissacarídeo obtido apresentou um conteúdo de proteína de 0,5%, 

idêntico ao encontrado por Marques  & Xavier -F ilho  (1991) para a goma de 

cajueiro (origem brasileira - Ceará), que foi inferior ao encontrado para o 

polissacarídeo do cajueiro de outra regiões geográficas. O conteúdo de proteína 

determinado para o polissacarídeo do cajueiro de outras regiões geográficas foi
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de 2,80% (índia) (Anderso n  et a i, 1974), 1,0% (Nova Guiné) (A nderson  et al., 

1974), de 0,94% (Venezuela) (Léon de P into  et al., 1995) e 1,19% (Brasil - Ceará) 

(Costa  et al., 1996). De maneira geral, o conteúdo de proteína encontrado para o 

polissacarídeo do cajueiro pode ser considerado muito pequeno, comparando-se 

ao encontrado para outras gomas como de Acacia hebeclada (53 a 56%) 

(Anderson  & Fa r q u h a r , 1979) e Acacia torulosa (42%) (A nderson  & G ill , 1975).

Abaixo estão descritos outros procedimentos, citados na literatura, para o 

isolamento do polissacarídeo presente no exsudato vegetal de A. occidentale de 

diferentes regiões geográficas.

A nderson  et al. (1974) utilizaram o procedimento mais simples para 

obtenção do polissacarídeo do exsudato de A. occidentale (espécies indiana e 

papuana), o qual corresponde a solubilização da goma a 10% p/v em água, com 

posterior, filtração, diálise em água e liofilização. Para este procedimento obteve- 

se um rendimento de 80%. O procedimento utilizado por L éon de P into et al. 

(1995) para obtenção do polissacarídeo de cajueiro de origem venezuelana foi o 

mesmo descrito por A nderson  et al. (1974), porém, não foi comentado o 

rendimento obtido.

Ro d r ig u es  et al. (1993) descreveram o procedimento para a obtenção do 

polissacarídeo do exsudato de A. occidentale (Pacajus-CE), no qual, a solução de 

goma a 4% (p/v) neutralizada com NaOH aquoso e filtrada, foi precipitada com 

etanol, sendo que o polissacarídeo (ou goma isolada) obtido no precipitado foi 

lavado com etanol e acetona e posteriormente secado, obtendo-se um rendimento 

de 78%. O filtrado foi descartado.

C o s ta  et al. (1996) propuseram um método para purificação de exsudatos
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naturais, na tentativa de obtenção de uma goma de elevado grau de pureza e 

totalmente na forma de sal de sódio, utilizando-se da goma de A. occidentaie 

(EMBRAPA - Pacajus-CE) como substância-teste. Após a etapa de isolamento 

(anteriormente descrita), a goma isolada foi submetida a primeira etapa de 

purificação, tendo como objetivo substituir os cátions presentes na goma por Na+, 

e além disso retirando possíveis impurezas ainda presentes. Para isso, à solução 

de goma isolada a 4% (p/v) em água adicionou-se 5 g de NaCI por 100 mL, e 

posteriormente, esta foi submetida a precitação etanólica. Para retirar o excesso 

de NaCi que precipitou com a goma na primeira purificação, foi realizada uma 

segunda etapa de purificação, utilizando uma solução de goma em água a 3% 

(p/v), que foi submetida as mesmas etapas citadas para o processo de 

isolamento. Após a segunda etapa de purificação, a goma foi submetida a 

cromatografia de troca-iônica (Amberlite IR-120 H+). A troca dos íons H+ por Na+ 

da coluna foi previamente feita pela eluição de uma solução de NaCi 1M. A 

solução de goma na forma de sal de Na+, oriunda da coluna foi liofilizada, 

posteriormente (C o s ta  et al., 1996). Em cada estágio de purificação descrito, 

foram avaliadas características como rendimento, teor de umidade, cinzas, 

percentuais de nitrogênio, de proteína e de ácidos urônicos, viscosidade 

intrínseca, bem como análise das amostras em GPC. De acordo com os autores 

(C o s ta  et al., 1996), a goma submetida a esses processos apresentou um alto 

teor de pureza, boa solubilidade, e como desejado, foi transformada 

predominatemente em sal de sódio. Além disso, ocorreu pequena diminuição 

tanto no teor de proteína (de 1,75 para 1,06 %), como na massa molecular média 

em massa (Mw) (de 6,5 x 104 para 5,0 x 104) (C o s ta  etal., 1996).
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De P a u la  et al. (1998), utilizando o exsudato de A. occidentale (Pacajus- 

CE), isolaram o polissacarídeo de acordo com o método descrito por A n d e rs o n  et 

al. (1974), porém a solução da goma foi neutralizada para pH 6,0, com adição de 

NaOH aquoso, e obtiveram um rendimento de 65%. Posteriormente, foi realizado 

um fracionamento com um sistema solvente/não solvente, sendo o polissacarídeo 

isolado (5,0 g em 500 mL), precipitado com etanol, sob agitação, a 25°C até que a 

solução tornou-se turva, e, subsequentemente, sem agitação, a temperatura foi 

elevada até 40°C. Após a solução estar límpida, a temperatura foi alterada 

novamente para 25°C. O precipitado foi removido após 18 horas, e iiofilizado. A 

fase líquida foi novamente submetida à precipitação etanólica, como descrito 

acima. A partir deste fracionamento, utilizando água/etanol como um sistema 

solvente/não-solvente, obteve-se 22 frações, as quais foram analisadas por GPC, 

difusão de luz e coeficiente de sedimentação.

Na Figura 32 está representado, esquematicamente, os diferentes métodos 

de obtenção do polissacarídeo presente no exsudato vegetal de A. occidentale, 

descritos acima.
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A GOMA BRUTA B GOMA BRUTA
a 20% (p/v) em água a 10% (p/v) em água

Filtração

Carboidratos de baixa 
massa molecular

Diálise,
liofilização

Polissacarídeo
80% rendimento

Filtração, diálise e 
liofilização

Polissacarídeo 
(goma isolada)

80% rendimento e 
54% rendimento *

C GOMA BRUTA D GOMA BRUTA
a 4% (p/v) em água, a 10% (p/v) em água,

neutralizada com NaOH pH 6,0 (NaOH aquoso)

^  Filtração

PRECIPITAÇÃO
ETANÓLICA

Filtração

Filtrado Precipitado

Descartado

lavagem e 
secagem

Polissacarídeo 
(goma isolada)
78% rendimento

Filtraçao, diálise e 
liofilização

Polissacarídeo 
não fracionado
65% rendimento

Figura 32: Descrição dos diferentes métodos para obtenção do polissacarídeo 

presente no exsudato vegetal de A. occidentale.

A) D e lg o b o  (1993) com modificações; B) A n d e rso n  et ai. (1974); A n d e rso n  & B e l l  
(1975)*; Léon DE P in to  et al. (1995). C) R o d rig u e s  etal. (1993); De P au la  & R o d rig ue s  
(1995); C o s ta  et al. (1996); D) De P a u la  et al. (1998).
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4.2.2 Homogeneidade e determinação da massa molecular da fração 

poiissacarídica do exsudato vegetal de A. occidentale

A determinação das massas moleculares ponderais médias em massa (Mw) 

e em número (Mn), bem como a homogeneidade da fração poiissacarídica de A. 

occidentale, anteriormente, foi verificada por cromatografia de exclusão estérica 

(SEC), acoplada a multidetectores. Este método possibilita a determinação de 

valores absolutos da massa molecular média em massa (Mw) (B il lm e y e r ,  1962) 

sendo considerado um método válido para caracterizar polissacarídeos em uma 

larga faixa de massas molecuiares (R ina udo , 1993). Obteve-se, valores para 

massa molecular média em massa (Mw), de 1,12 x 105 (± 0,03), e para a massa 

molecular média em número (Mn) de 9,62 x 104 (± 0,3). A razão Mw/Mn calculada 

foi de 1,165 ± 0,045, sugere um polímero com baixo grau de polidispersidade, 

próximo a 1,0 (B il lm e y e r ,  1971). O perfil de eluição do polissacarídeo obtido do 

exsudato de A. occidentale está mostrado na Figura 33, indicando a ausência de 

agregados moleculares, podendo ser considerado um sistema homogêneo.
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Volum e (m L)

Figura 33: Perfil de eluição do polissacarídeo do exsudato vegetal de A. 

occidentaíe, obtido pela cromatografia de exclusão estérica (SEC); usando 

detectores de difusão de luz (LS) e índice de refração (RI).

Abaixo estão descritos outros resultados, relatados na literatura, sobre 

determinação da homogeneidade e da massa molecular ponderai média da fração 

polissacarídica presente no exsudato vegetal de A. occidentaíe de diferentes 

regiões geográficas.

A n d e rs o n  et al. (1974), utilizando a goma de cajueiro de origem indiana e 

papuana, determinaram a massa molecular (Bio-Gel A-15M; solvente NaCI 1 M), 

obtendo-se os valores de Mwde 2,6 e 1,8 (x 105) para as respectivas espécies. 

Além disso, examinaram amostras (origem indiana) liofilizadas e armazenadas em 

diferentes tempos, e verificaram que ocorreu uma variação da massa molecular 

média (por difusão de luz) variando de 1,53 x 105, 4,50 x 105 e 5,0 x 105,



133

correspondente as amostras sem armazenamento, com 15 dias e com 6 semanas 

de armazenamento, respectivamente. Os autores relataram que amostras de 

gomas liofilizadas podem sofrer auto-agregação, como ocorre para os exsudatos 

do gênero Acacia, bem como para amostras com baixo conteúdo de ácido 

urônico.

A n d e rs o n  & B e l l  (1975) verificaram a homogeneidade da goma de 

cajueiro (espécie indiana) por quatro diferentes métodos, como, eletroforese em 

fita de acetato de celulose, eletroforese em camada delgada, cromatografia de 

troca-iônica e ultracentrifugação. Em todos os métodos, observaram a presença 

de um sistema formado por um único componente, considerando a goma de A. 

occidentale como um sistema homogêneo. Este comportamento foi similar, ao 

descrito para outras gomas do gênero Acacia (A n d e rs o n  et al., 1966a; A n d e rs o n  

et al., 1968; A n d e rs o n  & M u n ro , 1970), e da goma de Lannea humilis 

(A n d e rs o n  & H e n d rie , 1972). Porém, pelos resultados de cromatografia em 

peneira molecular (Bio-Gel A5m), verificaram a presença de um grande e largo 

pico simétrico eluido com volume de 56 mL, além de um pequeno pico eluído no 

volume morto, o qual concluíram que seria devido a presença de agregados 

moleculares (A n d e rs o n  & B e l l ,  1975).

De P a u la  & R o d r ig u e s  (1995) relataram que pelo perfil de GPC (em FPLC, 

com detector de UV-1 e densitômetro - PAAR-DMA-60/602) da goma de A. 

occidentale (origem brasileira, Pacajus-CE) em NaCI 1M, um comportamento de 

um sistema heterogêneo. Os autores citaram que este comportamento foi similar 

ao encontrado para goma arábica (Acacia senegal - Sudan) realizado por 

V a n d e v e ld e  & F e n yo  (1985). O cromatograma de GPC apresentou três (3) picos,
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denominados de A, B, e C. Os autores concluíram que o pico A, único detectável 

por ultravioleta, seria uma fração formada por um complexo polissacarídeo- 

proteína (arabinogaiactana-proteína), que corresponde a 6% da goma isolada. Os 

picos B (rendimento 42%) e C (rendimento 52%) correspondem ao poiissacarídeo 

com diferentes massas molecular. A massa molecular aparente determinada foi 

de 9 x 105, 3,2 x 104 , 1,6 x 104, para os picos A, B, e C respectivamente. Esses 

resultados foram semelhantes aos descrito por C o s ta  et al. (1996), para o 

polissacarídeo do cajueiro (origem brasileira - Pacajus-CE).

De P a u la  et al. (1998) determinaram a massa molecular do polissacarídeo 

de A. occidentale (origem brasileira - Pacajus-CE) e das frações obtidas após o 

fracionamento da goma isolada por GPC com detector de refratômetro diferencial 

e de difusão de luz. O polissacarídeo não-fracionado apresentou dois principais 

picos no cromatograma, com picos de massas molares (Mw) de 2,8 x 104 e 6,7 x 

104, além de traços de um pico de alta massa molecular (M > 5 x 105), o qual foi 

atribuído como um complexo polissacarídeo-proteína. A massa molecular média 

em massa (Mw) atribuída por GPC com detector de índice de refração foi de 9,5 x 

104 e a calculada por GPC com detector de difusão de luz foi de 1,13 x 105. A 

massa molecular média em número (Mn) calculada por GPC com detector de 

difusão de luz foi de 4,5 x 104. Os autores (De P a u la  et al., 1998) estimaram a Mn 

por espectroscopia de RMN, obtendo-se o valor de 2,1 x 104, assumindo somente 

uma unidade de galactose redutora por molécula e considerando a intensidade 

dos sinais destas unidades, em relação, a intensidade total dos sinais dos outros 

carbonos anoméricos. A discrepância encontrada entre os valores de Mn por GPC 

e RMN é explicada pelos autores (De P a u la  et al., 1998), considerando que a
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distribuição do pico de baixa massa molecular (2,1 x 104) representa moléculas 

únicas de polissacarídeo (uma extremidade redutora), enquanto que o pico de alta 

massa molecular (4,5 x 104) representa “clusters” de moléculas (várias 

extremidades redutoras por “clusters’), os quais estão fisicamente ou 

quimicamente ligadas.

Relacionando o método de obtenção da fração polissacarídica e os 

resultados obtidos na determinação da homogeneidade e da massa molecular, 

neste trabalho obteve-se um perfil de um sistema homogêno por SEC, utilizando o 

método A (Figura 28). O perfil de um sistema homogêneo do polissacarídeo 

obtido pelo método B, foi verificado, também por A n d e rs o n  et al. (1974) para 

amostras imediatamente liofilizadas, em cromatografia de peneira molecular (Bio- 

Gel A15M) e por A n d e rs o n  & B e l l  (1975) pelos quatros sistemas utilizados. 

Porém, os resultados obtidos por A n d e rs o n  & B e l l  (1975), em cromatografia de 

peneira molecular (Bio-Gel A5m) mostraram a presença de agregados 

moleculares. Com relação, aos valores de massa molecular ponderai média 

obtida para os polissacarídeo de origem indiana (2,6 x 105) e papuana (1,8 x 105) 

(A n d e rs o n  et al. (1974), foram semelhantes ao encontrado para a espécie 

brasileira de procedência de Caruaru (PE) (1,12 x 105), ambos determinados por 

difusão de luz.

Os resultados encontrados por De P a u la  & R o d r ig u e s  (1995) e C o s ta  et 

al., (1996), os quais utilizaram o método C de obtenção do polissacarídeo, 

também verificaram um perfil de um sistema heterogêneo em GPC, porém 

concluíram que o pico de maior massa molecular era devido a presença de um 

complexo arabínogalactana-proteína. Os resultados de GPC do polissacarídeo
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não fracionado descritos por De P a u la  et al. (1998), foram semelhantes aos dos 

autores citados (De P a u la  & R o d r ig u e s , 1995; C o s ta  et al., 1996), apesar de 

utilizarem o método D para obtenção do polissacarídeo. Os valores de massa 

molecular ponderai média descrito por De P a u la  & R o d r ig u e s  (1995) e C o s ta  et 

al., (1996) foi de 6,5 x 104 (por desitometria) e o descrito por De P a u la  et al. 

(1998), foi de 9,5 x 104 (por detector de índice de refração) e de 1,13 x105 (por 

difusão de luz).

A Tabela IX compara os resultados obtidos, com relação, a 

homogeneidade, a determinação da massa molecular média ponderai em massa 

(Mw) e da concentração de proteína da fração poiissacarídica presente no 

exsudato vegetal de A. occidentale de diferentes regiões geográficas.
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Tabela IX: Comparação dos resultados obtidos, com relação, à homogeneidade, à 

determinação da massa molecular média ponderai em massa (Mw) e da [proteína] 

da fração polissacarídica presente no exsudato vegetal de Anacardium 

occidentaíe de diferentes regiões geográficas.

Fração polissacarídica 
do exsudato vegeta! do 
Anacardium occidentaíe 

- Região geográfica -

Tipo de 
método de 
obtenção 
utilizado

Tipo de sistema [proteína]
(%)

Brasil (C aruaru -P E )a A (1) homogêneo  
(unimodal)

(i)1 , 1 2 x 1 0 5 ^  0,50

índia b B (3) homogêneo 
(unimodal)

í4) 2 . 6 x 1 05 {5) 2,80

Nova Guiné b B (3) homogêneo 
(unimodal)

(4) 1.8 x 105 (5)1,00

Brasil (Pacajus-CE)c C (6) heterogêneo 
(trimodal)

(6) 6,5 x 104 (5) 1,13

Brasil (Pacajus-CE)d D (7) {8) heterogêneo 
(trimodal)

(7) 9,5 x 104
(8)1,13x 105

-

a dados da presente tese, (1) por GPC acoplado a detector de índice de refração e 
difusão de luz (SEC);
b A n d e rs o n  et al. (1974), (3) homogêneo pelos quatros sistemas descritos no texto, 
pórem por cromatografia de peneira molecular mostrou-se a presença de agregados 
moleculares,(4) por difusão de luz;
c De Paula & Rodrigues (1995); Costa et al. (1996), í6) por GPC acoplado a 
densitômetro;
d De Paula (1998),(7) por GPC acoplado a detector de índice de refração,(8) por GPC 
acoplado a difusão de luz;
(2) O conteúdo de proteína foi dosado pelo método de B ra d fo rd  (1976) e (5) pelo 
método de K je ld a h l (N x  6,25).
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de A. occidentale

4.2.3.1 Determinação da composição monossacarídica do polissacarídeo 

nativo do exsudato vegetal de A. occidentale

O polissacarídeo do exsudato vegetal de A. occidentale (Caruaru-PE), foi 

caracterizado, primeiramente, em relação a sua composição monossacarídica. 

Este polissacarídeo é constituído por ramnose, arabinose, xilose, galactose, 

glucose e ácido glucurônico na proporção molar de 2:4:1:82:6:5. A Tabela X 

apresenta a composição monossacarídica sugerida para o polissacarídeo do 

exsudato vegetal de Ânacardium occidentale obtido de diferentes regiões 

geográficas.

Em relação a esses dados, o polissacarídeo de origem brasileira apresenta 

menos arabinose e ramnose, além de maior conteúdo de galactose, do que os de 

origem indiana (7% Rha; 14% Ara; 61% Gal) e papuana (7% Rha: 15% Ara; 63% 

Gal) (Anderson  et al., 1974). Comparando-se os resultados, com relação ao 

polissacarídeo de origem brasileira (Pacajus-CE), este apresenta maior conteúdo 

de glucose (14%) (D e Paula  & Ro d r ig u e s , 1995; De Paula  et al., 1998), do que o 

de Caruaru (PE) (6 %).

Em relação a composição monossacarídica, observou-se diferenças mais 

pronunciadas, comparando-se com polissacarídeo do cajueiro de origem 

venezuelana estudado por Léon de P into  et al. (1995), que apresentou-se 

constituído por 7% de ramnose, 31% de arabinose, 1% de xilose, 49% de

4.2.3 Caracterização estrutural do polissacarídeo obtido do exsudato vegetal
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galactose, 4% de manose e 8 % de ácido urônico, não constatando a presença de 

glucose.

Tabela X: Composição monossacarídica do polissacarídeo do exsudato vegetai 

de Anacardium occidentale obtido de diferentes regiões geográficas

Composição em moles % do polissacarídeo

Monossacarídeo Brasil índia(a| Papua(a) Venezuela Brasil Brasil
constituinte (PE) (b) (CE)(c) (CE)(d)

4-O-metil GlcpA 1,9 (2) 1,2 (2) ’  ~

ácido glucurônico 5,0 (1) 4,3 (3) 4,5 (3) 8,0 (3) 6,3 (5) 4,5 (1)

arabinose 4,0 14,0 15,0 31,0 5,0 4,6

galactose 82,0 61,0 63,0 49,0 73,0 72,0

glucose 6,0 8,0 9,0 - 11,0 14,0

manose 2,0 1,0 4,0 1,0

ramnose 2,0 7,0 7,0 7,0 4,0 3,2

xilose 1,0 2,0 - 1,0

(1) método do m-hidroxi-bifenil (Blumentranz & Asboe-Hansen , 1973); (2) Dosagem 
de grupos metoxil, por infravermelho; (3) determinação do conteúdo de ácido urônico 
total por infravermelho; (4) a presença do derivado 4-O-metil-GlcpA foi verificada pelo 
espectro de RMN-13C ;(5) método de titulação conductométrica.
(a) A nderson et al. (1974);{b) Léon de P in to  et al. (1995); {c) De Paula & Rodrigues
(1995);{d) De Paula etal. (1998).
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Com relação, a composição monossacarídica dos polissacarídeos do 

exsudato do cajueiro, existiram diferenças, porém, seria importante salientar, que 

nos trabalhos relatados, utilizaram-se diferentes metologias para quantificação 

dos monossacarídeos. No presente trabalho, a metodologia utilizada foi a CG-EM. 

A CG-EM é uma técnica sensível, podendo ser analisadas quantidades sub- 

nanomoiares de carboidratos, bem como, está sujeita a menos interferências, 

como por exemplo, sais ou proteínas. Entretanto, nesta técnica é fundamental a 

preparação de derivados voláteis de carboidratos (C h ap lin , 1994). D e Paula  & 

Ro drigues  (1995), utilizaram a metodologia de cromatografia líquida de alta 

resolução (HPLC). De Paula  et al. (1998), realizaram a análise da composição 

monossacarídica por cromatografia líquida gasosa (GLC), porém, na ausência 

dos espectros de fragmentação de massas dos acetatos de alditóis. A nderson  et 

al. (1974) quantificaram os monossacarídeos por cromatografia de partição em 

papel. Léon de P into et al. (1995) separaram os monossacarídeos por 

cromatografia de partição em papel preparativa (Whatman n°3), com posterior 

eluição e determinação da composição monossacarídica pelo método 

espectrofotométrico para açúcares totais descrito por D ubois  et al. (1956). A 

cromatografia de partição em papel e a dosagem de açúcares totais (Dubois et 

al., 1956) podem ser consideradas técnicas imprecisas para a determinação de 

composição monossacarídica. Porém, pode-se ressaltar, que os dados de 

composição monossacarídica do polissacarídeo do cajueiro (origem indiana) 

obtidos por A nderso n  et al. (1974), são concordantes com os resultados da 

análise de metilação deste polissacarídeo realizado por A nderson  & B ell (1975) 

(ver página 145).
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Outro aspecto relevante a ser comentado, seria sobre a presença do 

derivado 4-O-metil glucurônico, o qual foi verificado nos polissacarídeos de 

cajueiro de origem indiana e papuana (A nderson  et al., 1974; A nderson  & B ell , 

1975) e de origem venezuelana (Léon de P into et al., 1995). Para o 

polissacarídeo de origem indiana, A nderso n  et al. (1974) relataram que este 

contém ácido glucurônico (4,3 %) e menor quantidade do seu derivado 4-O-metil, 

considerando-se: (1 ) as dosagens de ácido urônico total e de grupos metoxil por 

infravermelho e (2 ) os resultados obtidos por A nderson  & B ell (1975), os quais 

isolaram dois ácidos aldobiurônicos: 6-0-p-D-glucopiranosii(ácido urônico)-D- 

galactose (principal componente) e o 6-0-(4-0-metil-p-D-glucopiranosil ácido 

urônico)-D-galactose (menor componente). A nderson  & B ell (1975), relataram 

que para o ácido aldobiurônico (menor componente) não obteve-se quantidade 

suficiente para completa caracterização, sendo que sua identificação foi baseada 

pelo seu Rf(em cromatografia de partição em papel), o qual foi idêntico a um 6-0- 

(4-0-metil-p-D-glucopiranosil ácido urônico)-D-galactose (padrão).

Para o polissacarídeo de origem venezuelana (Léon de P into et al., 1995) a 

presença do derivado 4-0-metii glucurônico foi verificada pelo espectro de RMN- 

13C (sinal em 8 60,1, para C-4) (ver página 153).

Kapo o r  et al. (1991) estudaram o polissacarídeo do exsudato vegetal de 

Acacia nilotica, de 8 regiões geográficas diferentes. Foram analisados vários 

aspectos como, a determinação da rotação ótica, dos monossacarídicos 

constituintes, da concentração de proteína, e da viscosidade intrínseca, além da 

análise estrutural por espectroscopia de RMN-13C. Todas as amostras estudadas 

apresentaram diferenças nos aspectos analisados, porém, com características



142

estruturais de arabinogaiactanas. Esses autores, relataram que fatores 

ambientais, como as condições climáticas, composição do solo e outros fatores 

do habitat possam influenciar na composição do polissacarídeo.

4.2.3.2. Determinação da configuração absoluta dos constituintes 

monossacarídeos do polissacarídeo nativo e da sua rotação ótica específica

Para a determinação da configuração absoluta dos componentes 

monossacarídicos, o polissacarídeo nativo do cajueiro foi submetido à hidrólise 

ácida total (em TFA 2M) obtendo-se um resíduo cristalizado, o qual foi analisado 

por espectroscopia de RMN de 13C e polarimetria. O resultado do espectro de 

RMN-13C, mostrou a presença de ap-galactose. A rotação específica obtida foi de 

[ oc] d 25° +134° (valor inicial) até um valor constante de +79° (80 s), correspondente 

ao enantiômero D (G o rin  & M azurek, 1975; Pigman & Is b e ll,  1968).

O sobrenadante resultante do processo de cristalização foi fracionado por 

crom atografia de partição em celulose, e a eluição foi fe ita com acetona e 

acetona:água (10:1, v/v). As frações obtidas foram  analisadas por RMN -13C e na 

form a de derivados acetatos dos seus (-)-2-octilg licosídeos por CG-EM. A análise 

desses resultados m ostrou a presença L-arabinose, L-ramnose, and D- 

g lucuronolactona (Rrha1,04, solvente 1) (G o rin  et al., 1985).

A rotação específica foi realizada obtendo-se para o polissacarídeo nativo 

do cajueiro, um valor positivo de [a]o25° = +21°. Este valor sugere a presença de 

estrutura principal do tipo (3-D-Galp.
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Semelhantes valores de [ oí] d 25° foram obtidos, para o polissacarídeo do 

cajueiro, espécies indiana, de +24,2° e papuana, de +23,6C (A n d e rso n  et al., 

1974; A n d e rs o n  & B e ll,  1975). Para o polissacarídeo do cajueiro, de origem 

venezuelana (Léon de P in to  et al., 1995), foi obtido um valor para [a]D25° de +36°, 

superior ao encontrado para o polissacarídeo de outras regiões geográficas.
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O polissacarídeo nativo (PN) foi submetido à metilação pelas técnicas de 

Haw orth  (1915), C iucanu  & K erek  (1984) e K uhn et al. (1955) e mostrou 

unidades terminais não redutoras de Araf (2%), Rhap (2%), Glcp (< 10%) e Galp 

(19%) e outras unidades de Galp 3-0- (6%), 4-0- (10%), 6-0- (19%), e 3,6-di-O- 

substituídas (32%). Quando este polissacarídeo pré-O-metilado foi reduzido com 

LíAID4 e o produto convertido a alditóis acetatos parcialmente O-metilados foi 

verificada a presença de unidades terminais não-redutoras e 4-0-substituídas de 

ácido giucurônico (Tabela XII, página 168).

Pode-se salientar, que os dados de metiiação, mostram a presença das 

unidades de ramnose como extremidades não redutoras (2,3,4-tri-O-metil- 

ramnose) e de unidades de ácido giucurônico 4-0-substituídas (2,3-di-O-metil- 

glucose), resultados esses que são concordantes com 0 tipo de estrutura 

encontrada nos oligossacarídeos livres redutores, que apresentam unidades de 

ramnose terminal unidas por ligação do tipo (1—>4) nas unidades de ácido 

giucurônico (Figura 30, página 122). Na literatura encontra-se descrito que as 

unidades de ramnopiranose funcionam como extremidades não redutoras, e que 

estariam ligadas ao ácido giucurônico (C harlson  et al., 1990). Outros dados da 

literatura (Smith  f ., 1939; A spinall  et al., 1965) mostram que unidades de ácido 

giucurônico estão presentes como extremidades não-redutoras, 0 que também foi 

verificado, no presente trabalho, pela análise de metilação (traços de ácido

4.2.3.3 Análise de metilação e espectroscopia de ressonância magnética

nuclear (RMN) do polissacarídeo nativo do exsudato vegetal de A.

occidentale
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glucurônico como terminal não redutor, derivado 2,3,4-tri-O-metil-glucose).

Na análise de metilação da goma de cajueiro de origem indiana reaiizada 

por A nderson  & B ell (1975), através dos métodos descritos por Haw orth  (1915) 

e Purdie  & Irvine  (1903), com posterior quantificação dos derivados O-metil 

glicosídeos por GLC, mostraram unidades terminais não redutoras de L-Araf (9%), 

L-Arap (4%), L-Rha (9%), D-Glc (10%), D-Gal (25%), e outras unidades de Arap2- 

O- (2 %), Araf 2-0- (3%) e de Galp 3-0- (2 0 %), 6-0- (3%), e 3,6-di-O-substituídos 

(10%). Os autores relataram que as unidades de galactose 4-0- e 3,4-di-O- e

3,4,6-tri-O-substituídos não foram encontrados, possivelmente por metilação 

incompleta.

Pelos resultados de metilação, observa-se que o polissacarídeo nativo do 

cajueiro de origem brasileira, tem maior conteúdo de unidades de galactose 6 -0 - 

substituídas (19%) e 3-6-O-substituídas (32%) do que o de origem indiana (3% e 

10%), respectivamente. Por outro lado, o de origem indiana apresenta maior 

conteúdo de unidades de galactose 3-O-substituída (20%) do que o 

polissacarídeo em estudo (6 %). Além disso, pode-se comparar os resultados de 

metilação do polissacarídeo do cajueiro (Caruaru - PE) com as informações 

obtidas pelos dados de RMN do polissacarídeo (Pacajus - CE), estudado por De 

Paula  et al. (1998), em relação ao conteúdo de unidades de galactose 6-0- 

substituídas. Esses autores (De Paula  et al., 1998) não realizaram a análise de 

metilação do polissacarídeo do cajueiro (Pacajus - CE), porém, pelo espectro de 

DEPT (CH2) concluíram que cerca de 40% das unidades de galactose estariam 

substituídas em 0-6. Com relação a estes dados, para o polissacarídeo do 

cajueiro em estudo, apresentou pelos dados de metilação uma porcentagem
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menor de unidades de gaiactose substituídas em 0 - 6  (19%).

Com relação aos polissacarídeos de exsudatos vegetais, existem alguns 

trabalhos prévios que utilizaram a espectroscopia de RMN-13C para 

caracterização parcial da estrutura química (D efaye  & W o n g , 1986; Léon D e 

P in to , 1991; L éon D e P into  et al., 1995).

Com relação ao espectro de RMN-1H do polissacarídeo nativo de 

Anacardium occidentaie (Figura 34), obteve-se na região de prótons anoméricos 

do espectro, os assinalamentos de 6 em 5,291; 5,070; 4,913; 4,734; 4,700 (DOH); 

4,493 e 4,432. Os sinais em ô 5,291 e 5,070, podem ser atribuídos a unidades em 

configuração anomêrica a. Os sinais em ô 4,493 e 4,432, podem ser 

correspondente as unidades em configuração (3. O sinal de H-1 da unidade de a- 

ramnose foi detectado em ô 4,760 (espectro de RMN-1H, a 70°C), bem como o 

sinal, em região de campo alto do espectro, em ô 1,240, característico do H-6 

desta unidade. Tanto a região de H-1, como o restante do espectro não 

mostraram sinais bem definidos, dificultando os assinalamentos e a determinação 

das constantes de acoplamento, dos outros sinais de prótons do polissacarídeo. 

Pequenos sinais de -OCH3 não foram detectados nos espectros de 1H (ô -3,2), 

constatando a ausência do derivado 4-O-metil glucurônico.

De P a u la  et al. (1998) determinaram as constantes de acoplamento para 

13C-1H (1Jch) dos carbonos anoméricos das unidades de piranose. Estas 

configurações anoméricas são capazes de identificar estas unidades, uma vez 

que para polissacarídeos os valores de 1Jch para os anoméricos a  e B, é de 170 

MHz e 160 MHz, respectivamente (P e r lin  & Casu, 1969, citado por G o rín , 1981). 

A configuração (3 foi encontrada para as unidades de gaiactose e ácido
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glucurônico e a configuração a  para unidades de ramnose, de acordo com os 

resultados descritos por A nderson  et al. (1974). A configuração a  encontrada 

para glucose, foi diferente da encontrado para a goma de cajueiro de origem 

indiana e papuana (A nderson  & B e ll , 1975). A configuração anomérica da 

arabinofuranose foi assinalada como a  de acordo com a deslocamento químico.

Figura 34: Região de H-1 do espectro de RMN-1H (400,13 MHz) do polissacarídeo 

nativo do exsudato de Anacardium occidentaíe, em D20, 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em Ô ppm.
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O espectro de RMN-13C do polissacarídeo nativo (PN) de A. occidentaíe 

(Figura 35) é complexo. Um sinal muito pequeno em 8 175,8 foi atribuído ao 

grupamento COOH do ácido urônico.
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Figura 35: Espectro de RMN-13C (100,61 MHz) do polissacarídeo nativo do 

exsudato de Anacardium occidentale, em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 5 ppm.

Na região de C-1 do espectro, apresenta-se 5 sinais com intensidades 

diferentes (8 103,8 > 100,5 >101,1 > 103,0 »  108,3) e possíveis sobreposições 

de sinais. Em 8 108,3 um sinal muito pequeno atribuído a a-Araf, e os sinais mais 

intensos em 8 103,8 e 100,5, atribuídos a (3-Galp e a-Galp, respectivamente. Em 8

101,1 e 103,0, atribuídos para a-Rhap e p-GlcpA, respectivamente. Na região de 

C-2 a C-6 (8 85 a 60), com 20  sinais, foram assinalados 3 sinais em 8 81,4 - 82,0
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para (3-galactose 3-0-substituídas e um sinal em 8 84,1 para C-4 de a-Araf (Léon 

D e P in to , 1991; D efaye  & W o n g , 1986). Em campo mais alto do espectro 

observa-se um sinal intenso em 8 17,0 que corresponde ao grupo -ÇH3 (C-6 ) da 

unidade de ramnose (G orin  & Ma zu r e k , 1975).

A ausência do sinal de -OCH3 (5 -59) em RMN-13C indica que o 

polissacarídeo nativo do cajueiro brasileiro não possui unidade de ácido 4-0- 

metilgiucurônico, confirmando o resultado obtido no espectro de próton. Com 

relação, ao derivado 4-O-metilgiucurônico, a ausência do mesmo para o PN 

mostra-se diferentes dos propostos para os exsudatos obtidos das espécies 

originadas da índia e de Papua (A nderso n  & B e ll , 1975) e da Venezuela (Léon 

D e P into et al., 1995). D e Paula  et al. (1998), verificaram, também, a ausência do 

derivado ácido 4-O-metilglucurônico no polissacarídeo de origem brasileira 

(Pacajus-CE). É importante ressaltar que a presença do derivado 4-O- 

metilglucurônico na goma de cajueiro indiana, foi relatada por A nderson  et al. 

(1974) considerando a dosagem de grupos metoxil e os resultados de A nderson  

& B ell (1975), que verificaram a presença de um aldobiurônico que apresentou Rf 

(em cromatografia de partição em papel) idêntico ao 6-0-(4-0-metil-(3-D- 

glucopiranosil ácido urônico)-D-galactose.

No espectro de 13C-DEPT135 (CH2 invertido) (Figura 36) não foram 

detectáveis sinais de C-6 de unidades de galactose, em virtude da sobreposição 

com sinais positivos que apresentam o mesmo deslocamento. Neste espectro 

observa-se a presença dos sinais invertidos em 8 61,5 e 60,5 atribuído ao CH2 

livres, das unidades de galactose (e glucose) e arabinose.



Figura 36: Espectro parcial de RMN de 13C-DEPT135 do polissacarídeo nativo do 

exsudato de Anacardium occidentale, em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em Ô ppm.

Pelo espectro de 13C-DEPT90 (CH-CH3; sinais positivos) (Figura 37), 

mostra-se a ausência de sinais na região entre 8 57-62, confirmando, novamente, 

a ausência do ácido 4-O-metii glucurônico no polissacarídeo do cajueiro (origem 

brasileira - Caruaru - PE).
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Figura 37: Espectro parcial de RMN de 13C-DEPT90 do polissacarídeo nativo do 

exsudato de Anacardium occidentale, em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em ô ppm.

L éon D e P into et ai. (1995) analisaram por espectroscopia de RMN-13C (75 

MHz) (Figura 38) o polissacarídeo do exsudato de A. occidentale, de origem 

venezuelana, obtendo-se um espectro complexo, no qual foram assinalados a 

maioria dos sinais das unidades de gaiactose e ácido urônico. Os assinalamentos 

para unidade de -»3)-p-D-Gal-(1-> em 5 103,4 e Ô 103,6 correspondendo ao C-1
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e em ô 81,5 e ô 81,7 para C-3. Para unidade -»6)-[}-D-Gal-(1-» em Ô 102,5 para 

C-1 e em 8 68,7 para C-6 . Para a unidade de (3-d-GIcA-(1-> foi assinalado para C- 

1 em Ô 104,3 e para o derivado 4-0-Me-oc-D-GlcA-(1-^ em Ô 100,0 (C-1). Além 

disso, foi assinalado o sinal em ô 60,1 correspondendo ao 4-O-Me. Outros sinais 

em ô 171,5 e 175,8 foram assinalados para o C-6 dos ácidos urônicos e em ô 16,1 

ao C-6 (CH3) para as unidades de ramnose. É importante ressaltar que apesar do 

polissacarídeo do cajueiro de origem venezuelana ter apresentado na sua 

composição monossacarídica um teor alto de arabinose (31%), no espectro 

(Figura 38) não estão mostrados os sinais correspondentes as unidades de a-Araf 

(em ô 110,0 a 108), e nenhum comentário foi feito pelos autores (Léon De P into et 

a i, 1995) sobre a presença de sinais de unidades de a ou [3-arabinose 

furanosídicas ou piranosídicas. Esses resultados mostram que, comparando-se o 

polissacarídeo do cajueiro de origem brasileira com o de origem venezuelana, 

existem diferenças com relação a presença do derivado 4-O-metil-glucurônico, 

além das já verificadas para composição monossacarídica e para atividade óptica. 

Em virtude, dos resultados apresentados por L éon de P into et al. (1995) sugere- 

se a recaracterização da estrutura química do polissacarídeo de origem 

venezuelana, tendo como estratégia uma análise cuidadosa na escolha dos 

métodos a serem utilizados, bem como na interpretação dos resultados obtidos.
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Figura 38: Espectro de RMN-13C (75 MHz) do polissacarídeo nativo do exsudato 

de Anacardium occidentaie de origem venezuelana, em D20, a 37°C, obtido por 

Léon d e  P in to  et al. (1995)*.

* Padrão interno 1,4-dioxano -> 66,67 ppm. Insert: Espectro de RMN-13C (100,61 MHz) 

do polissacarídeo nativo do exsudato de Anacardium occidentaie de origem brasileira 

(presente tese) em D20, a 30°C. Os deslocamentos químicos estão expressos em ô ppm.
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Os resultados obtidos pela espectroscopia de RMN-13C do polissacarídeo 

de cajueiro de Caruaru (PE) foram semelhantes aos obtidos para o de Pacajus 

(CE) (De Pau la  et al., 1998), e estão comentados a seguir. D e Pau la  ei al. (1998) 

relataram o espectro de RMN-13C (125,7 MHz) da goma intacta de A. occidentale, 

sendo que os sinais para os carbonos anoméricos foram atribuídos, com base nos 

dados sobre a composição monossacarídica e os deslocamentos químicos de 

compostos da literatura (Bock  & P e d er so n , 1983). Neste espectro foram 

assinalados pequenos sinais em 8 17,5 para -CH3 de ramnose e em 8 175,7 para 

o grupo ácido de ácido glucurônico. As ressonâncias da região dos carbonos 

anoméricos (6 90 - 110) sugerem que o polissacarídeo contém, pelo menos, seis

(6 ) principais ligações, três como linhas bem definidas (8 101,0, 101,6 e 103,5) e 

outros três aparecendo como regiões sobrepostas (8 104-105, 105-106 e 108,5­

110,5), dois pequenos sinais em 8 93 e 97,5 são consistentes com deslocamentos 

químicos para C1(OH) de galactose redutora em configuração a e (3, 

respectivamente. Na região de C-2 a C-6 , entre 8 60 a 85, não foram atribuídos 

nenhum dos sinais neste espectro de RMN-13C da goma intacta. Porém, para esta 

região, os resultados do DEPT (CH+CH3) mostraram a ausência de sinais com 

deslocamentos químicos entre 8 57-62 que poderia ser atribuído a grupos metoxil, 

confirmando que em contraste com goma indiana (A nderson  et al., 1974) a 

brasileira não apresenta ácido 4-O-metil glucurônico. Além disso, no subespectro 

de DEPT (CH2) foram relatados dois grupos de sinais de CH2, um consistindo 

numa região de 8 61-63 e outro uma região com sobreposições de sinais em 8 69­

72. Os sinais de CH2 em 8 61-63 foram atribuídos aos grupos CH2OH. Os sinais 

de CH2 em 8 69-72 indicaram que estava presente unidades de galactose 6-0-
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substituídas.

Peia análise de metilação e pela espectroscopia de RMN de 1H e 13C do 

polissacarídeo nativo (PN), não obteve-se todas as informações sobre a estrutura 

do polissacarídeo, em virtude da complexidade da molécula. Porém, os dados de 

metilação, concomitante, com os dados sobre a composição monossacarídica, 

sugerem que este polissacarídeo é uma heterogalactana ácida, apresentando 

principalmente, unidades de galactose em ligações do tipo (1—>3) e (1-»6).

Com relação ao espectro de RMN-13C do polissacarídeo nativo (PN), pode- 

se ressaltar que pelas ressonâncias das unidades de (3-ga!actopiranose e pelos 

dados de metilação esta unidade participa de vários tipos de ligações dentro do 

polissacarídeo. As ressonâncias para arabinofuranose, ramnopiranose e ácido 

glucurônico apareceram como sinais de melhor definição, sugerindo que cada 

uma dessas unidades, existem como um ambiente uniforme na goma, 

participando de um tipo de ligação. Excetuando-se as diferenças já relatadas, os 

aspectos acima comentados são concordantes com os dados obtidos para o 

polissacarídeo do cajueiro estudado por outros autores (A nderson  & B e ll , 1975; 

De Paula  etal., 1998).

Na tentativa de elucidar a estrutura completa do polissacarídeo do cajueiro 

fez-se necessário obter frações polissacarídicas mais simples, utilizando-se para 

isso da hidróiise ácida parcial e da degradação controlada de Smith. Além disso, a 

obtenção e a caracterização de oligossacarídeos a partir de hidróiise ácida do 

polissacarídeo é um modo bastante utilizado para obter moléculas mais simples, 

podendo contribuir na identificação dos assinalamentos dos espectros de RMN 

dos poiissacarídeos.
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A seguir estão mostrados os resultados obtidos sobre na caracterização 

estrutural dos polissacarídeos do cajueiro: (1) PPH (PN submetido à hidrólise 

ácida parcial); (2 ) PPHPDS1 (PPH submetido à degradação controlada de Smith); 

(3) PDS1 (polissacarídeo da primeira degradação controlada de Smith do PN); (4) 

PDS2 (polissacarídeo da segunda degradação controlada de Smith sequenciada 

do PN) e (5) PDS3 (polissacarídeo da terceira degradação controlada de Smith 

sequenciada do PN).

4.3 CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DO POLISSACARÍDEO OBTIDO A 

PARTIR DA HIDRÓLISE ÁCIDA PARCIAL DO POLISSACARÍDEO NATIVO DO 

EXSUDATO DE A. occidentaíe (PPH)

O polissacarídeo nativo foi parcialmente hidrolisado e submetido à análise 

da composição monossacarídica por CG-EM, resultando um polímero constituído 

por arabinose (1%), xilose (6 %), manose (5%), galactose (80%), glucose (3%), 

além de ácido glucurônico (5%). Pela hidrólise ácida parcial obteve-se um 

polímero por precipitação etanólica, apresentando na sua constituição ausência 

de unidades de ramnose e menor conteúdo de arabinose e glucose, sugerindo 

que estas estariam nas extremidades terminais não redutoras do polissacarídeo 

nativo. Estes dados são concordantes com os obtidos na análise de metilação do 

polissacarídeo nativo, descrito anteriormente. O conteúdo de ácido glucurônico 

não foi alterado pela hidrólise ácida parcial nas condições já descritas, 

constatando a resistência à hidrólise das ligações entre unidades de ácido urônico 

e monossacarídeos neutros (C h a p lin , 1994).
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O polissacarídeo parcialmente hidrolisado (PPH) apresentou uma rotação 

específica de [a]o25° = + 20°, próxima ao obtido por A nderson  & B ell (1975), para 

o polissacarídeo parcialmente hidrolisado do cajueiro (índia) que apresentou um 

valor de + 29,1°.

A análise de metilação do polissacarídeo parcialmente hidrolisado (Tabela 

XII, página 168), mostrou unidades terminais não redutoras de Glcp (6%) e Galp 

(35%), além de unidades de Galp 3-0- (9%), 4-0- (5%), 6-0- (17%) e 3 ,6 -di-O- 

substituidas (28%). Além disso, na análise do polissacarídeo (PPH) permetilado 

submetido a redução com LJAID4 mostrou a presença de unidades de ácido 

giucurônico como unidades terminais não redutoras (traços de derivado 2,3,4-tri- 

O-metil-glucose). Como descrito anteriormente, no polissacarídeo nativo as 

unidades terminais não redutoras eram constituídas por arabinose, ramnose, 

ácido giucurônico, glucose e gaiactose, após esta molécula ser submetida à 

hidrólise ácida parcial, foram removidas todas as unidades de ramnose e parte 

das unidades de arabinose e glucose, verificado tanto pela análise da composição 

monossacarídica como pela metilação. Além disso, o aumento verificado de 19% 

para 35% do derivado 2,3,4,6-tetra-O-metil gaiactose (extremidade não redutora), 

indica que as unidades de ramnose, arabinose e glucose estariam ligadas a 

unidades de gaiactose, no polissacarídeo nativo (PN).

A nderso n  & B ell (1975), analisaram a goma de cajueiro (origem indiana) 

após hidrólise ácida parcial em H2S 0 4 0,005 M, por 96 h, a 1 0 0 °C, e obtiveram a 

goma degradada A, sendo que esta foi caracterizada pela composição 

monossacarídica e análise de metilação. Os resultados obtidos por A nderson  & 

B ell (1975) foram semelhantes aos relatados na presente tese, principalmente,
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com relação a remoção das unidades de ramnose e parte das unidades de 

arabinose pela hidrólise ácida parcial e pela presença de 35% de unidades 

terminais não redutoras de Galp (35%). Porém, pela hidrólise ácida parcial não foi 

removida parte das unidades de glucose e a análise de metiiação da goma 

degradada A apresentou 24% e 6 % de unidades de Galp 3-0- e 6-0-, 

respectivamente, valores estes diferentes do encontrado para o PPH.

O espectro de RMN-13C (100,61 MHz) do PPH (Figura 39) apresenta 

regiões complexas de C-1 , com sinais em 8 103,3 (maior), 104,4, 103,9, 103,7,

102,7, 100,1 e de C-3 O-substituída, com sinais em 8 81,9 a 80,9. Outros sinais 

menores, na região de C-1 , foram assinalados em 8 92,3, 96,5, 96,3. Podem ser 

atribuídos a unidade de galactose redutora, os sinais em 8 92,3 ao anômero a e 8

96,5 e 96,3 ppm para os anômeros (3. Além disso, o sinal em 8 172,4 foi atribuído 

ao ÇOOH da unidade de ácido urônico.

A análise de espectroscopia de RMN do polissacarídeo PPH, mostraram 

que esta molécula é complexa, como verificado pela região de carbonos 

anomêricos do respectivo espectro. Comparando os espectros de RMN-13C do 

polissacarídeo nativo com o do polissacarídeo parcialmente hidrolisado (Figura 

39), tem-se diferenças pronunciadas, na região de C-1 (principal sinal em 8 103,8 

para PN e em 8 103,3 para PPH), além do sinal em 8 61,0 intenso (C-6 livre de 

galactose) presente no espectro do PPH.



da hidrólise ácida parcial do polissacarídeo nativo do exsudato de Anacardium

occidentaie (PPH), em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em ô ppm. Insert: Espectro de 13C-RMN 

do polissacarídeo nativo (PN).
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Os sinais invertidos no 13C-DEPT135 (Figura 40) assinalados em Ô 61,0 

(maior) e em 5 60,5, 60,2, 60,1,62,7 (menores), correspondendo a CH2OH (ou 

CH2) (C-6 ou C-5) de unidades de galactose, glucose e arabinose. Além dos 

sinais sobrepostos em Ô -69,0, não sendo possível atribuir os sinais para C-6 de 

galactose substituído.

Os resultados relatados por De Paula et al. (1998), sobre a composição 

monossacarídica e a análise de RMN-13C do polissacarídeo parcialmente 

hidroiisado (Pacajus - CE) foram semelhantes aos resultados apresentados na 

presente tese.
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Figura 40: Espectro parcial de RMN de 13C-DEPT135 do polissacarídeo obtido a 

partir da hidrólise ácida parcial do polissacarídeo nativo do exsudato de 

Anacardium occidentale (PPH), em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 6 ppm.
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4.4 CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DO POLISSACARÍDEO OBTIDO A 

PARTIR DA DEGRADAÇÃO CONTROLADA DE SMITH DO POLISSACARÍDEO 

PARCIALMENTE HIDROLISADO (PPHDS1)

O polissacarídeo parcialmente hidrolisado (PPH) foi submetido à 

degradação controlada de Smith (Figura 05, página 53). Após a oxidação com 

metaperiodato de sódio e redução com boroidreto de sódio, obteve-se o 

poliálcool, e uma alíquota deste, foi hidrolisada e analisada por CG-EM na forma 

de acetato de alditóis, obtendo-se como resultado glicerol, treitol, arabinitol e 

galactitol, na proporção molar de 76:2:1:21. O glicerol indica a presença de 

hexoses ou pentoses com unidades terminais não-redutoras, e também ligações 

do tipo (1->6) e (1 —>2) para hexoses e do tipo (1 — >5) para pentoses (Aspinall, 

1982c). A presença de galactose, pode indicar a presença de ligação do tipo 

(1 —>3), a qual é resistente a oxidação com periodato de sódio. O restante do 

poliálcool foi submetido à hidrólise parcial, nas condições já descritas, obtendo-se 

por precipitação etanólica, o polissacarídeo PPHDS1 (rendimento de 30%), o qual 

foi analisado por CG-EM, espectroscopia de RMN-13C. Este polissacarídeo 

apresentou um valor de [a]D25° +34°.

Na análise da composição monossacarídica, por CG-EM, do polissacarídeo 

PPHDS1, este apresentou-se constituído por galactose, arabinose e glucose, na 

proporção molar de 93:6:1. O espectro de RMN-13C demonstra a ausência de 

sinais correspondentes a açúcares ácidos nesta amostra.

O espectro de RMN-13C do PPHDS1 (Figura 41), apresentou 6 sinais 

principais, em 5 103,9; 82,0; 74,7; 70,3; 68,4 e 61,0, os quais foram atribuídos
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para C-1, C-3, C-5, C-2, C-4 e C-6 da unidade de p-D-Gaip, caracterizando-se 

como uma cadeia principai de p-galactopiranose (1-^3) ligada. Os assinalamentos 

foram baseados na estrutura de of p-D-Galp-[(1-»3)-p-D-Galp]4-(1->4)-aP-D-Glcp 

caracterizada por C o l lin s  et al., 1981. Outros sinais de menor intensidade, na 

região de C-1, foram assinalados em ô 104,1, 102,3 e 100,4. O sinal em 5 102,3 

pode ser atribuído para p-L-arabinopiranose. O sinal em 6 100,4 pode ser 

atribuído ara a-D-glucopiranose.

o
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(0

Figura 41: Espectro de RMN-13C (100,61 MHz) do polissacarídeo obtido a partir 

da degradação controlada de Smith do polissacarídeo parcialmente hidrolisado 

(PPHDS1), em D20, a30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em Ô ppm.



163

O espectro de 13C-DEPT135 do PPHDS1 (Figura 42), mostrou a inversão 

dos sinais 8 em 64,3 (C-5, (3-L-Arap); 62,9; 63,0 (menores); 61,0 (maior). A 

intensidade do último sinal descrito, além da ausência de sinal de C-6 O- 

substituído (região 8 ~ 69,0), confirmam a presença de uma cadeia principal 

formada por unidades de galactopiranose unidas por ligação do tipo (1 —>3 ).

*1in

Figura 42: Espectro parcial de RMN de 13C-DEPT135 do polissacarídeo obtido a 

partir da degradação controlada de Smith do polissacarídeo parcialmente 

hidroiisado (PPHDS1 ), em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 8 ppm.
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Os resultados descritos por A n d e r s o n  & B e ll  (1975) para o polissacarídeo 

do cajueiro (origem indiana) parciamente hidrolisado submetido a degradação 

controlada de Smith (goma degradada B), foram semelhantes aos relatados na 

presente tese. A goma degradada B apresentou um valor de [a]o25° = +38,3°, 

sendo constituída apenas por galactose. A análise de metilação deste 

polissacarídeo mostrou a presença de 70% do derivado 2,4,6-Me3-galactose, 

indicando a presença de uma cadeia principal de p-D-galactose (1 —>3) ligada, 

resultado este concordante com a análise do espectro de RMN-13C do PPHDS1 

(Figura 41).

4.5 CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DOS POLISSACARÍDEOS OBTIDOS 

PELA DEGRADAÇÃO CONTROLADA SEQUENCIADA DE SMITH: PDS1, 

PDS2 E PDS3

O polissacarídeo nativo (PN) foi submetido a degradação controlada de 

Smith sequenciada (Figura 06, página 56). Obteve-se os poliálcoois 1, 2 e 3, 

respectivos, à primeira, segunda e terceira degradações controladas de Smith 

sequenciadas. A partir de uma alíquota de cada um, realizou-se a hidrólise ácida 

total e a análise em CG-EM, na forma de acetatos de alditóis. Os resultados 

obtidos mostraram que os poliálcoois 1, 2 e 3 apresentam-se constituídos por 

glicerol, arabinose, e galactose, nas proporções de 75:3:22, 69:4:27 e 4:2:94, 

respectivamente. O glicerol indica a presença de hexoses ou pentoses com 

unidades terminais não-redutoras, e também ligações do tipo (1 —>6) e (1 —>2 ) para 

hexoses e do tipo (1 —>5) para pentoses (A s p in a l l , 1982c). A presença de
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gaiactose, pode indicar a presença de ligação do tipo (1 —>3) a quai é resistente a 

oxidação com periodato de sódio.

Seguindo o procedimento da degradação controlada de Smith 

sequenciada, obteve-se os poiissacarídeos PDS1, PDS2 e PDS3, a partir da 

primeira, segunda e terceira degradações controladas de Smith. Os resultados 

sobre a composição monossacarídica do PDS1, mostrou que este polímero é 

constituído de gaiactose, arabinose, xiiose, manose e gaiactose na proporção 

molar de 90:8:1:1 e apresenta um valor de [ cx] d 25° = +43°. Os poiissacarídeos 

PDS2 e PDS3, apresentam-se constituídos por gaiactose e arabinose, nas 

proporções de 92:8 e 97:3, respectivamente. O valor de [ o í] d 25° verificado para 

PDS2 foi de +40°. Não foi determinada a rotação ótica específica do PDS3.

Os resultados sobre o PDS1 , mostram um polímero com ausência de 

unidades de ramnose e ácido giucurônico, provavelmente pela remoção destas 

unidades durante o processo de degradação. Confirmando que estas unidades 

estariam participando de ramificações na estrutura do tipo oc-L-Rhap-(1-»4)-ap-D- 

GlcpA-.

Na Tabela XI compara-se os resultados obtidos sobre a composição 

monossacarídica e os dados de [a]o25° dos poiissacarídeos: PN, PPH, PPHDS1, 

PDS1, PDS2 e PDS3.
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Tabela XI: Composição monossacarídica e [oc]d25° obtidos para os polissacarídeos 

PN, PPH, PPHDS1, PDS1, PDS2 e PDS3.

Polissacarídeos
Monossacarídeos 
Constituintes (%) PN PPH PPHDS1 PDS1 PDS2 PDS3

Âcido glucurônico 5 5 - - - -

Arabinose 4 1 6 8 8 3

Gaiactose 82 80 93 90 92 97

Glucose 6 3 1 - - -

Manose - 5 - 1 - -

Ramnose 2 - - - - -

Xilose 1 6 - 1 - -

[oc]d25° +21° +2 0 ° +34° +43° +40° nd

PN -» polissacarídeo nativo, PPH —» polissacarídeo nativo submetido à hidrólise 
ácida parcial, PPHDS1 -» PPH submetido à degradação controlada de Smith, PDS1, 
PDS2 e PDS3 polissacarídeos obtidos a partir da primeira, segunda e terceira 
degradações controladas sequenciadas de Smith do polissacarídeo nativo, nd: não 
determinado.
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A análise de metilação do polissacarídeo obtido da primeira degradação 

controlada de Smith (PDS1) mostrou unidades terminais não redutoras de Glcp 

(3%), e Galp (11%) e com unidades de Galp 3-0- (67%), 4-0- (2%), 6-0- (3%), e

3,6-di-O- substituídas (14%) (Tabela XII, página 168).

Pelos dados de metilação, a presença do principal derivado 2,4,6-tri-O- 

metil-galactose, mostra que o PDS1 apresenta uma cadeia de galactose formadas 

por ligações (1 —>3). Porém, neste polissacarídeo, tem-se, ainda a presença de 

unidades de galactose substituídas em 6-0  e 3,6-di-O-substituídas. Em relação 

ao polissacarídeo nativo, pelo procedimento de deagradação controlada de Smith, 

foi possível obter um polissacarídeo menos ramificado, conforme verificado pela 

diminuição (em %) dos derivados parcialmente metilados de galactose: 2 ,3,4,6- 

tetra-O-metil, 2,3,6-tri-O-metil, 2,3,4-tri-O-metil e 2,4-di-O-metil.
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Tabela XII: Análise de metilação dos polissacarídeos: nativo (PN), parcialmente 

hidrolisado (PPH) e do obtido a partir da primeira degradação controlada de Smith 

(PDS1)

acetato de tempo de acetato de aiditóis O-metilados Tipo de
aiditóis O- retenção obtidos a partir dos ligação
metilados em s, polissacarídeos metllados**

DB 210* ( moles%)
PN PPH PDS1 PN PPH

red. red.
2,3,5-Me3-Ara 454 2 - - - - extrem. não 

redutora
2,3,4-Me3-Rha 461 2 - - - - extrem. não 

redutora
2,3,4,6-Me4-Glc 518 10 6 3 7 5 extrem. não 

redutora
2,3,4,6-Me4-Gal 532 19 35 11 17 26 extrem. não 

redutora
2,4,6-Me3-Gal 605 6 9 67 10 13 3-O-Gal

2,3.6-Me3-Gal 645 10 5 2 6 5 4-O-Gal

2,3,4-Me3-Glc 666 tr. tr. 6-O-Glc
ou

extrem. não 
redutora de 

GlcpA
2,3,4-Me3-Gal 707 19 17 3 26 22 6-O-Gal

2,3-Me2-Glc 836 “ • “ 1 * 4,6-di-O-Glc
ou

4-O-GlcpA
2,4-Me2-Gal 864 32 28 14 33 29 3,6-di-O-Gal

* Foram utilizadas 2 colunas, em virtude da sobreposição dos isômeros de Rha, Ara, 
e Gal. Em OV-225, ocorre sobreposição dos isômeros 2,3,5-Me3-Ara (447 s) e 2,3,4- 
Me3-Rha (448 s). e também dos isômeros de 2,4-Me2-Ara (545 s), 3,4-Me2-Ara (542 
s), e 2,3,4,6-Me4-Gal (542 s). Sendo possível identificar os derivados 2,5-Me2-Ara 
(509 s), 3,5-Me2-Ara (499 s), e 2,3-Me2-Ara (537 s). Em DB-210, 2,5-Me3-Ara (533 s) 
e 2,3,4,6-Me4-Gal (533 s) estão sobrepostos. Podendo identificar os derivados 3,5- 
Me2-Ara (519 s), 2,3-Me2-Ara (577 s), 3,4-Me2-Ara (571 s), 2,4-Me2-Ara (558 s),
2,3,4,6-Me4-Gal (533 s), 2,3,5-Me3-Ara (462 s), e 2,3,4-Me3-Rha (469 s). **PN 
polissacarídeo nativo, PPH -> polissacarídeo nativo submetido à hidrólise ácida 
parcial, PDS1 -» polissacarídeo obtido a partir da primeira degradação controlada de 
Smith do polissacarídeo nativo, PN red. polissacarídeo nativo após redução com 
lítio alumínio deuterado, PPH red ^  polissacarídeo nativo submetido à hidrólise 
ácida parcial após redução com lítio alumínio deuterado. tr. < 1%.
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A n d e rs o n  & B e l l  (1975) submeteram o polissacarídeo de cajueiro nativo 

de origem indiana, a 5 sucessivas degradações de Smith, obtendo os 

polissacarídeos I a V. O polissacarídeo I com [ oc] d 25° de +41°, apresentou-se 

constituído por galactose, arabinose e ácido glucurônico, nas proporções de 

76:22:1,8, respectivamente. A análise de metilação do polissacarídeo I, mostrou 

como principais derivados metilados, 2,4,6-tri-O-metil-galactose (37%), além dos 

derivados 2,3,4,6,-tetra-O-metil-galactose (17%), 2,3,5-tri-O-metil-arabinose 

(12%), 3,5-di-O-metii-arabinose (11%) e 2,4-di-O-metil-galactose (8 %). Outros 

derivados de galactose, arabinose e ácido glucurônico apareceram em 

quantidades inferiores a 4%. A presença do derivado 2,4,6-tri-O-metil-galactose, 

indica uma cadeia de galactose (1—>3) ligada e a do derivado 3,5-di-O-metil- 

arabinose, indica que as unidades de arabinose participam de ligações do tipo 

(1 —>2). Comparando-se os resultados obtidos por A n d e rs o n  & B e l l  (1975) para o 

polissacarídeo I com os relatados para o PDS1, verifica-se que ambos 

polissacarídeos apresentam uma cadeia principal de galactose unidas por 

ligações (1-»3). Os polissacarídeos II ([a]o25° +39,9°) e III ( [ oc] d 25° +35,2°) 

apresentaram constituídos galactose e arabinose, nas proporções molares de 

90:10 e 97:3, respectivamente (A n d e rs o n  & B e ll,  1975), resultados similares aos 

encontrados para os polissacarídeos PDS2 e PDS3.

O espectro de RMN-13C (100,61 MHz) do PDS1 (Figura 43), obtido pela 

primeira degradação controlada de Smith, apresentou 6 sinais proeminentes 

(correspondendo a 95% dos sinais), em Ô 105,5 (C-1), 84,3 (C-3), 71,0 (C-2 ), 68,9 

(C-4), 75,4 (C-5) e 61,4 (C-6 ), referente aos carbonos de uma cadeia principal de 

p-Galp ligadas por (1 —>3 ). O sinal de C-6 não substituído foi confirmado pelo
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espectro de RMN de 13C-DEPT135 (Figura 44). Os assinalamentos foram 

baseados nos resultados de C ollins  et al. (1981). Neste espectro não há sinais 

correspondentes a unidades de oc-arabinofuranose, sugerindo que as unidades de 

arabinose estariam na forma piranosídica. Além disso, tem-se sinais menores em 

8 105,9, 105,8 referentes as unidades de p-D-gaiactose 3,6-di-O-substituídas. 

Além dos sinais em 6 104,3 e 101,3, que podem ser atribuídos ao C-1 de 

unidades de p-L-Arap e a-D-GIcp. E os sinais em Ô 84,8, 84,7 e 84,5 atribuídos ao 

C-3 de unidades de galactose 3-O-substituídas e outro menor em 8 80,6,

possivelmente, atribuídos ao C-3 ou C-4 de unidades de galactose O-substituídas.
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Figura 43: Espectro de RMN-13C (100,61 MHz) do polissacarídeo obtido da 

primeira degradação controlada de Smith do PN (PDS1), em D20  com NaOH a 

5% (p/v), a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 8 ppm.



Figura 44: Espectro parcial de RMN de 13C-DEPT135 do polissacarídeo obtido da 

primeira degradação controlada de Smith do PN (PDS1), em D20  com NaOH a 

5% (p/v), a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 8 ppm.

Os espectros de RMN-13C (Figuras 45 e 46) dos polissacarídeos da 

segunda e terceira degrações controladas de Smith (PDS2 e PDS3), foram 

similares, ao descrito para PDS1. O PDS2 apresenta os 6 sinais principais em 5

105,6 (C-1 ), 71,0 (C-2 ), 84,4 (C-3), 68,9 (C-4), 75,4 (C-5) e 61,4 (C-6) e o PDS3 

os sinais em 8 105,4 (C-1), 70,9 (C-2), 84,2 (C-3), 68,9 (C-4), 75,3 (C-5) e 61,4 

(C-6), para os carbonos da unidade de D-galactopiranose (1-»3) ligada.

Os dados de 13C-RMN, mostrando uma cadeia de galactopiranose com 

ligações do tipo (1 —>3) são concordantes com os dados de metilação, o qual 

apresentou como principal derivado metilado o 2,4,6-tri-O-metil-galactose, 

correspondendo a unidade de galactose 3 -O-substituídas.
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Figura 45: Espectro de RMN-13C (100,61 MHz) do polissacarídeo obtido da 

segunda degradação controlada de Smith sequenciada (PDS2), em D20  com 

NaOH a 5% (p/v), a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em Ô ppm.

*
T“
<0
í

inNI

Figura 46: Espectro de RMN-13C (100,61 MHz) do polissacarídeo obtido da 

terceira degradação controlada de Smith sequenciada (PDS3), em D20  com 

NaOH a 5% (p/v), a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em ô ppm.
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De Paula  et al. (1998), obtiveram um espectro de RMN-13C do 

polissacarídeo do cajueiro (Pacajus-CE) submetido à degradação controlada de 

Smith, muito mais simples do que o polissacarídeo intacto. Seis principais sinais 

foram observados em ô 61,9, 69,5, 71,4, 75,8, 82,9 e 104,8, todos com a mesma 

intensidade. O espectro mostra um principal sinal em 8 61,9 (assinalado para C-6 

como CH2OH) e os outros quatros sinais na região de 8 69-83 (C-2 a C-5), todos 

com a mesma intensidade do carbono anomêrico C-1 em 8 104,8, indicando que 

as ligações (1 —>6 ) das unidades de gaiactose foram quebradas. Os dados da 

literatura mostram que os deslocamentos químicos dos quatro principais sinais 

em 8 69-83 são consistentes com uma cadeia principal de unidades de gaiactose 

ligadas em (1 —>3), sendo os assinalamentos de C-2 a C-5, como: C-4 = 8 69,5; C- 

2 = 8 71,4; C-5 = 8 75,8; C-3 = 8 82,9. Esses autores não descrevem a 

composição monossacarídica desta fração, e não realizaram análise de metilação 

dos polissacarídeos nativo, parcialmente hidrolisado e do obtido por degradação 

controlada de Smith.

Com relação aos resultados obtidos por D e Paula  et al. (1998) para o 

polissacarídeo de cajueiro obtido pela degradação controlada de Smith, foram 

similiares aos encontrados para os polissacarídeos PDS1 , PDS2 e PDS3, obtidos 

neste trabalho. O valor obtido para C-1 de D-galactose-(1->3), na presente tese, 

foi de 8 105,5 superior ao encontrado por De Paula  et al. (1998), que foi de 8

104,8. Provavelmente, esta diferença deve-se aos solventes utilizados na 

obtenção do espectro de RMN (Colson  et al., 1974).

A fim de comparar os resultados obtidos para o polissacarídeo nativo e 

seus derivados, na Figura 47 estão mostradas as regiões de C-1 dos espectros
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de RMN-13C dos polissacarídeos nativo (PN), parcialmente hidrolisado (PPH), 

parcialmente hidrolisado submetido à degradação controlada de Smith 

(PPHPDS1), polissacarídeo da obtido da primeira degradação controlada de 

Smith (PDS1 ), polissacarídeo da obtido da segunda degradação controlada de 

Smith (PDS2 ), polissacarídeo da obtido da terceira degradação controlada de 

Smith (PDS3). A Tabela XIII relaciona os sinais, da região de C-1, obtidos nos 

espectros de RMN-13C, e os assinalamentos dos respectivos carbonos.
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Figura 47: Região de C-1 dos espectros de RMN-13C dos polissacarídeos: PN (A), 

PPH (B), PPHDS1 (C), PDS1 (D), PDS2 (E) e PDS3 (F).

* Os deslocamentos químicos estão expressos em Ô ppm. Abreviaturas: polissacarídeos, nativo 
(PN), parcialmente hidroiisado (PPH), parcialmente hidroiisado submetido à degradação 
controlada de Smith (PPHPDS1), polissacarídeo da obtido da primeira degradação controlada de 
Smith (PDS1), polissacarídeo da obtido da segunda degradação controlada de Smith (PDS2), 
polissacarídeo da obtido da terceira degradação controlada de Smith (PDS3).
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Tabela XIII: Sinais (em ô ppm) da região de C-1 dos espectros de RMN-13C dos 

polissacarídeos PN, PPH, PPHDS1, PDS1 , PDS2 e PDS3 e os assinalamentos

dos respectivos carbonos.

Sinais em Ô (ppm) da região de C-1 dos espectros de 
RMN-1 C dos polissacarídeos*:

ESTRUTURAS PN** PPH PPHDS1 PDS1 PDS2 PDS3
a-Araf-(1->
Delgobo etal. (1998)

108,3
(108,2)

- - - - -

->6)-p-Galp-(1—»

Fração F0.32 Oá discutido )

Delgobo et ai (1998)

103,8

(103,6)
(103,4)

103,7 sobrep.
(105,3)

sobrep.
(105,4)

sobrep.
(105,3)

->3)-(3-Galp-(1-»3) 
Defaye & WONG (1986)

sobrep.
(104,5)

103,9 103,9 105,5 105,6 105,4

(3-Galp-(1->

Defaye & Wong (1986)

sobrep.

(104,5)

sobrep.
(104,4)

104,1

->3)-(3-Gaip-(1—>3) 
6 

i

sobrep. 104,4 105.8
105.9

105,9
106,0

105.7
105.8

P-GlcpA-(1->

Fração FH0.32 (discutido a 
seguir)
G o rin  & M azu rek  (1975) 
Léon De P in to  et aí. (1995)

sobrep.
(103,0)
103,0

(104.3)
(104.3)

sobrep.
(102,7)

-»4)-p-GlcpA-(1-»

Delgobo et al. (1998) 
Defaye & Wong (1986)

sobrep.
(103,0)
(102,9)
(103,7)

sobrep.

a-Galp-(1->

Gorin & Mazurek (1975)

100,5

(100,5)

sobrep.
(100,1)

sobrep.
(100,4)

a-Rhap
Delgobo etal. (1998) 
Defaye & Wong (1986)

101,1
(101,2)
(101,6)

a-Galp-OH
Gorin & Mazurek (1975)

- 92,3
(92,8)

-

p-Galp-OH

Gorin & Mazurek (1975)

96,5
96,3

(96,9)
P-Arap (?)

Gorin & Mazurek (1975)

sobrep.

(101,0)

sobrep.
(102,7)

102,3 104,3 104,0 103,6

a-GIcp (?)

Gorin & Mazurek (1975) 
De Paula etal. (1998)

sobrep.

(100,3)
(101,1)

sobrep.
(100,1)

sobrep.
(100,4)

101,3 101,3 101,1

* polissacarídeos: nativo (PN), parcialmente hidrolisado (PPH), parcialmente hidrolisado 
submetido à degradação controlada de Smith (PPHPDS1), polissacarídeo da obtido da primeira 
degradação controlada de Smith do PN (PDS1), polissacarídeo da obtido da segunda 
degradação controlada de Smith (PDS2), polissacarídeo da obtido da terceira degradação 
controlada de Smith (PDS3). **Sobreposição de sinais em ô de 103,0 a 105,0.
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4.6 ISOLAMENTO E CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DOS 

OLIGOSSACARÍDEOS OBTIDOS A PARTIR DE HIDRÓLISE ÁCIDA PARCIAL 

DO POLISSACARÍDEO NATIVO DO EXSUDATO VEGETAL DE Anacardium 

occidentale

4.6.1 Isolamento e composição monossacarídica dos oligossacarídeos 

obtidos a partir de hidrólise ácida parcial do polissacarídeo nativo (PN)

Pelo procedimento de hidrólise ácida parcial do polissacarídeo nativo, em 

TFA 1 M, 100°C, 1 h, foram isolados oligossacarídeos. O produto desta hidrólise 

foi fracionado por cromatografia de adsorção em carvão ativo-terra de diatomácea 

(W h is t l e r  & B e m il l e r , 1962a; L e m ie u x , 1962), obtendo-se um produto com 

rendimento de 12,8% (0,53 g), correspondendo a fração eluída em etanol aquoso 

30%.

A análise qualitativa da fração etanol aquoso 30%, por cromatografia de 

partição em papel (solvente n° 2 ; n-butanol:piridina:H20 , 1:1:1, v/v), apresentou 

componentes com diferentes Riact. Os principais componentes foram os com R!act 

de 0,32, 0,86 e 1,15, além de pequenas quantidades de componentes com R|act 

de 0,14, 1,00, 1,30 e 1,44.

Afim de purificar os diferentes componentes presentes na fração eluída 

com etanol aquoso 30%, a mesma foi submetida a cromatografia de partição em 

papel preparativa (Whatman n°3, solvente n° 2).

Os oligossacarídeos purificados obtidos foram avaliados quanto sua 

composição monossacarídica por CP e por CG-EM. Nas frações que continham
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ácido glucurônico, foi verificada a presença de traços de glucitol hexaacetato, 

marcados com 2H2 no C-6 .

Na Tabela XIV estão demonstrados os resultados, com relação, a 

composição monossacarídica por CG-EM e os rendimentos obtidos das frações 

purificadas por CP preparativa. As frações foram denominadas FHo.u, FHo,32,

FH0i86, FH^oo, FH-1J 5, FH1)30 e FH1)44, de acordo com seus Riact (calculados em

CP, solvente n°2) e a sigla FH foi utilizada para distinguir das frações obtidas no 

sobrenadante etanólico, discutidas anteriormente.

Tabela XIV: Composição monossacarídica das frações purificadas obtidas pela 

hidrólise ácida parcial do polissacarídeo nativo do exsudato vegetal de A. 

occidentale.

Composição
monossacarídica

(moles%)

OXLL FHo,32
FRAÇÕES OBTIDAS

FHq,86 FH-I00 FH 1,15 FHi ,3o f h 1i44

Arabinose 2 - - 7 4 46 14

Galactose 95 79 100 82 96 54 70

Glucose* 3 21 - 6 - - -

Manose - - - 5 - - 16

Rendimento 5,5 26,0 9,0 1,3 4,0 3,2 1,5

(%)** (29) (139) (47) (7) (20) (17) (8)

* Identificada na forma de glucose hexaacetato, indicando a presença de glucuronolactona. ** 
Os rendimentos das frações purificadas foram calculados em relação a fração obtida da 
cromatografia de adsorção em carvão-terra de infusórios, eluída em etanol aquoso 30%. Entre 
parênteses estão as quantidades obtidas em mg.
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A caracterização estrutural destes oligossacarídeos foi realizada por 

espectroscopia de RMN de próton e carbono treze, incluindo 13C-DEPT135, o qual 

serve para identificação dos sinais de unidades de gaiactose 0 - 6  substituídas 

(sinais invertidos na região Ô 67-70). Pelos espectros monodimensionais de 1H e 

13C, foram atribuídos os principais sinais dos respectivos carbonos (de acordo 

com literatura específica) e obtidas informações em relação a pureza, o número 

de unidades sacarídicas, a configuração anômerica das unidades constituintes, 

bem como a presença de substituintes não glicídicos. Para a fração FH1i30, foram

também utilizadas as técnicas bidimensionais de RMN como, COSY, TOCSY, 

ROESY e HMQC. As técnicas de ROESY e HMQC foram necessárias para obter 

as informações sobre o tipo de ligação e a seqüência das unidades sacarídicas.

4.6.2 Caracterização estrutural da Fração FHo,i4

O espectro de RMN-13C (Figura 48) mostrou, na região de C-1 , 5 sinais em 

8 103,1, 103,7, 103,6, 96,9 e 92,8. Esses sinais foram similares ao encontrado por 

D e l g o b o  et al. (1998) para o trissacarídeo p-D-GlcpA-(1-»6)-p-D-Galp-(1->6)-ocP- 

D-Galp, isolado a partir da hidrólise parcial do polissacarídeo do exsudato vegeta! 

de Anadenanthera colubrina.
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Figura 48: Região de C-1 do espectro de RMN-13C (100,61 MHz) da fração FH0,14, 

em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em Ô ppm.

Para unidade de p-D-GícpA foram atribuídos os sinais em 5 103,1, 

correspondente ao C-1 desta unidade e em 5 176,2 para o C-6 (não mostrado no 

espectro).

Para unidade de gaiactose não redutora (P’) [-»6)-p-Galp-(1->] foram 

atribuídos para o C-1, os sinais em ô 103,7 (P’ a) e em 103,6 (P’ p). A presença 

desses dois sinais é em virtude da influência da unidades redutoras de ap- 

galactose. Pelo espectro de RMN de 13C-DEPT135 (Figura 49), foi atribuído o 

sina! em 5 70,0 para o C-6 substituído desta unidade. Não foi verificado no 

espectro de espectro de RMN-13C, nenhum sinal de carbonos 2-0-, 3-0-, 4-0- 

substituídos.
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Para unidade de galactose redutora foram atribuídos os sinais em 96,9 e

92,8, para os anômeros p e a, respectivamente. Pelo espectro de 13C-DEPT135 

(Figura 49), foram feitos os assinalamentos para os carbonos 6 O-substituídos, 

sendo assinalados em 6 69,6 para anômero (3 e ô 69,8 para o a.

cn oT is to

Figura 49: Espectro parcial de RMN de13C-DEPT135 da fração FH0,1 4 , em D20, a 

30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 8 ppm.

No espectro de RMN-1H (Figura 50) foram assinalados, na região de H-1 , o 

sinal para unidade de ácido glucurônico terminal, em 8 4,50 (J 7,7 Hz), indicando 

a configuração (3 pelo valor da constante de acoplamento. Os sinais, para unidade 

de galactose não redutora, em 8 4,43 ((3’ a) (J 7,9 Hz) e em 4,44 ((3’ (3) (J 7,9 Hz) e
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para unidade de galactose redutora os sinais em 8 4,58 (J 7,8 Hz), para anômero 

p e em 8 5,25 (J 3,7 Hz), para anômero a.

Figura 50: Região de H-1 do espectro de RMN-1H (400,13 MHz) da fração FHo,i4, 

em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 8 ppm.

A fração FH0,14, obtida a partir da hidrólise ácida parcial do PN do exsudato 

vegetal de A. occidentale, corresponde ao trissacarídeo p-D-GlcpA-(1->6)-p-D- 

Galp-(1-»6)-ocp-D-Galp, apresentando os principais assinalamentos (em 8 ppm) 

obtidos pelos espectros de RMN de 13C e 1H:



183

(3-D-GlcpA-(1 ->6)-(3-D-Galp-(1 -^ 6 )-p-D-Galp

4.50 (H-1) 4,44 (H-1) 4,58 (H-1)

103.1 (C-1) 103,6 (C-1) 96,9 (C-1 )

176.2 (C-6 ) 70,0 (C-6) 69,6 (C-6 )

(3-D-GlcpA-(1 -^6)-p-D-Galp-(1 ->6 )-a-D-Galp

4.50 (H-1) 4,43 (H-1) 5,25 (H-1 )

103.1 (C-1) 103,7 (C-1) 92,8 (C-1 )

176.2 (C-6) 70,0 (C-6) 69,8 (C-6)

4.6.3 Caracterização estrutural da Fração FHo,32

O espectro de RMN-13C (Figura 51) mostrou, na região de C-1 , 4 sinais em 

8 102,86 (maior), 102,82 (menor), 96,8 (maior) e 92,8 (menor) e na região de 

campo alto, o sinal de 8 175,6, mostrando a presença de ácido urônico. Esses 

sinais sugerem a presença de um dissacarídeo similar ao encontrado por 

D e l g o b o  (1993) isolado a partir da hidrólise parcial do polissacarídeo do exsudato 

vegetal de Anadenanthera colubrina. Pelos dados de composição 

monossacarídica e pelos sinais de C-1, tem-se o ácido aldobiourônico p-D-GIcpA- 

(1—>6 )-ocp-D-Gal p.
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Figura 51: Espectro de RMN-13C (100,61 MHz) da fração FH0i32, em D20, a 30°C. 

* Os deslocamentos químicos estão expressos em Ô ppm.

Para unidade de p-D-GIcpA foram atribuídos os sinais em 5 102,86 ((3’ p) e

102,82 (p* a) correspondente ao C-1 desta unidade e em 8 175,6 para o C-6 . Para 

unidade de galactose redutora foram atribuídos os sinais em 5 96,9 e 92,8, para 

os anômeros p e a, respectivamente. Os sinais de C-6 O-substituído, foram 

assinalados em 5 69,6 para anômero p e 69,8 para o a. Os assinalamentos para 

os carbonos 6 foram confirmados pelo espectro de 13C-DEPT135 (Figura 52).

6
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Figura 52: Espectro parcial de RMN de 13C-DEPT135 da fração FH0>32, em D20, a 

30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 8 ppm.

No espectro de RMN-1H (Figura 53), foram assinalados, na região de H-1 , 

os sinais para unidade de ácido glucurônico terminal, em 8 4,48 (p’ a) (J 7,9 Hz) e 

em 8 4,49 (p’ p) (J 8,1 Hz), os dois sinais encontrados mostram a influência da 

unidade redutora de gaiactose, além, da confirmação pelo valor da constante de 

acoplamento da configuração p. Os sinais em 8 4,55 (J 7,0 Hz) e em 8 5,23 (J 3,7 

Hz) foram atribuídos para os anômeros p e a, respectivamente, da unidade de 

gaiactose redutora.
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Figura 53: Região de H-1 , do espectro de RMN-1H (400,13 MHz) da fração FHo.32, 

em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 5 ppm.

A fração FHo,32 obtida a partir da hidrólise ácida parcial do PN do exsudato 

vegetal de A. occidentale, corresponde ao dissacarídeo (3-D-GlcpA-(1->6)-ap-D- 

Galp, apresentando os principais assinalamentos (em Ô ppm) obtidos pelos 

espectros de RMN de 13C e 1H:
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P-D-GicpA-(1 ->6)-|3-D-Galp

4,49 (H-1) 4,55 (H-1)

10 2 ,8 6  (C-1) 96,8 (C-1 )

175.6 (C-6 ) 69,6 (C-6 )

p-D-GlcpA-(1 -»6 )-a-D-GaIp

4,48 (H-1) 5,23 (H-1)

102,82 (C-1 ) 92,8 (C-1 )

175.6 (C-6) 69,8 (C-6 )

A caracterização estrutural das frações FHo,i4 e FHo,32, mostram que no 

polissacarídeo nativo, o ácido glucurônico está unido à unidades de galactose 

pelo carbono 6 . Esses resultados são concordantes com a aldobiurônico isolado 

por A n d e r s o n  & B ell  (1975), por hidrólise ácida parcial do polissacarídeo do 

cajueiro (índia). Esses autores verificaram a presença do ácido aldobiurônico p-D- 

GlcpA-(1-»6)-ap-D-Galp. Porém, para a goma de cajueiro, de origem indiana, foi 

verificada também a presença, em pequenas quantidades, de uma fração que 

apresentou o mesmo Rf em cromatografia de partição em papel de um ácido 

aldobiurônico 4-0-Me-p-D-GlcpA-(1 - * 6 )-ap-D-Gaip.

O ácido aldobiurônico p-D-GlcpA-(1->6)-ap-D-Ga!p, representa o mais 

comum oligossacarídeo ácido obtido a partir de hidrólise ácida parcial de 

polissacarídeos de exsudatos vegetais (W h is t l e r  & R o w e l l , 1966).
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4.6.4 Caracterização estrutural da Fração FH0,86

O espectro de RMN-13C (Figura 54) mostrou, na região de C-1, os sinais 

em 6 103,6 (maior), 103,7, 99,0, 96,92, 96,88 (maior), 92,82 e 92,80 (maior). Não 

foi dectado nenhum sina! em campo baixo, referente a ÇOOH, como esperado, 

uma vez que na composição monossacarídica desta fração foi verificada apenas 

galactose.

O espectro de 13C-DEPT135 (Figura 55) apresentou sinais invertidos em 8

61.4 (maior) e 61,6, ambos para CH2OH (C-6 livre) e em 8 67,1 (maior), 67,3 e 

69,5, correspondendo aos carbonos 6 -O-substituídos. nd

Figura 54: Espectro de RMN-13C (100,61 MHz) da fração FHot86, em D20, a 30°C. 

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 8 ppm.
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Figura 55: Espectro parcial de RMN de 13C-DEPT135 da fração FH0i86, em D20, a 

30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em § ppm.

Pelos espectros obtidos, e também pelos dados de composição 

monossacarídica e pelo Riact, sugere-se que esta fração é uma mistura de um 

dissacarídeo de galactose: p-D-Galp-(1-»6)-ap-D-Galp e a-D-Galp-(1-»6)-ap-D- 

Gal p.

Pelo espectro de RMN-1H (Figura 56), a presença desta mistura é 

confirmada, apresentando os sinais, na região de H-1, em 5 4,43 (J 7,7 Hz), 4,44 

(J 8,1 Hz), 4,58 (J 8,0 Hz) e em 5,24 (J 4,0 Hz) correspondendo ao dissacarídeo 

P-D-Galp-(1->6)-ap-D-Galp. Além dos sinais em ô 4,96 (J 3,5 Hz), 4,57 (J 7,9 Hz) 

e em 5,25 (J 4,0 Hz), correspondendo ao dissacarídeo a-D-Galp-(1 ->6)-ap-D- 

Galp. Os assinalamentos para os protóns do anômero a podem ser invertidos.



190

Os assinalamentos obtidos para o dissacarídeo p-D-Galp-(1^6)-a|3-D-Galp 

foram similares aos obtidos para a fração F0t83, isolada a partir do sobrenadante 

etanólico do exsudato vegetal do cajueiro descrita, anteriormente.

x
oo

em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em ô ppm.

A fração FHo,86 obtida a partir da hidrólise ácida parcial do PN do exsudato 

vegetal de A. occidentale, corresponde a mistura dos dissacarídeos p-D-Galp- 

(1-»6)-cxp-D-Galp e a-D-Galp-(1-»6)-ap-D-Galp, apresentando os principais 

assinalamentos (em Ô ppm) obtidos pelos espectros de RMN de 13C e 1H:
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P-D-Galp-(1->6)-(3-D-Galp 

4,44 (H-1) 4,58 (H-1)

103.6 (C-1 ) 96,9 (C-1)

61,4 (C-6) 69,5 (C-6 )

P-D-Galp-(1 ->6 )-a-D-Gaip

4.43 (H-1) 5,24 (H-1)

103.7 (C-1) 92,8 (C-1)

61.6 (C-6 )

a-D-Galp-(1 ->6 )-p-D-Ga !p

4.44 (H-1) 4,57 (H-1 )

103.6 (C-1 ) 96,88 (C-1)

a-D-Galp-(1 ->6)-a-D-Galp 

4,96 (H-1) 5,25 (H-1)

96,88 (C-1) 92,8 (C-1)

4.6.5 Caracterização estruturai da Fração FHi>15

O espectro de RMN-13C (Figura 57) mostrou, na região de C-1, os sinais 

em 8 em 104,81, 104,76 (maior), 96,6 (maior) e 92,6. Observa-se 2 sinais na 

região de C-3 O-substituídos, em 5 82,9 e 79,8. Para unidade terminal de 

gaiactose foram atribuídos os sinais de C-1 em 5 104,76 (p’ P) e 104,81 (p’ a) e 

os sinais de C-6 livre em 5 61,4 (P' p) (maior) e 61,6 (P’ a) (menor). Para unidade 

de gaiactose redutora, o anômero a apresentou os sinais de C-1 em 8 92,6 e para 

C-3 em 8 79,8. E para o anômero p, foi atribuído o sinal em 8 96,6 (C-1 ) e o em 8
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82,9, para C-3 O-substituído.

O espectro de 13C-DEPT135 (Figura 58) apresentou sinais invertidos em 8

61,4 (maior) e 61,6 (menor), ambos para C-6 livre (CH2OH).

(O

sT(O

ÍD
Oh-

Figura 57: Espectro de RMN-13C (100,61 MHz) da fração FH115, em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 8 ppm.
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o

30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 8 ppm.

Pelo espectro de RMN-1H (Figura 59), atribuiu-se na região de H-1, para 

unidade terminal de galactose, os sinais em 5 4,59 (J 7,5 Hz) (p’ a) e em 6 4,60 (J

7,5 Hz) (P’ p). Para unidade redutora de a-galactose foi atribuído o sinal em 8 5,25 

(J 2,7 Hz) e para anômero p em 8 4,62 (J 7,1 Hz).



Figura 59: Região de H-1 do espectro de RMN-1H (400,13 MHz) da fração FH1>15, 

em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 5 ppm.

Pelos dados de composição monossacarídica e pelos assinalamentos dos 

espectros verifica-se nesta fração o dissacarídeo de galactose: (3-D-Galp-(1 —>3)- 

ap-D-Galp.

A caracterização estrutural das frações FH0,86 © FHus, confirmam a 

presença de unidades de galactose participando de ligações do tipo (1->6) e 

(1 —>3) no polissacarídeo nativo, o que tinha-se verificado pelos dados de 

metilação e pelos espectros de RMN. Além disso, A nderson  & B ell (1975), por 

hidrólise ácida parcial do polissacarídeo do cajueiro (índia), isolaram duas 

galactobioses, caracterizadas como p-D-Galp-(1->3)-otP-D-Galp (maior 

componente) e p-D-Galp-(1->6)-ap-D-Galp (menor componente).
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Pode-se salientar, que o dissacarídeo p-D-Galp-(1->6)-ocp-D-Ga!p, também 

foi encontrado como principal componente de baixa massa molecular presente na 

goma do cajueiro, objeto de estudo desta tese.

A fração FH ii15 obtida a partir da hidrólise ácida parcial do PN do exsudato 

vegetal do A. occidentaie, corresponde ao dissacarídeo p-D-Galp-(1-^3)-ap-D- 

Galp, apresentando os principais assinalamentos (em 5 ppm) atribuídos pelso 

espectros de RMN de 13C e 1H:

p-D-Galp-(1 -^3)-p-D-Galp

4,60 (H-1) 4,62 (H-1)

104,76 (C-1) 96,6 (C-1)

61,4 (C-6) 82,9 (C-3)

P-D-Galp-(1 ^3)-a-D-Galp

4,59 (H-1) 5,27 (H-1)

104,81 (C-1) 92,6 (C-1)

61,6 (C-6) 79,8 (C-3)

4.6.6 Caracterização estrutural da Fração FHi j30

Esta fração apresentou-se pura em análise qualitativa por cromatografia de 

partição em papel (CP), sendo constituída de arabinose e gaiactose, na mesma 

proporção.

O espectro de RMN-13C (Figura 60) apresentou 3 sinais principais, na 

região de C-1, em Ô 108,2, 96,9 e 92,8, indicando a presença de dissacarídeo
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formado por arabinofuranose (pelo sinal característico em 8 108,2) e 

gaiactopiranose redutora (sinais característicos em 8 96,9 e 92,8). Os 

assinalamentos dos carbonos foram feitos de acordo os dados de literatura 

(G orin & M a zu r e k , 1975; D elgobo  et a l 1998) e dos obtidos para a fração Fo,83, 

correspondente ao dissacarídeo p-D-Galp-(1->6)-D-a(3-Galp, discutida 

anteriormente.

Tf
r
<D

Figura 60: Espectro de RMN-13C (100,61 MHz) da fração FH-i^o, em D20, a 30°C. 

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 8 ppm.
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Foram atribuídos os sinais dos respectivos carbonos para unidade de a- 

Arafem 8 108,2 (C-1), 81,4 (C-2), 77,1 (C-3), 83,3 (C-4) e para C-5 em 8 63,1 ((3) 

(maior) e 8 63,2 (a), sendo que os sinais de C-5 foram confirmados pelo espectro 

de 13C-DEPT135.

Para a unidade redutora, foram assinalados para p-Galp, os sinais em 8

96,9 (maior) (C-1), 72,3 (C-2), 73,1 (C-3) e 74,1 (C-5) e para a-Galp, os sinais em 

8 92,8 (menor) (C-1) e 68,8 (C-2). Os sinais de C-4 da unidade de p-Galp e de C-3 

e C-4 de a-Galp não foram assinalados pelo espectro de RMN-13C. Pelo espectro 

de 13C-DEPT135 (Figura 61), pode-se atribuir os sinais de C-6 que mostram-se 

invertidos em 8 67,8 (maior) (P) e em 8 68,1 (a), ocorre um deslocamento para 

campo mais baixo do C-6 da gaiactose, mostrando a presença de ligação do tipo 

(1 —>6) (A dinolfi et al., 1991).

CO
o
<s

Figura 61: Espectro parcial de RMN de 13C-DEPT135 da fração FH-i^o, em D20, a 

30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 8 ppm.
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Pelo espectro de RMN-1H (não mostrado), atribuiu-se na região de H-1, o 

sinal em 8 5,02 (J 2,0 Hz) para unidade de a-L-Araf e os sinais para a e (3-d- 

gaíactose em 8 5,24 (J 2,8 Hz) e em 8 4,56 (J 8,0 Hz), respectivamente.

Pelo espectro de RMN de correlação DQFCOSY [1H-1H] (Figura 62), 

obteve-se os assinalamentos para os H-2. Para unidade de a-arabinofuranose 

tem-se a correlação entre o sinal de H-1 em 8 5,02 com o sinal de H-2 em 8 4,10. 

Para as unidades redutoras de a-D-Galp, partindo-se de H-1 em 8 5,24 (na 

diagonal centra!) tem-se o assinalamento em 8 3,81 para H-2, do mesmo modo 

que para a unidade de (3-D-Gaip, onde a partir de 8 4,56 obtêm-se o deslocamento 

para H-2 em 8 3,49. Estas correlações estão mostrados no espectro. Os sinais 

para H-3, H-4, H-5 e H-6 não foram assinalados por este espectro devido a 

sobreposições.
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Figura 62: Espectro de RMN de correlação DQFCOSY [ H- H] da fração FH-i^o, 

em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 5 ppm. A: a-D-Galp; B: p-D-Galp; J: a- 

L-Araf-(1^.
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Pelo espectro de RMN de correlação TOCSY [1H-1H] (Figura 63), obteve-se 

para unidade a-Araf a correlação entre o sinal de H-1 (em 5 5,02) com o sinal em 

5 4,08. Para a unidade redutora de a-gaiactose tem-se as correlações do sinal de 

H-1 (em 6 5,24) com os sinais em 8 3,96, 3,82 e 3,78. Para a unidade de (3- 

galactose verifica-se as correlações entre o sinal de H-1 (em 8 4,56) com os sinais 

em 8 3,90, 3,62 e 3,46. Estas correlações estão mostrados no espectro. Porém, 

pelo espectro de TOCSY não foi possível identificar os assinalamentos dos 

respectivos prótons, assim, os sinais de prótons foram confirmados e assinalados, 

a partir dos valores já conhecidos das ressonâncias de 13C, por outro experimento 

de RMN de correlação HMQC.

Pelo espectro de RMN de correlação HMQC (inverso) (Figura 64), na 

região de C-1, obteve-se as correlações dos sinais de C-1 com H-1, para unidade 

de oc-Araf em 8 108,2 com 5,02, para unidade de a-Galp em 8 92,8 com 5,24 e 

para (3-Galp em 8 96,9 com 4,56. Em outra região ampliada do espectro tem-se 

para unidade de a-Arafas correlações entre os sinais em 8 81,4 (C-2) e 4,10 (H- 

2); em 8 77,1 (C-3) e 4,04 (H-3); em 8 83,3 (C-4) e 3,95; e em 8 63,1 (e 63,2) (C-5, 

sinal invertido) e 3,66 (H-5).
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Figura 63: Espectro de RMN de correlação TOCSY [1H-1H] da fração FH-i^o, em

D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 5 ppm. A: a-D-Galp; B: p-D-Galp; J: a- 

L-Ara/-(1^.

Para unidade de a-Galp correlacionou-se o sinal em 8 68,73 (C-2) com o 

sinal em 8 3,81 (H-2) e em 8 68,1 (C-6, sinal invertido) com o sinal em 8 3,84. Em 

virtude de sobreposições não foi possível obter as correlações C-3/H-3, C-4/H-4 e 

C-5/H-5. Para unidade redutora de p-D-Galp, obteve-se as correlações entre os 

sinais em 8 72,3 (C-2) para 8 3,45 (H-2), em 8 73,1 (C-3) para 8 3,61 (H-3), em 8



202

74,1 (C-5) para 5 3,84 (H-5). O sinal invertido de C-6 em 8 67,8 correiaciona-se 

com o sinal em 8 3,74. Em virtude de sobreposições não foi possível obter as 

correlações de C-4 e H-4. As correlações estão mostradas no espectro (Figura 

64).

No espectro de ROESY (Figura 65), obteve-se as correiações de H-1 da 

unidade de arabinose (5 5,02) com o sinal em 8 3,74, corresponde ao H-6 da 

unidade de galactose (p), sinal este atriuído pelo espectro de HMQC.
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Figura 64: Espectro de RMN de correlação HMQC [13C-1H] da fração FHit30l em 

D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos stão expressos em <5 ppm. A: a-D-Galp; B: (3-D-Galp; J: a- 

L-Araf-(1^.
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Figura 65: Espectro de RMN de correlação ROESY [ H- H] da fração FH-i^o. em 

D20, a 30°C.

* Os deslocamentos químicos estão expressos em 5 ppm. A: a-D-Galp; B: B-D-Galp; J: a- 

L-Araf-(1->.
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Pelos dados de composição monossacarídica e pelos assinalamentos dos 

espectros verifica-se nesta fração o dissacarídeo: a-L-Araf-(1->6)-a|3-D-Galp. Este 

dissacarídeo apresentou uma rotação específica de [a]o +5°, confirmando a 

configuração a-L.

A fração FH-i^o obtida a partir da hidrólise ácida parcial do PN do exsudato 

vegetal do A. occidentale, corresponde ao dissacarídeo a-L-Ara/-(1 ->6)-oc(3-D- 

Galp, na Tabela XV estão apresentados os principais assinalamentos (em 5 ppm) 

atribuídos pelos espectros de RMN de 13C e 1H.

Tabela XV: Assinalamentos (em 5 ppm) da fração FH-i^o obtidos pelos espectros 

de RMN de 13C e 1H.

[J] [A]

a-L-Ara/-(1 -^6)-a-D-Galp

[J] [B]

a-L-Ara/-(1 —>6)-p-D-Gal p

Unidades H1/C1 H2/C2 H3/C3 H4/C4 H5/C5 H6/C6

[A] ->  6)-a -D -G alp 5,24

92,8

3,81

68,73

3,84

68,1

[B] 6)-[3-D-Galp 4,56

96,9

3,45

72,3

3,61

73,1

3,84

74,1

3,74

67,8

[JJ a -L -A ra f- (1 ^ 5.02

108.2

4,10

81,4

4,04

77,1

3,95

83,3

3,66

63,1

(63,2)
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4.6.7 Frações FH^oo e FH144

As frações FH1i0o e FH144 não foram caracterizadas, apresentando 

espectro de RMN-13C complexos com 14 e 12 sinais, respectivamente.

Pelos espectros obtidos e pelos dados de composição monossacarídica, 

sugere-se que estas frações apresentam-se como misturas.

Assim, pelo procedimento de hidrólise ácida parcial do polissacarídeo 

nativo foi possível caracterizar as seguintes estruturas: p-D-GlcpA-(1->6)-p-D-

Galp-(1-»6)-ap-D-Gal (FH0,i 4); p-D-G!cpA-(1 ^6)-ap-D-Gai (FHoi32): a-D-Galp- 

(1->6)-ap-D-Gal e p-D-Galp-(1-»6)-oeP-D-Gal (FH0,86); P-D-Galp-(1-»3)-aP-D-Gal 

(FH1j15); e a-L-AraA(1->6)-ocp-D-Gal (FHii30), como ilustrado na Figura 66.
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COOH

Figura 66: Estruturas químicas* dos oligossacarídeos provenientes da hidrólise

ácida parcial do polissacarídeo nativo do exsudato vegetal de A. occidentale.

* E: p-D-GlcpA-(1->6)-p-D-Galp-(1->6)-ccp-D-Gal; F: p-D-GlcpA-(1-»6)-ocp-D-Gal; Ge H: (3- 
D-Galp-(1-*6)-aP-D-Gai e a-D-Galp-(1^6)-a(3-D-Gal; /: p-D-Galp-(1-»3)-aP-D-Gal; J: a -L -  

Araf-(1 ->6)-a(3-D-Gal.
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Os dados de RMN de 13C dos oligossacarídeos obtidos por hidrólise 

parcial, foram importantes para o assinalamento das estruturas: p-GlcpA-(1-> (8 

103,0); ->6-(3-Gaip-(1^6 (8 103,8); a-D-Galp-(1-> (8 100,5); P-D-Galp-(1->3)- (8 

103,9) e a-L-Ara/-(1-»6 (8 108,3), como mostrado, anteriormente, na Tabela XIII 

(página 176).

Além disso, por esses oligossacarídeos, pode-se determinar algumas 

cadeias laterais do polissacarídeo nativo, confirmando os dados de metilação e 

RMN dos polissacarídeos já relatados, mostrando a presença de galactose 3-0  e 

6 -0  substituídas, sendo que essas unidades estariam ligadas à unidades de ácido 

glucurônico, arabinose ou galactose.

4.7 CONSIDERAÇÕES FINAIS

Com relação aos resultados apresentados para os mono- e 

oligossacarídeos livres redutores presentes no exsudato do cajueiro e para a 

caracterização da estrutura fina do polissacarídeo pode-se relatar que tanto os 

mono- como os oligossacarídeos livres redutores obtidos no sobrenadante 

etanólico estão presentes nas cadeias laterais do polissacarídeo nativo. Em 

virtude da similaridade, dos mono- e oligossacarídeos livres redutores com as 

cadeias laterais do polissacarídeo nativo, pode-se supor que essas moléculas 

seriam originadas por enzimólise in situ ou de produtos intermediários de 

biossíntese deste polissacarídeo. Porém, para comprovar esta última hipótese, 

são necessários estudos mais aprofundados sobre o mecanismo de biossíntese 

de polissacarídeos de exsudatos vegetais in vitro.
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Pelos resultados da caracterização química do polissacarídeo nativo do 

exsudato de origem brasileira (Caruaru - PE), este apresentou uma estrutura 

altamente ramificada consistindo de uma cadeia principal de p-D-Gaip (1-»3) 

ligada, substituída em 0-6 por várias cadeias laterais. As cadeias laterais 

contendo arabinose são longas, uma vez que 3 degradações controlada de Smith 

foram insuficientes para remover todas elas, e pelos resultados obtidos nos 

espectros de RMN, estas não são estruturas a-Araf, as quais podem ser 

identificadas por sinais característicos de C-1 na região de 6 110-108. Pelos 

dados de composição monossacarídica e da caracterização da estrutura química 

obtidos, este polissacarídeo pode ser classificado de acordo com A s p in a l l  (1969; 

1983), no grupo das D-galactanas (sub-grupo arabinogalactanas tipo II) e de 

acordo com S t e p h e n  (1983), no grupo das arabinogalactanas. Porém, 

considerando-se que este é um heteropolissacarídeo apresentando conteúdo 

baixo de arabinose (4%), sugere-se a classificação como uma heterogaiactana 

ácida.

Comparando-se com o polissacarídeo da goma coletada na índia 

(A n d e r s o n  & B e l l , 1975), a estrutura é muito similar, especialmente a cadeia 

principal de unidades (3-D-Galp ligadas (1 —>3), as quais algumas estão 

substituídas em 0-6 por cadeias laterais. As cadeias laterais parecem mais 

longas, contendo unidades de p-D-Galp ligadas (1 —>3) e (1 —>6), algumas de Araf 

ligadas (1->2) com mais de 5 unidades, necessitando de 5 degradações 

controlada de Smith para completa remoção, e unidades terminais não redutoras 

de Arap, Araf, Glcp, Rhap, Manp, Xylp, e p-D-GlcpA-(1^6)-D-Galp. Foi verificada 

a ausência de unidades de 4-O-Me-GlcpA no polissacarídeo brasileiro. As outras
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diferenças parecem ser devido a disponibilidade dos autores à técnicas mais 

sofisticadas, especialmente as análises de metilação e espectroscopia de RMN. 

Como exemplo, na determinação da presença do derivado 4-O-metil giucurônico 

e na caracterização de unidades terminais não redutoras como oc-L-Rhap-(1-»4)- 

P-D-GlcpA-(1 -»6)-p-D-Galp e a-L-Ara/-(1 ->6)-D-Galp-.

Comparando-se com os dados de RMN e composição monossacarídica do 

polissacarídeo da goma de cajueiro de origem brasileira (Ceará) estudado por De 

Pa u l a  et al. (1998), o polissacarídeo do cajueiro estudado na presente tese 

apresentaram similaridade, principalmente, em relação a cadeia principal 

gaiactose 3-O-substituídas, como foi observado nos espectros, pelas 

ressonâncias de C-1 de unidades de galactopiranose, além da ausência do 

derivado ácido 4-O-metil-glucurônico.

Com relação aos estudos de exsudatos vegetais de outros gêneros da 

família Anacardiaceae, descritos na literatura (A n d e r s o n  & H e n d r ie , 1972; 

A n d e r s o n  & H e n d r ie , 1973; B a s u , 1980; G h o s a l  & T h a k u r , 1981; P e r e z  et ah, 

1995; L éo n  de  P in to  et al., 1996), destaca-se que todos os polissacarídeos 

apresentam-se como arabinogalactanas ácidas, e que a ocorrência dos três tipos 

de urônicos (ácido galacturônico, ácido glucurônico e/ou ácido 4-O-metii 

glucurônico) no mesmo polissacarídeo não é uma característica geral para esta 

família.

A maioria dos exsudatos vegetais descritos na literatura (W histler  & 

Ro w e l l , 1966; C affin i & P r io lo  D e L u f r a n o , 1974, 1975; A s p in a l l , 1969, 1983; 

St e p h e n , 1983) apresentam polissacarídeos como arabinogalactanas ácidas, 

porém, pode-se destacar que existem polissacarídeos de exsudatos vegetais que
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apresentam estruturas de ramnogalacturonanas, como a goma karaia (A s p in a l l , 

1969), de xilogaiacturonanas, como a goma tragacanto (ácido tragacântico) 

(A s p in a l l , 1969) e de arabinoxilanas ácidas, como por exemplo, o polissacarídeo 

do exsudato vegetal de Cercidium praecox (L éo n  D e P in to  et al., 1994), de 

Livistona chinensis (M e n e s t r in a  et al., 1996) e de Syagrus rommanzofianum 

(R eis  etal., 1998).

O Ânacardium occidentale (cajueiro) apresenta inúmeras aplicações do 

ponto de vista econômico, principalmente agrícola, incluindo o fruto (castanha de 

cajú), o pseudofruto (porção carnosa), e a madeira obtidos desta árvore (H o e n e , 

1939; F l e ig , 1989; L e p r e v o s t , 1998). Além disso, o óleo da castanha, que já é 

utilizado na indústria química, pode ter um potencial interesse biológico (K ubo  et 

al., 1993; T o y o m iz u  etal., 1993; M a r m o r i, 1994; L e p r e v o s t , 1998).

O exsudato vegetal do cajueiro tem alto potencial para ser aplicado em 

diferentes indústrias do mesmo modo que a goma arábica (L e p r e v o s t , 1998), 

Estudos preliminares mostram que este polissacarídeo pode ter também, no 

futuro, outras aplicações biológicas (P e r e ir a -N etto  et al., 1998).

Então, Porque não o cajueiro ?. Faço minhas as palavras do Prof. A. 

L e p re v o s t, o  qual em um comentário (Informativo CRQ, 1998) sobre as inúmeras 

características que apresentam o cajueiro questiona porque não investe-se mais 

nesta cultura, tanto a nível de Paraná como de Brasil.



5. CONCLUSÕES
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1. O exsudato vegetal de Anacardium occidentale (cajueiro) apresenta 0,87% de 

carboidratos de baixa massa molecular e 80% de polissacarídeo.

2. Os componentes de baixa massa molecular são constituídos de 

monossacarídeos livres, como ramnose (0,005%), arabinose (0,03%), manose 

(0,007%), galactose (0,03%) e glucose (0,02%) e de oligossacarídeos redutores, 

como p-D-Galp-(1->6)-a(3-D-Galp (0,05%), a-L-Rhap-(1->4)-ocP-D-GlcpA (0,008%), 

a-L-Rhap-(1 -^4)-p-D-GlcpA-(1 —>6)-ap-D-Galp (0,01%) e a-L-Rhap-(1->4)-p-D- 

GlcpA-(1 ->6)-p-D-Gal/>(1 ->6)-ap-D-Galp (0,008%).

3. O polissacarídeo do exsudato vegetal de A. occidentale apresentou os valores 

para massa molecular média em massa (Mw) de 1,12 x 105 (± 0,03) e para a 

massa molecular média em número (Mn) de 9,62 x 104 (± 0,30) e de 

polidispersividade de 1,165 ± 0,045, característico de uma fração homogênea.

4. A composição monossacarídica do polissacarídeo nativo do exsudato vegetal 

do cajueiro é de ácido glucurônico (5%), arabinose (4%), gaiactose (82%), 

glucose (6%), ramnose (2%) e xilose (1%), caracterizando-o como uma 

heterogalactana ácida.



214

5. Pelos resultados obtidos nas análises de metiiação e por espectroscopia de 

RMN dos polissacarídeos: PN, PPH, PPHDS1, PDS1, PDS2 e PDS3, verificou-se 

que o polissacarídeo nativo do cajueiro é constituído por uma cadeia principal de 

unidades de p-p-galactopiranose unidas por ligação do tipo (1 —>3), substituídas 

em 0-6 por várias cadeias laterais, indicando que esta unidade participa de vários 

tipos de ligações dentro do polímero. As unidades de arabinofuranose, 

ramnopiranose e ácido glucurônico presentes estão num ambiente mais uniforme 

na molécula.

6. O polissacarídeo do cajueiro apresenta cadeias laterais, como, -B-P-Galp- 

(1—>6)-P-Galo-, -a-P-Galp-( 1 ->6)-P-Galp-, a-L-Araf-( 1 -^6)-p-Gaiç>-, B-P-GIcoA- 

(1 ->6)-B-P-Galp-( 1 ^>6)-aB-P-Gal e B-P-GIcpA-( 1 ->6)-aB-P-Galç>.

7. Propõe-se a seguinte estrutura esquematizada para o polissacarídeo do 

exsudato vegetal de A. occidentaíe:

* Em preto está representada a cadeia principal. R: representa cadeias de D-galactose 

ligadas em (1->3) ou em (1->6).



21
5

CE, OH



6. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS



ADINOLFl, M.; CORSARO, M.M.; MANGONI, L.; PARRILl, M.; POERIO, E.

Studies of an acidic polysaccharide from Encephalartos fríderici guilielmi.

Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 222, p. 215-221, 1991.

AGRAWAL, P. K. NMR spectroscopy in the structural eiucidation of 

oligosaccharides and glycosides. Phytochem istry, Oxford, v. 31, p. 3307­

3330, 1992.

ANDERSON, D. M. W., BELL, P. C. Structural analysis of the gum polysaccharide 

from Anacardium occidentale. Anal. Chim. Acta, Amsterdam, v. 79, p. 185­

197, 1975.

ANDERSON, D. M. W., BELL, P. C., MILLAR, J. R. A. Composition of gum 

exudates from Anacardium occidentale. Phytochemistry, Oxford, v. 13, p. 

2189-2193, 1974.

ANDERSON, D. M. W.; DEA, I. C. M. Chemotaxonomic aspects of the chemistry 

of Acacia laeta gum, Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 7, p. 320-333, 1969.

ANDERSON, D. M. W.; HIRTS, S.E.; STODDART, J.F. Studies on uronic acid 

materiais. Part. XV. The use of molecular sieve chromatography in studies on 

Acacia senegal gum (Gum arabic). Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 2, p.104- 

114, 1966a.

217



ANDERSON, D. M. W.; HIRTS, S.E.; STODDART, J.F. Studies on uronic acid 

materiais. Part XXI. Some structural features of Acacia senegai gum (Gum 

arabic). J. Chem. Soc. , London, p.1959-1966, 1966b.

ANDERSON, D.M.W.; DEA, I.C.M.; SMITH, R.N. Studies on uronic acid materiais. 

Part XXIX. Some structural aspects of Acacia laeta gum. Carbohydr. Res., 

Amsterdam, v. 7, p. 320-333, 1968.

ANDERSON, D.M.W.; FARQUHAR, J.G.K. The composition of eight exudates 

from the series Gummiferae and Vulgares. Phytochemistry, Oxford, v. 118, 

p. 609-610, 1979.

ANDERSON, D.M.W.; GILL, M.C.L. The composition of Acacia gum exudates 

from species of the subseries Juliflorae. Phytochemistry, Oxford, v. 14, p. 

739-741, 1975.

ANDERSON, D.M.W.; HENDRIE, A. The structure of Lannea humiiis gum. 

Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 22, 265-279, 1972.

ANDERSON, D.M.W.; HENDRIE, A. The structure of Lannea coromandeíica gum. 

Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 26, 105-115, 1973.

ANDERSON, D.M.W.; MUNRO, A.C. The structure of Acacia campyiacantha gum. 

Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 12, p. 9-22, 1970.

218



219

ANDERSON, D.M.W.; WEIPING, W.; LEWIS, G.P. The composition and 

properties of eight gum exudates (Leguminosae) of American origin. Biochem. 

Systemat. Ecol., Oxford, v. 18, n.1, p.39-47, 1990.

ASPINALL, G. O. Gums and mucilages. In: WOLFROM, M. L.; TIPSON, R. S. 

(eds.), Adv. Carbohydr. Chem. Biochem., New York : Academic Press, 

1969, v. 24, p. 333- 379.

ASPINALL, G. O. General introduction. In: The Polysaccharides. New York: 

Academic Press, 1982a. v. 1, p. 1-18.

ASPINALL, G. O. Isolation and fractionation of polysaccharides. In: The 

Polysaccharides. New York: Academic Press, 1982b. v. 1, p. 19-26.

ASPINALL, G. O. Chemical characterization and structure determination of 

polysaccharides. in: The Polysaccharides. New York: Academic Press, 

1982c. v. 1, p. 36-131.

ASPINALL, G. O. Classification of polysaccharides. In: The Polysaccharides. 

New York: Academic Press, 1983. v. 2, p. 1-9.



ASPINALL, G.O.; JOHNSTON, M.J.; YONG, R. Plant gums of the genus Khaya. 

Part. III. The minor component of Khaya senegalensis gum. J. Chem. Soc., 

London, p. 2701-2710, 1965.

BANDEIRA, C.T. Relatório Técnico da Empresa Brasileira de Pesquisa 

Agropecuária - EMBRAPA - CNPCa, v. 6, p. 1 -2, 1991.

BASU, S. Some structural studies on degraded Spondias dulcis gum. Carbohydr. 

Res., Amsterdan, v. 81, p. 200-201, 1980.

BEAUQUESNE, L.B.; PINKAS, M.; TROTIN, F. Gommes et muciiages uroniques, 

Reveue Ann. Pharmaceutiques Francaises, Paris, v. 40, n. 2, p. 179-190,

1982.

BeMILLER, J. N. Industrial gums. Encyclopedia of Polymer Science and 

Engineering, John Wiiey & Sons, v. 7, 589 p., 1987.

BeMILLER, J.N.; WHISTLER, R.L.; BARKALOW, D.G.; CHEN, -C. Aloe. chia, 

flaxseed, okra, psyllium seed, quince seed, and tamarind gums. In: 

WHISTLER, R.L.; BeMILLER, J.N. Industrial gums: polysaccharides and 

their derivatives. New York: Academic Press, 3 âed, 1993, p. 227-256.

220



BERGER, J.R.; LESTER, D. Water soiuble polymers. In: DAVIDSON. R.L.; 

SITTIG, M. Water soiuble resins. New York: Reinhold Pubiishíng Corporation, 

1962, p. 1-20.

BIGGE, J.C.; PATEL, T.P.; BRUCE, J.A.; GOULDING, P.N.; CHARLES, S.M.; 

PAREKH, R.B. Nonselective and efficient fluorescent labeling of glycans 

using 2-amino benzamide and anthranilic acid. Anal. Biochem., Duluth, v. 

230, 229-238, 1995.

BILLMEYER, F.M. Jr. Measurements of molecular weight and size. In: Textbook 

of Polymer Science, New York: John Wiley and Sons, 1962, p.64.

BILLMEYER, F.M. Jr. Textbook of Polymer Science, New York: John Wiley and 

Sons, 2. ed., 1971, p. 83.

BLUMENKRANTZ, N.; ASBOE-HANSEN, G. New method for quantitative 

determination of uronic acids. Anal. Biochem., Duluth, v. 54. p. 484-489, 

1973.

BOCK, K.; PEDERSEN, C.. Carbon-13 nuclear magnetic resonance spectroscopy 

of monosaccharides. Adv. Carbohydr. Chem. Biochem., New York. v.41, p. 

27-66, 1983.

221



BOSE, S.; BISWAS, S.Y. Anacardium occidentale gum. I. immunological and 

hydrolysis studies. Indian J. Biochem., Calcutta, v. 7, p. 68, 1970.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram 

quantities of protein utilizing the principie of protein-dye binding. Anal. 

Biochem., Duiuth, v. 72, p. 248-254, 1976.

BRETT, C.; WALDRON, K. Physiology and biochemistry of plant ceil walls.

London: Unwin Hyman, 1990, 194 p.

BYRD, A.; EGAN, W.; SUMMERS, M.F.; BAX, A.D. New NMR-spectroscopic 

approaches for structural studies of poiysaccharides appiication to the 

Haemophilus influenzae Type a capsuiar polysaccharide. Carbohydr. Res., 

Amsterdam, v. 166, p. 47-58, 1987.

CAFFINI, N.O.; PRiOLO DE LUFRANO, N.S. Composicion de gomas y mucilagos 

de plantas superiores. Revista Farmacêutica, Buenos Aires. v. 116. p. 95­

105, 1974.

CAFFINI, N.O.; PRIOLO DE LUFRANO, N.S. Composicion de gomas y mucilagos 

de plantas superiores (continuacion). Revista Farmacêutica, Buencs Aires, 

v.117, p. 38-45, 1975.

222



CHAPLIN, M.F. Monosaccharides. in: CHAPLIN, M.F.; KENNEDY, J.F. (eds.) 

Carbohydrates Analysis: A practical approach. Oxford: IRL Press, 1994. 

2 â ed, p. 1-40.

CHARLSON, A.; J.; STEPHEN, A. M.; RAVENSCROFT, N. The acetolysis of 

reduced Acacia saligna (syn. cyanophylla) gum exudate. Can. J. Chem., 

Ottawa, v. 68, p. 1004-1006, 1990.

CIUCANU, !.; KEREK, F. A. A simple and rapid method for the permethylation of 

carbohydrates. Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 131, p. 209-217, 1984.

COLLINS, J.G., BRADBURY, H., TROFINOFF, E., MESSER, M. Structures of four 

new oligosaccharides from marsupial milk, determined mainly by 13C-n.m.r. 

spectroscopy. Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 92, p. 136-140, 1981.

COLSON, P.; JENNINGS, H.J.; SMITH, I.C.P. Composition, sequence. and 

conformation of polymers and oligomers of glucose as revealed by carbon-13 

nuclear magnetic resonance, J. Am. Chem. Soc., London, v. 96, p. 8081­

8087, 1974.

COSTA, S.M.O.; RODRIGUES, J.F.; De PAULA, R.C.M. Monitorização do 

processo de purificação de gomas naturais: goma do cajueiro. Polímeros: 

Ciência e Tecnologia, abr/jun, p. 49-55, 1996.

223



DABROWSKI, J. Two-dimensional proton magnetic resonance spectroscopy. !n: 

KAPLAN, N. O., COLOWICK, S. P. (eds.) Methods Enzymol., New York : 

Academic Press, 1989, v. 179, p. 122-164.

De PAULA, R. C.M.; RODRIGUES, J. F. Composition and rheological properties of 

cashew tree gum, the exudate polysaccharide from Anacardium occidentale 

L. Carbohydr. Polymers, Barking, v. 26, p. 177-181, 1995.

De PAULA, R.C.M.; HEATLEY, F.; BUDD, P.M. Characterization of Anacardium 

occidentale exudate polysaccharide. Polymer International, Chichester, v. 

45, p. 27-35, 1998.

DEFAYE, J.; WONG, E. Structural studies of gum arabic, the exudate 

polysaccharide from Acacia senegai. Carbohydr. Res., Amsterdam. v. 150, 

p.221-231, 1986.

DELGOBO, C. L. Estudo parcial do polissacarídeo do exsudato de 

Anadenanthera colubrina (angico branco). Tese de mestrado. Dep. 

Bioquímica, UFPR,1993, 125 p.

DELGOBO, C. L.; GORIN, P. A. J.; JONES, C.; IACOMINI, M. Gum 

heteropolysaccharide and free reducing mono- and oligosaccharides of 

Anadenanthera colubrina. Phytochemistry, Oxford, v. 47, p. 1-8, 1998.

224



DELGOBO, C. L.; GORIN, P. A. J.; TORRI, G.; IACOMINI, I. Characterizaíion of 

the polysaccharide and oligosaccharide of the gum exudate from 

Anadenanthera colubrina. In: Anais da XXIIIa Reunião Anual da Sociedade 

Brasileira de Bioquímica e Biologia Molecular (SBBq), 1994, L27, p. 123.

DELL, A.; REASON, A. J.; KHOO, K. H.; PANICO, M.; McDOWELL, R. A.; 

MORRIS, H. R. Mass-spectrometry of carbohydrate-containing biopolymers. 

In: KAPLAN, N. O., COLOWICK, S. P. (eds.) Methods EnzymoL, New York: 

Academic Press, 1994, v. 230, p. 108-132.

DINAND, E.; EXCOFFIER, G.; LIÉNART, Y.; VIGNON, M.R. Two 

rhamnogalacturonide tetrasaccharides isolated from semi-retted flax fibers 

are signaling molecuies in fíubus fruticosus L. cells. Plant Physiol., 

Bethesda, v. 115, p. 793-801, 1997.

DUBOIS, M., GILLES, K. A., HAMILTON, J. K., REBERS, P. A.. SMITH, F. 

Colorimetric method for determination of sugar and related subsíances. Anal. 

Biochem., Duluth, v. 28, p. 350-356, 1956.

DYER, J. R. Use of periodate oxidations in biochemical analysis. Methods 

Biochem. Analysis, New York: Academic Press, v. 3, p. 111-152. 1956.

225



EDMONDS, C.G.; SMITH, R.D. Electrospray ionization mass spectrometry. in: 

McCLOSKEY, J.A. (ed.) Methods Enzymol., São Diego: Academic Press, 

1990, v. 193, p. 412-431.

EWING, G. M. Polarimetria e dispersão óptico-rotatória. Em: Métodos

instrumentais de anáiise química, São Paulo: Edgard Blucher, v. 1, p. 189,

1982.

FINCHER, G.B.; STONE, B.A. Metabolism of noncelluiosic polysaccharides. In: 

TANNER, W.; LOEWUS, F.A. (eds.) Encyclopedia of piant physiology, 

New Series. Beriin: Springer-Verlag, 1981. v. 13B, p. 68-132.

FINCHER, G.B.; STONE, B.A.; CLARKE, A.E. Arabinogalactan-proteins: structure, 

biosynthesis, and function. Ann. Rev. Piant Physiol., Paio Alto. v. 34, p. 47­

70, 1993.

FLEIG,M. Anacardiáceas. Flora Catarinense, Itajaí, p. 3-62, 1989.

GANE, A.M.; CRAIK, D.; MUNRO, S.L.A.; HOWLETT, G.J.; CLARKE. A.E.; 

BACIC, A. Structural analysis of the carbohydrate moiety of arabinogalactan- 

proteins from stigmas and styles of Nicotiana alata. Carbohydr. Res., 

Amsterdam, v. 277, p. 67-85, 1995.

226



GEYER, R., GEYER, H. Saccharide iinkage anaiysis using methylation and other 

techniques. In: KAPLAN, N. O., COLOWICK, S. P. (eds.) Methods Enzymol., 

New York : Academic Press, 1994, v. 230, p. 86-108.

GHOSAL, K. P.; THAKUR, S. Structural features of the acidic polysaccharide of 

Spondias pinnata gum exudate. Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 98, p. 75­

83, 1981.

GOLDSTEIN, I. J.; HAY, G. W.; LEWIS, B. A.; SMITH, F. Controlled degradation 

of polysaccharides by periodate oxidation, reduction and hydroiysis. In: 

WHISTLER, R. L.; WOLFROM, M. L. (eds.) Methods Carbohydr. Chem., 

New York: Academic Press, v. 5, p. 361-369, 1965.

GORIN, P.A.J. Carbon-13 nuclear magnetic resonance spectroscopy of 

polysaccharides. Adv. Carbohydr. Chem. Biochem., New York. v. 38. p. 13­

104, 1981.

GORIN, P.A.J.; HORITSU, K.; SPENCER, J.F.T. An exocellular mannan, 

alternately linked 1,3-(3- and 1,4-p from Rhodoturula glutins. Can. J. Chem, 

Ottawa, v. 43, p. 950-954, 1965.

GORIN, P.A.J.; IACOMINI, M. Polysaccharides of the lichens Cetraria isiandica 

and Ramalina usnea. Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 128, p.119-132. 1984.

227



GORIN, P.A.J.; IACOMINI, M.; FEIJÓ, M.A.L.; ZANIN, S.M.W.; HOGGE, L. 

Assignment of absolute configuration of monosaccharide components of 

complex heteropolysaccharides by G.L.C.-M.S. of derived acetylated (-)-2- 

octyl giycosides. Arquiv. Biol. Tecnol., Curitiba (Paraná), v. 28, n. 3, p.387- 

398, 1985.

GORIN, P.A.J.; MAZUREK, M. Futher studies on the assignment of signais in 13C 

magnetic resonance spectra of aldoses and derived methyl giycosides. Can. 

J. Chem., Ottawa, v. 53, p. 1212-1224, 1975.

GORIN, P.A.J.; TEIXEIRA, A.Z.A.; TRAVASSOS, L.R.; LABOURIAU, M.L.S.; 

IACOMINI, M. Characterization of carbohydrate components of an unusual 

hydrogel formed by seed coats of Magonia pubescens (Tingui). Carbohydr. 

Res., Amsterdam, v. 282, n. 1, p. 325-333, 1996.

HAWORTH, W. N. A new method of preparing aikylated sugars. J. Chem. Soc., 

London, v. 107, p. 8-16, 1915.

HAY, G. W., LEWIS, B. A., SMITH, F. Periodate oxidation of poiysaccharides: 

general procedures. In: WHISTLER, R. L.; WOLFROM, M. L. (eds.) Methods 

Carbohydr. Chem., New York: Academic Press, v. 5, p. 357- 360, 1965,

HOEHNE, F.C Plantas e substâncias vegetais tóxicas e medicinais. São 

Paulo: Graphicars. 1939, p. 355.

228



229

HOUGH, L. ; JONES, J. K. N. Chromatography on paper. In: WHISTLER, R. L.; 

WOLFROM, M. L. (eds.) Methods Carbohydr. Chem., New York: Academic 

Press, 1962, v. 1, p. 21-31.

HOUGH, L.; JONES, J. K. N.; WADMAN, W.H. Quantitative analysis of mixtures of 

sugars by the method of partition chromatography. Part V. Improved methods 

for the separation and detection of sugars and their methylated derivates on 

the paper chromatogram. J. Chem. Soc., London, p. 1702-1706, 1950.

JAMES JR., D.W.; PREISS, J.; ELBEIN, A.D. Biosynthesis of polysaccharides. In: 

ASPINALL, G. O. (ed.), The Polysaccharides, New York: Academic Press, 

1985. v. 3, p. 107-196.

JONES, C. NMR Studies of phosphoinositol oligosaccharides from protozoa, 

Ciência Cultura, São Paulo, v. 46, n. 4, p. 262-272, 1994.

JONES, J. K. N., SMITH, F. Plant gums and mucilages. Adv. Carbohydr. Chem., 

New York, v. 4, p. 243-251, 1949.

JOSELEAU, J. P.; ULLMANN, G. Biochemical evidence for the site of formation of 

gum arabic in Acacia senegai. Phytochemistry, Oxford, v. 29, p. 3401-3405,

1990.



KANDLER, O.; HOPF, H. Occurrence, metabolism and function of 

oiigosaccharides. In: STUMPF, P.K.; CONN, E.E. (eds.). The biochemistry 

of piants a comprehensive treatise - Carbohydrates: structure and 

function, New York: Academic Press, 1980, v. 3, p. 221-266.

KAPOOR, V. P., FAROOQI, M. T. H., TARAVEL, F. R., JOSELEAU, J. P. Studies 

on Acacia nilotica gum exudates. Structural variation due to different habitats. 

Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 222, p. 289- 293, 1991.

KREUGER, M.; VAN HOLST, G-J. Arabinogaiactan proteins are essential in 

somatic embryogenesis of Daucus carota L. Planta, Heidelberg, v. 189, p. 

243-248, 1993.

KUBO, I.; OCHI, M.; VIEIRA, P.C.; KOMATSU. Antitumor agents from the cashew 

(.Anacardium occidentalis) apple juice. J. Agric. Food Chem. Washington, 

v. 41, 1012-1015, 1993.

KUHN, R., TRISCHMANN, M., LÕW, I. Zür permethylierung von zuckem und 

glikosiden. Angew. Chem., Weinheim, v. 67, p. 32, 1955.

LEMIEUX, R. U. Celite column chromatography. In: WHISTLER, R. L.; 

WOLFROM, M. L. (eds.) Methods Carbohydr. Chem., New York: Academic 

Press, 1962, v. 1, p. 45-47.

230



LEÓN DE PINTO, G. Carbon-13 n.m.r.-spectral study of Acacia xanthophioea gum 

and its degradation products. Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 220. 229­

242, 1991.

LEÓN DE PINTO, G.; MARTINEZ, M.; MENDOZA, J.A.; AVILA, D.; OCANDO, E.; 

RIVAS, C. Structural study of the polysaccharide isolated from Spondias 

purpurea gum exudate. Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 290, 97-103, 1996.

LEÓN DE PINTO, G.; MARTINEZ, M.; MENDOZA, J.A.; OCANDO, E.; RIVAS, C. 

Comparison of three Anarcadiaceae gum exudates. Biochem. System. 

Ecology, Oxford, v. 23, n. 2, 151-156, 1995.

LEÓN DE PINTO, G.; MARTINEZ, M.; RIVAS, C. Chemical and spectroscopic 

studies of Cercidium praecox gum exudate. Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 

260, 17-25, 1994.

LEPREVOST, A. Porque não o cajueiro?. Boletim Informativo do Conselho

Regional de Química - 9, Curitiba (PR), ano 4, jul.-set., p. 03, 1998.

231

LIMA, V. de P.M.S. Cultura do cajueiro no nordeste do Brasil, Banco do 

Nordeste do brasil, ETENE, Fortaleza, Ceará, Brasil, p. 405-421. 1988.



LINDBERG, B.; LÕNNGREN, J.; THOMPSON, J.L.; NIMMICH, W. Structural 

studies of the Klebsiella type 9 capsular lysaccharide. Carbohydr. Res., 

Amsterdam, v. 25, p. 49-57, 1972.

MAIER, H.; ANDERSON, M.; KARL, C.; MAGNUSON, K.; WHISTLER, R.L. Guar, 

locust bean, tara, and fenugreek gums. In: WHISTLER, R.L.; BeMILLER, 

J.N. Industrial gums: polysaccharides and their derivates. New York: 

Academic Press, 3 âed, 1993, p. 181-226.

MARMORI, M. Cajueiro contra leucemia. Ciência Hoje, Brasília, v. 17, n. 97, p. 

74, 1994.

MARQUES, M. R., XAVIER-FILHO, J. Enzymatic and inhibitory activities of 

cashew tree gum exudate, Phytochemistry, Oxford, v. 30, p. 1431-1433,

1991.

McNEIL, M., DARVILL, A. G., AMAN, P., FRANZÉN, L. E., ALBERSHEIM, P. 

Structural analysis of complex carbohydrates using high-performance liquid 

chromatography, gas chromatography, and mass spectrometry. In: KAPLAN, 

N. O., COLOWICK, S. P. (eds.) Methods EnzymoL, New York : Academic 

Press, 1982, v. 83, p. 3-45.

232



MENESTRINA, J.M.; SASSAKi, G.L.; TORRl, G.; IACOMINI, M.; GORIN. P.A.J. 

Partial structural characterization of the heteropolysaccharide from Livistona 

chinensis gum. In: Anais da XXVa Reunião Anuai da Sociedade Brasileira 

de Bioquímica e Biologia Molecular (SBBq), 1996, L56, p. 116.

MERKLE, R. K.; POPPE, I. Carbohydrate composition analysis of glycoconjugates 

by gas-liquid chromatography/mass spectrometry. in: KAPLAN, N. O., 

COLOWICK, S. P. (eds.) Methods Enzymol., New York : Academic Press, 

1994, v. 230, p. 1-15.

MOLLARD, A.; JOSELEAU, J.P. Acacia senegal cells cultured in suspension 

secrete a hydroxyproline-deficient arabinogalactan protein. Plant Physiol. 

Biochem., Paris, v. 32, n. 5, p. 703-709, 1994.

MOORHOUSE, R. Structure/properties relationships of a family of mícrobial 

polysaccharides. In: YALPANI, M. (ed.) Industrial polysaccharides: 

genetic engineering, structure/ properties relations and applications. 

Amsterdam: Elsevier, p. 187-206, 1987.

NAIR, G. M.; VENKAIAH, K.; SHAH, J. J. Ultrastructure of gum-resin ducts in 

cashew (Anacardium occidentale). Ann. Bot., London, v. 51. p. 237-305,

1983.

233



ODONMAZIG, P.; EBRINGEROVÁ, A. ; MACHOVÁ, E.; ALFÕLDI, J. Structural 

and molecular properties of the arabinogalactan isolated from Mongolian 

larchwood (Larix dahurica L.). Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 252, p. 317­

324, 1994.

PEREIRA-NETTO, A.B.; CARNEIRO LEÃO, A.M.A.; ALQUINI, Y.; MENESTRINA, 

J.M.; IACOMINI, M. Changes on the differentiation pattern of carrot cells 

induced by a sulphated alpha-D-glucan and an arabinogalactan. ín: The 

American Society of Plant Physioiogists, 1998, Abstract n. 601.

PEREZ, G.R.M.; SANCHEZ, A.J.; PEREZ, G.S.; VARGAS, S.R. An analytical 

study of gums from Leucaena glabrata e Spondias purpurea. Sei. Food 

Agric., Barking, v. 68, n. 1, p. 39-41, 1995.

PIGMAN W., ISBELL, H.S. Mutarotation of sugars in solution: Part I. Adv. 

Carbohydr. Chem., New York, v. 23, p.11, 1968.

READ, S.M.; CURRIE, G.; BACIC, A. Analysis of the structural heterogeneity of 

laminarin by electrospray-ionization-mass spectroscopy. Carbohydr. Res., 

Amsterdam, v. 281, p. 187-201, 1996.

REICHER, F.; CÔRREA, J.B.C.; GORIN, P.A.J. Location of O-acetyl groups in the 

acidic D-xylan of Mimosa scrabella (Bracatínga). A study of O-acetyl group 

migration. Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 135, p. 129-140, 1984.

234



235

REIS, R A ; MENESTRINA, J.M.; IACOMINI, M.; GORIN, P A J, Partial structural 

characterization of the heteropoiysaccharide from Syagrus rommanzofianum 

Cham. (Gerivá). In: Anais da XXVIh Reunião Anual da Sociedade 

Brasileira de Bioquímica e Biologia Molecular (SBBq), 1998, L-14, p. 

115.

RINAUDO, M. Polysaccharide characterization in relation with some original 

properties. J. App. Polymer Sei.: Applied Polymer Symposium. v. 52, p.

11, 1993.

RODRIGUES, J. F., De PAULA, R. C. M., COSTA, S. M. O. Métodos de 

isolamento de gomas naturais: comparação através da goma do cajueiro 

(Anacardium occidentale L.), Polímeros : Ciência e Tecnologia, ano III, n. 1, 

p. 31-36, 1993.

ROSENTHAL, F.R.T. Estudos sobre a constituição de algumas gomas nacionais. 

Rev. Quim. Ind., Rio de Janeiro, v. 24, p. 17-19, 1955.

RYAN, C.A.; FARMER, E.E. Oligosaccharide signais in piants: A current 

assessment. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Bio., Paio Alto, v. 42, p. 

651-674, 1991.



SANDFORD, P. A.; BAIRD, J. Industrial utilization of poiysacchariaes. In: 

ASPINALL, G. O. (ed.), The Polysaccharides, New York: Academic Press,

1983. v. 2, p. 421-485.

SLNEKER, J.H. Gas-liquid chromatography of alditol acetates. Methods 

Carbohydr. Chem., New York, v. 6, p. 20-24, 1972.

SMITH, C.J. Carbohydrate chemistry. In: LEA, P.J.; LEEGOOD, R.C. (eds.). Plant 

biochemistry and molecular biology, Chichester: John Wiley & Sons, 

1993, p. 73-111.

SMITH, F. The constitution of arabic acid. Part II. Degraded arabic acid. J. Chem. 

Soc., London, p.1724-1738, 1939.

SMITH, F.; MONTGOMERY, R. The chemistry of plant gums and mucilages.

New York: Reinhold Publishing Corporation, 1959, p. 1-13.

SMITH, R.J.. Determination of moisture and ash. Methods Carbohydr. Chem., 

New York, v. 4, p. 36-42, 1964.

STANEK, J.; CERNY, M.; PACAK, J. The oligosaccharides. In: ERNEST, I; 

HEEBKY, J. (eds.) New York: Academic Press, 1965, 567 p.

236



STEPHEN, A. M. Other plant polysaccharides. In: ASPINALL, G. O. (ed.) The 

Polysaccharides, New York : Academic Press, 1983, v. 2, p. 97-180.

TOYOMIZU, M.; SUGIYAMA, S.; JIN, R.L.; NAKATSU, T. a-Glucosidase and 

aldose reluctance inhibitors: constituents of cashew Anacardium occidentale 

nutshell liquid. Phytother. Res., Chichester, v. 7, p. 252-254, 1993.

TREVELYAN, W. E., PROCTER, D. P., HARRISON, J. S. Detection of sugars on 

paper chromatograms, Nature, London, v. 166, p. 444, 1950.

Van HALBEEK, H. 1H Nuclear magnetic resonance spectroscopy of carbohydrate 

chains of glycoproteins. In: KAPLAN, N. O., COLOWICK, S. P. (eds.) Methods 

Enzymol., New York : Academic Press, 1994, v. 230, p. 132- 168.

VARGAS-RECHIA, C.; REICHER, F.; SIERAKOWSKI, M.R.; HEYRAUD, A.; 

DRIGUEZ, H.; LIÉNART, Y. Xyloglucan octasaccharide XXLGol aerived 

from the seeds of Hymenaea courbaril acts as a signaling molecuíe. Plant 

Physiol., Bethesda, v. 116, p. 1013-1021, 1998.

WHISTLER, R. L., BeMILLER, J. N. Carbon column chromatography. In: 

WHISTLER, R. L.; WOLFROM, M. L. (eds.) Methods Carbohydr. Chem., 

New York: Academic Press, 1962a, v.1, p. 42-44.

237



WHISTLER, R. L., BeMILLER, J. N. Cellulose coiumn chromatography. In: 

WHISTLER, R. L.; WOLFROM, M. L.(eds.) Methods Carbohydr. Chem.. New 

York: Academic Press, 1962b, v.1, p. 47-50.

WHISTLER, R.L. Introduction. In: WHISTLER, R.L.; BeMILLER, J.N. Industrial 

gums: polysaccharides and their derivates. New York: Academic Press, 

3 aed, 1993a, p. 1-19.

WHISTLER, R.L. Exudate gums. In: WHISTLER, R.L.; BeMILLER, J.N. Industrial 

gums: polysaccharides and their derivatives. New York: Academic Press, 

3 aed, 1993b, p. 309-339.

WHISTLER, R.L.; ROWELL, R.M. Chemistry of polysaccharides containing 

glucuronic acid. In: DUTTON, G.J. (ed.). Glucuronic acid free and 

combined. New York: Academic Press, 1966, p. 137-174.

WOLFROM, M. L.; THOMPSON, A. Acetylation. in: WHISTLER, R. L.; 

WOLFROM, M. L.(eds.) Methods Carbohydr. Chem., New York: Academic 

Press, 1963b, v. 2, p. 211.

WOLFROM, M. L.; THOMPSON, A. Reduction with sodlum borohydride. In: 

WHISTLER, R. L.; WOLFROM, M. L.(eds.) Methods Carbohydr. Chem., New 

York: Academic Press, 1963a, v. 2, p. 65-68.

238



ZAKARIA, M.B.; RAHMAN, Z. A. Rheological properties of cashew gum. 

Carbohydr. Polym., Barking, v. 29, n. 1, 25-27, 1996.

239



7. ANEXO - PUBLICAÇÃO



Pergam on

P I I :  S 0031-9422(97 )00666-3

P h t'tochem is ’ r \ . Vol. 4". Nc 5, pp. 715-721. 1998 
r 1998 Ei^evicr Science i_'-4. Ali nehts reserved 

fnmed m Greai Britain
005;---;:; 9s si9.oo+o.oc>

SIMILARITY OF MONOSACCHARIDE. OLIGOSACCHARIDE AND 
POLYSACCHARIDE STRUCTURES IN GUM EX U DATE OF 

A N A C A R D IU M  O C C ID E N T A L E

J u l i a n a  M .  M e n e s t r i n a .  M a r c e l l o  I a c o m in i .  C h r i s t o p h e r  J o n e s *  and P h i li p  A . J. G o r i n t

Departamento de Bioquímica. Universidade Federal do Paraná. Caixa Postal 19046. 81531-990. Curitiòa-PR. Brazil: 
♦N a tiona l Institute for Bioiogical Standards and Controls. South Mimms. Potters Bar. Herts. EN6 3QG. U .K .

(Received 17 April 1997)

K ey W o rd  In d ex— Anacardium occidentale: A nacard iaceae; cashew -nut tree; gum: p o ly - 
saccharide: m onosaccharides; o ligosaccharides.

A b s tra c t— T he  gum  exudate fro m  the B ra z ilian  cashew -nut tree (Anacardium occidentale) contained traces o f  
the red u c in g  sugars. rham nose (0 .005% ). arab inose (0 .0 3 % ). m annose (0 .007% ). gaiactose (0.03% ). glucose 
(0 .02% ), /? -D -G aIp-(l — ►6 )-a /I-D -G a l (0 .05% ). a-L-Rha/7-( 1 -»4)-:x/?-d-G1cA (0 .008% ) and x-L-R nan-í 1 -*4)-(}-d - 
G lc p A -( 1 — ► 6)-/?-D -G alp-( 1 -+6)-a/?-D-G ai (0 .008% ). R ham nose. arabinose. glucose and tf.e three o l i­
gosaccharides are com ponen ts  o f  the side-chains o f  the gum  po lysaccharide. w h ich  has a ma:n cha in  o f  (1 -*• 
3 )-lin ke d  /f-D -G a lp  un its . The  strueture  o f  th is  p o lysaccharide  was determ m ed and fo u n d  to  d iffe r fro m  tha t 
p re v io u s lv  reported  fo r  the gum  o f  a tree g ro w in g  in  ín d ia , ia c k in g  un its  o f  4 -0 -m e th y ig lu cu re r.:c  acid. O th e r 
new s ide-chain s truetures were characterized. p a rt ic u la r!}  -x -D -G a l/H  1 -»6 )-P -G a lp - and x -L -A ra /-( 1 -» 6 )-d - 
G a lp -, f  1998 E lsevier Science L td . A l i  r igh ts  reserved

INTRODUCTION

W e recently  detected free. reducing m onosaccharides 
and o ligosaccharides in  the gum  exudate o f  the tree. 
Anadenanthera coluhrina. and com pared them  strue- 
tu ra llv  w ith  the aceom panving  po lysaccharide  in 
o rd e r to  suggest m echanism s fo r  th e ir fo rm a tio n  [1­
3]. There  were s im íla ritie s  w ith  the m onosaccharides 
and one o ligosaccharide  w h ich  were iso lated and 
iden tifie d . b u t d ifficu ltie s  were encountered in  the p u ri-  
f ica tio n  o f  the others. The  gum  o f  the B ra z ilian  

cashew -nut tree {Anacardium occidentale) was also 

fo u nd  to  c o n ta in  m onosaccharides and ohgo- 
saccharides. a lb e it in  sm alle r quan tities  [4]. and the 
struetures o f  the m onosaccharides and m ore  rea d ily  
p u rifie d  o ligosaccharides are now  de term ined  and 
th e ir  s true tu res also com pared  w ith  those present in 
the co m p o n e n t po lysaccharide.

H o w e ve r. p r io r  to  c a rrv in g  o u t th is  co m p a riso n . it 
was necessarv to  re-de te rm ine  the com plex s true tu re  
o f  the gum  po lysaccharide. I t  had been p re v io u s lv  
exam ined in  1974 and 1975 using samples co llected in 
ín d ia  and Papua ( the cashew tree is native  to  A m e ric a ) 

[5. 6]. R ham nose. arab inose. xvlose. m annose. ga iac­

tose, glucose and g lu c u ro n ic  acid were fo u n d  in  m o la r 

ra tios  o f  7 ;1 4 :2 :2 ;6 1 ;8 :6  and 7 :1 5 :0 :1 :6 3 :9 :6 .

+ A uthor to whom correspondence should be addressed.

respective ly. T he  m ore detaiied  analys:> o f the In d ia n  
gum  po lysaccharide  showed a n ig h h  rranched strue­

tu re . w ith  a (1 —*3 )-línked /t-D-Gal/? m-ur. chain [6] and 
th a t 4 -O -m e th y l-g lu c u ro n ic  acid un;:> were present. 
H o w e ve r. these da ta  d iffered fro m  thc> : fo u nd  in ou r 
e x a m in a tio n  o f  o u r po lysaccharide. :>o;ated fro m  a 
B ra z ilia n  sample. w h ich  con ta ined  les> arabinose w ith  
a 2 :4 :1 :8 2 :6 :5  m o la r ra tio  o f  r h a m r . ;^ .  arabinose. 
xylose. gaiactose. glucose ar.d g lucurcruc acid. and 

w ith o u t 4 -0 -m e th y lg lu c u ro r.:c  acid. evidenced by 

the absence o f  -OCH-. s ig n a .' in :H _r.d : C N M R  
spectra. W e now  report a deta iied  ana.;. <:> o f  the pol>- 

sacchartde.

RESULTS AND DISCISSION

T he po lysaccharide  o f  the B raziiiar. gum was iso­
la ted via e thano l p re c ip ita tio n  o f  an acueous so lu tio n  
and had [x ]D +  21 . M r 1.1 x lü : ( ligh t-sca tte ring). and 
gave rise to  a w ell-defined ’H  [H-1 p o r.:en . F ig . 1 (A ) ] 
and K'C  N M R  spectra [F ig . l iB ) ] .  M e:r.;.ia tio n  a n a ly ­
sis and G C -m ass spectrom etnc exam .r.ation o f  the 

resu ltin g  p a rtia lly  O-metn;. iated _ .c ::o l acetates 

showed non-reduetng  end-un:ts o f  A :a - í 2 0o). Rha/7 

(2 oo). G lcp  ( <  10% ) and G a ir  1 19% ;. _r.d o th e r G a lp 
residues th a t were 3 -0 -  (6%  K - -O -  ( 1( . ó-O - (19 % )
and 3 .6 -d i-O -su b s titu te d  (32 : i (Tab 1 e >. W hen the 
pe r-O -m e th y la te d  po lysaccharide  w c í reduced w ith
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Fig. 1. Cashew polysaccharide: H-1 portion  o f  its 'H  N M R  (A ) and l3C N M R  spectrum (B).
polvsaccharide submitted to  one contro lled  Sm ith degradation (C).

3C N M R  spectrum

l i th iu m  a lu m in u m  d e u te rid e , and  the  p ro d u c t  c o n - 

ve rte d  to  p a r t ia l ly  O -m e th y la te d  a ld ito l acetates, n o n - 

re d u c in g  e n d - a n d  4 -< 9 -su b s titu te d -G lc /? A  u n its  w ere  

fo u n d  to  be p resen t.

A  c o n tro l le d  S m ith  d e g ra d a tio n  o f  the  p o ly ­

sa cch a rid e  re s u lte d  in  re m o v a l o f  u n its  o f  rh a m n o s e  

a n d  g lu c u ro n ic  a c id , g iv in g  th e  e th a n o l- in s o lu b le  

p o ly s a c c h a rid e  co re  w ith  [a ]D +  4 3 \  c o n ta in in g  a ra b i­

nose, xy lo se , m a n n o se  a n d  ga lactose  in  a m o la r  ra t io  

o f  8 :1 :1 :9 0 . T h e  p r in c ip a l s igna ls  o f  its  13C  N M R  

s p e c tru m  [F ig . 1 (C )] a re  ty p ic a l o f  a (1 -» 3 ) - I in k e d  0- 

G a lp  p o ly s a c c h a r id e  [7 ], b u t  w ith  n o  a - A r a /  residues. 

M e th y la t io n  d a ta  (T a b le  1) sh o w  n o n -re d u c in g  end 

u n its  o f  G lc p  (3 % )  a n d  G a lp  (11 % ). w ith  3 -0 -  (6 7 % ), 

4 - 0 -  (2 % ) ,  6 - 0 -  (1 7 % )  a n d  3 ,6 -d i- (9 -s u b s titu te d  G a lp 
u n its  (1 4 % ). A  second S m ith  d e g ra d a tio n  p ro v id e d  

p o ly s a c c h a rid e  w ith  [a ]D +  40° a n d  an a ra b in o s e  to  

ga lac tose  ra t io  o f  2 :2 3 . w h ile  a th ird  one red u ce d  the  

a ra b in o se  c o n te n t to  3 % . T h e ir  Í?C  N M R  spe c tra  

c o n ta in e d  th e  sam e m in o r  s igna ls  as th a t o f  th e  p ro d ­

u c t o f  th e  f ir s t  S m ith  d e g ra d a tio n , b u t in  p ro g re s s iv e iy  

d im in is h in g  a m o u n ts .

L i t t le  e th a n o i-s o lu b le  m a te r ia l (4 %  v ie ld )  was 

o b ta in e d  o n  th e  f ir s t  S m ith  d e g ra d a tio n . I t  co n ta in e d  

g ly c e ro l a n d  c o m p o n e n ts  w ith  R Ga, 1.20 a n d  0.31 and . 

a lth o u g h  th e  la t te r  w as n o t  c o m p le te ly  id e n tif ie d . i: 

gave rise  to  13C  N M R  s igna ls  a t <5100.5 >  103.3. shov>- 

in g  th e  p resence o f  u n o x id iz e d  a- a n d  jS -pyranosy; 

u n its .

T h e  n a tiv e  p o ly s a c c h a r id e  w as p a r t ia l ly  h y d ro lv s e d  

a t p H  1 fo r  5 h r  a t 1 0 0 '. w h ic h  re m o ve d  R h a  a n d  m os: 

o f  th e  A r a  u n its , to  g ive  a p o ly m e r w ith  a ra b in o se . 

xy lo se , m a n n o se , g a lac tose . g lucose a n d  g lu c u ro n ic  

a c id  in  a 1 :6 :5 :8 0 :3 :5  m o la r  ra t io ,  [a ]D +  2 0 : . a n d  a 

I3C  N M R  s p e c tru m  w ith  c o m p le x  C-1 a n d  O -sub- 

s t itu te d  C -3  reg io n s . M e th y la t io n  a n a lys is  d a ta  cr. 

the  p e r-O -m e th y la te d  p o ly s a c c h a rid e  a n d  its  L iA lH . -  

red u ce d  p ro d u c t  (T a b le  1) show ed n o n -re d u c in g  end 

u n its  o f  G\cp (6 % )  a n d  G a lp  (3 5 % ). a n d  3 - 0 -  (9 %  . 

4 - 0 -  (9 % ) ,  6 - 0 -  (1 7 % ) a n d  3 .6 -d i- (9 -s u b s titu te d  G a le
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Table 1. Structures and perceniage values o f  pa rtia llv  O -m ethylated a ld ito l acetates formed from  per-C^-methylated po ly- 
sacchandes from  native cashew polvsaccharide (NP), p a rtia liy  hvdrolvsed N P (PHP). Smith-Degraded N P  (S D P i and

L iA l2H 4-reduced-NP and -PH P

O -M ethylated 
a ld ito l acetate

R, (s) 
DB-210

% o f  (9-m ethvlated a ld ito l acetate formed from  meíhvlated

NP PHP SDP Reduced NP+ Reduced PH P

2.3.5-M e;-A ra 454 2 _ _ _ _
2.3.4-Me-,-Rha 461 2 — — — —

2.3.4.6-Me4-G lc* 518 10 6 3 7 5
2.3.4.6-M e.-G al 532 19 35 11 17 26
2.4.6-M e,-G al 605 6 9 67 10 13
2.3.6-M e,-G al 645 10 5 2 6 5
2.3.4-M e,-G lc 666 — — — tr. tr.
2.3.4-M e,-G al 707 19 17 3 26 22
2.3-M e,-G lc 836 — — — 1 —

2.4-M e:-Gal 864 32 28 14 33 29

* C onnrm ed by G C -M S  on OV-225.
t  Reduced N P  on OV-225 gave 2.3.4.6-Me4-G lc (511 s: 4% ). 2.3.4.6-M e4-G al (543 s. 8% ). 2.4.6-M e,-G aI (623 s. 7% ). 

2.3.6-M e--G al (631 s. 2% ), 2.3.4-M e?-G lc (643 s. ~ 2 % . dideuterated peak). 2 .3.4-M e:-Gal (696 s. 20% ) and 2 .4 -M e:-G al 
(869 s. 23% ). Standards tested on DB-210 were 2.3-M er G lc (836 s) and 2 .3.4-M e,-G lc (658 s). Using DB-210. on ly  2 .3 -M e;- 
G lc was found w ith  red. NP: only 2.3.4-M e,-G lc w ith  red. PHP. W ith  red. NP. a peak at 666 s did not correspond to 2.3.4- 
M e.-G lc  im aybe superim position occurred). Standards tested w ith  OV-225 were 2.3-M e:-G lc (650 s) and 2.3 .4-M e;-G ic (829 
s). G C -M S  on OV-225 gave peaks less resolved than those on DB-210. but qua lita tive ly reduced NP gave a shoulder at 642 
s. corresponding to 2.3.4-M c tG Ic. but nothing a ttribu tab le  to 2 .3-M e:-G lc. Red. PHP showed a shoulder peak at 64ò s. 
correspondm g to 2.3.4-M e?-Glc.

u n its  ( 2 8 ° o). G lu c u ro n ic  ac id  w ere p resen t o n ly  as 

n o n -re d u c in g  end  u n its . lik e ly  by re m o v a l o f  R h a /t 

an d  o r  A r a /  u n its  fro m  0 - 4  on  p a r t ia l h v d ro lv s is  (a 

c o n tro lle d  S m ith  d e g ra d a tio n  o f  the  p o lv s a c c h a rid e  

p ro v id e d  a p o ly m e r  w ith  [a ]n + 34 ).

T h e  la t te r  p o s s ib il itv  w as e h m in a te d  fo l lo w in g  p a r ­

tia l h v d ro lv s is  o f  the  n a tiv e  p o lv s a c c h a rid e  w ith  M  

a c id  a t 100 fo r  a s h o rt tim e . T h is  c leaved  som e o f  th e  

p y ra n o s y l lin k a g e s . w ith  the  s u rp r is in g  m a in te n a n c e  

o f  som e fu ra n o s y i lin ka g e s . re s u ltin g  in  the  fo rm a t io n  

o í q -A ra /- (  1 -+ 6 ) -a / i-G a l.  O th e r  p ro d u c ts  w ere  / i -G a ip- 
(1 — <-3i-q /f-G a l.  a -G al/?-( 1 -+ 6 )-a /i-G a I. / i-G a l/M  1 — >6}- 

y.ji-G a l. /) -G lc p A -(  1 — > 6 )-a /j-G a l and  fi-G\cpA-( 1 — >6)- 

/>-G aln-( 1 — ►6 )-a / i-G a l.  each o lig o s a c c h a rid e  be ing  

c h a ra c te r iz e d  b y  its  m o n o s a c c h a rid e  c o m p o n e n ts  and  

1D  a n d  2 D  N M R  spectra .

T h e  s u p e rn a ta n t o b ta in e d  d u r in g  th e  e th a n o l p re - 

c ip ita t io n  o f  th e  n a tiv e  p o lv s a c c h a rid e  f ro m  an aque- 

ous s o lu t io n .  c o n ta in e d  a m ix tu re  o f  m o n o s a c c h a rid e s  

an d  o iig o s a c c h a rid e s . T h e  m o n o s a c c h a rid e  c o n te n ts  

u 'ere q u a n tif ie d  as fo llo w s : (1 ) w ith  th e  in te n t io n  o f  

p re v e n tm g  th e ir  fo rm a t io n  b y  a n y  p oss ib le  h v d ro la s e  

a c t iv ity .  the  g u m  w as d isso lved  in  w a te r  c o n ta in in g  

so d iu m  b o ro h y d r id e  in  the  presence o f  a l l i to l  as 

:n te rn a l s ta n d a rd , and  the  re s u ltm g  acetates ana ívsed  

dv G C -m a s s  s p e c tro m e try : and  (2) the  g u m  to g e th e r 

w ith  a l l i to l  w ere  f irs t  d isso lved  in  w a te r  a n d  th e n  

'educed  w ith  s o d iu m  b o ro h y d r id e . p r io r  to  c o n v e rs io n  

o a ld ito l acetates. T h e  o iig o sa cch a rid e s  w ere  iso la te d  

ia successive c h a rc o a l a n d  ce llu io se  c o lu m n  c h ro -  

n a to g ra p h y  o f  a n o th e r  e th a n o l s u p e rn a ta n t. fo llo w e d  

\v  p re p a ra tiv e  p a p e r c h ro m a to g ra p h y  and  w ere  c h a r ­

a c te riz e d  by  th e ir  m o n o s a c c h a rid e  c o m p o s it io n s  a n d  

1D  !H  a n d  ! 'C  N M R  sp e c tro sco p y . the  la t te r  in c iu d -  

ín g  a D E P T  p ro g ra m . T he  u tih z e d  2 D  p ro g ra m s  w ere  

C O S Y  a n d  H M Q C .

T h e  s tru c tu re  o f  the n a tiv e  B ra z ilia n  p o lv s a c c h a r id e  

is h ig h ly  b ra n c h e d  co n s is tin g  o f  a (1 - * 3 ) - l in k e d  li-D- 

G'à\p m a in  c h a in  (1). s u b s titu te d  a t 0 - 6  b y  v a n o u s  

s id e -ch a in s . C h a ra c te r iz e d  c o m p o n e n ts  w ere: - o -d -  
G lc p A - (  1 — > 6 )- /f-p -G a lp-( 1 — >6)-/i-P -G al/?- (2 ). -q -p -  

G a lp -( 1 -> 6 ) -p -G a lp -  (3) and  a -L -A ra / -( 1 -> 6 ) -P -G a ir -  

(4). q -L -R h a p -( 1 -> 4 )-/> -p -G ic p A - g ro u p s  (5 ). lin k e d  

(1 — >-6) to  D -G a l/;. are l ik e ly  to  be p resent. T h e  a ra b i-  

n o s e -c o n ta in in g  s ide -cha ins  are lo n g . since even tn re e  

c o n tro l le d  S m ith  d e g ra d a tio n s  w ere  in s u ffic ie n t to  

re m o v e  th e m  a li (these w ere n o t a -A ra /  s tru c tu re s ). 

Based o n  the  l3C  N M R  d a ta  fo r  the  o iig o s a c c h a rid e s  

lib e ra te d  o n  a c id  h v d ro lv s is . the  p a r t ia l C-1 N M R  

s p e c tru m  o f  the  n a tiv e  p o lv s a c c h a rid e  [in  F ig . 1 (B )] 

ca n  be assigned as in d ic a te d  in  s tru c tu re s  1-5 iò va lues 

fo r  D :0  S olutions).
C o m p a re d  w ith  the  p o lv s a c c h a rid e  o f  g u m  c o lle c te d  

in  ín d ia ,  th e re  are s im ila r  s tru c tu re s . esp e c ia iiy  a m a in  

c h a in  o f  (1 -+ 3 )- l in k e d  [i-D-Gãlp u n its . som e o f  w h ic h  

w ere  s u b s titu te d  at 0 - 6  by s ide-cha ins. These w ere  

c o n c lu d e d  to  be lo n g . c o n ta in in g  ( l - » 3 ) -  a n d  í 1 — ► o >- 

l in k e d  / i-p -G a i/?  u n its . those o f  (1 -> 2 )- l in k e d  A r a /  u p  

to  5 u n its  lo n g . needm g five  c o n tro lle d  S m ith  d e g ra - 

d ia t io n s  fo r  th e ir  c o m p le te  re m o v a l. and  end  u n its  o f  

A r a /y  A r a / l  G lc p . R h a p . M a n  p. X y l p and  / i-D -G lc p A -  

(1 -*6 )-D -G a l/?  [6], W e  n o w  re p o r t the  absence o f  - -  

M e -G lc /? A  u n its  in  the  B ra z ilia n  p o lv s a c c h a rid e . T h e  

o th e r  d iffe re n ce s  co u ld  be q u a n tita t iv e  a n d  seem to
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/)-G lc/;A (í> 103.0)

P-Ga]p(d 103.8) a-Gal/? (<5 100.5)

i  2
6

/>’-Ga 1/7

I  3
6

Gal/?

-P-Ga\p-{ 1 - o ) -  (ô 103.9) 
1

x-Araf(ô 108.3) Rhap (d 101.0)

1 4
6

Gal/7
4

/>-GlcpA

be due  to  th e  c u rre n t  a v a i la b i l i ty  o f  m o re  m o d e rn  

te ch n iq u e s . e s p e c ia ily  th o se  o f  m e th v la t io n  ana lvs is  

and  N M R  s p e c tro s c o p y . E xa m p le s  are the  ch a ra c- 

te r iz a t io n  o f  R h a p -( 1 -» 4 )- /7 -G lc p A -( 1 — 6 )-/? -G a lp - 

and  g -A ra / -( 1 — ► 6 ) -G a l-  n o n -re d u c in g  e n d -s tru c tu re s .

T h e  g u m  c o n ta in e d  free  rh a m n o s e  (0.005° o). a ra b i­

nose (0 .0 3 % ). m a n n o s e  (0 .0 0 7 % ). ga iactose  (0 .0 3 % ) 

and  g lucose (0 .0 2 % ). a n d  the  iso la ted  o li-  

gosaccharides vvere c h a ra c te r iz e d  as /?-Gal/?-( 1 — *-6)- 

y.fí-Gíü (0 .0 5 7 o ). y.-Rhap-( 1 — <-4)-a/)-G lcA  (0.0087o) 

and  z -R h a /M  1 — ►4 )-/? -G lc /? A -( 1 -*6)-/> '-G al/?-( 1 — >-6}- 

z/>-G al (0 .0 0 8 ° o). T h e y  w ere  n o t fo rm e d  by in sim 
acid  h y d ro iv s is  o f  the  w e a k ly  a c id ic  gum  because o f  

the resistance o f  the  p y ra n o s y l g lv co s id ie  linkages  at 

a m b ie n t te m p e ra tu re s . O th e r  m o re  lik e ly  p o s s ib ilit ic s . 

bccause o f  th e ir  s tru c tu ra l s im ila r ity  to  the  s ide-cha ins  

o f  the  p o ly s a c c h a rid e . are th a t th e y  are fo rm e d  as by- 

p ro d u c ts  fro m  b io s y n th e t ic  in te rm e d ia te s  o r  by the 

a c tio n  o f  e .Yo-hydrolases.

EXPERIM EN TA L

Preparation oi cashew-nut tree polysaccharide. T h is  

w as p p td  fro m  an aq . so ln  (250  g in  1250 m l) w ith  

E tO H  (3 1). the  p o ly s a c c h a r id e  w as red isso lved  in  H ; 0  

and  then  fre e ze -d rie d  to  re m o ve  res id u a l E tO H .

Specittc rota liou.',. These  w ere  d e te rm in e d  at 25 in 

H :0  at 0 .3 -0 .6 °  o. e.xcept fo r  c o n tro lle d  S m ith  deg ra - 

d a tio n  p ro d u e ts . w h o se  so lv e n t w as H ; 0  c o n ta in in g  

3 0 o N a O H . "

Determina!ion o f  M r of polysacchariile. T h is  was 

c a rr ie d  o u t u s ing  a lig h t-s c a tte r in g  a p p a ra tu s  w ith  a 

0.1 %  aq. so ln  o f  p o ly s a c c h a r id e  w ith  G P C  c o lu m n s  in  

series o f  O H  p a k  B -8 0 4  a n d  O H  p a k  B-805 (S hodex). 

e lu ted  at 1 m l m m " 1 w ith  0.1 M  N a N O v -0 .0 2 %  N a N \ 

(/. 633 n m |.

Monosaeeharide composition. P o lysaccharides  and  

o lig o sa cch a rid e s  w ere  h v d ro ly s e d  w ith  M  H : S 0 4 fo r  

18 h r  at 100 . A f te r  n e u tra lis a t io n  (B a C O ,). p a rt o f  

the so lns w ere e va p d  and  e xa m in e d  by PC (so lve n t: n- 
B u O H - p y r id in e - H : 0 .  5 :3 :3 :  sp ra y  p -a m s id in e  HC1). 

T he  o th e r  p a rt  w as reduced  w ith  N a B ; H -. a ce ty ia ted  

w ith  M e ; C O -p y r id in e  a t 100 a n d  the  p ro d u e ts  e xa m ­

ined by G C -M S  us in g  an O V -2 2 5  c a p ilia ry  c o lu m n  

(30 m  x  0.25 m m  i.d .) . h e ld  a t 50 d u r in g  in ie c tio n . 

then  p ro g ra m m e d  a t 40  m i n " 1 to  220 u s o th e rm a l). 

G lu c ito i h e xa -a ce ta te  gave peaks in  the o rd e r m z 
140 >  139 >  141. s h o w in s  th a t som e o f  it arose fro m

g lucose , as w e ll as g lu c u ro n o la c to n e . T h e  p o ly ­

s a cch a rid e  w a s  h y d ro lv s e d  w ith  2 M  T F A  fo r  8 h r  at 

100 to  g ive  a re s id u e  w h ic h  gave c ry s ta llin e  a-ga l- 

actose [ f ro m  M e O H - E tO H  (1 :1 ) ]. [a ]D- f  134 ( in it ia l 

va iu e . 80 s )->  +  79 (c. 0.5 H ; 0 :  c o n s ta n t v a lu e i. T he  

l3C  N M R  s p e c tru m  o f  re s u ltin g  a /E ga iactose  [Sj and 

its  [a ]D [9 ] in d ic a te d  the  D -e n a n tio m e te r. R ecovered 

f ro m  th e  m o th e r  l iq u o r  via ce llu lose  C C  (e lu a n t: 

M e ^ C O . th e n  M e : C O - H : 0 .  1 0 :1 ) w ere L -a rab inose . l -  
rh a m n o s e  a n d  D -g lu c u ro n o la c to n e  ( /?Rnjn. 1.04). w h ich  

w-ere id e n tif ie d  b y  th e ir  i3C N M R  spectra  and  whose 

e n a n tio m e ric  fo rm s  w ere d e te rm in ed  by convers ton  

to  the  ace ta tes  o f  th e ir  ( —  )-2 -o c t\ 1 giycoside> and 

e x a m in a tio n  b y  G C -M S  using a D u ro w a x -4  c a p iiia ry  

c o lu m n  (30 m  x  0 .25  m m  i.d .)  p ro g ra m m e d  fro rr. 50 

(4 0 ‘ m in " ') - > 2 3 0  ( is o th e rm a l)  [10].

Uronic acid contents. These w ere d e ie rm in e d  by the 

/n -h y d ro x y -b ip h e n y l m e th o d  [11].

Methvlation analvsis o! polysaccharides. P o ly ­

saccharides  ( ^  50 m g ) w ere m e th y la te d  by the  m ethod  

o f  re f. [12 ]. w h ic h  w as necessary in  o rd e r to  render the 

p ro d u e ts  s o lu b le  in  th e  re a c tio n  m e d iu m  o f  K e re x  and 

C ia c u n u  [13]. M e th v la t io n  was c o m p le te d  using the  

p ro c e d u re  o f  re f. [14]. T he  O -m e th y ia te d  prc-aucts 

w ere  re flu x e d  w ith  3 %  M e O H - H C l fo r  3 h r  and tnen 

h v d ro ly s e d  w ith  M  H : S 0 4 at 100 fo r  18 h r. A f te r  

N a B ; H 4 re d u e tio n  a n d  a c e ty la tio n . the re s u ltin g  rr.ix ts 

w ere  e x a m in e d  b y  G C -M S  on 0 \  -2 2 r and  D B -210 . 

u s in g  th e  c o n d it io n s  described  above. T w o  c o ra m m  

w-ere necessary to  reso lve  the possib le  isom ers  o f  R ha. 

A ra  a n d  G a l.  O n  O V -2 2 5 . there  is s u p e r im p o s it : :n  o f  

2 .3 .5 - M e - A r a  (447  x) a n d  2 .3 .4 -M e-.-R na  (448 s ■. A is o  

o f  2 .4 -M e : - A r a  (545  x). 3 .4 -M e ;-A ra  (542 s . and 

2 .3 .4 .6 -M e 4-G a l (542 s). R eso lved are 2 .5 -M e :-A ra  

(509 a). 3 .5 -M e : - A r a  (499 s). and  2 .3 -M e -A ra  (53~ v). 

O n  D B -2 1 0 . 2 .5 -M e : -A ra  (533 .v) and 2 .3 .4 .6 -M e .-G a l 

(533 5 ) a re  su p e rim p o s e d . R esolved are 3 .5 -M e :-A ra  

(519 s). 2 .3 -M e ; - A r a  (577 s). 3 .4 -M e : -A ra  (571 r . 2.4- 

M e : - A r a  (558 s). 2 .3 .4 .6 -M e 4-G a l (533 .>i. 2 .3 .r-M e-.- 

A ra  (462  .v). a n d  2 .3 .4 -M e ;-R h a  (469 v i .

N M R . 'H  so ln  spectra  were o b ia in e c  at 40( M H z  

at 70 in  D ; 0  u s in g  p resa tn  o f  the  D O H  rescr.ar.ee. 

F o r  1 C  sp e c tra . th e  so lve n t was D ;0  a t 30 . e xe e rt in 

the  case o f  S m ith -d e g ra d e d  po lysa ccha rid es . w r.er the 

so lv e n t w as 5 %  N a O D  in  D ;0 .  S m a ll O C H -. >:gnais 

w ere  n o t  d e tec te d  in  the  'H  (<> ^  3.2) and  ' 'C sree tra  

[ò -  59: F ig . 1 (B )]. C h e m ica l sh ifts  are exoressee :n c. 

based o n  a s ta n d a rd  o fT M S .  T h e  C N M R  speetrum
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o f  the  p o ly s a c c h a r id e  in  D 20  c o n ta m e d  s igna ls  th a t 

w ere  assigned o n  th e  basis o f  those o f  o iig o -  

saccharides. o b ta in e d  via p a r t ia l h v d ro lv s is  a n d  

d e scrib e d  b e lo w . C-1 s ig n a ls  w ere  a t ô 175.8 (v e ry  

s m a ll; C C X H ). 108.3 ( a - A r a /~-(l -> 6 )-G a lp , v e ry  s m a ll) , 

the  la rg e s t o n e  a t ô 103.8 (/? -G a lp - ( l - > 6 ) -

G a lp )  >  100.5 (a -G a lp - ( l- > 6 ) - G a lp )  >  101.0 (a-

R h a /? )>  103.0 ( /? -G lc p A - ( l  -> 6 )-G a lp )  =  103.9 ( £  

G a lp -(1 - ►S F G a l/? ) .  T h e re  w as a ve ry  sm a ll s ig n a l a t ò
84.1 (C -4 . a -A ra f )  a n d  a la rg e r b ro a d e r c o m p le x  o f  

th ree  s igna ls  f r o m  <5 81 .4  to  82.0 (3 -0 -s u b s titu te d  /?- 

G a lp ’s). 17.0 (C -6 . R h a ). N e g a tiv e  l3C D E P T  s igna ls  

o f  C -6  o f  G a lp  u n its  w ere  n o t  d e tec tab le  because o f  

s u p e r im p o s it io n  o n  p o s it iv e  ones w ith  the  sam e s h ift.  

T h e  ‘ H  N M R  s p e c tru m  c o n ta in e d  b ro a d  H -1  s igna ls  

a t <5 4 .4 32 . 4 .4 93 . 4 .700 . 4 .734 . 4 .913. 5.070 a n d  5.291.

Successive controüed Smith degradations. T o  cashew  

p o ly s a c c h a r id e  (6 .5 0  g) d is so lve d  in  H : 0  (200 m l) ,  w as 

a d d ed  N a I 0 4 (20  g ), a n d  a fte r  2 davs i t  w as fo llo w e d  

b y  e th y le n e  g ly c o l (5 m l)  a n d  the  s o lu t io n  th e n  

d ia lyse d . N a B H 4 (2 g ) w as ad d ed  and  a fte r  3 h r  the  

so ln  w as a c id ifie d  w ith  H O A c  and  d ia lyse d . f irs t  

a g a in s t ta p  (20  h r )  a n d  th e n  d is tille d  H : 0  (20  h r) . T h e  

re s u lt in g  p o lv a lc o h o l c o n ta in e d  g lv c e ro l. a ra b in o se  

and  g a la c to se  in  a 7 5 :3 :2 2  m o la r  ra t io .  T he  so ln  w as 

e vapd  to  100 m l.  a d ju s te d  to  p H  2.0 w ith  aq. H 2S 0 4, 

heated a t 100' fo r  1 h r. n e u tra liz e d  w ith  B a C O >  and  

th e n  filte re d . T h e  f i l t ra te  was evapd  to  20 m i and  

added  to  E tO H  (200  m l) ,  g iv in g  a pp .. w h ic h  w as 

iso la te d  ( A ra .  X y l.  M a n . G a l; 8 :1 :1 :9 0  m o la r  ra t io ) .  

v ie ld  1.76 g. I t  w as o n ly  s p a rin g lv  so lu b le  m  c o ld  H ; 0 .  

Its  13C  N M R  s p e c tru m  in  D 20 - 5 %  N a O H  c o n ta in e d  

[F ig . 1 (C )] p re d o m in a n t s igna ls  a t ô 61.4 (C -6 : in v e rte d  

in D E P T  s p e c tru m ). 68.9 (C -4 ), 71.0 (C -2 ). 75.4 (C - 

5), 84.3 (C -3 )  a n d  105.55 (C -1 ), c o rre s p o n d in g  to  a 

l- » 3 ) - l in k e d  / i-g a la c to p y ra n a n . R espective  va lues 

)b ta in e d  fo r  in te rn a i u n its  o f  /J -G a lp-[( 1 -+3)-/?-G al/? ]4- 

1-> 4 ) -q / i-G lc  in  D ; 0  w ere  61.7. 69.4. 71.1. 75.9. 82.8 

in d  104.8 [7], T h e  m o th e r  l iq u o r  c o n ta in e d . fo l lo w in g  

h ro m a to g ra p h y  o n  a ce llu lo se  c o lu m n  í M e : C O - H 20 .  

0 :1  th e n  3 :1 ) .  m a te r ia l (260  m g ) w h ic h  gave rise to  

P C ) spo ts  w ith  R , 0.31 and  1.20. as w e ll as one  o f  

Iyce ro l.

T h e  p o ly s a c c h a r id e  (1 .5 6  g ) m o s tly  d isso lved  in  H : 0  

100 m l)  a t 100: a fte r  1 h r  a n d . o n  a d d it io n  o f  N a I 0 4 

) g). th e  re m a in in g  in s o l. m a te r ia l d isso lved . T h is  

'as c o n v e rte d  to  th e  p o lv a lc o h o l.  w h ic h  c o n ta in e d  

Iyce ro l. a ra b in o s e  a n d  g a iac tose  in  a 6 9 :4 :2 7  ra t io .  

he c o n tro l le d  S m ith  d e g ra d a tio n  p ro ce d u re  w as 

ipeated. O b ta in e d  w ere  p o lysa cch a rid e . p p td  w ith  

le : C O - E tO H  (1 :1 )  (0 .7 4  g) c o n ta in in g  A ra  ( R: 657 

and  G a l in  a 2 :2 3  m o la r  ra t io  and  so lu b le  m a te r ia l 

.21 g). T h e  l3C  N M R  s p e c tru m  o f  the  p o lys a c c h a rid e  

%  N a O H  in  D : 0 )  a lso  c o rre s p o n d in g  to  a (1 -+ 3 )-  

ík e d  /? -g a la c to p y ra n a n .

A  p o r t io n  (0.5  g) o f  the  p o ly sa cch a rid e  w as sub- 

it te d  to  a fu r th e r  c o n tro l le d  S m ith  d e g ra d a tio n . f irs t  

v in g  the  p o lv a lc o h o l w h ic h  c o n ta m e d  g lv c e ro l. 

ab inose  a n d  g a la c to se  in  a 2 : 1 :4 /  ra tio . T h e  re s u lt-  

g p o ly s a c c h a r id e  (224 m g ) c o n ta in e d  A ra  and  G a l

in  a 3 :9 7  ra t io  a n d  gave a !3C  N M R  s p e c tru m  s im iia r  

to  th o se  o b ta in e d  f ro m  p o lys a c c h a rid e  a fte r  one  a n d  

tw o  d e g ra d a tio n s . w ith  the  six m a in  s igna ls  d e sc rib e d  

a b o v e . b u t  m in o r  ones a t <5 101.3. 104.3. 105.8 a n d  

105.9 ( C -T s )  a n d  3 -0 -s u b s t itu te d  /?-C -3's a t ô 84.6. 

a n d  8 4 .7 , a n d  a n o th e r  a t õ 80.6. p o s s ib ly  f r o m  0 -  

s u b s titu te d  a -C -3  o r  C -4 . E tO H -s o i.  m a te r ia l w as a lso  

fo rm e d  (240  m g ).

M ildpartial hvdrolvsis. P o lysa cch a rid e  (5 .3 4  g) w as 

d is s o lv e d  in  H 20  (200  m l) ,  w h ic h  was a d ju s te d  to  p H

1 w ith  d i lu te  a q . H 2S 0 4 a n d  k e p t a t 100° fo r  5 h r .  T h e  

so ln  w a s  n e u tra liz e d  w ith  BaCCN. filte re d , th e  f i l t ra te  

tre a te d  w ith  c a tio n -e x c h a n g e  res in . f i lte re d , e v a p d  to  

a s m a ll v o l.  a n d  th e  p o ly sa cch a rid e  p p td  w i th  excess 

E tO H ;  y ie ld  2 .35  g. I t  c o n ta in e d  A ra ,  X y l.  M a n .  G a l 

a n d  G Ic  in  a 1 :6 :5 :8 5 :3  m o la r  ra t io .  T h e  13C  N M R  

s p e c tru m  c o n ta in e d  v e ry  b ro a d  signals in  the  C-1/? (ô 
103.7 >  104.5 >  103.9 >  104.0 > lo 4 . 2  >  103.1) a n d  

3 -0 -s u b s t itu te d  re g io n s  (b ro a d  and  c o n tin u o u s  f ro m  

ô 81 .25  to  82 .8). T h e re  w ere  D E P T  in v e rte d  s ig n a ls  

a t Ò 61 .46  ( la rg e ) a n d  ô 60.54 (s m a ll) a n d . p o s s ib ly . 

o b s c u re d  ones a t õ 69.5 and  69.9. S m a lle r C-1 s ig n a ls  

w ere  p re s e n t a t <5 92 .7 , 96.6. 96.9 and 100.4.

Controlled Smith degradation oj partially hydrolvsed 
polysaccharide. D e g ra d e d  p o lysa cch a rid e  (0 .6  g) w as 

successive ly  o x id iz e d  w ith  N a I 0 4 (3 g) in  H 20  (50  m l)  

f o r  24 h r  a n d  red u ce d  w ith  N a B H 4. as d e scrib e d  

a b o ve . to  g ive  a p o lv a lc o h o l w h ic h  c o n ta in e d  g lv c e ro l. 

th re ito l.  a ra b in ito l  a n d  ga lactose m  a 7 6 :2 :1 :2 1  m o la r  

ra t io .  T h e  p o lv a lc o h o l w as p a r t ia lly  h y d ro lv s e d  a t p H

2 (a d ju s te d  w ith  H 2S 0 4) fo r  1 h r  at 100 . g iv in g  rise  

to  E tO H - in s o l.  m a te r ia l (0.18 g).

Stronger partial hvdrolvsis of polysaccharide: 
characterisation o f  resulting oligosaccharides. P o ly ­

s a cch a rid e  (4 .1 2  g) in  H : 0  (150 m l ) c o n ta in in g  M T F A  

(12 .5  m l)  w as k e p t a t 100: fo r  1 h r. T he  p ro d u e t w as 

f ra c t io n a te d  o n  a c o iu m n  o f  c h a rc o a l-d ia to m a c e o u s  

e a rth  (40  g: 1 :1 ): f irs t  w ith  H : 0  (3 1) a n d  th e n  w ith  

3 0 %  aq . E tO H  (2 1). the  la tte r  g iv in g  a res idue  o f  0 .53 

g. T h is  gave o n  P C  ( n - B u O H - p y r id in e - H 20 .  1 :1 :1 ) .  

a p a r t  f r o m  g a ia c to se  (R Lac! 1.59). spots w ith  R L̂ , 
0.32  >  0 .8 6  >  1.15. a lo n g  w ith  sm a lle r q u a n tit ie s  o f  

th o se  w ith  R ^  0 .1 4 . 1.00. 1.15. 1.30 a n d  1.44. T h e  

m ix t.  w as f ra c t io n a te d  o n  W h a tm a n  N o . 3 f i l te r  p a p e r 

a n d  each c o m p o n e n t iso la te d . Som e o f  th e  fra c t io n s  

w e re  p u re  as d e te rm in e d  by  ! 'C  N M R  a n d  m o n o -  

s a cch a rid e  c o m p o s it io n . In  the  case o f  frs  c o n ta in in g  

g lu c u ro n ic  a c id . traces o f  g lu c ito l hexa -ace ta te . la b -  

e lle d  w i th  2H : a t C -6 , w ere  fo rm e d . S tru c tu re s  o f  p u re  

frs  w ere  d e te rm in e d . p r in c ip a liy  by '*C  N M R  spec- 

tro s c o p y . in c lu d in g  13C  D E P T . w h ic h  served fo r  th e  

id e n tif ic a t io n  o f  6 -0 -s u b s titu te d  G a lp  s igna ls. w h ic h  

w e re  in v e rte d  in  th e  ô 6 7 -7 0  reg ion . RLãC, 0.14 • 29 m g . 

g iv in g  A r a .  G a l a n d  G lc  (2 :9 5 :3 ).  I t  had the 1?C  N M R  

s p e c tru m  o f  0 -/? -d -G 1c/pA -( 1 -+ 6 )-0 -/? -D -G a l/? -( l -* 6 i -  
q/?-D -G al w ith  s igna ls  at õ 103.1 (C -1 "). 103.7 a n d

103.6 ( C -F .  a- a n d  / i- is o m e r. resp .l. 96.9 ( C - l / i ) .  92.8 

(C -1  a ), a n d  176.2 ( C 0 2H ). N o  u n s u b s titu te d  C -6  s ig ­

na ls  o f  G a l o r  th o se  o f  0 -s u b s titu te d  C -2 . C -3 . o r  

C -4  w e re  d e tec ted  a n d  w ith  D E P T . in v e rte d  s igna ls
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appeared  a t ô 70 .0. 69 .83 . a n d  69 .76  (O -s u b s titu te d  C - 

6"s). T h e  H -1  re g io n  o f  the  ‘ H  N M R  s p e c tru m  co n - 

tam ed  co n s is te n t s ig n a ls  a t ò 4 .4 3 . J =  7.7 H z  ( H - F ,  

a -a n o m e r). 4 .44 . J =  7.9 H z  (H -1 '.  fl-a n o m e r). 4.50. 

J =  7.7 H z  (H -1 " ) .  4 .5 8 , J =  7.8 H z  (H -1 /? ) a n d  5.25. 

J =  3.7 H z  (H -1  a). 0 .32  • 139 m g , g iv in g  G a i and

G lc  (7 9 :2 1 ). I t  h a d  th e  l?C  N M R  s p e c tru m  o f  6 -0 -  
/ i-D -G lc p A -a /i-D -G a l w ith  s ig n a ls  a t <5 175.6. 103.0. 

96.85 >  92.8. n o  O -s u b s titu te d  a t ô >  76.2, in v e rte d  

w ith  D E P T  a t ò 69 .70  >  69 .77 . T h e  H -1  re g io n  o f  the 

'H  N M R  s p e c tru m  c o n ta in e d  c o n s is te n t s igna ls  a t ò 
4.48. J =  7.9 H z  ( H -1 '.  a -a n o m e r). 4 .49. J =  8.1 H z  

(H -1 ',  ^ -a n o m e r) ,  4 .55, J =  7.0 H z  (H -1 /? ) a n d  5.23, 

J =  3.7 H z  (H -1  a). 0 .8 6 -4 7  m g , g iv in g  G a l. I ts

‘ C  N M R  s igna ls  o f  C -1 w e re  a t õ 103.6 >  103.7, 

99.0. 96.88 >  96 .92  a n d  92.8 (s m a lle r  th a n  /Ts). N o  O- 
s u b s titu te d  s igna ls  a t ò >  74.27. D E P T  in v e rte d  s ig ­

na ls a t 61.4 >  61.6. 67.1 >  67.3 a n d  69.9. S ince the /?- 

C-1 s ig n a l is s p lit .  i t  w as a d is a c c h a r id e  f ro m  its  R Lac, 

a nd  a m ix tu re  o f  6 -O -ol- a n d  6 -0 - / i-D -G a lp -a / i-D -G a l.  

T h e  presence o f  th is  m ix t.  w as c o n s is te n t w ith  the  !H  

N M R  sp e c tru m . w h ic h  c o n ta m e d  H - í  s igna ls  o f  6 -0 -  
/ i-D -G a lp -a /i-D -G a l a t ò 4 .430 . J =  7.7 H z  ( H - 1 :  a- 

a n o m e r); ô 4 .44. J — 8.1 H z  ( H - F .  / i-a n o m e r) : 4.58. 

J =  8.0 H z  ( H - l / i )  a n d  5.24. J =  4 .0  H z  ( H - la )  and 

those o f  6 -O -a -D -G a lp -a /i-D -G a i a t ò 4 .96 . J =  3.5 H z  

( H -F ) :  4 .57. J =  7.9 H z  ( H - l / i )  a n d  5.25. J =  4.0  H z  

( H - la ) .  T h e  a ss ig n m e n ts  o f  th e  H - la  s igna ls  o f  each 

d isa cch a rid e  are  in te rc h a n g e a b le . R Lacl 1 .0 -7  m g. g iv ­

ing  A ra .  M a n . G a l a n d  G lc  (7 :5 :8 2 ? 6 ). T h e  i}C  N M R  

sp e c tru m  show ed  a m ix t.  w ith  14 s igna ls  in  the  C-1 

reg io n  and  the fr .  was n o t fu r th e r  e xa m in e d . R Lac.
1.15 ■ 20 m g. g iv in g  A r a  a n d  G a l (1 :2 4 ) . Its  L'C  N M R  

e o rre sp o nd e d  to  3 -0 - / i-D -G a lp -x / i-D -G a l w ith  s ignals 

o f  the  / i- is o m e r a t ô 104.76 (C -1 ') .  96 .6  (C -1 ) and  79 .S 

(0 -s u b s t itu te d  C -3 ) a n d  s m a lle r  ones o f  the  a -iso m e r 

a t d 104.81 ( C - 1 ) .  92 .6  ( C -1 ) a n d  82.9 (0 -s u b s t itu te d  

C -3 ). A c c o rd in g  to  a D E P T  d e te rm in a tio n . the re  were 

s igna ls  o f  0 -s u b s t itu te d  C -6 /i ( la rg e ) a t ò 61.39 and 

O -s u b s titu te d  C -6 x  < s m a ll) a t ò 61 .57. T h e  H -1 p o r t io n  

o f  its  'H  N M R  s p e c tru m . in  a c c o rd . c o n ta in e d  signals 

a t P 4.59. J =  7.5 H z  (H -1  : a -a n o m e r) . 4 .60. J =  7.5 

H z  ( H - l / i ) .  4 .62 . J =  7.1 H z  ( H - F :  / i-a n o m e r)  and  

5.27. J — 2.7 H z  ( H - la ) .  R Lac, 1.30 • 17 m g , p u re . g iv in g  

A ra  and  G a l (4 6 :5 4 ). I t  gave rise  to  i?C  s igna ls  o f  a- 

A r a / a t  Ò 63.13 {C-5'fí) >  63 .17 (C -5 'a ) .  in v e rte d  w ith  

D E P T ; 77.15 (C -3 ') .  81.45 (C -2 ') .  83.3 (C -4 ')  and  108.2 

íC -1 ')  [13]. T h o s e  o f  G a l w ere  a t ô 67 .25 (C -6 /Í)  >  67.8 

(C -6 a ). b o th  in v e rte d  w ith  D E P T .  92.8 (C -1 a; sm a lle r) 

and 96.9 ( C - 1/3). I ts  'H  N M R  s p e c tru m  c o n ta in e d  

s igna ls o f  H - 1 ’ o f  a -A ra f  a t S 4 .98  (J =  2.0 H z ) and 

H - la  (ó 4 .55. J — 8.0 H z ). a n d  H - l / i  (d 5.24. J — 2.S 

H z ) o f  G a lp . T h e  d is a c c h a rid e  h a d  [a ]D +  5 . in d ic a t in g  

an a -L -c o n fig u ra t io n . I t  th u s  c o rre s p o n d s  to  6 - 0 - x - l -  

A ra /-a /( -D -G a l a n d  th is  w as c o n firm e d  as fo llo w s . T he  

H M Q C  s p e c tru m  d e fin e d  th e  s igna ls  o f  H -6 / i  (ó 3.74) 

and  H -6 a  (ò 3 .84) b y  c o rre la t io n  w ith  the  C -6  signals 

and  these va lues w ere  used to  d e fin e  the  H -6  signals 

in  a R O E S Y  s p e c tru m . in  w h ic h  th e v  w ere  c o rre la te d  

w ith  H -1 ' o f  a -A ra /  a t ó 4 .98. C o r re la t io n s  w ere n o t

fo u n d  in  th e  H M B C  s p e c tru m . N UcI 1.44 • 8 m g. g iv in g  

A ra .  M a n  a n d  G a l (7 :1 6 :7 0 ) .  I t  was im p u re  as the  C - 

1 re g io n  o f  its  13C  N M R  s p e c tru m  co n ta in e d  12 sig­

nals: i t  w as n o t  fu r th e r  in v e s tig a te d .

Estimation o f  monosaccharides in gum samples. G u m  

(5 0 4 m g ) a n d  a l l i t o l  (5 m g ) in  H 20  (20 m l)  were s tirre d  

in  th e  presence  o f  N a B H 4 (50  m g). B ubb les  on the  

su rface  o f  th e  g u m  s h o w e d  th a t  i t  w as reactir.g  w ith  

the  re d u c in g  a g e n t. I t  d is s o lv e d  a fte r  16 h r. b u : a í it t le  

m o re  re d u c ta n t (20  m g ) w as ad d ed  a n d  a fte r  5 h r. the 

so ln  w as a d ju s te d  to  p H  7 w ith  H O A c . I t  was then  

fre e ze -d rie d , d is s o lv e d  in  H 20  (5 m l)  and  added to  

E tO H  (15 m l) .  T h e  re s u lt in g  p p t.  w as rem oved by 

f i l t r a t io n  a n d  th e  f i i t r a te  e v a p d  to  a res idue . w h ich  was 

d isso lve d  in  M e O H .  T h is  w as e vapd  a n d  the  process 

repeated  x  2. A c e ty la t io n  w as c a rr ie d  o u t w ith  A c 20 -  

p y r id in e  (2  m l.  1 :1 ) a t 10 0 : fo r  1 h r .  the  m ix t.  trea ted  

w ith  ic e -w a te r  fo r  1 h r  a n d  th e n  e x tra c te d  w ith  C H C U . 

w h ic h  w as th e n  e v a p d . T h e  res idue  w as ana iysed b y  

G C -M S . In  a n o th e r  e x p t, g u m  (500 m g) and a ll i to l 

(5 .0  m g ) w e re  d is s o lv e d  in  H 20  p r io r  to  a d d iu o n  o f  

N a B H 4 (50  m g ). A f te r  16 h r ,  the  tim e  i t  to o k  to  d is ­

so lve  the  g u m . th e  re d u c ta n t w as ad d ed  and . a fte r 3 

h r. the  m ix t.  w as c o n v e rte d  to  a ld ito l acetates. as 

d escribed  a b o ve . w h ic h  w ere  then  ana iysed b> G C - 

M S .

Isolation and characterisation of free reducv.j o/i- 
gosaccharides. T h e  g u m  (250 g) w as d isso lved  :r. H 20  

(1.25 1) a n d  th e  so ln  a d d ed  to  E tO H  (3 1). T he  re su itin g  

p p t. w as is o la te d  b y  f i l t r a t io n  (y ie id  80° o i ar.d the 

f i i t ra te  e va p d  to  d ryn e ss . I t  w as d isso ived  in  H ;ü  and 

a p p lie d  to  a c o lu m n  o f  a c tiv a te d  c h a rc o a i-d ia to -  

m aceous e a rth  ( = C e l i te .  40 g. 1 :1 ). w h ic h  was e iu ted 

w ith  H : 0  (4  1). fo llo w e d  by 3 0 %  (2 1) and  5r : aq. 

E tO H . fo llo w e d  b y  e va p n . E iu te d  m a te r ia l was fra c - 

tio n a te d  o n  W h a tm a n  N o . 3 f i l te r  p a p e r i/z -B a O H - 

p v r id in e - H 20 .  1 :1 :1 ) .  E tO H  eluates w ere eacr. fra c - 

tio n a te d  o n  a ce llu lo se  c o lu m n . us ing  as e luants m ix ts  

o f  M e 2C 0 - H 20  o f  7 :1  (1 1). 4 :1  (1 1). 3:1 ( 2 i)  ar.d 5 :2  

(2 1). fo llo w e d  b y  fu r th e r  f ra c t io n a t io n  b \ r C as 

be fo re . F u r th e r  p u r if ic a t io n  w as c a rr ie d  o u :  g .vm g 

fra c t io n s  w ith  R s  o n  ce llu lo se  T L C  isam e s o n e r.n  o f  

0.44. 0 .58. 0 .67  a n d  0 .92. These w ere  cnaracte r.sed  as 

fo llo w s : as bases fo r  l3C  assignm ents fo r  tnese o li-  

gosa ccha rid e s . ò va lues fo r  M e  a -R h a p . M e  a- ^r,d  fi- 
G lc p A  a n d  M e  a- a n d  / i-G a lp [8] w ere used. ba: w ith  

a c o rre c t io n  o f  — 0.7  p p m . R f 0.92. T h is  ga \e  a ‘ 'C  

N M R  s p e c tru m  id e n tic a l w ith  th a t o f / i - G a lp -  ’. -*■6 )- 

a / i-G a l [3] w ith  <5 103.43 (C-1 '/ i )  >  103.49 (C-1 a .9 6 .7  

(C-1 / i)  >  92.6 ( C - la ) .  75.5 (C -5 ') . 74.1 (C -5 . . "2 .9  

(C -3 /i a n d  C -3 '/ i) .  69 .4  (C -6 / i)  >  69.6 iC -ó x i ar.a 61.3 

(C -6 ). R, 0 .67. Based o n  the  |;,C  spectra  o f  M e  ;-R n a p  

and  M e  a- a n d  / i -G lc p A .  a n d  C O S \ ' and H M Q C  

e x a m in a tio n . i t  c o rre s p o n d s  to  a -R n a p -i i —  - - a / i -  

G lc A  w ith  ó 101.2 (C -F ) .  96 .4  ( C - l f  >  92.4 J - la ) .

80.1 (C -4 a ) <  79.7 (C -4 0). 71.0 (C -3Ü ?i. “ 4 -  a n d 

74.81 (? a n d  C -5 /i) .  72 .45. 72.1. 70.6. 64.4 (C -:  . 1".0  

(C -6 ')  and  175.7 (C -6 ). R, 0.44. F o r  the ch a :_ e ie ri- 

sa tio n  o f  th is  f r . .  i t  w as necessary to  use as sm r.aard . 

x -R h a p -( 1 — 4 ) - / i-G lc p A -(  1 -> 6 )-a  / i-G a : o f  A r.g ico
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:a im  [3], w h ic h  w as c h a ra c te r iz e d  u s in g  its  1 D 'H  and  

-C (w ith  D E P T )  sp e c tra . w ith  C O S Y  and  H M Q C  

je te rm m a tio n s  to  m a k e  th e  assignm ents: ò 102.9 (C - 

1'). 101.2 (C -1 ” ). 96 .9  (C -1/?) >  92.9 (C - la ) .  79.7 (C - 

4'). 76.73 (C -5 ') .  74.78 (C -3 ') .  74.3 (C-5/?). 73.7 (C -2 ') .

73.15 (C-3/?). 72 .46 (C -3 ') .  72.35 (C-2/?), [69.7 (C -6 a ),

59.6 (C -6 /?): w e a k  D E P T  because o f  o v e rla p ], 17.0 (C - 

6") and  175.6 (C -6 ') .  T h is  fr .  co rre s p o n d s  to  a-R ha/?- 

( — *-4)-/?-Glc/?A-( 1 — ►6 )- /? -G a lJp -( l-> 6 )-a /? -G a l. w ith  

sgnals at ò 103.73 (C -1  oc) <  103.66 (C -T /? ). 103.1 (C -

10. 96.9 (C-1/?) >  92 .9  ( C - la ) ,  79.6 (C -4 "). 76.8 (C - 

5). 74.8 (C -3 ") . 74.33 (C -5 ') .  74.27 (C-5/?). 17.0 (C - 

6'). 175.7 (C -6 ") . 7?, 0 .58 . T h is  fra c t io n  w as a m ix t.  

a d  n o t c h a ra c te rise d .
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ERRATA

parágrafo (P) onde lê-se lê-se
n° de linhas (L)
1o P; 2 a L Sívia Sílvia
1° P; 4 a |_ contém contêm
2 ° R; 1 a L Em muitos casos Em todos os casos
3a L O citoplasma Os citoplasmas
2 ° R; 1 a L a qual as quais
2o P; 7a L monossacarídeo monossacarídeos
2o P; 8 a L proteíca proteica
7 a L p-galactapiranose p-galactopiranose
2° P; 3 a L proteíco proteico
4 a L as às
item 3.11.4 kit da marca Sigma kit (Signal labelling kit)
2 a L
espectro 69,79 69,78
4° P; 3 a L 68,78 69,78
2 aL íon pseudo-íon
4 a L pico pico de fragmentação
5o P; 3 a L a-D-Rhap a-L-Rhap
3 a L íon pseudo-íon
4 a L ácido urônico ácido glucurônico
4 a L hexose ramnose (metilpentose)
2o P; 3 a L 10 2, 8 103,0
6 a L íon pseudo-íon
10a L íon pseudo-íon
3°P; 5 a L a-lucose a-glucose
espectro 1 0 1 , 2 101,1
2 a L íon pseudo-íon
penúltima linha 663,4 663,2
8 a L precitação precipitação
12a L acetatos de alditóis derivados trimetilsilil 

éteres
2 ° P; 3 a l C-4 Carbono do grupo metil
2 ° P; 1 3 a |_ 6 -0 - 6 -0 -
2o P; última L galactose (e glucose) e P e a-galactose,

arabinose. respectivamente.
4 a L 13c -rm n r m n -,3c

4 a L , 1981 (1981)
7 a L ara para
2 ° P; 5 a L deagradação degradação
3 a estrutura 4,44 (H-1) 4,96 (H-1)

103,6 (C-1) 99,0 (C-1 )
4 a estrutura 96,88 (C-1 ) 99,0 (C-1)
6 a ref. -C. C.
4 a ref. 1993 1983
6 a ref. Mimosa scrabella Mimosa scrabella
2 a ref. SLNEKER SLONEKER


