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RESUMO

O exsudato vegetal do Anacardium occidentale (cajueiro) de origem brasileira
(Caruaru - PE) contém componentes de baixa massa molecular livres, como
ramnose (0,005%), arabinose (0,03%), manose (0,007%), galactose (0,03%),
glucose (0,02%), além de, oligossacarideos redutores, como [-D-Galp-(1—6)-of-
D-Galp (0,05%), o-L-Rhap-(1—4)-0p-D-GlcpA (0,008%), o-L-Rhap-(1—4)-B-D-
GlcpA-(1—6)-0p-D-Galp (0,01%) e o-L-Rhap-(1—4)-B-D-GlcpA-(1—6)-B-D-Galp-
(1—-6)-0B-D-Galp (0,008%), os quais foram caracterizados quimicamente, por
espectroscopia de ressonadncia magnética nuclear (RMN). A fracdo
polissacaridica presente no exsudato do cajueiro (rendimento de 80%) foi
analisada por cromatografia de exclusao estérica (SEC) acoplada a
multidetectores, obtendo-se os valores para massa molecular média ponderal em
massa (My) de 1,12 x 10° (+ 0,03) e para a massa molecular média ponderal em
namero (My) de 9,62 x 10* (+ 0,3). O grau de polidispersividade (1,165 = 0,045)
obtido & caracteristico de uma fragao homogénea. O polissacarideo nativo do
cajueiro mostrou-se constituido por acido glucurdnico (5%), arabinose (4%),
galactose (82%), glucose (6%), ramnose (2%) e xilose (1%). Nao foi verificada a
presenca do derivado éter 4-metil glucurénico. Este polissacarideo, caracterizado
como uma heterogalactana acida, € formado por uma cadeia principal de
unidades de B-D-galactopiranose unidas por ligagcao do tipo (1—3), substituidas
em O-6 por vérias cadeias laterais. A partir da hidrélise acida parcial do
polissacarideo, foram caracterizadas estruturas das cadeias laterais, como, -B-D-
Galp-(1—6)-D-ap-Galp-, -a-D-Galp-(1—6)-D-ap-Galp-, a-L-Araf-(1—6)-D-oB-Galp,
B-D-GlcpA-(1—6)-B-D-Galp-(1—6)-0p-D-Gal e B-D-GlcpA-(1—6)-op-D-Galp. As
unidades redutoras de galactopiranose fazem parte da cadeia principal do
polissacarideo. Além disso, pelos resultados apresentados sobre a estrutura
quimica fina do polissacarideo nativo do cajueiro, pode-se relatar que tanto os
mono- como os oligossacarideos livres redutores presentes no sobrenadante
etandlico estariam presentes nas cadeias laterais desta molécula. Em virtude da
similaridade entre os componentes de baixa massa molecular e as cadeias
laterais do polissacarideo nativo pode-se supor que os oligossacarideos livres
redutores seriam originados por enzimdlise in situ ou de produtos intermediarios
de biossintese deste polissacarideo. Além disso, a hipétese de que essas
moleculas serem originadas a partir de autohidrélise, poderia ser descartada, em
virtude, da goma de cajueiro ser fracamente acida e da resisténcia das ligagoes
piranosidicas presentes no polissacarideo.
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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 [-D-Galp-(1—6)-0p-D-Galp (0.05%), o-L-Rhap-
(1—4)-0B-D-GlcpA (0.008%), o-L-Rhap-(1—4)-3-D-GlcpA-(1—6)-ap-D-Galp
(0.01%), and  a-L-Rhap-(1—4)-B-D-GlcpA-(1—6)-B-D-Galp-(1—6)-o-D-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 (My) of 1.12 x 10° (= 0.03) and the apparent number average
molecular weight (M,) of 9.62 x 10* (= 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 B-D-Galp units, substituted at O-6 by various side-chains. Partial
hydrolysis data showed the side-chains to be composed of -3-D-Galp-(1—6)-D-a3-
Galp-, -o-D-Galp-(1—6)-D-0f-Galp-, o-L-Araf-(1—6)-D-af-Galp-, B-D-GlcpA-
(1—6)-B-D-Galp-(1—6)-aB-D-Galp-, and  B-D-GlcpA-(1—6)-0-D-Galp-, 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
eliminated as a possibilty.
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1. INTRODUCAO




1.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE GOMAS

Considera-se gomas, moléculas hidrofilicas ou hidrofébicas de alta massa
molecular, usualmente com propriedades coloidais, as quais com apropriado
solvente ou agente de inchamento podem produzir géis ou solugdes altamentev
viscosas. Assim, o termo goma € aplicado a uma variedade de substéancias de
caracteristicas gomosas e nao pode ser definido precisamente (WHISTLER,
1993a).

Substancias hidrofébicas muitas vezes chamadas de gomas séo
constituidas de hidrocarbonos de alta massa molecular e outros produtos
derivados de petréleo, borrachas, certos polimeros sintéticos, chicle para goma de
mascar, seivas resinosas como goma balsémica (WHISTLER, 1993a).

Entretanto, mais comumente, o termo goma empregado tecnicamente na
industria, refere-se de maneira geral, a polissacarideos vegetais ou de origem
microbiana e seus derivados, os quais sao dispersiveis tanto em agua fria como
em agua quente, e produzem solu¢gdes ou dispersdes uniformes em baixa
concentragbes (WHISTLER, 1993a). Neste caso, também estdo sendo
considerados os polissacarideos incluidos na categoria chamada de mucilagens.

Dentre os mais utilizados estao os polissacarideos de origem vegetal, tais
como o amido, celulose e seus derivados, galactomananas, alginatos, pectinas,
carragenanas, agarose, goma arabica e os de origem microbiana como a xantana

e succinoglicana (MOORHOUSE, 1987).



1.1.1 Gomas de exsudatos vegetais

As gomas de exsudatos vegetais, sao heteropolissacarideos complexos (5
ou mais diferentes unidades de monossacarideos) que podem ser produzidos,
espontaneamente, pelo tronco das arvores, constituindo-se como parte do
metabolismo normal da planta. Outras partes da arvore que podem exsudar sao
os galhos e os frutos (JONES, J.K.N. & SMITH, F. 1949).

Porém, geralmente, os exsudatos vegetais sdo produzidos por injiria
mecénica decorrente do processo de poda das arvores ou pelo ataque direto de
insetos ou microorganismos. Fungos e bactérias podem estimular a produgao de
goma de exsudato, resultando no processo conhecido como gomose, ¢ que pode
ser um sintoma caracteristico de infec¢cdo microbiana. Nao esta esclarescido que
sinais iniciam a sintese do exsudato, embora um nimero de substancias tem sido
empregadas para iniciar ou aumentar a sua produg¢ao, como por exemplo o etrel
(ou ethephon; éacido 2-cloro-etil fosfénico) e o paraquat (herbicida). Pode-se
supor, que a produgdo natural da goma de exsudato esta sujeita a elicitores
produzidos pela acéao de patdégenos ou pragas, sendo que sua producao parece
estar relacionada com algum mecanismo protetor do vegetal (MARQUES & XAVIER-
FiLHO, 1991).

Dentro de muitas familias de plantas, incluem-se espécies as quais
exsudam gomas em maior ou menor grau. Gomas podem ser exsudadas em
pequenas quantidades, nao sendo perceptiveis ou podem ser produzidas
abundantemente, formando até crostas. Plantas que produzem gomas de

exsudatos comerciais sdo usualmente arbustos ou arvores pequenas, sendo que



as gomas tem aspecto vermiforme ou de gotas (WHISTLER, 1993a). As gomas s&o
bastante puras quando coletadas logo que ocorre a exsudacio pela planta.
Porém. eventuais impurezas como casca e po, que podem ser removidas quando

em solucdo por centrifugacao (WHISTLER & ROWELL, 1966).

1.2 DIFERENTES ASPECTOS UTILIZADOS PARA CLASSIFICACAO DE

POLISSACARIDEOS

Neste item estdao descritos diferentes aspectos que podem ser utilizados
para classificar os polissacarideos de maneira geral, porém, dar-se-a énfase nos
polissacarideos de vegetais superiores. O termo “gomas vegetais” refere-se
aqueles polissacarideos que apresentam caracteristicas gomosas, como descrito
no item 1.1.

Para classificar as gomas vegetais sao avaliadas caracteristicas fisicas
(solubilidade e viscosidade) e quimicas, como a acidez e o tipo de estrutura da
molécuia constituinte (SMITH, F. & MONTGOMERY, F., 1959). Com relagao as gomas
industriais, estas podem ser classificadas de acordo com a sua origem natural ou
sintética (RODRIGUES et al., 1993).

Considerando-se a acidez da molecula, tem-se as gomas acidas (Grupo 1),
neutras (Grupo Il) e basicas (Grupo ) (SMITH, F. & MONTGOMERY, F., 1959).
Como exemplo de goma neutra pode-se citar, a goma guar, extraida de sementes
da planta Cyamopsis tetragonolobus (Mimosaceae), que apresenta grande
interesse comercial e com inimeras aplicagbes estabelecidas. Esta goma € uma

galactomanana, com relacdo manose:galactose de 1,8:1. A cadeia principal é



formada por unidades de D-manopiranose unidas por ligagdes do tipo B-(1—4),
com substituicao em O-6 por unidades de o-D-galactopiranose (STEPHEN, 1983;
MAIER et al., 1993).

Dentre as gomas 4cidas, pode-se incluir as hemiceluloses, as gomas de
sementes e as gomas de exsudatos.

As hemiceluloses sao formadas principalmente por D-xilose, D-manose, D-
glucose. D-galactose, L-arabinose, acido D-glucurdnico, acido 4-O-metil-D-
glucurdnico, acido D-galacturénico, € em menor propor¢ao L-ramnose e L-fucose.
Sendo. que a cadeia principal é na sua maioria formada por unidades de B-D-
xilopiranose unidas por ligagdes do tipo (1—4), podendo ter ramificagoes de
unidades de acido D-glucurénico, acido O-acetil-4-O-metil-D-glucurénico, acido 4-
O-metil-glucurénico e/ou L-arabinofuranose (WHISTLER & ROWELL, 1966). As
unidades de xilopiranose podem apresentar-se acetiladas (REICHER et al., 1989).

Dentre as gomas de sementes encontra-se estrutura quimica do tipo
glucuronoxilana. Como por exemplo, na goma de sementes de Salvia sp. (Chia),
constituida de unidades de B-D-xilopiranose, o-D-glucopiranose e acido 4-O-metil-
a-D-glucurdnico (proporgao 2:1:1) (BEMILLER et al., 1993).

As gomas de exsudatos, em geral, apresentam como estrutura da cadeia
principal unidades de D-galactopiranose, sendo que outros agucares estao ligados
a esta formando ramificagdes com mutilplas ou uma sé unidades. As unidades de
D-galactopiranose estdo mais comumente ligadas em B-(1—3) e (1—6), com
ambas as ligagdes frequentemente observadas no mesmo polissacarideo.
Entretanto, ligagdes do tipo (1—4) e (1-2) estdo presentes em algumas

estruturas de gomas. Muitas vezes, unidades de L-arabinofuranose e acido D-



glucurdnico ocorrem como cadeias laterais ou unidades terminais ndo-redutoras.
Em muitas gomas, as unidades de acido D-glucurdnico ndo sao 4-O-metiladas. As
unidades de L-ramnopiranose sd0 muitas vezes presentes na estrutura da goma
como segmentos das cadeias principal ou lateral (WHISTLER & ROWELL, 1966;
STEPHEN, 1983). Embora a xilose e manose tem sido encontrada em poucos
casos, a galactose, arabinose, ramnose, acido galacturénico, e glucurénico e/ou
seu éter 4-metil sdo agucares mais comumente encontrados (ANDERSON & BELL,
1975).

De acordo com a estrutura quimica da molécula constituinte, pode-se
basear nas classificagdes estabelecidas para polissacarideos (ASPINALL, 1969,
1983; STEPHEN, 1983).

Segundo ASPINALL (1969; 1983), os polissacarideos contém estruturas
caracteristicas repetitivas que podem formar a base para a classificagdo da
estrutura dessas moléculas. Podendo dividir os polissacarideos, de diferentes
origens. em dois principais grupos: homoglicanas e heteroglicanas. Nas
homoglicanas incluem-se os polissacarideos formados por um Unico agucar
constituinte, podendo ter um ou mais tipos de ligagdes. As diferengas entre os
polissacarideos pode ocorrer baseando-se no tamanho do anel, configuragao
anomeérica, tipo de ligagado, e auséncia ou presenca de ramificacdo. Na teoria um
grande numero de estruturas torna-se possivel. Na pratica, entretanto, as D-
glucanas, sdo do grupo das homoglicanas, a estrutura mais abundante. Assim
baseando-se nas cadeias internas dos heteropolissacarideos, os polissacarideos
de exsudatos vegetais, estdo incluidos no grupo das D-galactanas (sub-grupo

arabinogalactanas tipo II), cuja cadeia interna é formada por unidades de



galactopiranose ligadas B-(1—3) e f-(1—6) e também no grupo das $-D-xilanas,
constituido por unidades de D-xilopiranose. As heteroglicanas incluem os
polissacarideos constituidos por dois tipos de unidades sacaridicas dentro da
cadeia principal. Dentre este grupo, os polissacarideos de exsudatos vegetais,
seriam incluidos nos grupos das glucuronomananas, em que a cadeia principal é
constituida de moléculas de acido glucurdnico ligadas a unidades de manose, e
no grupo das ramnogalacturonanas, cuja cadeia interna é formada por unidades
de acido D-galacturénico e L-ramnose.

Segundo STEPHEN (1983), baseando-se nas estruturas completas das
moiéculas, os polissacarideos vegetais estariam classificados em cinco grandes
grupos, como glucomanoglicanas, galactomananas, arabinogalactanas,
galacturonanas e xilanas. Grande parte dos polissacarideos de exsudatos
vegetais seriam incluidos no grupo das arabinogalactanas, que incluem as
galactanas ramificadas, substituidas em O-3 e 0-6. Aléem disso, tais
polissacarideos podem ser incluidos nos grupos das galacturonanas, que
apresentam na cadeia interna unidades de acido D-galacturénico unidos por

ligagbes do tipo (1—4) e das xilanas, apresentando na cadeia principai unidades

de D-xilose ligadas em (1—4), podendo ocorrer substituicées em O-2 por &cido 4-
O-metil-glucurdénico e em O-3 por L-arabinofuranose.

O conhecimento detalhado da estrutura quimica dos polissacarideos torna-
se necessario quando utiliza-se o tipo de estrutura quimica para classificar as

gomas vegetais (ASPINALL, 1969, 1983 e STEPHEN, 1983).



1.3 POLISSACARIDEOS DE GOMAS DE EXSUDATOS VEGETAIS

As gomas de exsudatos sao os mais complexos heteropolissacarideos
acidicos conhecidos, e a investigacdo de sua composicao e estrutura apresentam
uma formidavel descoberta (ANDERSON & BELL, 1975).

A variedade de gomas de exsudatos ja estudadas é muito grande para uma
completa discussdao em breve espago (WHISTLER & ROWELL, 1966; ANDERSON &
BELL, 1975). Em virtude disso, na Tabela |, estdo listados alguns exemplos de
especies de dicotiledéneas produtoras de gomas de exsudatos, relacionando a
familia a qual pertencem e a composicao monossacaridica dos polissacarideos
constituintes. As principais familias (Divisdo Angiospermae - Dicotileddneas),
produtoras de gomas de exsudatos descritas sdo: Anacardiaceae, Burseraceae,
Cactaceae, Combretaceae, Mimosaceae, Meliaceae, Papilionaceae, Proteaceae,
Rosaceae, Rutaceae, Sapotaceae, Sterculeaceae e Umbeliferae (BEAUQUESNE et
al., 1982).

Na Tabela | estao mostradas algumas espécies, que apresentam interesse
comercial. Como por exemplo, a Acacia senegal e A. verek, produtoras da goma
arébica, Anogeissus latifolia produtora da goma ghatti, Astragalus gummifer

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



Tabela |: Espécies de dicotiledoneas produtoras de exsudatos e a composigao monossacaridica dos polissacarideos
constituintes (Fonte: WHISTLER & ROWELL, 1966, com modificagtes)

Fonte/ Familia

Composicdo Monossacaridica (%)

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 acidos galacturdnico, glucurdnico e 4-O-metil-glucurdnico
(17)
Lannea humilis Engl. 75 11 2 acidos glucurdnico e 4-O-metil-glucurdnico (12)
Spondias cytheria Sonn. + + + + dcido 4-O-metil glucurénico (+), L-fucose (tr.), O-metil-pentose
(tr.)
Spondias dulcis 19.8 48.5 acido galacturodnico (20)
Spondias pinnata 47 23 acido galacturdnico (30)
Burseraceae
Boswellia carteri Birdw. 58,3 8,3 + acido 4-O-metil glucurdnico (33)
Commiphora myrrha Engl. 50 12 acido 4-O-metil-glucurdnico (38)
Cactaceae
Opuntis fulgide Engelm. 25 50 tr 16 acido galacturénico (8)
Opuntis megacantha Lehm. 46 38 13 11 tr.
Combretaceae
Anogeissus latifolia Wall. 31 42 11,5 4,5 D-manose (10), O-metil-pentose (1)
Combretum leonense Engl. et Diela 10 36 4 acidos galacturdnico e glucuronico (17,5)
Mimosaceae
Acacia campylacantha Hochst. 54 29 7 8 acido 4-O-metil-glucurdnico (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 acido 4-0-metil-glucurdnico (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), acido 4-O-metil-glucurénico (11)
Anadenanthera colubrina 20 63 10 6 D-manose (1)
Anadenanthera macrocarpa 24 67 7 2




Fonte/ Familia

Composi¢cao Monossacaridica (%)

D-Gal L-Ara  D-GicA L-Rha D-Glc D-Xyl Outros
Mimosaceae (cont.)

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

Meliaceae
Khaya grandifolia C.DC. 29,7 1 19,8 acido D-galacturénico (39,6), acido 4-O-metil -glucurénico (9,9)
Khaya senegalensis + + + acido D-galacturdnico (+), cido 4-O-metil-glucurdnico (+)

Papilionaceae
Astragalus gummifer Labill 4 40 acido galacturdnico (43), L-fucose (10%)
Virgilia oroboides (Berg.) Salter 45 38 8 acido 4-O-metil-glucurdnico (+), 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 1,56  D-manose (10)
Prunus domestica L. 40 34 15 34
Prunus insititia L. 30 38 16 3 D-manose (15)
Prunus persica (L.) Batach. 36 41
Prunus serrulata Lindl. 7 93

Rutaceae
Citrus limonia 55 22 22 acido 4-0O-metil-glucurdnico
Citrus maxima 53 16 31 acido 4-O-metil-glucurdnico

Sapotaceae
Sapota echres Mill. 16 30 54
Sterculiaceae

Sterculia urens Roxb. + + + acidos urdnicos (39,4)
Sterculia setigera Delile 28 22 acido galacturdnico (50)

Outras referéncias utilizadas: CAFFINI & PRIOLO DE LUFRANO (1974 e 1975); STEPHEN, (1983); ANDERSON et al., (1990); LEON DE PINTO et al.
(1994). (+) — presente, porém, nao quantificado; tr. — tragos (< 1%).

0l
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Essas gomas de exsudatos sao consumidas por diferentes industrias,
como de detergentes, téxtil, de adesivos, de papel, de tintas, alimenticia e de
cosmeticos, e nestas industrias elas sao usadas como agentes espessantes,
gelificantes,  emulsificantes,  floculantes, clarificantes,  encapsuladores,
controiadores de caloria, estabilizador de espuma e de suspensao, entre outros
(SANDFORD & BAIRD, 1983; BEMILLER, 1987; RODRIGUES et al., 1993).

Serdao descritas, a seguir, com mais detalhes, algumas espécies
pertencentes as familias Mimosaceae, Combretaceae, Papilionaceae,

Sterculiaceae e Anacardiaceae.

1.3.1 Familia Mimosaceae

1.3.1.1 Acacia senegal e Acacia verek

De acordo com os varios dados a respeito de exsudatos vegetais descritos
na literatura, nota-se que as principais espécies estudadas pertencem a Familia
Mimosaceae (Classificacao segundo Engler, antiga familia Leguminosae).

A goma arabica corresponde ao exsudato produzido por pequenas arvores,
pertencentes ao género Acacia. Existem cerca de 900 espécies de Acacia, que
ocorrem em varias partes do mundo, porém, na Africa concentra-se as areas
produtoras da goma para utilizagdo comercial. A goma arébica de alta qualidade é
derivada da Acacia senegal e Acacia verek, que crescem nas regides de Sudan e
Senegal (WHISTLER & ROWELL, 1966; STEPHEN, 1983; WHISTLER, 1993b). Ela

representa o polissacarideo gomoso com &cido glucurénico mais abundante
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comercialmente. Tem sido comercializada a 4.000 anos € hoje em dia é utilizada
nas industrias alimenticia, cosmética, farmaceutica entre outras (BERGER &
LESTER, 1962; WHISTLER & ROWELL, 1966; STEPHEN, 1983; WHISTLER, 1993b).
Inciuindo a aplicacao industrial, no caso do género Acacia, os exsudatos sao
substancias utéis para quimiotaxonomia (ANDERSON & DEA, 1969).

ApoOs varios estudos sobre a sua composi¢cao e estrutura, (SMITH, F., 1939;
ANDERSON et al, 1966a; ANDERSON ef al, 1966b; DEFAYE & WONG, 1986;
WHISTLER, 1993b), a goma arabica (Acacia senegal) € descrita como uma
aracinogalactana acida (pH 4,5 - 5,0), composta de arabinose (28%), galactose
(38%5), acido glucurdnico (17,5%), acido 4-O-metil-glucurdnico (1,5%) e ramnose
(14°5). A cadeia principal € formada por unidades de [(-galactopiranose ligada
(1—3) com algumas ligagdes (1—6) alternadas. As cadeias laterais apresentam
de duas a cinco unidades. Essas unidades podem ser de o-L-arabinofuranose, o-
L-ramnopiranose, acido B-D-glucopiranose e acido 4-OMe-B-D-glucopiranose. O
polissacarideo apresenta [(x]025° de -30°, viscosidade intrinseca de 13,4 mg/L e
massa molecular média em massa de 3,84 x 10°. Alguns autores descrevem a
goma arabica como uma arabinogalactana-proteina (AGP), apresentando cerca
de 8% de proteina, a qual é rica em hidroxiprolina (MOLLARD & JOSELEAU, 1994 e

referéncias citadas por esses autores).

1.3.1.2 Anadenanthera colubrina

A goma de exsudato produzida pela Anadenanthera colubrina (angico

branco), foi estudada recentemente por DELGOBO (1993) e DELGOBO et al. (1998),
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no Laboratério de Quimica de Carboidratos de Exsudatos Vegetais, no
Departamento de Bioquimica (UPFR).

O polissacarideo deste exsudato, foi analisado por técnicas como
esoectroscopia de RMN-'°C e RMN-'H (uni- e bi-dimensionais), metilacdo e
degradacao controlada de Smith. Os componentes monossacarideos deste
poissacarideo foram analisados por CG-EM. Os resultados obtidos mostraram
que o polissacarideo de angico € constituido por arabinose (64%), galactose
(20%), acido urénico (10%), ramnose (6%), manose (1%). Como verificado por
RMN  (mostrando  a presenca de 26  estruturas  diferentes), este
neteropolissacarideo extremamente complexo, € formado por uma cadeia
principal de B-galactopiranose ligadas (1—3), e muitas diferentes cadeias laterais,
como unidades de galactopiranose unidas por ligagoes do tipo [-(1-6),
substituidas em O-3 por cadeias de o-L-arabinofuranose. Além disso, a cadeia
principal esta substituida em O-4 e O-6 por unidades de a-L-Araf, por grupos de
Rhap-(1—4)-B-D-GlcAp-(1—6), por extremidades nao redutoras de o-Arap ligadas
em (1—6) a unidades de D-Galp, além de unidades de a-Araf, 3-Araf, a-Arap e B-
Arap. A partir do polissacarideo foi isolado um &acido aldobiurénico sendo
identificado como 6-O-B-D-glucopiranosil-(acido urdnico)-D-galactose. Foi relatado
pela primeira vez, a presenca de carboidratos de baixa massa molecular de
ocorréncia natural em exsudato vegetal (DELGOBO et al, 1994; DELGOBO et al.,
1998). Dentre estes, foi constatada a presenca de ramnose (0,6%), arabinose
(4,7°5), manose (0,1%), galactose (0,8%) e alguns oligossacarideos, contendo na
sua maioria arabinose. Esses oligossacarideos (com 0,6% de rendimento) quando

analisados por cromatografia de particio em papel (CP) apresentaram 11 fragdes
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ccm diferentes Rfs. Os autores (DELGOBO, 1993; DELGOBO et al, 1998)
dermonstraram que o polissacarideo do exsudato de Anadenanthera colubrina, é
urrz arabinogalactana acida, como a goma arabica. e por apresentar apreciavel

viscosidade, tem potencial para ser utilizado industrialmente.

1.3.2 Familia Combretaceae

1.3.2.1 Anogeissus latifolia

A goma ghatti € obtida da Anogeissus latifolia, arvore de grande porte
abu-dante na india e Sri Lanka. Esta goma € utilizada nas indUstrias alimenticia,
cosética e farmacéuticé, como emulsificante e estabilizante (STEPHEN, 1983;
WHISTLER, 1993b).

A goma em solugdo (1%, p/v) apresenta um pH de 2,63, e massa
equivalente de 1340 a 1735. A goma ghatti € uma mistura de componentes,
senco 90% soluvel, a heterogeneidade desta fragao foi verificada por eletroforese
e cromatografia em DEAE-celulose. A goma apresenta rotagao especifica 1
-50°. sendo constituida de L-arabinose (42%), D-galactose (31%), D-manose
(10%2), D-xilose (4,5%) e &cido D-glucurénico (11,5%), caracterizando-se como
uma arabinogalactana acida. Embora a estrutura quimica nao esteja totalmente
estabelecida, a goma apresenta uma cadeia interna formada por unidades de 3-D-
galactose unidas por ligacdo do tipo (1—6), com ramificagbes de &cido D-
glucurénice em (1—4), de D-manose em (1—2) e de L-arabinofuranose (STEPHEN,

1983: WHISTLER, 1993b).
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1.3.3 Familia Papilionaceae

1.3.3.1 Astragalus

A goma tragacanto & obtida a partir de varias especies de arvores do
género Astragalus (em especial A. gummifer), o qual ocorre em regides aridas e
mecntanhosas do Ira, Siria e Turquia. Esta goma é muito utilizada comercialmente,
rincipalmente nas industrias farmacéutica e alimenticia, por apresentar
esizdilidade em altas temperatutas e em meio acido. sendo um excelente agente
emu:sificante e estabilizante (WHISTLER, 1993b).

A goma tragacanto consiste em dois componentes. Uma fragao soluvel em
agua corresponde a fragacantina, que € uma arabinogalactana altamente
ramificada neutra, composta de L-arabinose (75%), D-galactose (12%), &acido
galacturénico (3%) e L-ramnose (tracos). Outra fracao, representa a bassorina ou
acido tragacdantico, que corresponde a 60 a 70% da goma. Estruturalmente, é
constituida de acido D-galacturénico (43%), D-xilose (40%), L-fucose (10%) e D-
galactose (4%), caracterizando-se como uma xilogalacturonana. Sendo que a
cadeia principal € formada por unidades de acido D-galacturénico com ligagdes o-
(1—4), ocorrendo algumas substituicoes em O-3 por unidades de (-D-

xilopiranose, e nas extremidades terminais nao redutoras unidades [-D-

galactopiranose ou o-L-fucopiranose (WHISTLER & ROWELL, 1966; WHISTLER,

1993b).
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1.3.4 Familia Sterculiaceae

1.3.4.1 Sterculia urens

A goma Kkaraia € produzida pela Sterculia urens, arvore de grande porte
que ¢ cultivada na India. Esta goma ¢ utilizada principalmente na industria
farmaceutica, em produtos como laxante e fixadores para dentaduras. Também &
utilizada na industria de papel na producao de fibras de celulose. A karaia ¢ a
menros soluvel em agua das gomas (STEPHEN, 1983. WHISTLER, 1993b).

O polissacarideo constituinte desta goma € parcialmente acetilado (8% de
grucos acetil), pH 6,0 a 8,0, apresenta uma alta massa molecular (9.5 x 106), e
rotacdo especifica [c]p?® +62°. E constituido por L-ramnose, D-galactose e acido
uronicos (39,4%), caracterizando-se como uma ramnogalacturonana. A cadeia
interna é formada por unidades de acido D-galacturénico e L-ramnose, unidos por
ligagdes do tipo (1—-2) e (1—4), alternadamente, sendo que as unidades de acido
D-gaiacturbnico apresentam substituicao em O-3 por unidades de &acido D-

glucurénico (STEPHEN, 1983; WHISTLER, 1993b).
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1.3.5 Familia Anacardiaceae

1.3.5.1 Anacardium occidentale L.

O Anacardium occidentale L. (cajueiro), pertencente a Familia
Anacardiaceae, € uma espécie nativa do Brasil, porém, foi introduzida em muitos
paises tropicais e subtropicais. O cajueiro € encontrado na regiao litoranea do
Brasil e produz um pedunculo (pseudofruto) comestivel, tido como fruto, porém,
em cima deste pedinculo € que fica o fruto verdadeiro, conhecido como
“‘castanha de caju’. Do pseudofruto, porcao carnosa, com muito suco e rica em
vitamina C (261 mg/100g), aléem do consumo natural, sao fabricados os mais
variados doces e bebidas, como doce em massa, passa, caju ameixa, caju
cristalizado, geléias, doces em calda, suco integral, cajuina, vinho de caju. O
tecido poroso que envolve a castanha apresenta um 6leo que é composto
basicamente de acido anacardico e mais duas substancias, o cardol (derivado do
resorcinol, de longa cadeia de carbono) e cardanol (composto monovalente do
fenol) (HOEHNE, 1939; FLEIG, 1989; LEPREVOST, 1998).

Com relacdo, ao dleo da castanha de caju tem sido usado pela industria
em todo mundo como componentes de produtos fungicidas, inseticidas, vemnizes,
pinturas, adesivos e até plasticos de lona para freios (MARMORI, 1994; LEPREVOST,
1998). O dleo da castanha tem sido utilizado como matéria-prima para a sintese
da lasiodiplodina, a qual atua no combate da leucemia (MARMORI, 1994). A partir
do acido anacardico, os mesmos pesquisadores, estdo investigando a obtengéo

de um analogo do acido salicilico. Além disso, também tem sido relatada atividade
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bioldgica frente ao tumor de mama, do suco do fruto e do liquido da casca da
castanha (KuBo et al., 1993; Tovomizu et al., 1993).

Dentro da medicina popular, existem algumas utilizacées dos produtos
derivados do cajueiro, como no caso do cardol, que é uma substancia caustica,
sendo utilizado para extirpar verrugas, manchas de pele e calos (HOEHNE, 1939;
FLEIG. 1989). Além disso, a castanha de caju e utilizada aos que sofrem de
memodria e aos que sofrem de moléstias pulmonares e intestinais. O fruto é
antissifilitico e combate inflamacdes. O suco é diurético, util contra aftas,
depurativo, também empregado como hemostatico. A raiz é purgativa. A casca do
fruto. usada em gargarejos, combate o mau halito. A casca do tronco é
antidiabética. O fruto de A. occidentale € recomendado para casos de edema,
diabetes, debilidade dos convalescentes, vermes, etc. Além disso, outras
utilizagdes populares do cajueiro, sao a madeira usada na marcenaria e uma
resina gomosa que exsuda do tronco, utilizada para encerar linha de pesca
(HOEHNE, 1939).

A planta produz 0,18 a 2 kg/ano de goma, com uma media de 0,7 kg/ano
(BANDEIRA, 1991). A produgdo de castanha em arvores mais velhas que 25 anos
aumenta apds a extragdo da goma. O estudo da goma visa potencial aplicagao
industrial, em funcao da importancia da cultura do cajueiro principalmente em
paises, como o Brasil (400.000 a 450.000 ha de plantas; 800.000 toneladas/ano
de castanha de caju) (LiMA, 1988; LEPREVOST, 1998), india, Mocambique, Nova
Guing, Tanzania e Quénia.

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

verificaram-se que ap6s hidrolise acida total e cromatografia de particdo em
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celulose do material hidrolisado, a goma era constituida por arabinose, galactose
e ramnose (TIOMMO, 1946, citado por CAFFINI & PRIOLO DE LUFRANO, 1974 e 1975:
ROSENTHAL, 1955).

Posteriormente, surgiram estudos da goma de cajueiro com arvores
provinientes da India (Madras) e Nova Guiné (Papua) (BiswAs & BOSE, 1966,
citado por ANDERSON et al., 1974; BOSE & Biswas, 1970; ANDERSON et al., 1974
ANDERSON & BELL, 1975).

BosE & Biswas (1966) (citado por ANDERSON et al., 1974), verificaram que
na goma de cajueiro (origem indiana) n&o tinha a presenga de nitrogénio, porém
havia muita galactose, pouco conteudo de arabinose, tracos de ramnose e acido
galacturénico. Subsequentemente, os mesmos autores (Biswas & Bosg, 1970)
relataram a formacao de um acido aldobiurdnico o qual foi identificado como 6-O-
B-D-galactopiranosil (acido urénico)-D-galactose.

De acordo com ANDERSON et al. (1974), a goma do cajueiro é constituida
principalmente por unidades de galactose, arabinose, glucose, acido urbnico,
manose e xilose. A composicao varia dependendo da localizagdo geografica da
goma, sendo verificada a proporcdo 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 : acido glucurénico : 4-O-metilglucurdnico das gomas da india (Madras) e
Nova Guiné (Papua), respectivamente. Estes resultados demonstraram que o
principal acido urdnico presente era o acido glucurdnico (em menor quantidade o
seu derivado 4-O-metil, considerando-se a dosagem de grupos metoxil), € ndo o
acido galacturénico como relatado por BiswAs & BOSE (1966) e BOSE & Biswas

(1970). Outros resultados obtidos por ANDERSON et al. (1974) foram: [o]p> de
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+24.,2° e +23,6°; viscosidade intrinseca [n] de 6,3 e 8.4 ml/g, [proteina] de 2,8 e
1,0 % @ 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
(ANDERSON et al., 1974) demonstraram pela primeira vez a presenga de glucose
em um polissacarideo de goma de exsudato.

ANDERSON & BELL (1975), examinaram a goma purificada (origem indiana)
por eletroforese zonal, eletroforese em camada delgada (“Phoroslide”),
cromatografia de troca-idnica e ultracentrifugacéao. Os resultados indicaram a
presenca de um sistema homogéneo. Além disso. o resultado da cromatografia
por peneira molecular (em coluna de Bio-Gel A5) apresentou um primeiro pico
pequeno, eluido no volume morto, possivelmente, devido a agregacdo molecular
e um segundo largo e simétrico, que foi observado apds grande volume de
eluicao.

ANDERSON & BELL (1975) relataram que a partir da hidrélise acida (H.SO4
0,5 M, 8 horas, a 100°C) do polissacarideo do cajueiro (origem indiana), o
principal acido aldobiurénico encontrado foi o 6-O-B-D-glucopiranosil(acido
urénico)-D-galactose, o qual apresentou uma [0]p®>" de +20° e foi caracterizado
por cromatografia de particdo em papel e por analise de metilagdo. Em
quantidades menores e ndo suficiente para completa caracterizagdo, outro &acido
aldobiurdnico apresentou uma [0]p®®" de +10° e Rf (em cromatografia de partigdo
em papel) idéntico ao 6-O-(4-O-metil-B-D-glucopiranosil acido urdnico)-D-
galactose, contrariando mais uma vez os resultados descritos por BISWAs & BOSE
(1966) e BOsSE & Biswas (1970).

Esses autores (ANDERSON & BELL, 1975), utilizando a degradagao
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controlada de Smith e a andlise de metilacdo para a determinagdo da estrutura da
goma de cajueiro (espécie indiana), concluiram que esta apresenta uma cadeia
linear formada por unidades de D-galactopiranose, ligadas (-(1—3), com
ramificacdes em C-6. Grupos de arabinose (maioria furanose) estaria presente
nos terminais nao redutores ou em curtas cadeias ligadas por (1—2). As unidades
de clucose, ramnose, manose, xilose e acido urbnico apresentariam-se como
terminais nao-redutores. Na Figura 01 esta representada a estrutura quimica de
um fragmento do polissacarideo do cajueiro (origem indiana) proposto por

ANDERSON & BELL (1975).
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gal gal
1 1
v v
6 6
R > 3 gal gal1 » 3gal
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3 3
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i A A
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Figura 01: Estrutura quimica de um fragmento do polissacarideo obtido do
exsudato de Anacardium occidentale (origem indiana), proposto por ANDERSON &
BELL (1975).

* R representa D-manose, D-xilose, L-ramnose, L-arabinose ou cadeias de arabinose
ligadas (1— 2). R”representa D-glucose ou &cido D-glucurénico.



22

Na decada de 90, surgiram outros estudos sobre z goma do cajueiro de
origem brasileira (MARQUES & XAVIER-FILHO, 1990; RODRIGUES et al., 1993; DE
PAULA & RODRIGUES, 1995), de origem venezuelana (LEON DE PINTO et al., 1995) e
de origem indiana (ZAKARIA & RAHMAN, 1996).

MARQUES & XAVIER-FILHO (1990), analisaram no exsudato de Anacardium
occidentale (Ceara-BR) o conteudo de carboidratos (método fenol-acido-
sulfurico), de proteina (método de BRADFORD e KJELDAHL) e atividades de
polifenoloxidase, peroxidase, quitinase, de inibidores de tripsina, quimiotripsina,
subtilisina, e papaina. E concluiram que a presenca da atividade de certas
enzimas como as oxidases, peroxidases. fenolperoxidases, bem como de
compostos como fendis, que estdo relacionados aos mecanisnos de resposta da
planta a certos patogenos, sugerem que a goma do cajueiro faz parte da defesa
bioquimica da pianta.

RODRIGUES et al. (1993), verificaram na goma de cajueiro, apds sua
hidrélise em TFA 4M, por 2,5 horas, a 100°C e posterior visualizagcao em placas
de silica gel (solvente: alcool isopropilico:acetato de etila:agua, na proporgédo de
7:2:1) a presenga de galactose, arabinose, ramnose e glicose, ndo sendo
detectada a presenga de xilose e manose. A quantificagéo de acido urdnico foi de
6,3%, determinada por titulagdo condutométrica. A quantidade de proteina foi de
1,1 %, calculada a partir dos percentuais de nitrogénio. A viscosidade intrinseca
foi em tomo de 8,0 mL/g, determinada em viscosimetro capilar, na presenga de
NaCl 1M, a 25°C.

DEe PAuLA & RODRIGUES (1995), quantificaram os agucares constituintes da

goma de cajueiro por HPLC, apés a hidrélise da goma isolada nas condigbes
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descritas anteriormente (RODRIGUES et al. (1993). Mostraram que a goma do
cajueiro (origem brasileira) apresenta 63% de galactose, 11% glucose, 5%
arabinose, 4% ramnose, 1% manose e 6,3% de acido glucurdnico (por titulacao
condutomeétrica). Também relatam sobre as propriedades reoldgicas da goma de
cajueiro (origem brasileira) e mostraram que € uma goma de baixa viscosidade e,
é comparavel, em muitos aspectos com a goma arabica. As viscosidades
absolutas em solucdes aquosas de 1% dessas gomas foram 1,0 mPas (goma de
cajueiro) e 1,8 mPas (goma arabica). Outros polissacarideos utilizados na
industria, como metilcelulose, carboximetilcelulose, gomas de karaia e de
tragacanto apresentam viscosidades que variam de 1100-3400 mPas, em
solucdes com a mesma concentracao. A analise da goma de cajueiro por
cromatografia de gel permeagao (GPC) mostrou um perfil de trés picos,
designados por A, B e C. Os autores concluiram que o pico A, unico detectavel
por ultravioleta, seria uma fragao formada por um complexo polissacarideo-
proteina (arabinogalactana-proteina), que corresponde a 6% da goma isolada. Os
picos B (rendimento = 42%) e C (rendimento = 52%) correspondem ao
polissacarideo com diferentes massas molecular. A massa molecular média em
massa determinada foi de 9 x 10°, 3,2 x 10*, 1,6 x 10%, para os picos A, B, e C
respectivamente.

LEON DE PINTO et al. (1995), investigaram os exsudatos de trés espécies da
Familla Anacardiaceae (Anacardium occidentale, Spondias purpurea e Spondias
mombin), todas de origem venezuelana. Os dados analiticos mostraram que a
goma do cajueiro de origem venezuelana, apresentou uma viscosidade intrinseca

menor (1 mL g') do que a relatada para a goma de origem indiana (6,3 mL g") e
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papuana (9,4 mL g"') (ANDERSON & BELL, 1975). Além disso, com relagao a
composicao monossacaridica, foram relatadas diferentes proporgdes de
galactose:arabinose, sendo de 4:3 para a de origem venezuelana e de 6:1 para a
de crigem indiana e papuana. Os exsudatos das trés espécies, acima citadas,
foram avaliados por espectroscopia de RMN-"°C, sendo atribuidos apenas os
assinalamentos para 3-D-galactose e acidos urdnicos.

ZAKARIA & RAHMAN (1996), investigaram as propriedades de solubilidade e
reologicas da goma de cajueiro (origem indiana). Uma fracao correspondente a
cerca de 64,2% da goma foi obtida por dissolucao em agua, a 30°C. Qutra fracéo
(13.4°%) foi obtida apds o aguecimento da suspensao. A fracao obtida a 30°C
apresentou uma viscosidade maior tanto em relacao a fracao extraida apos o

aquecimento, como em relagao a goma bruta.

1.3.5.2 Lannea humilis (Oliv.) Engler

ANDERSON & HENDRIE (1972), verificaram que o polissacarideo (80%) obtido
do exsudato produzido pela Lannea humilis, apresenta D-galactose (75%), L-
arabinose (11%), L-ramnose (2%), e acidos urdnicos (D-GalpA > D-GlcpA ~ 4-O-
Me-D-GlcpA) (12%), caracterizando-se como uma arabinogalactana acida. Foram
obtidos e caracterizados por cromotografia de particdo em papel trés &cidos
aldobiurénicos, (1) acido 4-O-(a-D-galactopiranosilurénico)-D-galactose, (2) &cido
6-0O-(B-D-glucopiranosiiurénico)-D-galactose, e (3) acido 6-0-(4-O-metil-D-
glucopiranosilurbnico)-D-galactose. A massa molecular média em massa

calculada para esta molécula foi de 2,57 x 10° e a [a]p®® foi de +43°. Os autores,
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utiizando a degradagdo controlada de Smith e a analise de metilagcdo para a
determinacao da estrutura quimica deste polissacarideo, concluiram que este é
umsa estrutura altamente ramificada, e apresenta uma cadeia principal formada
pcr unidades de [-D-galactopiranosil (1—3) ligadas, frequentemente com
sucstituicoes em O-6, por unidades isoladas de D-galactose ou cadeias curtas de
D-galactose. As unidades de arabinose participam como terminais ndo redutores
ou em curtas cadeias (~4 unidades). Os autores sugerem também ligacdes de D-
galactose B-(1—6) ligadas na cadeia principal. Os trés acidos aldobiurdnicos
carzcterizados e a pequena proporcao de ramnose estdo presentes como

unicades terminais nao redutoras, porém nao foi estabelecido o modo de ligagao

das unidades de ramnose.

1.3.5.3 Lannea coromandelica

ANDERSON & HENDRIE (1973), verificaram que a arvore Lannea
coromandelica exsuda um polissacarideo (78%), o qual é soluvel em agua, sendo
formado por D-galactose (70%), L-arabinose (11%), L-ramnose (2%), e &acidos
urdnicos (D-GalpA, D-GlcpA e 4-O-Me-D-GlcpA) (17%), caracterizando-se como
uma arabinogalactana acida. A massa molecular ponderal média em massa
calculada para esta molécula foi de 2,57 x 10° e a [op®" foi de +27°. Os autores,
utilizando a degradacgao controlada de Smith e a andlise de metilagdo para a
determinagédo da estrutura quimica deste polissacarideo, concluiram que este é
uma estrutura altamente ramificada, e apresenta uma cadeia principal formada

por unidades de f-D-galactopiranose (1—3) ligadas, sendo ramificada e
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intercalada com ligagdes PB-(1—6). Nas posicoes 3 e 6, apresentaria como
ex:ramidades nao redutoras unidades unicas de D-galactose ou cadeias curtas de
D-czlactose, ou unidades de L-arabinose. Além, da presenca dos trés &acidos
alccoiurdnicos: (1) acido 4-O-(a-D-galactopiranosilurénico)-D-galactose, (2) acido
6-C-{B-D-glucopiranosilurénico)-D-galactose, e (3) acido 6-O-(4-O-metil-D-
glucopiranosilurdnico)-D-galactose. A estrutura deste polissacarideo é similar ao

rela:ado anteriormente para a goma de Lannea humilis (ANDERSON & HENDRIE;

1972).

1.3.5.4 Spondias dulcis

BAsu (1980), realizou alguns estudos estruturais com o exsudato obtido de
uma planta indiana Spondias dulcis. A partir de uma solugao aquosa da goma e
posterior precipitacdo com etanol, o polissacarideo obtido (90%) apresentou
homcgeneidade verificada por eletroforese de alta voltagem e analises por
ultracentrifugacdo e uma [0]p®® de -4°. A composicdo monossacaridica desta
molécula correspondeu a galactose (19,8%), arabinose (48,5%) e 4&cido
galacturénico (20%), caracterizando-se como uma arabinogalactana &cida. O
polissacarideo nativo foi submetido a autohidrdlise (60 horas, a 100°C), obtendo-
se a goma degradada. Esta molécula, com [0]p®® -14°, apresentou a proporgdo
molar de 3:3:1, para galactose, arabinose e acido galacturdnico, respectivamente.
A goma degradada carboxi-reduzida como apresentou uma proporgcao molar de
1,3:1 de galactose:arabinose, confirmou-se a presenca do &cido galacturénico.

Apds a andlise de metilagdo da goma &cido-degradada, os autores concluiram
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gue este polissacarideo apresenta a cadeia principal formada por unidades de
ga.zctopiranose (1—3) ligadas e unidades de acido galacturbnico. As
ra~ ficacbes contém unidades de arabinose ligadas em O-6 e em O-2 aos

res Juos de galactopiranose. As extremidades nao-redutoras seriam formadas por

un:cades de Arafe Arap.

1.3.5.5 Spondias pinnata

O exsudato produzido por esta planta que apresenta interesse medicinal,
foi zstudado por GHOSAL & THAKUR (1981). O polissacarideo acido purificado
apcs precipitagao da goma com etanol:acetona (9:1) e posterior cromatografia de
trocz-iénica em DEAE-cellulose do precipitado obtido, mostrou-se constituido por
D-galactose (47%), L-arabinose (27%), e acido D-galacturdnico (30%),
caracterizando-se como uma arabinogalactana acida. A homogeneidade deste

polissacarideo, com [o]p®*

* -38°, foi verificada por filtracdo em gel permeacéo e
eletrcforese de alta voltagem. A analise de metilagdo e a degradagao controlada
de Smith mostraram que a cadeia principal é formada por uma D-galactana ligada
(1—3). A presenca do acido D-galacturénico foi comprovada pelos dados de
metilacao, verificando a presenca dos derivados 2,3,4-Me3z-Gal (5% e 3%) e 2,3-
Me;-Gal (4% e 4%) apods a reducéo da carboxila com hidreto de litio aluminio, nos
polissacarideos nativo e parcialmente hidrolisado, respectivamente. O derivado

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

extremidades nao redutoras.
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1.3.5.6 Spondias purpurea

FEREZ et al (1995) realizaram estudos sobre a composigao
mor.cssacaridica do exsudato de Spondias purpurea. O polissacarideo é
consituido por B-galactose (61%), L-arabinose (17%) e acido galacturdnico (22%).
Alér disso, acido aspartico e valina foram os principais aminodcidos constituintes
enccntrados na goma, sendo que esta apresentou baixo conteido de
hidrcxiprolina.

LEON DE PINTO et al. (1996) realizaram estudos sobre a caracterizacdo
estrutural do polissacarideo isolado da goma vegetal de Spondias purpurea. O
polissacarideo apresenta-se constituido por galactose (59%), arabinose (9%),
mancse (2%), xilose (2%), ramnose (2%) e acidos urdnicos (26%),
caracterizando-se como uma arabinogalactana acida. Utilizando a RMN-3C e
analise de metilacéao, os autores concluiram que este polissacarideo é constituido
por uma cadeia principal formada por unidades de galactopiranose unidas por
ligacéao do tipo B-(1—3), a qual apresenta unidades de galactose O-6 substituidas.
Existem na estrutura, cadeias laterais de arabinofuranose, de mais de 2
unidades, ligadas entre si por o-(1—3). Enquanto, que as unidades de manose,
xilose. ramnose e &cido urdnico (acido glucurbnico e 4-O-metil glucurdnico)
ocorrem, predominantemente, nas extremidades terminais n&o redutoras do

polissacarideo.
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1.4 OLIGOSSACARIDEOS DE GOMAS DE EXSUDATOS VEGETAIS,

DERIVADOS E NATURAIS

Dos componentes glicidicos, os polissacarideos sao, sem duvida, os
princ zais constituintes oriundos de exsudatos de arvores. Entretanto, tem-se
estuzcs sobre a presencga e caracterizacao estrutural de oligossacarideos livres
redutzres, enquanto constituintes minoritarios (DELGOBO et al., 1994).

Os oligossacarideos podem ocorrem livres na natureza (oligossacarideos
ivres -=2dutores e nao redutores) ou obtidos por hidrolise quimica ou enzimatica a
part- de forma poliméricas ou sintetizados quimica ou enzimaticamente in vitro
(ST~.=K et al., 1965).

Como grande parte dos oligossacarideos de exsudatos descritos na
literai_ra foram obtidos por hidrolise parcial (acida ou enzimatica) a partir do
polissacarideo, o estudo sobre oligossacarideos naturais torna-se interessante.
Aléem disso, a caracterizagao estrutural dos oligossacarideos naturais, bem como,
dos cotidos por hidrélise, é de grande importancia uma vez que pode contrubuir
para e elucidacdo da estrutura das moléculas de origem (STANEK et al., 1965).

A hidrélise acida total de gomas de exsudatos produz unidades
monossacaridicas e acidos aldobiurdnicos resistente a acido. WHISTLER & ROWELL
(1966) relataram alguns acidos aldobiurdnicos produzidos, sendo o0 mais comum o
acido 6-O-B-D-glucopiranosil(acido urénico)-D-galactose, o qual foi isolado
primeiramente a partir da goma ardbica (Acacia verek). Porém, ja foi obtido das
gomas Acacia mollissima, Acacia karroo, Acacia cyanophylla, Acacia pycnantha ,

Anogeissus latifolia, Prunus domestica. O &cido 2-O-D-glucopiranosil(acido
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urZnico)-D-manose foi obtido das gomas de Prunus insitia, Prunus virginiana,
A-cgeissus latifolia, e Hakea acicularis. O &acido 4-O-(D-glucopiranosil)-D-
2z =ctose foi isolado dos exsudatos vegetais de Citrus maxima, Acacia karroo e
Cius limonia. O &cido 6-0-[4-O-metil-D-glucopiranosil (acido urdnico)]-D-
ga zctose foi obtido das gomas de Prosopis juliflora e Khaya grandifolia. Qutros

ac:cos aldobiurénicos com ligagao (1—6) foram obtidos da goma de Prosopis

jui® ora.

1.4.1 Oligossacarideos vegetais primarios e secundarios

De acordo com KANDLER & HOFF (1980), os oligossacarideos de plantas
sac civididos em: oligossacarideos primarios e secundarios. Os oligossacarideos
primzrios compreende 0S que sao sintetizados in vivo a partir de
morcssacarideos ou oligossacarideos e de um doador glicidico pela agao de
gliccsiltransferases. Essas moéleculas ocorrem em quantidades consideraveis em
planizs e apresentam fungao metabdlica relevante, como por exemplo, estoque
de energia, resisténcia a frio, translocagdo. A sacarose € o mais comum e mais
imporiante  oligossacarideo primdrio de plantas. Nos oligossacarideos
secundarios, incluem-se aqueles que sao obtidos por hidrélise de polissacarideos
e outros glicoconjugados in vivo ou in vitro. Quando ocorrem em plantas, é devido
a hidrclise in vivo, nao sendo acumulados.

Muitos estudos, mostram que oligossacarideos (tipo secundario), podem
atuar como moléculas sinalizadoras em multiplos sistemas vegetais, por exemplo,

nos mecanismo de defesa da planta e em processos de desenvolvimento vegetal,
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cc—o morfogénese, producao de etileno, inibigdo do elongamento induzido por

aux na etc (RYAN & FARMER, 1991; DINAND et al., 1997; VARGAS-RECHIA, 1998).

1.5 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE POLISSACARIDEOS E

OLIGOSSACARIDEOS

A determinagcdao da estrutura quimica de polissacarideos e de
oliccssacarideos pode ser feita por metodos quimicos e fisicos. A partir de
me:zdos quimicos cldssicos como as analises de metilagdo (GEYER & GEYER,
18S<.. podendo-se determinar a estrutura dos poli- e oligossacarideos, quando
em conjucao com CG-EM. A  cromatografia liquida gasosa acoplada a
esczctroscopia de massa (CG-EM) (MCNEIL et al., 1982; MERKLE & POPPE, 1994)
poas dar informagoes sobre a composigao monossacaridica e estrutura individual
destzs unidades. Pode-se determinar as massas moleculares destas moléculas
utilizando espectrometria de massa acoplada ao rapido bombardeamento atémico
(FAB-MS) (DELL et al., 1994) ou “electrospray-ionisation mass spectrometry” (ESI-
MS) EDMONDS & SMITH, R.D., 1990; READ et al,, 1996). Informacgdes estruturais
como o numero de residuos de agucares, configuracdo anomeérica, sequéncia e
posicZo dos grupos substituintes podem ser obtidas utilizando as técnicas de
ressonancia magnética nuclear de 'H e '*C (unidimensional), e correlagdes homo
e heteronucleares (bidimensional) como, COSY (Correlation NMR Spectroscopy),
TOCSY (Total Correlation NMR Spectroscopy), ROESY (Rotating-frame Nuclear
Overhauser Enhancement Spectroscopy), NOESY (Nuclear Overhauser

Enhancement  Spectroscopy), HMQC  (Heteronuclear  Multiple-Quantum
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Cc-=zrence Spectroscopy) e HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence
Scectroscopy) (DABROWSKI, 1989; AGRAWAL, 1992; VAN HALBEEK, 1994; JONES, C.,
1222y, As correlagdbes dos tipos COSY e TOCSY permitem obter os
ass ~alamentos dos prétons. Os experimentos tipo HMQC, que correlacionam os
des ocamentos quimicos dos carbonos com os dos prétons diretamente
reiz-.onados, complementam as informacdes obtidas pelos espectros de RMN de
“C =z 'H. Os experimentos dos tipos ROESY, NOESY e HMBC sao utéis na
gz ninagao das posicoes das ligagcoes glicosidicas, sendo utilizados ROESY e

~".'=_ para oligossacarideos e NOESY para polissacarideos.
Na Tabela Il estdo sumarizadas as informagdes estruturais obtidas pelos

excz~-mentos de RMN.

Tabe a ll: Informagdes estruturais e métodos de RMN

NFORMAGAO ESTRUTURAL METODOS DE RMN

“. Ndmero de residuos de aglcares a. Espectro RMN-'H
b. Espectro RMN-"°C
c. Espectroscopia de correlagdo HMQC ['H-"°C]

. - P , . 1
. Configuragdo anomérica a. Deslocamentos quimicos RMN-"H

N

b. Deslocamentos quimicos RMN-'*C
c. Constantes de acoplamento (J) de H-1/H-2 e
C-1/H-1

. Sequéncia e tipos de ligagao a. Espectroscopia de correlagdo, como, HMBC,
ROESY e NOESY

(O]

< Substituintes nao-glicidicos a. Deslocamentos quimicos RMN-'He'C

b. Espectros de outros nucleos, como *'P e °N
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-6 :._GUNS ASPECTOS SOBRE BIOSSINTESE DE POLISSACARIDEOS

YEGZTAIS

=xistem poucas informacgodes na literatura sobre metabolismo de exsudatos
:z ciantas. E provavel que a sintese destes polimeros e de outros
~ziz-7Dolissacarideos envolvem a participagao do nucleotideo acucar. Estes
zz.zzzcarideos contém mais de um tipo de monossacarideo, e alguns também
zczz~ conter componentes nao glicidicos. A especificidade das enzimas
- 23z ~reticas € diferente de acordo com tipo de monossacarideo requerido para a
"=-~z 230 do polissacarideo. E necessario esclarecer a questio de como ocorre a
~1z-z 230 e a regulagao destas diferentes enzimas para produgao de um produto
127 _ima estrutura precisa ou se nao ocorre esta regulacao produzindo moléculas
zzm ziraus de randomizacgao diferentes (BRETT & WALDRON, 1990).
=m muitos casos, os monossacarideos individuais sdo convertidos aos
us wucleotideos agucares derivados, e entao este intermedidrio de alta energia
¢ Ul ado nas reagOes de polimerizacdo. As enzimas que catalisam a formagao
208 agucares  ativados sao chamadas de  pirofosforilases ou
nucieatidiltransferases. Além  disso, existem outras enzimas (epimerases,
cuinzsias e descarboxilases) que participam na produgéo e interconversao de uma
granze variedade de nucleotideos agucares (SMITH,C.J., 1993). A UDP-glucose &
um - .cleotideo agucar que ocupa uma posicao central do metabolismo dos
icz.2s nucleotideos. Sendo utilizada tanto como precursor para sintese de

-»se como na formagdo de outros agucares nucleotideos que s&o

J
[¢)]
(@]
m
[
u!

arios na formagdo dos componentes da parede celular e de outros
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colissacarideos nao celuldsicos (JAMES et al.,, 1985; SMITH,C.J., 1993).

Os agucares nucleotideos-difosfato sao usados como doador de unidades
ze acucares, e em muitos casos ha o envolvimento de derivados UDP. Os
zgucares nucleotideos sdo produzidos por reagdes associadas das vias oxidativas
ze acucares nucleotideos e do mio-inositol. Existem evidéncias, que na fase de
liciagcao da sintese ocorre adicdo de uma unidade de agucar nucleotideo a
tadeia do polissacarideo em formacdo. Em alguns casos podendo ter a
carticipacao de um iniciador agliconado (proteina), como no caso da glucuroxilana
zs ervilha e de xiloglucana de suspensao de celulas de feijao, ou ocorrer a
zresenca de um intermediario lipidico (BRETT & WALDRON, 1990). Na fase de
zlongamento da cadeia polissacaridica, ocorre pela adicao de mono ou
-ligossacarideos na extremidade nao redutora da molécula. A fase de finalizagao
Ja cadeia polissacaridica, os mecanismos envolvidos nao estdo totalmente
ssclarecidos, em virtude da grande polidispersidade destas macromoléculas
.FINCHER & STONE, 1é81).

Experimentos com acucares marcados mostraram que a sintese de
polissacarideos da matriz ocorre dentro do reticulo endoplasmatico e no complexo
de Geolgi, e ndao na parede celular. Porém, nao esta esclarecido se dentro das
vesiculas do complexo de Golgi ocorre um Unico tipo de polissacarideo ou se
existe uma variedade dos polissacarideos da matriz. A formagéo dos
polissacarideos ocorre através da atividade de  dlicosiltransferases
ipolissacarideo-sintases), enzimas que catalisam a transferéncia do residuo de
actcar de uma molécula a outra. Uma variedade de enzimas com atividade de

polissacarideo-sintases tem sido identificadas, as quais estdo envolvidas na
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: ~7z3= de arabinanas, galacturonanas, glucomananas, glucanas, xilanas e

1z .zanas. Ha pouco conhecimento detalhado sobre as reagdes catalisadas por

h
m
1
I
i

-zimas. A sintese in vitro € aumentada ap6s adicdo de um “primer’, um
- IIszzzcarideo ou polissacarideo para onde os acucares nucleotideos sédo
1-z-3z-1dos. Nao esta esclarecido se in vivo ha o requerimento de um “primer”
22 ou protéico para a sintese. Outros problemas a serem considerados com
22222 a sintese de polissacarideos ocorre no fato de que na sintese destes
22 —=72s nao ha o envolvimento de um molde molecular como no caso da
: =22z je proteinas. Deste modo, surgem duvidas sobre quais seriam os sinais
~T'zIz.iares para o inicio e/ou término da sintese do polissacarideo. O tamanho
“-z =z oolissacarideo dependera de uma série de fatores como a atividade das

-2~ z: envolvidas no processo de sintese, a disponibilidade de substratos e o

erzz~ambrana. Além disso, em especial para os heteropolissacarideos, existem
222 de como ocorre a atuagcao das varias enzimas glicosiltransferases
ers 2 cas na formagao do polimero, uma vez estas irdo formar estruturas bem

prec sas (SMITH,C.J., 1993).

1.6.7 =studos relacionados com biossintese de polissacarideos de

exsudatnos vegetais

“WAIR et al. (1983) realizaram estudo ultraestrutural dos ductos de gumiferos
de -z .=iro (A. occidentale), sendo que os resultados estdo descritos a seguir.

~ goma de cajueiro é produzida por ductos especializados do caule de A.
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cocidentale. Os ductos gumiferos no floema primario do caule apresentam
cssenvolvimento esquisogénico. As células epiteliais localizadas nas bordas do
z.cto sdo ovais e apresentam uma parede interna fina, sem plasmodesmata. O
coplasma das células epiteliais sdo ricos em reticulo endoplasmatico rugoso,
rcossomos livres, polissomos, mitocéndrias com cristas aumentadas, plastideos
ccm inclusdes eletro-densas, dictiossomas com vesiculas e vacuolos com
material eletro-denso. Material eletro-denso tem sido observado nas dilatagdes
czas cisternas dos dictiossomos e também nas vesiculas. Algumas vezes, este
~zterial agrega-se e forma grandes glébulos ligados a membrana. Os gldbulos se
f.ndem com a plasmalena na parte interna da parede e o conteudo é depositado
nc espago entre o protoplasto e a parede. Este material passa através da matriz
ca parede para o ducto. As células que estariam na fase ativa de secregao do
ducto. seriam aquelas que apresentariam um grande numero de dictiossomos e
vesiculas. Em ductos ’maduros foram observadas poucas células epiteliais que
apresentam, caracteristicas de autolise, como, conteudo eletro-denso, organelas
degradadas, alto grau de vacuolizagdo, parede celular interna com sinais de
desintegragao, levando a liberagdo do conteudo celular.

Na Figura 02 esta esquematizado o local de sintese de material gomoso e

seu transporte através da membrana.
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°°" DL

=zura 02: Diagrama esquematizado do possivel local de sintese de material
2IMOoso e sel transporte atraves da membrana.

* -onte: NAIR et al. (1983). Abreviaturas: D- dictiossomos; DL- ltmem do ducto; MOD-
~—aterial eletro-denso ligado a membrana; OD-material eletro-denso; PL: plasmalema;

\ 3- vesicula; W-parede celular.

Em estudos com Acacia senegal (JOSELEAU & ULLMANN, 1990), foi
verificado que o local de formagao das gomas ocorre na regidao cambial, ou
precisamente entre a regido cambial e a regiao da casca interna. Nesses estudos
cemparou-se a composicdo monossacaridica dos polissacarideos produzidos na
regido da casca interna, na regido cambial e nas zonas do xilema de um galho
produtor de goma, com a composicdo da goma ardbica. Somente os
polissacarideos da regiao da casca interna e da cambial apresentaram
composicao semelhante a goma arabica. Estudos de analise de metilagao e de
espectroscopia de RMN-">C do polissacarideo da regido cambial confirmaram os
dados obtidos com relagdo a composicdo, levando a conclusdo que na regiao

cambial encontra-se o precursor da goma. Porém, existem duvidas quanto a
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‘>rmacao definitiva do polimero, ou seja, se o polimero € sintetizado por completo
-2 proorio nédulo onde é exsudado, ou se sai pronto do proprio cambio.

Estudos sobre células de cultura de Acacia senegal (realizado por
—JSTACHE et al, 1986, citado por MOLLARD & JOSELEAU, 1994) mostraram a
zresenca de arabinogalactanas-proteinas (AGPs) secretadas no meio de cultura
=2 suspensao de ceélulas de A. senegal.

As AGPs sao proteoglicanas ricas em carboidratos (> 90%), a qual contém
z1a proporgao de unidades de D-galactopiranose e L-arabinofuranose, mas podem
Zinter nequena e variavel proporcao de outros monossacarideos neutros e
zzidos. A porcao glicidica das AGPs compreende uma cadeia principal de
-"idades de galactopiranose unidas por ligacées do tipo O-3, O-6 e O-3,6, as
z.ais estao susbtituidas por unidades de L-arabinofuranose, podendo apresentar
cutros monossacarideo menos abundantes, como a-L-Arap, o-L-Rhap, B-D-Glcp e
B-0-GlcpA, como extremidades terminais nao redutoras. A porgcao proteica da
AGPs (2 a 10%) é tipicamente rica em hidroxiprolina, serina, alanina, treonina e
giicina. Essas moléculas sdo encontradas, principalmente, no espago extracelular
de tecidos vegetais (FINCHER et al., 1983).

Considerando-se que existem caracteristicas comuns entre estas AGPs e a
goma arabica e também para verificar se estas células apresentavam ainda a
‘habilidade de secretar a goma arabica, in vitro, MOLLARD & JOSELEAU (1994)
caracterizaram uma fragao purificada a partir do meio de cultura de suspenséo de
células de A. senegal. Esses autores realizaram um estudo comparativo do ponto
de vista estrutural entre esta fragdo secretada no meio de cultura e a goma

arabica exsudada pela A. senegal. Foram utilizados pardmetros como, a
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ccmposicao de carboidratos e aminodcidos. A partir da suspensao de células de
<. senegal (com 50 dias), foi realizado o isolamento de polissacarideos
sxaraceiulares, por fracionamento com DEAE-celulose, obtendo-se a fragao F5, a
c-al foi eluida com NaOH 2M. A composicao monossacaridica de F5 consistiu de
z-abinose e galactose, como monossacarideos majoritarios, além de ramnose,
z2ido glucurdnico e 4-O-metil glucurénico. A estrutura quimica apresentou uma
czdeia orincipal de unidades de B-galactapiranose (1—3), (1—6) ligada, com
.~idades de a-arabinofuranose em extremidades nado redutoras e em cadeias
z:zrais O-5 susbtituidas. As unidades de acido glucurdnico estariam substituidas
¢~ O~ por unidades de seu derivado eter ou por unidades terminais de o-L-
ramnose. O presente estudo mostrou que o polissacarideo extracelular F5
ccnsiste de uma arabinogalactana-proteina altamente ramificada, sendo que a
estrutura da porc¢ao glicidica desta fragdo € muito similar a da estrutura da goma
arabica. Ambos polissacarideos, sdo caracterizados por varias cadeias laterais
com unidades terminais nao redutoras de o-L-ramnose e o-L-arabinose e com
sequéncia terminal de ramnose-a-(1—4)-acido glucurdnico. Algumas diferencas
encontradas na fragdo F5, foram que esta apresentou maior percentagem de
unidades de arabinose ligadas em (1—5) e menor conteudo de arabinose ligadas
por (1—3), em relagao, a goma arabica.

Em relagdo, a composi¢cdo de aminoacidos, demonstra-se claramente que
a fracao F5 secretada difere da goma exsudada pela arvore de A. senegal. Este
apresentou um conteudo proteico de 11%, caracterizando-se como uma
glicoproteina, sendo que a composigdo de aminoacidos mostrou um conteudo

pobre em hidroxiprolina, diferente do encontrado para goma arabica em que o
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-onteudo de hidroxiprolina € alto. Os autores relatam que a fragao F5 € uma AGP
zeficiente em hidroxiprolina, o que também foi encontrado em outros meios de
2uspensao de células. Além disso, existem evidéncias que o aciumulo de AGPs no
~eio ce cultura seja em resposta a injuria ou estresse. Tem-se atribuido as AGPs
cutras fungbes como regulacdo do desenvolvimento, manutencao da umidade,
zdesao e nutricao (FINCHER et al., 1983). Recentemente, tem-se relatado também
cue as AGPs estao relacionadas ao crescimento e desenvolvimento vegetal
GANE et al., 1995) e no controle de embriogénese somatica (KREUGER & VAN
—2LsST. 1993).

Embora este complexo arabinogalactana-proteina apresente caracteristicas
s milares a goma arabica, em especial a porcao glicidica, nao € possivel concluir
se as células de Acacia senegal cultivadas em suspensao permanecem com a
habilidade de exsudar a verdadeira goma (MOLLARD & JOSELEAU, 1994). Esses
autores comentam que posteriores estudos sobre padronizagdo das condicoes de
cultura e de enzimas envolvidas na biossintese da AGP - hidroxiprolina deficiente,
poderiam contribuir na elucidacdo do papel e fungao destas glicoproteinas e da

biossintese da goma arabica.
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1.7 JUSTIFICATIVAS

Considera-se, importante e necessaria, a caracterizagdo da estrutura
suimica dos polissacarideos de exsudatos vegetais, com a finalidade de uma
*.tura aplicagao tecnoldgica e/ou bioldgica destas moléculas.

O estudo sobre oligossacarideos naturais de exsudatos é interessante, em
. 1ude de que os oligossacarideos de gomas vegetais descritos na literatura
“zram obtidos por hidrolise parcial (enzimatica ou quimica). Além disso, a
tzracterizacao dos oligossacarideos (naturais ou obtidos por hidrélise), pode
zcntribuir na elucidacao da estrutura dos polissacarideos.

A origem dos oligossacarideos, de ocorréncia natural, nas gomas vegetais

th

:ncerta. Pode-se supor, que seriam produtos de autohidrdlise, enzimdlise ou de

0y

:ossintese da goma vegetal. A elucidagdo sobre a natureza dessas moléculas
poderia contribuir para o entendimento do mecanismo de biossintese de

exsudatos em plantas superiores.



2. OBJETIVOS
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O presente trabalho, tem como objetivo a determinacdo da estrutura
zdimica do polissacarideo do exsudato de Anacardium occidentale L. (cajueiro),

zz orizem brasileira (Caruaru - PE) e a analise estrutural comparativa entre os

)

.gossacarideos naturais e os obtidos por hidrodlise acida parcial.

Os objetivos especificos do presente trabalho foram:

Quantificacao dos monossacarideos redutores presentes no exsudato vegetal

1

= Anzcardium occidentale.

Obtencao, purificacao e caracterizacao estrutural, por métodos

A

esoectroscopicos de RMN de '°C e 'H, dos oligossacarideos naturais.

3. Obtencgao e caracterizagao estrutural do polissacarideo presente no exsudato
vegetal de Anacardium occidentale, por andlise de metiiagdo e métodos
espectroscopicos de RMN de '°C e 'H, além da determinacdo da composicdo

monossacaridica por CG-EM.

4. Caracterizagao estrutural dos polissacarideos resultantes da hidrélise acida

parcial e da degradagao controlada de Smith.

5. Obtencao, purificagao e caracterizagdo estrutural, dos oligossacarideos obtidos

a partir da hidrélise acida parcial do polissacarideo nativo.



3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 MATERIAS E REAGENTES

Acucares padrdoes (acidos glucurénico e galacturdnico - forma Na,
arzpincse, galactose, glucose, lactose, ramnose e outros) foram obtidos da Sigma
Crzmical Co. (St. Louis, MO, EUA).

Papel para cromatografia n® 1 (analises qualitativas e semi-quantitativas) e
r- Z (analises preparativas) e celulose (CF Il) foram obtidos da Whatman.

Placas de cromatografia em camada delgada (TLC) de celulose, reagentes
LT zaacs na composicdo dos solventes para cromatografias (n-butanol, piridina,
e:znol. acido aceético, acetona, acetato de etila) e reveladores para cromatografias
ccmo o nitrato de prata e cloridrato de p-anisidina, além da dgua deuterada foram
prcvenientes da Merck A.G. Darmstadt (Darmstadt, Alemanha).

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

analitico, 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 periodo sazonal de
dezembro a marco, no municipio de Caruaru (PE), gentimente pela Profa. Dra.
Helena Simodes 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) (SMITH R.J., 1964). As determinacdes 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 occidentale L. (cajueiro).
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3.3 OBTENCAO E QUANTIFICACAO DOS MONOSSACARIDEOS LIVRES

PRESENTES NO EXSUDATO VEGETAL DE Anacardium occidentale

A goma do cajueiro (504 mg) em agua destilada (20 mL) foi solubilizada na
crzsenca de alitol (padrao interno) (5 mg) e NaBH,4 (50 mg), sob agitagdo. A agao
cZ agente redutor foi visualizada pela formacdo de bolhas na solugdo. Apés 16
Fc-as. foi adicionado mais 20 mg do agente redutor. Seguidamente, apds 3 horas
z soluczo foi neutralizada (pH 7,0), com adicdo de acido acetico. A solugdo foi

ichlizada, redissolvida em 5 mbL de agua destilada e adicionou-se 15 mL de

[

:znol. O precipitado de polissacarideo foi removido por filtracao e o
scorenadante foi concentrado por pressao reduzida. Posteriormente, o residuo
octido do sobrenadante foi lavado com metanol, o qual foi levado em evaporador
rotatério. Este processo foi repetido mais duas vezes. O residuo lavado foi
acetilado, com uma mistura de anidrido acético:piridina (2 mL, 1:1, v/iv), a 100°C,
por 1 hora. Os alditéis acetatos foram extraidos com cloroférmio, o qual foi
evaporado até a secura. O excesso de piridina foi eliminado com solugao aquosa
de sulfato de cobre 2% (p/v). Os acetatos de alditdéis foram analisados por
cromatografia liquido-gasosa acoplada a espectroscopia de massa (CG-EM), de
acordo como estd descrito no item n° 3.11 sobre METODOS
CROMATOGRAFICOS.

Em outro experimento, a goma de cajueiro (500 mg) em agua destilada
(20 mL) e na presenca de alitol (5 mg) foi dissolvida, antes da adi¢do do agente

redutor (NaBH4 - 50 mg). Apdés 16 horas, o agente redutor foi adicionado.
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Fcstericrmente, 3 horas apds a solucao foi neutralizada, e os alditdis obtidos
fc-am zcetilados, como no experimento anterior. Os alditéis acetatos foram

a~zlisacos por CG-EM.

3.1 OBTENCAO E PURIFICACAO DOS OLIGOSSACARIDEOS LIVRES DO

EXSUDATO VEGETAL DE Anacardium occidentale

O sobrenadante obtido da precipitacdo etandlica foi utilizado para o
22 amento dos oligossacarideos livres. O sobrenadante foi concentrado e
.27lizaso, obtendo-se um rendimento de 0,87% com relagao a goma bruta.

O sobrenadante foi redissolvido em agua destilada e passado em resina
caudnica por 20 min. Posteriormente, foi submetido a cromatografia de adsorcao
atraves de um filtro de carvao-Celite (terra de infusdrios - Reagen), na proporcao
(1:1, p/p) (40 g) (WHISTLER & BEMILLER, 1962a; LEMIEUX, 1962). A eluigao foi feita
com um gradiente descontinuo de agua destilada (4 L) (Fracao A), etanol aquoso
30% (2 L) (Fracao E30%) e 50% (2 L) (Fragao E50%).

A Fracao A foi fracionada em cromatografia de particdo em papel (CP)
Whatman n° 3, utilizando o sistema de solvente n-butanol:piridina:agua (1:1:1, v/v)
(solvente n° 2), como estd descrito no item n° 3.11 sobre METODOS
CROMATOGRAFICOS.

As Fragdes E30% e E50% obtidas foram cromatografadas em coluna de
ceiulose (5,5 cm de didametro x 40 cm de altura) (WHISTLER & BEMILLER, 1962b) e
eluidas em gradiente descontinuo com solventes de acetona:agua destilada, nas

prooorcdes (v/v), 7:1 (1 L), 4:1 (1 L), 3:1 (2L), e 5:2 (2 L), respectivamente.
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As fracOes coletadas da coluna de celulose foram concentradas em
rciaevaporador, e cromatografadas em papel (Whatman n° 3; solvente n° 2) para
c.ficacéo total das amostras.

O grau de pureza das amoétras foi monitorado por CP ou em cromatografia
cs particdo em camada delgada (celulose) (TLC - celulose) (HOuGH & JONES,
<.~.N., 1862).

Em cada etapa de purificacao foram calculados os rendimentos das

aTostras.

3.5 OBTENCAO DO POLISSACARIDEO NATIVO (PN) DO EXSUDATO

VEGETAL DE Anacardium occidentale

A goma bruta (250 g) foi dissolvida em agua destilada (1250 mL), sob
agitagcao. em temperatura ambiente. O polissacarideo foi isolado por precipitacao
cem etanol em excesso (3 L). Apds filtragao a vacuo, o precipitado obtido foi
redissolvido em agua destilada, dialisado e entao liofilizado para remogao do
etanol residual (DELGOBO, 1993, com modifica¢oes). Obteve-se um rendimento de
80% de polissacarideo com relagao a goma bruta. O procedimento estd mostrado

na Figura 04.
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GOMA BRUTA

SOLUGAO AQUOSA A 20%, SOB
AGITACAO EM TEMP. AMBIENTE

| DISSOLUCAO |

|

| FILTRACAO |

v

| PRECIPITACAO |  ETANOL (3 X VOL.)

'

3000 g 10 min, CENTRIFUGACAO OU
FILTRACAO

4/\

SOBRENADANTE ] PRECIPITADO

SVAPORADOR -
2QTATORIO, 40°C REDISSOLUGAC EM
LIOFILIZAGAOD AGUA DESTILADA,
DIALISE E
LIOFILIZACAO

OLIGOSSACARIDEOS POLISSACARIDEO
E MONOSSACARIDEOS NATIVO (PN)

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

de Anacardium occidentale
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3.6 HIDROLISE ACIDA PARCIAL DO POLISSACARIDEO NATIVO (PN) DO

EXSUDATO VEGETAL DE Anacardium occidentale

O polissacarideo (PN) (5,34 g) foi solubilizado em agua destilada (200 mL),
e ¢ oH ca solucao foi ajustado para 1,0 pela adicao de solugdo aquosa de H,SO,.
C colissacarideo foi mantido a 100°C, por 5 horas. A solugao foi neutralizada com
carconato de bario (BaCOj), e filtrada. O filtrado foi tratado em resina catidnica

(Cowex ZOW x 8, forma H'), novamente filtrado e seu volume foi reduzido sob

()]

£ressac reduzida. O polissacarideo parcialmente hidrolisado (PPH) foi obtido por
precipitacao com excesso de etanol. O rendimento foi de 44% (2,35 g). Na Figura

0% ssta esquematizado o procedimento acima descrito.

3.7 DEGRADAGAO CONTROLADA DE SMITH

3.7.1 Polissacarideo obtido por hidrdlise acida parcial (PPH)

O procedimento de degradagao controlada de Smith foi realizado segundo
DYER (1956), GOLDSTEIN et al. (1965), HAY et al. (1965) e GORIN et al. (1965) e
esta esquematizado na Figura 05.

O polissacarideo submetido a hidrélise acida parcial (PPH) (0,6 g) foi
solubilizado em 50 mL de agua destilada e oxidado com NalO4 (3,0 g) por 24
horas, a temperatura ambiente, no escuro. Apds adicdo de etilenoglicol (5 mL) e

didlise, foi feita a redugdo com NaBH, (2,0 g), por 3 horas. A mistura foi
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ac zificada com acido acético e dialisada em agua corrente e em agua destilada,
pcr 20 horas cada, respectivamente. Uma aliquota do polidlcool foi utilizada para
arzlise em CG-EM. O restante do polidlcool foi submetido a hidrélise &cida parcial
e~ pH 2,0 (ajustado com H,SO4), por 1 hora, a 100°C, com posterior
nedtralizagédo com BaCOs e filtragao. O filtrado obtido foi evaporado e precipitado
ccm etanol em excesso, obtendo-se um material insoluvel (0,18 g, 30% de
re~dimento), correspondendo ao polissacarideo obtido a partir da degradagéo
cc-rrolada de Smith do polissacarideo parcialmente hidrolisado (PPHDS1), o qual

fc caracierizado por CG-EM e espectroscopia de RMN-"°C.
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POLISSACARIDEO NATIVO (PN)

i 1) pH ajustado para 1,0 com solugéo
aquosa de H,SO4, 100°C, 5 horas
2) BaCO; e filtragao
3) Precipitacao etandlica

v

POLISSACARIDEO PARCIALMENTE
HIDROLISADO (PPH)

1) NalO., 2) NaBH, l

POLIALCOOL

/ pH 2,0, 1 hora, 100°C

hidrélise total e analise em CG-EM

———» | sobrenadante
\4

POLISSACARIDEO DEGRADADO (PPHPDS1)*

Figura 05: Esquema da hidrdlise acida parcial do PN e do procedimento da
degradacado controlada de Smith do polissacarideo parcialmente hidrolisado
(PPH).

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

descrito no texto.
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3.7.2 Polissacarideo nativo do exsudato vegetal de Anacardium occidentale

O procedimento de degradagao controlada de Smith sequenciada do
pc. ssacarideo nativo (PN) esta esquematizado na Figura 06.

O polissacarideo (PN) (6,58 g) dissolvido em agua (200 mL) e mantido com
umra solucdo oxidante de NalO4 (20,0 g), por 48 horas, temperatura ambiente, no
escuro, em seguida tratado com etilenoglicol (5 mL) e dialisado. Foi adicionado
Ne=Hs (2,0 g) e apos 3 horas, a mistura foi acidificada com &cido acético e
diz sado em a&agua corrente e em agua destilada, por 20 horas cada,
rescectivamente.

Um aliquota do POLIALCOOL-1 resultante foi utilizada para determinar sua
composicao, sendo submetida a uma hidrélise acida total e posteriormente,
analisada em CG-EM. A fracdo majoritaria restante do POLIALCOOL-1 foi
submetida a hidrdlise acida parcial. A solugao foi evaporada até 100 mL, ajustado
o pH para 2,0 com uma solugao aquosa de H,SO4, aquecido a 100°C, por 1 hora,
neutralizado com BaCOj; e filtrado. O filtrado foi evaporado até 20 mL e
adicionado etanol (200 mL) obtendo-se um precipitado, o qual foi dissolvido em
agua destilada, liofilizado e redissolvido em agua destilada, e posteriormente,
filtrado para remogao do residual de BaCOg. O filtrato obtido, correspondendo ao
PDS1, foi liofilizado, analisado por CG-EM (apds hidrdlise acida total) e por
espectroscopia de RMN-'2C. O sobrenadante, foi cromatografado em coluna de
celulose, e a eluicao feita com acetona:agua (10:1 e 3:1, v/v), obtendo-se uma

fracdo (260 mg), a qual foi analisada por cromatografia em papel, mostrando a
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presenca de duas fragdes com Rfde 0,31 e 1,20.

O polissacarideo PDS1 (1,56 g), foi submetido a uma segunda degradacéo
ccrirolada de Smith, sendo dissolvido em agua destilada (100 mL), a 100°C, por 1
hcra. e apds foi oxidado com adigdo de NalOs (3,0 g), como descrito
an:eriormente, obtendo-se o POLIALCOOL-2 o qual, apds hidrdlise acida total foi
anziisado por CG-EM. O procedimento da hidrdlise acida parcial foi repetido. O
pc.ssacarideo resultante (PDS2) (0,74 g), obtido por precipitagao acetona:etanol
(1:7. wv), foi analisado por CG-EM (apds hidrélise acida total) e por

est

4¥]

ctroscopia de RMN-"2C. O material obtido do sobrenadante foi de 0,21 g.

O polissacarideo PDS2 (0,5 g) foi submetido a uma terceira degradagao
ccrrolada de Smith, obtendo-se o POLIALCOOL-3, que apdbs hidrdlise e
denvatizagao foi analisado por CG-EM, e o polissacarideo PDS3 (224 mg), que foi
sucmetido a analise por CG-EM e espectroscopia de RMN-'°C. O sobrenadante

etandlico formado, apds evaporagao, foi de 240 mg.



POLISSACARIDEO NATIVO (PN)

1) NalO4, 2) NaBH,

POLIALCOOL-1

/ pH 2,0, 1 hora, 100°C

i nidrdlise total e analise em CG-EM

————» | sobrenadante

A 4

POLISSACARIDEQ 1* DEGRADACAO (PDS1)*

1) NalO4, 2) NaBH4

POLIALCOOL-2

/ pH 2,0, 1 hora, 100°C

nidrolise total e analise em CG-EM

- | sobrenadante
A\ 4

POLISSACARIDEO 2° DEGRADACAO (PDS2)*

1) NalQO,, 2) NaBH,

POLIALCOOL-3

/ pH 2,0, 1 hora, 100°C

hidrdlise total e analise em CG-EM

———————— | sobrenadante
v

POLISSACARIDEO 3* DEGRADAGCAO (PDS3)*

Figura 06: Esquema do procedimento da degradacao controlada de Smith

sequenciada do polissacarideo nativo (PN).
* Os polissacarideos PDS1, PDS2 e PDS3 foram analisados por CG-EM e

espectroscopia de RMN, como descrito no texto.
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3.8 OBTENCAO E PURIFICACAO DOS OLIGOSSACARIDEOS RESULTANTES
DA HIDROLISE ACIDA PARCIAL DO POLISSACARIDEO NATIVO (PN) DO

EXSUDATO VEGETAL DE Anacardium occidentale

Para obtencao dos oligossacarideos por hidrolise acida parcial, o
£ ssacarideo nativo (PN) (4,12 g) foi solubilizado em agua destilada (150 mL), a
es1a solucdo foi adicionado 12,5 mL de TFA 1 M, a qual foi mantida a 100°C, por
* ~ora. ~pos isso, o TFA e a agua foram removidos por evaporagao.

O hidrolisado redissolvido em agua destilada, precipitado com etanol em
ex:sssc. e o sobrenadante resultante foi fracionado por cromatografia de
azsorcao através de um filtro de carvao-celite (terra de infusorios), na proporgao
(1:7. prp) (40 g) (WHISTLER & BEMILLER, 1962a; LEMIEUX, 1962). A eluicao foi feita
ccm um gradiente descontinuo de agua destilada (3 L) e etanol aquoso 30% (2 L).
A fracdo obtida da eluigao com etanol 30% apresentou um rendimento de 12,8%
(0.33 g). Esta fracao, foi posteriormente, fracionada em CP (Whatman n°3,

solvente n° 2).

3.9 DETERMINACAO DA COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DOS

POLISSACARIDEOS E OLIGOSSACARIDEOS

A composicdo monossacaridica dos polissacarideos e oligossacarideos foi
verificada em CP e quantificada por andlise através de CG-EM, precedida da

hidrdlise total da amostra com &cido trifluoracético 2 M, por 8 horas, a 100°C
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(GZRIN et al, 1996) ou com H»SO4 0,5 M por 18 horas, a 100°C, com posterior

rezucao e acetilagao dos produtos da hidrolise (WOLFROM & THOMPSON, 1963ab).

3.1 Determinacao da configuracao absoluta dos componentes

monossacaridicos do polissacarideo nativo

O polissacarideo PN foi submetido a hidrdlise acida total, conforme descrito
nc tem 3.9. A partir do hidrolisado, obteve-se um residuo que na presenga de
Uz soiucao de metanol:etanol (1:1, v/v) forneceu cristais de galactose, o qual foi
arzisado pelo espectro de RMN -'°C e por polarimetria. O sobrenadante
resiitante do processo de cristalizagao foi fracionado por cromatografia de
pa~icao em celulose, e a elui¢ao foi feita com acetona e acetona:agua (10:1, v/v).
As fracdes obtidas foram analisadas por RMN -'°C e na forma de derivados
acetatos dos seus (-)-2-octilglicosideos 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 inje¢ao) até 230°C (constante) (GORIN et al., 1985).

3.10 ANALISES DE METILAGAO DE POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos (50 mg) foram parcialmente metilados pelo método de
HAWORTH (1915), o qual permitiu obter produtos soluveis para o meio de reagéo
de CiucaNu & KEREK (1985). A metilag@o foi completa usando o procedimento de
KuHN et al. (1955). Q procedimento completo da metilacao sera descrito abaixo.

Antes do processo de metilagao, os polissacarideos foram reduzidos com
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tcroidreto de sédio, a temperatura ambiente, por 12 horas. Posteriormente, a
sc:ucdo de polissacarideo, foi adicionado 3 g de NaOH dissolvidos em 7 mL de
ézia. = foram feitas 8 adigbes de sulfato de dimetila (0,27 mL cada), em
irzsrvaics de 20 em 20 minutos, sob agitagao constante, a temperatura ambiente
(= WORTH, 1915). Apos 18 horas, a reagdo foi interrompida, pelo agquecimento a
*22°C. sob refluxo, por 30 minutos, eliminando o excesso de sulfato de dimetila.
Acos o resfriamento, a solucdo foi neutralizada pela adicao de acido acético

c:zcial. sendo, posteriormente dialisada em agua corrente por 48 horas, e em

o

c.a csstilada por 24 horas. A solugdo de polissacarideo foi liofilizada e
s.cmetida ao procedimento de metilacao descrito por CIUCANU & KEREK (1985). O
mzerial  parcialmente metilado foi solubilizado em DMSO, adicionando,
s.csequentemente, NaOH pulverizado e iodeto de metila, agitando-se em vortex,
pcr 30 minutos. O material foi dialisado em agua corrente, por 48 horas e
posteriormente liofilizado. O material, entdo, foi submetido ao procedimento
descrito por KuHN et al (1955). O polissacarideo foi dissolvido em
dimetilformamida (3 mL), com adigao de iodeto de metila (3 mL) e oxido de prata
(Ag20) (1 g), a cada 24 horas, sob agitacao constante, a temperatura ambiente, e
na auséncia de luz. Decorridas 72 horas, o processo foi interrompido pelo

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

3.10.1 Metandlise de produtos O-metilados

Os produtos O-metilados foram submetidos ao procedimento de

metandlise, sendo refluxados com metanol em HCI 3%, por 3 horas, e depois
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ne_tralizou-se com carbonato de prata, filtrando e lavando o residuo com acetona,
se~do o scbrenadante evaporado até a secura (GORIN & |ACOMINI, 1984). As
& :cstras foram entdo hidrolisados com HySOs 1 M, a 100°C, por 18 horas. A
ne.iralizagao foi feita com carbonato de bario e o filtrado foi reduzido com NaB?H,
e zcetilado. Os alditois 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.nas. em virtude da sobreposicao dos isémeros de Rha, Ara, e Gal. Em QV-
2zZ. ocorre sobreposicao dos isémeros 2,3,5-Mes-Ara (447 s) e 2,3,4-Mes-Rha
(<=2 si. 2 também dos isémeros de 2,4-Mez-Ara (545 s), 3,4-Mes-Ara (542 s), e
2.2 1.6-Meys-Gal (542 s). Sendo possivel identificar os derivados 2,5-Me,-Ara (509
si. 2.5-Mez-Ara (499 s), e 2,3-Mez-Ara (537 s). Em DB-210, 2,5-Mes-Ara (533 s) e
2.2 +.6-Mes-Gal (533 s) estao sobrepostos. Podendo identificar os derivados 3,5-
Me:-Ara (519 s), 2,3-Mez-Ara (577 s), 3,4-Mez-Ara (571 s), 2,4-Mez-Ara (558 s),

2.3.4,6-Me4-Gal (533 s), 2,3,5-Mes-Ara (462 s), e 2,3,4-Me3-Rha (469 s).

3.10.2 Carboxi-reducao dos polissacarideos per-O-metilados

O polissacarideo per-O-metilado (5 mg) foi dissolvido em tetra-hidrofurano
seco (0,5 mL) e litio aluminio deuterado (LiAID4) (2 mg) (LINDBERG et al., 1972).
Ap6s 3 horas, o reagente foi decomposto com excesso de acetato de etila,
seguido por acido acético. A mistura foi diluida com excesso de diclorometano, o
material insolivel foi removido e a solugdo evaporada até a secura,
posteriormente sendo submetido ao processo de metandlise, hidrélise acida total,

reducao, acetilacao e analise em CG-EM.
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3.11 METODOS CROMATOGRAFICOS

3.11.1 Cromatografia de particao em papel (CP) e em camada delgada (TLC)

Os cromatogramas em papel foram feitos pelo método descendente, em
pacel Whatman n° 1 ou n° 3, para analises analiticas ou preparativas,
rescectivamente. Para a cromatografia em camada delgada utilizou-se placas de
ai-7Inic revestidas de celulose. Foram utilizados os seguintes tipos de misturas
de solventes: (Solvente n° 1) n-butanol:piridina:agua (5:3:3, v/v); (Solvente n° 2) n-
buiznolipiridina:agua (1:1:1, v/v); (Solvente n° 3) n-butanoletanol:agua (1:1:1,
viv . (Solvente n° 4) acetato de etila:acido acético:agua (2:1:1, v/v) (HOuGH &
JONES, J.K.N., 1962).

Para revelacdo das cromatografias foram utilizados os métodos descrito
por TREVELYAN et al., {1950), para a detecgao dos agucares com nitrato de prata e

hidroxido de sddio, e o descrito por HOUGH et al., (1950), para a detecgao de

acucares redutores com cloridrato de p-anisidina.

3.11.2 Cromatografia liquida gasosa acoplada a espectrometria de massa

(CG-EM)

As analises por CG-EM foram realizadas em cromatégrafo a gas Varian,
modelo 3300 acoplado a um espectrometro 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.),
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zzuecico a 50°C durante a injegdo e entdao programada a 40°C/min até 220°C

(ccnstante).

3.11.2.1 Preparo das amostras para analise em CG-EM

As amostras (83 a 5 mg) analisadas em CG-EM foram submetidas a
r zrolise total em TFA 2 M, 100°C, por 8 horas (GORIN et al., 1996) ou em solucéo |
azdosa de HpoSO4 0,5 M, 100°C, por 18 horas. Apds a hidrélise com HySO4 a
€2 4cac ‘oi neutralizada com BaCOj;. Uma parte do solvente foi analisado por CP,
razs ccndigoes descritas acima. Outra parte da mistura de monossacarideos
ccuda foi dissolvida em agua destilada e reduzida com NaBH4, por 12 a 18 horas,
em temperatura ambiente (WOLFROM & THOMPSON, 1963a). A reacao foi
interrompida pela adicdo de acido aceético, e a solugdo foi tratada com resina
catibnica (Dowex 50W x 8, forma H*) para remogao dos ions sédio. Apds filtragao
a solucao foi concentrada sob pressao reduzida e o acido bdrico formado foi
removido por co-destilagdo com metanol sob a forma de borato de trimetila
(SLONEKER, 1972).

Os alditdis obtidos foram acetilados na presenca de uma mistura de
anidrido acético:piridina (1:1 v/v) (WOLFROM & THOMPSON, 1963b) por 1 h, a 100°C
(estufa). O processo foi interrompido pela adigdo de gelo moido ao sistema. Os
alditois acetatos foram extraidos com cloroférmio e a fase aquosa foi removida
utilizando-se uma pipeta Pasteur. A fase cloroférmica foi submetida a sucessivos
tratamentos com solucdo aquosa de sulfato de cobre (CuSO4) a 2% (p/v), para

remocdo da piridina residual. A eliminacédo total do cobre remanescente foi feita
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rcor lavagens com agua destilada da fragdo cloroformica (processo repetido 3

vszes). =ntdo, para promover a desidratacdo da fase cloroférmica foi feita a

ez cdo de sulfato de sddio anidro, seguida de filtracao. Os alditdis acetatos

czudos foram evaporados até secura e posteriormente analisados em CG-EM.

3.11.3 Cromatografia de exclusao estérica (SEC) acoplada a mutildetectores

3.11.3.1 Determinacao da massa molecular média ponderai em massa (M,,) e

massa molecular média em numero (M)

As massas moleculares médias ponderais (em massa € em numero) do
pc ssacarideo foram determinadas usando através do meétodo dinamico de
difusac de luz no Centre de Recherche sur les Macromolécules Végétales -
CERMAYV, Grenoble, Franca, (BILLMEYER, 1962). A solugcdo aquosa do
polisacarideo a 0,1% (p/v), foi previamente filtrada através de membranas de
acetato de celulose (Millipore), com tamanho de poro de 0,2 um, sob pressao. Em
seguida, a solucdo polissacaridica foi injetada em cromatégrafo de excluséo
estérica modelo 150 C ALC/GPC Waters (Milford, Massachussets), com um
detector de indice de refracao diferencial modelo Waters, e um detector de
difusédo de luz em multidngulos (18 angulos) (633 nm), o qual permite medir a
intensidade dos feixes espalhados em diferentes angulos, modelo Dawn DSP-F,
Wyatt Technology (Saint Barbara, California, EUA), acoplados em série. O eluente
utilizado foi uma solucao de NaNOj; 0,1 M com NaNjz a 0,02%, com fluxo de 1

mL/min e uma pressao de 35 bar. Foram usadas duas colunas de gel-permeacéo
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S->dex OH-pack B 804 e B 805 (Showa Denko, Japao), em série. O experimento
fc realizado a 30°C.

Os detectores de indice de refracdo e difusao de luz permitem a
exirapoiacao grafica da concentracao e da massa molecular, respectivamente. A
cslerminagao exata dos valores € realizada através de analise informatizada
ezrdnica. Os programas ASTRA-PC 3,02 e EASI 7,02 (Wyatt Technology)
mznitoram os detectores de indice de refragao e difusdo de luz. Através dos
c-cnogramas pode-se calcular as massas moleculares medias em massa (My) €

e~ aumsro (My). O valor obtido para dn/dc (taxa de variagao do indice de refracao

¢z~ a cencentracao) foi de 0,136 mL/g.

3.11.4 Cromatografia liquida de alta resolucao (HPLC) e derivatizacao dos

oligossacarideos livres por redugao com 2-aminobenzamida

Os oligossacarideos livres obtidos no sobrenadante etandlico (50-100 pg)
foram derivatizados com 2-aminobenzamida (2-AB) utilizando-se kit da marca
Sigma (Oxford Glycosystems, Abingdon, Reino Unido), como recomendado pela
técnica (BIGGE et al.,, 1995). O 2-aminobenzamida é um composto fluorescente
derivado orto-substituido da anilina. Apés a etapa de redugao, as amostras foram
secas em centrifuga a vacuo, ressuspendidas em solugdo aquosa e usadas
diretamente para andlise 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 u, 4,6 mm x 10 cm, Life Sciences International,
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Bas:~zstoke, Reino Unido) e um gradiente de 2 a 50% de acetonitrila em agua
coniz~do TFA 0,05% (v/v). A deteccao foi monitorada em 330 nm. Essas andlises
forar realizadas pelo professor Dr. Christopher Jones, no National Institute for

Bioic z:.cal Standards and Control, na Inglaterra.

3.12 METODOS ESPECTROSCOPICOS DE RESSONANCIA MAGNETICA

NUCLEAR DE CARBONO TREZE E PROTON (RMN-"*C E RMN-"H)

3.12.1 Oligossacarideos livres

Os oligossacarideos livres obtidos no sobrenadante etandlico, foram
anal:zzdos por RMN-'°C e 'H, além dos programas de COSY, DQFCOSY (Double
quan:.m filtered COSY), TNDQFCOSY (Double quantum filtered COSY, com pré
saturazdo do solvente) e HMQC em espectrémetro Varian Unity 500 MHz,
equipado com “probe” de ressonancia tripla de 5 mm. Com ressonancia em
500,00 e 125,00 MHz, para os espectros de 'H e de '*C, respectivamente. As
amosiras foram liofilizadas duas vezes com agua deuterada (99,9%, Goss

Scientific, Ingatestone, Reino Unido) e os espectros obtidos a 30°C e usando pré-
saturacdo da ressonancia de DOH. Utilizou-se o ion acetato (AcO) (5 1,90 - *H; &

20,5-"*C) como referéncia intera. Essas andlises foram realizadas pelo professor
Dr. Christopher Jones, no National Institute for Biological Standards and Control,

na Ingiaterra.



3.12.2 Pollssacarideos (PN, PPH, PPHDS1, PDS1, PDS2 e PDS3) e

oligossacarideos provenientes de hidrdlise acida parcial

Os espectros foram obtidos usando aparelho BRUKER 400 MHz, modelo
DRX. 2 30°C ou 70°C em D,0O usando pré-saturacao da ressonancia de DOH.
Comr -essonéncia em 400,13 e 100,61 MHz, para os espectros de 'H e de '*C,
respectivamente. Para o espectro de '°C (a 30°C), o solvente foi D,0, exceto para
0s £c ssacarideos obtidos na degradacdo controlada de Smith, para os quais foi
utilizzzo NaOH a 5% (p/v) em D-0.

Os deslocamentos quimicos foram expressos em 6 ppm, baseando-se no

padrzc de tetrametilsilano (6 = 0).

3.13 ESPECTROMETRIA DE MASSA - ESI-MS (Electrospray-ionisation-mass

spectrometry)

Para analise da massa molecular dos oligossacarideos livres presentes no
exsudato de A. occidentale. Utilizou-se o equipamento Micromass Quattra LC
duplo quadrupolo. Os espectros foram obtidos no modo ion-negativo, com
calibragdo por Csl (iodeto de césio). O solvente de analise foi 4gua destilada com
acido formico a 0,05% (v/v): acetonitrila (1:1). As amostras foram diluidas em
agua destilada com acido formico a 0,05% (v/v) e em seguida, diluidos em
acetonitrila, na proporgcdo 1:1. Para a aquisicdo 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 cao de data continuo, tempo de aquisicao de 1,60 s a 0,20 s.

3.14 METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS

3.14.1 Dosagem de acucares totais

Os agucares totais foram dosados pelo método do fenol-acido sulftrico,
comc descrito por DuBoIS et al., (1956). O principio deste método, baseia-se na
acac o acido sulfurico sobre o carboidrato, retirando duas moléculas de agua,
formzndo o hidroximetilfurfural (para as hexoses) e o furfural (para as pentoses),
os c.zis reagem com o fenol formando um complexo colorido que e medido por

especrofotometria, em 490 nm. A sensibilidade deste método e de 8 a 70 ug de

carboidrato. O acucar padrao utilizado foi a D-glucose (40 ug/mL).

3.14.2 Determinacao de acido urénico

Para a dosagem de &cido urdnico presente nas amostras foi utilizado o
método do m-hidroxibifenil descrito por BLUMENKRANTZ & ASBOE-HANSEN, (1973).
Na técnica, utilizou-se 0,4 mL de amostra, em 2,4 mL de solugédo de tetraborato
de sddio (0,0125 M) em &acido suifirico concentrado, a qual foi aquecida (5 min,
100°C), e posteriormente adicionado 40 uL de m-hidroxibifenil (0,15% p/v em
NaOH 0,5% p/v). Forma-se um cromdgeno que apresenta absor¢do em 520 nm.
Como o carboidrato produz um complexo colorido na presenca da solugdo de

tetraborato de Na em H,SO, (a 100°C), utilizou brancos para cada concentragéo
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de a~ostra testada, adicionando-se ao sistema 40 pL de NaOH 0,5% p/v, em vez
da s .cac de m-hidroxibifenil. As absorbancias desses brancos foram subtraidas
da ezsorbancia total da amostra. A sensibilidade deste método é de 0,5 a 20 ug
de ac Zo urdnico. A percentagem de &cido urdnico foi calculada a partir de uma

curvz ze calibragao, utilizando concentragoes de 1 a 20 ng de acido D-glucurénico

(formmz Nay.
3.14.3 Determinacao de proteina

As cosagens de proteinas foram feitas pelo método de BRADFORD (1976),
utilize~do-se a albumina do soro bovina como padrao. O método baseia-se no
princ:c.o da formacao de um complexo pela ligagao do corante (Coomassie
Brillian: Blue G-250) a proteina. Este complexo apresenta um alto coeficiente de
extincéo levando a alta sensibilidade do método. A ligagao do corante a proteina é
um processo muito rapido (2 min) e este complexo permanece disperso em
solucéo por aproximadamente 1 hora. A leitura do complexo formado é realizada
em 535 nm. A sensibilidade do meétodo v}ari,a de 1 a 100 pg de proteina. Para
dosagem de proteina, utilizou-se 100 pL de uma solugdo de polissacarideo (10

mg/mL) e 1 mL do corante.

3.15 POLARIMETRIA

A rotacdo especifica foi determinada em polarimetro RUDOLPH RES. 589,

a 25°C. utilizando soluctes de amostra de 0,3 a 0,6% (p/v) em agua destilada,



69
exce:s para os polissacarideos de degradagdo controlada de Smith, no qual o
solve~te foi agua destilada contendo NaOH a 3% (p/v). Os valores experimentais
do &-gulo de desvio da luz plano-polarizada, o (°), fornecidos pelo aparelho,

forar- utilizados para o célculo da rotacdo optica especifica, [o]p® das solugdes,

confz'me a equacao (EWING, 1972).

th

[ai-— = x 100
Lc
Jnde L = comprimento do caminho dptico (dm)

¢ = concentracao da solucao (g%)

3.16 LNETODOS ANALITICOS ELEMENTARES

a) As pesagens foram realizadas em balangas analiticas Mettler Toledo,
modelo AB204, e Sauter, modelo KGD-7470.

b) As evaporacgdes sob pressao reduzida foram realizadas em evaporador
rotatério, a vacuo (pressdo reduzida), FISATOM 803, em banho-maria com
temperatura inferior a 40°C.

c) As medi¢oes de pH foram realizadas em potenciémetro Micronal, modelo
B374.

d) Para as determinagdes espectrofotémetricas foram utilizados os
aparelhos da marca TECNAL (modelo DME-21) e HITACHI (modelo U-2001).

e) As centrifugagoes foram feitas em centrifugas Beckman, modelo GS-15

(9.000 r.p.m., temperatura ambiente).
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f) As dialises foram feitas em tubos de celulose benzoilados (limite de
exciusao molecular de 14.000).
g) As liofilizagbes de solugbes ocorreram em aparelhos Cryoliser (New

Brurswick Scientific Co. Inc.) e Edwards.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. CARBOIDRATOS DE BAIXA MASSA MOLECULAR PRESENTES NO

EXSUDATO DE Anacardium occidentale L. (CAJUEIRO)

4.1.1 Quantificacdo dos monossacarideos livres presentes no exsudato de

A. occidentale

Como mostrado, anteriormente, na Figura 04 (pagina 50), apos a extragao
aqucsz e a precipitacao etandlica do exsudato vegetal de A. occidentale, obteve-
se L~ scorenadante com 0,87% de rendimento em relagao a goma bfuta. Em
cromzografia de particao em papel, foi verificada que este sobrenadante
apresznta-se como uma mistura de mono- e oligossacarideos, conforme
obser./ado na Figura 07 (pagina 74).

A goma fol dissolvida em &agua, contendo boroidreto de sdédio com o
objetivo de alcalinizar o meio (pH 12). Em outro experimento a goma foi dissolvida
em &gua na auséncia de boroidreto de sddio, sendo que esta solugao apresentou
um pH de 5,5 a 6,0. Posteriormente, em ambos experimentos, foi adicionado
boroidreto de sddio na etapa de redugdo dos monossacarideos livres. A
quantidade de monossacarideos, determinada como alditdis 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, nao foi verificada variagdo da quantidade

de monossacarideos presentes no exsudato em estudo.
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4.1.2 Purificacdo e determinacao da composicao monossacaridica dos
componentes de baixa massa molecular presentes, livremente, no exsudato

de A. occidentale

O sobrenadante etandlico (2,175 g) obtido a partir da extragcao aquosa da
gomz do cajueiro (250 g), foi submetido a uma cromatografia de adsorgao em
carvé:-terra de infusdrios, e eluido em agua destilada (fragao A), etanol aquoso
30% ‘racao E30%) e 50% (fragdo E50%). Obteve-se um rendimento, em relagdo
ao szcrenadante etandlico, de 44,2% (797 mg), 43,3% (781 mg) e 12,5% (226
mg). zzs fragoes A, E30% e E50%, respectivamente. Os rendimentos das fracoes
A, EZC%% e E50% calculados, em relacao a goma nativa, foram de 0,32%, 0,31% e
0,08°:. O rendimento total da cromatografia de adsorg¢ao em carvao-terra de
infuscrios. foi de 83%, em relagao ao sobrenadante etandlico.

O perfil cromatografico das fragdes obtidas pela coluna de carvao-terra de

infusérios do sobrenadante etandlico do exsudato do cajueiro € mostrado na

Figura 07.
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Figura 07: Perfil cromatografico® das fragdes obtidas em cromatografia de
adsor¢do em carvao-terra de infusérios do sobrenadante etandlico do exsudato do
cajueiro.

* cromatografia de particdo em papel (Whatman n° 1), solvente n° 2, revelador cloridrato
de p-anisidina, tempo de corrida 24 horas. A- fracdo eluida com agua destilada; E30% -
ragao eluida com etanol aquoso 30%; E50% - fragdo eluida com etanol aquoso 50%; P-
roes de acucares.
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Em virtude, do perfil cromatografico da fracdo A, mostrando a presenca de

moncssacarideos livres e um componente com Ryat de 0,83 (caiculado em CP,
solve~te n° 2), optou-se em submete-la a CP preparativas e semi-preparativas

(Wh

m

‘man n°3, solvente n-butanol:piridina:agua, 1:1:1, v/v - solvente n° 2), com o
objeio de purificar este componente, denominado de fracdo Fpg3. A pureza
destz fracao foi observada em cromatografia de camada delgada em celulose
(TLC-zelulose), mostrada na Figura 08 (pagina 76). Os resultados obtidos para
esta ‘racdo, em relacdo ao rendimento, R em diferentes solventes e a
comzzsicao monossacaridica, estdo mostrados na Tabela 11l (pagina 77).

Pelo perfil cromatografico das fragdes E30% e E50%, observando-se varios
comzcnentes com Ry entre 0,82 a 0,32 (CP, solvente n° 2), submeteu-se essas
fracCes. separadamente, a cromatografia de particdo em coluna de celulose. A
eluiczo foi feita com acetona:agua, nas proporgdes 7:1, 4:1, 3:1 e 5:2 e as fragoes
obtidas com os diferentes solventes de eluicdo, foram monitoradas por CP
(solvente n° 2) .

Os rendimentos calculados para as colunas em celulose das fragées E30% e
E50% foram de 33,55% e 13,30%, respectivamente, em relagdo ao peso das
fracoes E30% e E50% obtidas pela cromatografia de adsorcao em carvao-terra de
infusérios.

As fragOes obtidas a partir das colunas de celulose, que apresentaram um
perfil cromatogréfico semelhante, foram reunidas, e entdo submetidas a CP semi-
preparativas e preparativas (Whatman n° 3, solvente n° 2), para obter as fracoes
purificadas.

A pureza das fragoes purificadas por CP preparativas e semi-preparativas,
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foi verificada em TLC-celulose, utilizando-se diferentes solventes. Na Figura 08

estd mostrado o perfil cromatografico, em TLC-celulose, dessas fragdes utilizando

o solvente n° 2. As fragbes obtidas foram denominadas de Fg g2, Fo 79 ¢ 0,70, Fo.s0 €

Fo,32, de acordo com seus Ryt obtidos em cromatografia em papel (Whatman n°

1, solvente n° 2).

Figura 08: Perfil cromatogréfico*, em cromatografia de camada delgada em
celulose (TLC - Ce|U|OSQ) das fragées FO,83, Fo,gg, Fo,7g e 0,70 F075o e F0,32.

* Solvente n° 2; revelador: cloridrato de p-anisidina, tempo de corrida: 1 hora. Placa (A): 1 -
lactose; 2 - acido galacturdnico; 3 - galactose; 4 - Fqogs; 5 - Fo79 e 0.70; 6 - Fogz; 7 - Fogz; 8 - acido
galacturdnico; 9 - lactose. Placa (B): 1 - lactose; 2 - &cido galacturdnico; 3 - Foso; 4 - Foso; 5 - Foaz;

6 - Foso; 7- Foso 8 - Foaa 9 - acido galacturdnico. Observagdo importante: Nas placas estio
mostrados os Ry, calculados para as diferentes fragdes em TLC, solvente n° 2.

Os resultados obtidos para estas fragdes purificadas, em relagdo ao
rendimento, Riact em diferentes solventes e a composicdo monossacaridica, estéo

mostrados, a seguir, na Tabela lll.



Tabela Hll: Rendimentos, Riact € composigao monossacaridica das fragoes obtidas apos o procedimento de

putificagao dos carboidratos de baixa massa molecular do sobienadante clanohco do exsudato veyeltal de

A. occidentale

Fracoes Rendimento (%) *

*%
l:'\'lact

Acucares constituintes (moles %) ***

emCP, emCP, emTLC, Ara Gal Glc Rha Xyl Aldo Uro
solv.2 solv.3 solv.2
Fo,83 0,05% (120 mg) 0,83 1,0 0,92 tr. 100 - - tr. - -
Fo.82 0,003% (12mg) 0,82 093 092 114 826 - - 6,0 - -
Fo79e070 0,008% (20mg) 0,79e 0,97 074e nd nd nd nd nd nd nd
0,70 0,67
Fo.50 0,01 %(25mg) 050 0,77 0,58 30 90,0 4,0 tr. 3,0 + “+
Fo,32 0,008% (20mg) 0,32 0,66 044 20,0 80,0 tr. tr. - + +

* Rendimento calculado em relagdo a goma bruta. Entre parénteses estdo as quantidades obtidas em mg.

** Calculo do Rz — disténcia (cm) amostra + distancia (cm) lactose. Em cromatografia em papel (CP) ou cromatografia em
camada delgada - celulose (TLC), utilizando os solventes: n-butanol:piridina:agua, 1:1:1
butanol:etanol:agua, 1:1:1 (v/v) (solv. n° 3).
*** Resultados obtidos apés hidrélise total e analise em CG-EM (coluna OV-225), com excessdo do acido aldobiurénico (aldo) e
acido urénico (uro), os quais foram detectados por CP. tr. < 1,0. n.d. — néo determinado.

(v/v) (solv. n° 2) ou n-

LL
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Os resultados sobre a determinacao da composicao monossacaridica das
fracss obtidas, tanto por PC, como por CG-EM, mostraram, que o

mor.cssacarideo majoritario encontrado nas fragoes foi a galactose. Além disso,

por CP, observou-se que as fragdes Fos0 € Fo g2, apresentavam &acido urdnico

com: agucar constituinte. A fragcao Fq g3, apresentou-se constituida principalmente

por zzlactose e tragos de arabinose e xilose.

A presenca de arabinose e xilose nas amostras analisadas, poderia ser
proveniente de possiveis contaminacgdes de celulose, em virtude disso, todas as
fractzss foram ressolubilizadas em agua destilada e centrifugadas (em
micrccentrifuga), obtendo-se um sobrenadante limpido e um precipitado residual

de c=.ulose.
A pureza das fragoes Fpgs, Fos2, Fo79 ¢ 0.70, Foso0 € Foa2 foi verificada

tambem, por HPLC, na forma de seus 2-aminobenzamida derivados. Os
resultados obtidos das analises em HPLC das fragdes purificadas estao,

sumarizados, na Tabela IV.

Tabela IV: Andlise em HPLC das fragdes purificadas Fo g3, Fo g2, Fo,79 ¢ 0,70, Fo 50

e Fo.32 na forma de seus 2-aminobenzamida derivados

Fracoes Picos obtidos* Rendimento (%) 2-AB livre*

Foes e Fogn 31,3 90 18,8
Fo7se070 34,5 21 18,9
36,2 65
Fozo 29,1 63 18,7
35,3 22
Foao 30,4 11 18,6
37,3 80

* em tempo de retengdo em minutos; 2-AB: 2-aminobenzamida.
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A Tabela IV mostra que a analise em HPLC das fragbes Fpgz e Fogp

apresenta um pico principal com mesmo tempo de retencao, correspondendo a
90% da amostra total, indicando que estas fracbes seriam homogéneas e
semelhantes. Esses dados coincidem com os obtidos para a composicao
monossacaridica, observando-se que nessas duas fragcées, a galactose

apresenta-se como constituinte majoritario. Os resultados obtidos da analise em

HPLC das fragbes Fo79 e 070 € Fos0 demonstraram que estas fragdes sdo
heterogéneas. A fragdo Fp3p apresentou um pico principal com 80% de

rendimento. Os perfis das analises em HPLC obtidos para cada fragdao serao
mostrados e comentados nos itens posteriores.

As fragbes Fgg3, Fos2, Fo79 e 070, Foso € Fogo foram caracterizadas por
varios meétodos de RMN, utilizando-se a seguinte estratégia geral para
caracterizagao de oligossacarideos:

1) Obtencdo pelos espectros monodimensionais de 'H e '°C, informacdes em
relagdo a pureza, o numero de unidades sacaridicas, a configuragcdo anémerica
das unidades constituintes, bem como a presencga de substituintes néao glicidicos;
2) Atribuicao, tanto quanto possivel, dos assinalamentos obtidos nos espectros de
'H e °C, (utilizando-se dados de literatura relacionada);

3) Utilizagdo das técnicas bidimensionais de RMN, de correlagdo ['H-'H], como
COSY, DQFCOSY (ou TNDQFCOSY) e TOCSY para os assinalamentos dos
proténs e de correlagao ['H-'3C], como, HMQC para os assinalamentos dos
carbonos. Pode-se obter os assinalamentos dos proténs pelo espectro de HMQC
quando conhecidos os dos carbonos;

4) Obtencao das informacgdes dos tipo de ligagdes e da sequéncia das unidades
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sacaridicas através dos experimentos de correlacdo ['H-"H] czmo ROESY e ['H-
'3C] come HMBC.
Essas fragbes foram também analisadas por espectrometria de massa

(ESI-MS), para obtencao das respectivas massas moleculares.

4.1.3 Caracterizacao estrutural da Fracao Fg g3

O perfil do cromatograma obtido pela analise em HPLC da fragéo Fg g3, na

forma 2-aminobenzamida derivado, apresentou um pico principal com tempo de

retengao de 31,3, com 90% de rendimento, e esta mostrado na Figura 09.

Sl

Figura 09: Perfil de eluicdo* obtido em HPLC, da fragdo Fggz na forma do

derivado 2-aminobenzamida.

* tempo de retencdo em minutos; 2-AB livre (2-aminobenzamida).
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O espectro de RMN de '°C (Figura 10), desta fracdo, apresentou 19 sinais,
sendo caracteristico de um of-dissacarideo (maximo teérico 24 sinais),
constituido de galactose, de acordo com a composi¢cao monossacaridica.

Os sinais foram assinalados baseando-se nos dados de RMN-'3C obtidos
por ODONMAZIG et al. (1994), que isolaram um dissacarideo B-D-Galp-(1—6)-of3-D-
Galp, a partir de hidrélise acida parcial da arabinogalactana isolada de madeira de
Larix dahurica L. e também os valores obtidos por DELGOBO et al. (1998), que
também isolaram o mesmo dissacarideo por hidrdlise acida parcial a partir do
polissacarideo do exsudato vegetal de Anadenanthera colubrina.

Na regido de C-1, foram obtidos os sinais em § 103,6 > 103,7
caracteristicos para unidade 3-D-Galp nao redutora, e em & 96,8 e 92,8 para B-Gal
e o-D-Galp (unidade redutora), respectivamente. A unidade [-D-Galp (ndo
redutora), apresenta dois sinais (em 8 103,6 > 103,7), que sao influenciados pela
unidade redutora de galactose (B e o). A padroniza¢@o dos deslocamentos para a
unidade de D-galactose redutora foi feita de acordo com GORIN & MAZUREK (1975)

e DELGOBO et al. (1998), sendo & 92,8 e 96,8, para os andémeros o e J,

respectivamente.
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Figura 10: Espectro de RMN - '°C (125 MHz) da fracdo Fg g3, em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estdo expressos em & ppm.
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Para a unidade nao redutora, na regidao de C-2 a C-5, foram assinalados
os sinais em 6 71,3 (C-2), 73,15 (C-3), 69,1 (C-4), 75,6 (C-5). Em regido de
campo mais alto, apenas um sinal em & 61,5, assinalado para o C-6 nao
substituido da galactose. Para a atribuicdo do sinal em 6 69,1 do C-4, considerou-
se a intensidade do sinal em relacdo aos outros sinais atribuidos, em virtude de
que nas literaturas citadas (ODONMAZIG et al., 1994; DELGOBO et al., 1998), nao
estabeleceu-se este assinalamento.

Para unidade redutora, na regido de C-2 a C-5, foram assinalados para (-
Galp, os sinais em § 72,3, 73,11 e 74,2, para C2, C3 e C5, respectivamente. O
assinalamento para C4 foi atribuido em & 69,3, considerando a intensidade deste
sinal, com relagdo aos outros sinais desta unidade. Para o C-6 O-substituido foi
atribuido o sinal em 6 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 presenca de ligagao do tipo (1—6) (ADINOLFI et al., 1991). De acordo
com ODONMAZIG et al. (1994) foram assinalados os mesmos sinais para o C-3 das
unidades de B-galactose ndo redutora e redutora. Porém, neste trabalho pode-se
distinguir os sinais de C-3, em § 73,15 e 73,11 para as unidades de B-galactose
nao redutora e redutora, respectivamente, considerando a intensidade destes
sinais.

Para a unidade de a-Galp, atribuiram-se os sinais em ¢ 68,8 para o C-2 e
em 6 69,81 para o C-6 O-substituido, este ultimo de acordo com a literatura citada
/DELGOBO et al., 1998). O sinal em § 69,78 foi atribuido para o C-5, porém,

utilizou-se os dados obtidos com os espectros de 'H, DQFCOSY e HMQC,
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mostrados adiante. Os sinais com mesma itensidade em 3 69,73 e 69,4
correspondem aos C-3 e C-4, porém, nao estabeleceu-se os assinalamentos
definitivos, mesmo utilizando os outros experimentos de RMN.

O espectro de RMN-H (Figura 11), desta fracdo, mostrou na regiao de H-1,
os assinalamentos para as unidades redutoras de o-D-Galp, em & 5,27 (J 4,0 Hz)

e de B-D-Galp, em § 4,60 (maior do que o anémero «) (J 8,0 Hz).

— (DOH)

7} 4,45; 8,0 Hz

} 4,60; 8,0 Hz

~" 4,44; 8,0 Hz

J4z8

U R

Figura 11: Regido de H-1, do espectro de RMN-'H (500 MHz) da fragdo Fg g3, em

%—‘—‘— ¥ 5,27; 4,0 Hz

D.0, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estdo expressos em o ppm.
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Utilizando-se do experimento de RMN bidimensional, a espectroscopia de
correlacdo 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 prétons existentes na molécula.

Etppes

i
g
iig ""'
%

. 14,444,
0 H2 354359

{A5/6] [A5/6]
& 2 M
# Ho428  H5420 2 o
L g [iy] H-14.60
B1 ’21 H-2 3,49
) H-1 5,27
! @1""21 H-2 3,80

Figura 12: Espectro de RMN de correlagdo DQFCOSY ['H-"H] da frac&o Fg g3, em

Dzo, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estdo expressos em § ppm. A: o-D-Galp; B: 3-D-Galp; C: B-

D-Galp-(1—.
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Neste espectro, pode-se assinalar 2 protons acoplados de forma escalar
por vez {BYRD et al., 1987) isto &, partindo de H-1 na diagonal central do espectro
obtém-se o assinalamento de H-2 desta unidade, posteriormente de H-3 (quando
possivel). Em virtude de sobreposicées dos sinais, tem-se dificuldade na
atribuicao dos assinalamentos de H-4, H-5 e H-6.

Para as unidades redutoras de a-D-Galp, partindo-se de H-1 em § 5,27 (na
diagonal central) tem-se o assinalamento em & 3,80 para H-2, do mesmo modo
que para a unidade de 3-D-Galp, onde a partir de d 4,60 obtém-se o deslocamento
para H-2 em & 3,49. Para unidade nao-redutora partindo dos H-1 em & 4,45 e
4,44, foram assinalados os sinais de H-2 em 6 3,54 e 3,55. Os sinais para H-3 e
H-4 nao foram assinalados por este espectro devido a sobreposicdes.

O sinal de H-5 da unidade redutora o-D-Galp foi assinalado em & 4,28, a
pantir do espectro de protéon 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 (d 4,28) da unidade redutora o-D-
Galp, foi possivel determinar os assinalamentos de H-6 e H-6’, em § 4,05 e 3,84,
respectivamente. Estas correlagdes estdo mostrados no espectro.

Os assinalamentos para os sinais de prétons foram confirmados e
assinalados, a partir dos valores ja conhecidos das ressonancias de *C, por outro

experimento de correlagdo de RMN bidimensional HMQC, mostrado na Figura 13.
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Figura 13: Espectro de RMN de correlagdo HMQC ['H-'°C] da fragdo Fg g3, em
DQO, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estdo expressos em & ppm. A: a-D-Galp; B: B-D-Galp; C: B-

D-Galp-(1—.
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O método HMQC fundamenta-se no acoplamento esczlar existente entre
hidrogénio diretamente ligado ao carbono. Os picos de correlagao verificados
indicam os hidrogénios (eixo vertical-abcissas) e carbonos (eixo horizontal-
ordenadas) correspondentes. Os deslocamentos dos prétons correspondem a

media dos dupletes.

Para as unidades redutoras, o deslocamento quimico para a-D-galactose,
em § 92,8, para C-1, relaciona-se com o deslocamento para H-1 em & 5,27, e para
B-D-galactose, em & 96,9 (C-1), correlaciona-se com o sinal em 4 4,60 (H-1). O
deslocamento quimico em & 103,6, correspondente ao C1 da unidade de (B-D-
galactose nao-redutora, correlaciona-se com o assinalamento de H-1 em & 4,44.

Em outra regidao ampliada do espectro de HMQGC, foram correlacionados os
seguintes sinais, para unidade nao redutora de B-D-Galp, em & 71,3 (C-2) para &
3,52 (H-2), em & 73,1 (C-3) para 3,65 (H-3), em 8 75,6 (C-5) para & 3,68 (H-5).

Para unidade redutora de B-D-Galp, as correlagbes entre os sinais em §
72,3 (C-2) para & 3,48 (H-2), em 8 73,1 (C-3) para & 3,65 (H-3), em & 74,2 (C-5)
para 6 3,88 (H-5). Tem-se sobreposigcao dos sinais do C-3 da unidade B-galactose
ndo redutora e redutora, como foi apresentado no espectro de '°C, os sinais
proximos em & 73,15 e 73,11, para as respectivas unidades.

Para a unidade a-D-Galp, correlacionou-se o sinal em & 68,8 (C-2) com o
sinal em § 3,79 (H-2). Além disso, a partir do sinal em 6 4,25 (H-5) obteve-se o
sinal em § 68,78 para o C-5. As correlagOes estdo mostradas no espectro (Figura
13).

N&o foi possivel obter, em virtude das sobreposi¢des, as correlagbes de C-
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4/H-4 para unidade de B-galactose ndo redutora, as de C-4/H-4 e de C-6/H-6 para
unidade redutora. E para unidade redutora de a-galactose as correlagdes de C-
3/H-3, C-4/H-4 e C-6/H-6.

De acordo com os assinalamentos obtidos por RMN da fragdo Fggs,
concluiu-se sua estrutura como sendo um dissacarideo: B-D-Galp-(1—6)-D-Galp.

Na Tabela V, estdo relacionados os assinalamentos para fragdo Fgg3

obtidos pelos espectros de RMN de *C e 'H 1D e 2D.

Tabela V: Assinalamentos (em & ppm) da fracdo Fg g3 obtidos pelos espectros de
RMN de '°C e "H.

[D] (Al
B-D-Galp-(1—6)-0-D-Galp

[C] [B]
B-D-Galp-(1—6)-B-D-Galp

Unidades H1/C1 | H2/C2 | H3/C3 H4/C4 | H5/C5 | H6/C6( H6'
(A] — 6)-0-D-Galp 5,27 3,80 428 | 4,05 | 3,84
92,8 68,8 69,73 69,73 | 69,78 | 69,81
ou 69,4 | ou 69,4
Bl| — 6)-B-D-Galp 4,60 | 3,49 3,65 3,88
96,9 72,3 | 73,11 69,3 74,2 |69,54
[Cl| B-D-Galp-(1— | 445 | 353 | 3,65 3,68
103,6 | 71,3 | 73,15 69,1 75,6 | 61,5
Dl B-D-Galp-(1— 4,44 | 3,55
103,7
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A fragé@o Fy g foi analisada por espectrometria de massa - ESI-MS (modo

negativo), obtendo-se, como mostrado no espectro (Figura 14), o pico do ion
molecular de massa 341,2 m/z, correspondente a2 m/z de duas unidades de
hexoses e um pico com massa de 179 m/z, corresponde a uma unidade de
hexose (- 1 hidrogénio). A partir deste espectro pode-se mostrar também a pureza
desta fragdo e a presenca de um dissacarideo, confirmando os dados obtidos na

analise em HPLC e das analises de RMN.
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Figura 14: Espectro de espectrometria de massa - ESI-MS da fragao Fy ga.
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A partir dos resultados obtidos para a fragdo Fggo, concluiu-se que esta
fracado corresponde ao dissacarideo B-D-Galp-(1—6)-D-Galp-, sendo idéntica a
fragado Fg g3, em virtude de apresentar:

1) A galactose como monossacarideo constituinte;

2) Riact proximos ou idénticos, calculados em diferentes solventes;

3) Um perfil semelhante em HPLC, com um pico principal com tempo de retenc¢ao
em 31,3 minutos, correspondendo a 90% da amostra total;

4) Um espectro de RMN-"H idéntico, mostrando na regido de préton anomérico os
sinais para as unidades redutoras de o-D-Galp, em & 5,27 (J 4,0 Hz), e de B-D-
Galp, em 6 4,60 (J 8,0 Hz). E para unidade nao-redutora os sinais em § 4,45 (J
8,0 Hz) e 4,44 (J 8,0 Hz),;

5) Um espectro de espectrometria de massa - ESI-MS (modo negativo) idéntico,

tendo como principais picos de ions massa de 341,2 m/ze 179,0 m/z.
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4.1.4 Caracterizacao estrutural da Fracao Fy 79 0.70

O perfil do cromotograma obtido peia analise em HPLC da Fragdo Fg79

0,70 na forma 2-aminobenzamida derivado, apresentou dois picos principais, com

tempo de retenc@o (em minutos) em 34,5 e 36,2, correspondendo a 21% e 65%,

respectivamente, da fragao analisada, como mostrado na Figura 15.

2-AB
189
!
]
36,2
J
w
3
i

] L__.._MMKJL__.LM

Figura 15: Perfil de eluicdo* obtido em HPLC da fragao Fg 79 ¢ 0,70 na forma do

derivado 2-aminobenzamida.

* tempo de retengao em minutos; 2-AB livre.
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A determinagdo da composicdo monossacaridica desta fragao nao foi
realizada, em virtude, do seu perfil cromatografico, o qual apresentou-se como
duas manchas em CP e TLC-celuiose (solvente n-butanol:piridina:agua, 1:1:1).
Pelos dados obtidos no HPLC e pelos R, obtidos em CP e TLC celulose,
poderia-se afirmar que esta fragédo era heterogénea.

A andlise da fracdo Fg 79 ¢ 0.70, POT espectroscopia de RMN-'2C (Figura 16),
mostrou um espectro com 0s maiores sinais idénticos ao do obtido para o
dissacarideo a-L-Rhap-(1—4)-0f-D-GlcpA, isolado e caracterizado por DELGOBO
et al. (1998), a partir do exsudato vegetal de Anadenanthera colubrina. A
caracterizagao estrutural deste dissacarideo foi realizada pela técnica de RMN,
utilizando os espectros de '°C, 'H, COSY, TOCSY, HMQC, ROESY e HMBC e

também, a partir dos dados obtidos na caracterizacao estrutural do trissacarideo
o-L-Rhap-(1—4)-B-D-GlcpA-(1—6)-0-D-Galp (DELGOBO et al., 1998).

O espectro de RMN-'3C (Figura 16), apresentou na regido de C-1, 3 sinais,
indicando a presenca de um dissacarideo, em & 101,1, 96,3 (>) e 92,4 (<),
assinalados para a-L-Rhap, B-D-GlcpA e a-D-GlcpA, respectivamente.

Os sinais em campo mais baixo, da regiao de C-2 a C-5 foram assinalados
para C-4 da unidade redutora de off-D-GlcpA, em 6 80,0 (o, <) e em 79,6 (B, >),
indicando ligagao do tipo (1—4). Para esta unidade, foram assinalados os sinais
para o anémero o, em & 72,0 (C-2), em 71,8 (C-3), em 72,3 (C-5). Para o
andmero B, foram assinalados os sinais em & 74,8 (C-2), em 74,7 (C-3) e em 76,8
(C-5). O sinal em & 1744 foi atribuido para COOH (C-6) da unidade de GicpA,

porém nao estd mostrado no espectro (Figura 16).
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Figura 16: Espectro de RMN-'°C (125 MHz) da fragao Fg 79 ¢ 0,70, em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em § ppm.
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Para unidade terminal de a-L-Rhap foi assinalado, em campo mais alto do
espectro, o sinal caracteristico para C-6 (CHz) em 6 16,8. Os sinais da regiao de
C-2 a C-5 foram assinalados, em § 70,7 (C-2), 70,4 (C-3), 72,3 (C-4) e em 69,4
(C-5). Tem-se sobreposicao dos sinais para de C-4 da ramnose e C-5 da unidade

redutora o, também por DELGOBO et al. (1998).

O sinal em & 20,5 corresponde ao grupo metila do AcO’, utilizado como
padrao interno.

No espectro de RMN-'3C, observa-se a presenca de alguns sinais, com
menor intensidade, em o 76,5; 76,0; 74,4; 73,0; 72,4; 72,2; 72,1, 71,7 e 68,9, 0s
quais nao foram assinalados. Estes sinais confirmam, novamente que esta fragdo
nao apresentava-se homogénea, como verificado por CP e HPLC. Apesar da
heterogeneidade desta fragdo, 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 protons, pelo espectro de correlagao do tipo HMQC.

No espectro de RMN-"H desta fragao (Figura 17), observa-se os sinais, de
H-1, para as unidades redutoras de D-GlcpA, em § 5,24 (J 3,2 Hz), para anémero
o e em 04,64 (J 6,4 Hz), para o andomero . Para unidade terminal de a-D-Rhap o
sinal em & 4,73 (J 0 Hz). Em campo alto, tem-se o sinal em & 1,25 (J 5,2 Hz),

correspondente ao H-6, desta unidade (ndo esta mostrado no espectro).
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= — DOH

—-4,73; 0 Hz
3 4,64; 8,0 Hz

3 5,24; 3,2 Hz

o T

Figura 17: Regiao de H-1 do espectro de RMN-"H (500 MHz) da fracédo Fg 79 ¢ 0,70,

em D,0, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em 8 ppm.

O espectro RMN-'H bidimensional de correlagdo do tipo TNDQFCOSY,
(Figura 18), pode-se assinalar os deslocamentos de H-2 das unidades redutoras
de o-D-GlcpA, partindo-se de H-1 em § 5,24 (na diagonal central) tem-se o
assinalamento em & 3,61 para H-2. Por este espectro nao foi possivel obter os
assinalamentos dos outros prétons. Para a unidade de B-D-GlcpA, partindo de §
4,64 obtém-se o deslocamento para H-2 em § 3,31. Tem-se a correlagdo de H-2

(3,31) com o sinal em & 3,56 (H-3), e de H-3 (3,56) com o sinal em & 3,56 (H-4).
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Figura 18: Espectro de RMN de correlagdo TNDQFCOSY ['H-"H] da fragdo Fg 7ge

0,70, €m D20, a 30°C.
* Os deslocamentos quimicos estao expressos em & ppm. E: a-GlcpA; F: B-GlcpA; G: a-

Rhap-(1—
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Para unidade terminal, partindo do H-1 em & 4,73 tem-se a correlagdo com
H-2 em 6 3,94. Obtendo-se, os deslocamentos para H-3, H-4 e H-5, em & 3,78,
3,44 e 4,03, respectivamente.

Pelo experimento de RMN de correlagao 'H-"*C bidimensional, HMQC,

mostrado na Figura 19, confirmaram-se os deslocamentos até entdo obtidos, e

foram assinalados outros sinais.

Para as unidades redutoras, o deslocamento quimico para o-D-GlcpA, em &
92,4 para C-1, relaciona-se com o deslocamento para H-1 em & 5,23, e para B-D-
GlcpA, em 6 96,3 (C-1), correlaciona-se com o sinal em & 4,64 (H-1). O
deslocamento quimico em 6 101,1, correspondente ao C1 da unidade terminal de
o-ramnose, correlaciona-se com o assinalamento de H-1 em & 4,73.

Com outra regiao ampliada do espectro de HMQC, foram correlacionados
0s seguintes sinais, para unidade terminal de o-Rhap, em 6 70,7 (C-2) para 3 3,93
(H-2), em 8 70,4 (C-3) para 3,76 (H-3), em 8 72,3 (C-4) para & 3,43 (H-4), em
69,4 (C-5) para 6 4,03 (H-5).

Para unidade redutora de B-D-GlcpA, as correlagdes entre os sinais em &
74,8 (C-2) para & 3,33 (H-2), em & 74,7 (C-3) para & 3,56 (H-3), em § 79,6 (C-4)
para § 3,56 (H-4), em 4 76,8 (C-5) para & 3,75 (H-5). Tem-se sobreposicao dos

sinais de H-3 e H-4, como verificado no espectro de TNDQFCOSY.
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Figura 19: Espectro de RMN de correlagdo HMQC ['H-"°C] da fragéo Fo,79 ¢ 0,70,

em D,0O, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estdo expressos em & ppm. E: a-GlcpA; F: B-GlepA; G: a-

Rhap-(1->.
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Para a unidade o-D-GIcpA, correlacionou-se apenas o sinal do carbono O-
substituido (C-4), em § 79,9 (C-4) para & 3,56 (H-4). Esses assinalamentos
mostram, que tem-se 0 mesmo deslocamento para o H-4 das unidades de of-
GlcpA (0 3,56). A similariedade dos deslocamentos de H-4 para a unidade
redutora de &cido glucucurdnico também foi verificada por DELGOBO et al. (1998),
porém o valor atribuido foi de & 3,58. Os resultados dos experimentos de ROESY
e HMBC realizados por DELGOBO et al. (1998), contribuiram para confirmagéo da
ligagao do tipo (1—4), em virtude, da correlagao entre o H-1 da ramnose com C-4
do acido glucurdnico, mostrada no espectro de HMBC.

De acordo com os assinalamentos obtidos por RMN da fragcao Fo79 e 070,
concluiu-se sua estrutura como sendo um dissacarideo: o-L-Rhap-(1—4)-af-D-
GlcpA. Na Tabela VI, estdo relacionados os assinalamentos para fragao Fogs3

obtidos pelos espectros de RMN de *C e 'H 1D e 2D.
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Tabela VI: Assinalamentos (&6 ppm) da fragé@o Fg 79 ¢ 070 Obtidos pelos espectros de
RMN de °C e 'H

[G] [F]
o-L-Rhap-(1—4)-B-D-GicpA

[G] [E]
o-L-Rhap-(1—4)-a-D-GlcpA

Unidades H1/C1 | H2/C2 | H3/C3 | H4/C4 | H5/C5 | HB/C6 | HE’
G| o-L-Rhap-(1— 473 | 394 | 3,78 | 3,44 | 4,03 | 1,25

101,1 70,7 70,4 72,3 69,4 16,8
[El| —4)-0-D-GlcpA | 5,24 | 3,61 3,56
92,4 72,0 71,8 80,0 72,3
[F] —)4)-B-D-G|CPA 4,62 3,31 3,56 3,56 3,75

96,3 748 | 74,7 74,6 76,8

A fragcdo Fg 79 ¢ 070 foi analisada por espectrometria de massa - ESI-MS
(modo negativo), obtendo-se, como mostrado no espectro (Figura 20), um pico
principal do ion negativo molecular de massa 339,2 m/z, correspondente a m/z de
a uma unidade de &cido urénico e uma unidade de hexose. Neste espectro tem-
se também o pico com massa de 193,0 m/z, correspondendo a uma unidade de
&cido urbnico (-1 hidrogénio) e um pico de ion de massa 163,0 m/z, da unidade de
ramnose. Por esta técnica pode-se confirmar a presenca do acido urdnico nesta
amostra. A massa molecular obtida pelo espectro de ESI-MS, confirma os dados

das analises de RMN, para o dissacarideo o-L-Rhap-(1—4)-03-D-GlcpA.
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Figura 20: Espectro de espectrometria de massa - ESI-MS da fragao Fg 79 ¢ 0,70
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4.1.5 Caracterizacao estrutural da Fracao Fg 59

O perfil do cromotograma obtido pela anéalise em HPLC da fragéo Fg 50 na

forma aminobenzamida derivada, apresentou dois picos  principais,
correspondendo a 63% e 22% da fragao analisada, com tempo de retencdo em
minutos de 29,1 e 35,3, respectivamente, como mostrado na Figura 21.

2-AB
18,7
I

.

29,1

353
f

L

Figura 21: Perfil de eluicao* obtido em HPLC da fragao Fg 50 na forma do derivado

2-aminobenzamida.

* tempo de retengcao em minutos; 2-AB livre.

Pelos dados obtidos em HPLC poderia-se supor que esta fragao era
heterogénea. A determinagdo da composicdo monossacaridica desta fracao,

mostrou como principal monossacarideo constituinte a galactose (CG-EM e CP),
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porém, por CP (soivente n-butanol:piridina:agua, 1:1:1), visualizou-se a presenca
de 4&cido aldobiurbnico e é&cido urdénico (mesmo Rf do padrao de &acido

galacturdnico).

A analise da fragdo Fgs50, por espectroscopia de RMN -8C (Figura 22),
mostrou um espectro com baixa resolu¢édo, apresentando na regiao de C-1, como
principais sinais, os deslocamentos em 6 92,8, 96,8, 101,1, 102,8. Além disso,

observa-se sobreposicao de varios sinais na regiao de 6 103,5 a 103,8, sugerindo

que esta fragcao poderia ser uma mistura.

Porém, em relagdo ao espectro de RMN-'°C, ressaltando aos sinais
observados em & 92,8 (<), 96,8 (>), 101,1, 103,0, estes foram atribuidos as
unidades de o-D-Galp, B-D-Galp, o-L-Rhap, PB-D-GIcAp, respectivamente. A
padronizagao dos deslocamentos para a unidade de D-galactose redutora foi feita
de acordo com GORIN & MAZUREK (1975) e DELGOBO et al. (1998), sendo & 92,9 e
96,8, para os anbmeros o e [, respectivamente. Para os assinalamentos das
unidades de ramnose e acido glucurénico utilizou-se os deslocamentos obtidos da
fragdo Fp 79 ¢ 0,70 € Os citados por DELGOBO et al. (1998).

Com relagédo aos sinais em campo mais alto foram assinalados para
unidade terminal de o-L-Rhap o deslocamento caracteristico para C-6 (CH3) em &
16,9, além dos sinais, em & 70,7 (C-2), em 70,5 (C-3), em 72,4 (C-4), e em 69,4
(C-5).

Para unidade de B-D-GlcAp foi assinalado um pequeno sinal em & 79,7
correspondendo ao C-4 substituido. O sinal em & 20,5 corresponde ao grupo

metila do AcO’, utilizado como padrao interno.
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Figura 22: Espectro de RMN- '3C (125 MHz) da fragdo Fg 50, em DO, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em & ppm.
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No espectro de RMN-'H (Figura 23), observa-se, dentre outros sinais, os
assianlamentos para H-1, das unidades redutoras de a-D-Galp, em & 5,27 (J 3,2
Hz), e de B-D-Galp, em § 4,60 (J 6,4 Hz). Para as unidades de B-D-GIcpA o sinai
em 0 4,50 (J 6,4 Hz) e para unidade terminal de a-L-Rhap os sinais em 6 4,74 (J O
Hz). Os valores de H-2 foram assinalados pelo espectro bidimensional de
correlagao do tipo de TNDQFCOSY, obtendo-se para as unidades redutoras de
of-D-Galp os sinais em & 3,80 e 3,49, respectivamente. Para as unidades de B-D-

GlcpA e a-L-Rhap foram obtidos os deslocamentos de H-2, em & 3,36 e 3,92,

respectivamente.

— DOH

3 4,60; 6,4 Hz

— 4,74; 0 Hz

; > 4,51; 6,4 Hz

;3_ }5,27; 3,2 Hz

Ll

Figura 23: Regido de H-1 do espectro de RMN-'H (500 MHz) da fracéo Fq 50, em

D20, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estéo expressos em & ppm.
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Na Tabela VI, estao relacionados os assinalamentos obtidos para fragao

Fo.50 pelos espectros de RMN de °C e 'TH 1D e 2D.

Tabela VII: Assinalamentos (em & ppm) da fragdo Fo 50 obtidos pelos espectros de

RMN de *C e 'H
[G] (FI (Bl
a-L-Rhap-(1—4)-B-D-GlcpA-(1—6)-B-D-Galp

[G] [F] (A]
a-L-Rhap-(1—4)-B-D-GlcpA-(1—6)-a-D-Galp

Unidades H1/C1 [H2/C2] C3 C4 C5 |He/Ce| HE
[C] a-L-Rhap-(1— 4,74 | 3,94 1,25
101,1 | 70,7 | 70,5 | 72,4 | 69,4 | 16,9
[F1| >4)-B-D-GlcpA-(1— | 451 | 3,36 79,7
103,0
Bl  —6)-B-D-Galp 4,60 | 3,49
96,8
(Al —6)-a-D-Galp 5,27 | 3,80
92,8

Pelos espectros de RMN realizados, pode-se sugerir que nesta fragao

apresenta um trissacarideo semelhante ao obtido por DELGOBO et al., (1998),
caracterizado como o-L-Rhap-(1—4)-B-D-GlcpA-o-D-Galp, o qual foi isolado a
partir do exsudato vegetal de Anadenanthera colubrina. Além disso, pela
presenca dos sinais de C-1 na regido de 6 103,5 a 103,8, e de sobreposi¢cbes de

sinais na regido dos C-1 de galactose redutora, sugere-se a presenga de um
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trissacarideo de B-D-Galp-(1—6)-8-D-Galp-(1—6)-af-D-Gaip.

A espectrometria de massa - ESI-MS (modo negativo), foi utilizada como
estratégia para verificar a pureza desta fragcdo e obtencao dos picos de massa
para identificacao dos trissacarideos a-L-Rhap-(1—4)-8-D-GlcpA-oB-D-Galp e B-D-
Galp-(1—6)-B-D-Galp-(1—6)-ap-D-Galp. O resultado obtido pelo espectro de
massa (Figura 24), comprovou a heterogeneidade da fragdo. Este espectro
mostrou o pico de ion negativo molecular de massa 501,2 m/z, correspondente a
duas unidades de hexose e uma unidade de &cido urbnico, além de picos de
fragmentagédo de massa de 339,2 m/z, 195,0 m/z e 165,0 m/z, correspondentes, a
um dissacarideo (a-L-Rhap-(1—4)-0-D-GlcpA), a unidade de acido urénico e de
ramnose, respectivamente. Um pico de ion negativo molecular de massa 503,3

m/z seria correspondente ao trissacarideo de galactose.
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4.1.6 Caracterizacao estrutural da Fracao Fy 3,

O perfil do cromatograma obtido pela anélise em HPLC da Fragdo Fg 3o na

forma 2-aminobenzamida derivada, apresentou um pico principal, com tempo de

retengdo em 37,3, correspondendo a 80%, da fragao analisada, como mostrado

na Figura 25.

2-AB
18,6
H

ey

373

30{4

.

Figura 25: Perfil de eluicdo* obtido em HPLC da fragdo Fp 32 na forma do derivado

2-aminobenzamida.

* tempo de retencdo em minutos; 2-AB livre.
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Os resultados sobre a determinagao da composicao monossacaridica,
mostraram, a presenca de galactose, além de arabinose e &acido urdnico. Foi
verificada a presenca de tragos de ramnose e glucose.

A andlise da fragdo Fgap, por espectroscopia de RMN-'3C (Figura 26),
mostrou na regiao de C-1, 6 sinais principais. Os assinalamentos foram baseados
no trissacarideo o-L-Rhap-(1-—4)-B-D-GlcpA-(1—6)-ap-D-Galp, isolado por
DELGOBO et al. (1998), a partir do exsudato vegetal de Anadenanthera colubrina e
nos dados de GORIN & MAZUREK (1975).

O espectro de RMN-'°C, apresentou na regido de C-1, 6 sinais em § 103,7
e 103,6 (>) assinalados para B-D-Galp-(1—, em 103,0 para B-D-GlcpA, em 101,1
para o-L-Rhap, e em 96,8 (>) e 92,8 (<), para as unidades de B e o-D-Galp,
respectivamente. No espectro também verifica-se um pequeno sinal em § 92,7,
sugerindo a presenc¢a de o-galactose ou o-lucose contaminantie nesta fragéo.
A unidade B-D-Galp (nao redutora), apresenta dois sinais (em & 103,7 e 103,6),
que sao influenciados pela unidade redutora de galactose o e B,
respectivamente. Este efeito também foi observado na fragdo Fggs. Além disso,
estdo ausentes sinais de C-3 ou C-4 de galactose substituida. Esses
assinalamentos sugerem um tetrassacarideo como: a-L-Rhap-(1—4)-3-D-GlcAp-

(1—6)-B-D-Galp-(1—6)-af-D-Galp.
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Figura 26: Espectro de RMN - "°C (125 MHz) da fragao Fg sp, em D;0, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estdo expressos em & ppm.
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Com relagdo aos outros sinais do espectro, foi possivel assinalar para a
unidade terminal de o-L-Rhap, em campo mais alto, o sinal caracteristico para C-6
(CHgz) em & 16,9. Além dos sinais, em 6 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 DELGOBO et al. (1998) e nos assinalamentos obtidos para as fragoes
Fo,79 e 0,70 © Fo 50, anteriormente descritas.

Para a unidade de B-D-GlcpA, foram assinalados os deslocamentos em &
79,6 para C-4 O-susbstituido, 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 § 174,6 (nao mostrado no

espectro).

Para unidade de B-D-galactose, foram determinados os sinais em & 71,2
para C-2, em 73,0 para C-3, e em 69,0 para C-4. Na regiao de C-6 livre
apresenta-se os sinais em 6 63,0, 62,8, em 61,9 e em 60,6. Para fragdo F g3,
obteve-se um deslocamento para C-6 livre da galactose (nao redutora) de 61,5.

Para unidade de galactose redutora, andmero B, foram assinalados os
sinais em 6 72,3 para C-2, em 73,1 para C-3 e 74,2 para C-5. E em § 69,9 para o
C-6, o qual sofreu um deslocamento para campo mais baixo, mostrando a
presenca de ligagao do tipo (1—6) (ADINOLFI et al, 1991). Tem-se sobreposi¢ao
dos sinais para C-4 das unidades de [3-galactose nao redutora e redutora, o que
foi verificado também para a fragao Fgg3. Para o anémero o, foram assinalados
0s sinais Iem d 68,7 para C-2. Os assinalamentos para C-3, C-4, C-5 e C-6 nao

foram assinalados, em virtude de sobreposicao de sinais. Na fragdo Fg g3, foram

assinalados para C-5 e C-6, os sinais em 6 69,78 e 69,81 e para os carbonos 3 e
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4 nao definiu-se os seus respectivos sinais.

O sinal em & 20,5 corresponde ao grupo metila do AcQO’, utilizado como
padrao interno.

No espectro de RMN-"H desta fracdo (Figura 27), observa-se os sinais, de
H-1, para as unidades redutoras de o-D-Galp, em & 5,27 (J 3,2 Hz), e de B-D-Galp,
em 6 4,60 (J 6,4 Hz). Para a unidade nao redutora de B-D-Galp, observa-se os
sinais em 8 4,44 e 4,43 (J 6,4 Hz). Para unidade de B-D-GlcpA, o sinal em & 4,51
(J 6,4 Hz) e para unidade terminal de o-L-Rhap o sinal em & 4,74 (J 0 Hz). Além
disso, tem-se um sinal, em campo alto, em 4 1,25 (J 5,2 Hz), correspondente ao
H-6, desta unidade e na regiao de H-1, o sinal em & 5,41, correspondendo ao
proton anomérico de uma unidade de «-D-galactose ou «-D-glucose

contaminante, porém nao estao mostrados no espectro.
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Figura 27: Regiao de H-1 do espectro de RMN-'H (500 MHz) da fracdo Fg 32, em

DQO, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em & ppm.

Através do espectro RMN-'H bidimensional de correlagdo do tipo
TNDQFCQOSY, (Figura 28), pode-se assinalar para a unidade redutora de D-Galp,
andmero ¢, os assinalamentos em § 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 sobreposicado de sinais
nao foi possivel identificar o sinal para H-4 (na Figura 28 estédo identificadas as
respectivas correlagdes). Para o anoméro J3, obtém-se o deslocamento para H-2
em & 3,49. Para unidade nao redutora de B-D-galactose, partindo do H-1 em &

4,44 ppm tern-se a correlagao com H-2 em d 3,53.
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Figura 28: Espectro de RMN de correlagdo TNDQFCOSY ['H-"H] da fracdo Fg a2,
em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estdo expressos em & ppm. A: a-D-Galp; B: B-D-Galp; C:
—6)-B-D-Galp-(1—; F: —4)-B-D-GlcpA-(1—; G o-L-Rhap-(1—.
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Para a unidade de B-D-GlcpA, partindo de & 4,51 obtém-se o deslocamento
para H-2 em 6 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 § 4,74 tem-se a
correlagao com H-2 em & 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, estdo relacionados os assinalamentos para fragdo Fg 32

obtidos pelos espectros de RMN de '*C e 'H 1D e 2D.
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Tabela VIII: Assinalamentos (em & ppm) da fracdo Fy3, obtidos pelos espectros

de RMN de *C e 'H

[G]

[G]

[F]

[F]

(C]
o-L-Rhap-(1—-4)-B-D-GlcpA-(1—6)-B-D-Galp-(1—6)-B-D-Galp

[D]

[B]

[A]

o-L-Rhap-(1—4)-3-D-GlcpA-(1—6)-B-D-Galp-(1—6)-a-D-Galp

Unidades H1/C1 |H2/C | H3/C3 | H4/C4 | H5/C5 |HB/C6| HE
2
[GI] o-L-Rhap(1— 474 |393] 379 | 343 | 402 | 1,25
101,1 70,7 | 70,5 | 72,4 69,4 | 16,9
[F] | —4)-B-D-GlecpA-(1— | 4,51 | 3,36 | 3,57
103,0 73,7 | 74,7 79,6 76,7
[Cl1| —6)-p-D-Galp-(1— | 444e | 3,53
(D) (4,43)
1036e | 71,2 | 73,0 | 69,0
{103,7}
Al —6)-0-D-Galp 527 | 381 | 3,87 4728 | 4,04 | 3,84
92,8 68,7
[B] —6)-B-D-Galp 4,60 | 3,49
96,9 72,3 | 73,1 74,2 | 69,9

A fragdo Fpgap foi analisada por espectrometria de massa - ESI-MS,

obtendo-se o espectro de massa (Figura 29), que mostrou o pico de ion negativo

molecular de massa 663,4 m/z, correspondente a um tetrassacarideo constituido

de 3 unidades de hexoses e uma de acido urdnico. Um pico de fragmentacao de
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massa de 501,2 m/z, corresponde ao trissacarideo (menos 1 unidade de hexose).
Além de pico de fragmentagdo de massa de 339,3 m/z, 194,8 m/z e 164,9 m/z,
correspondentes, a um dissacarideo (a-L-Rhap-(1—4)-af3-D-GlcpA), a unidade de
acido urénico e de ramnose, respectivamente. Esses resultados confirmam a
presenga do tetrassacarideo o-L-Rhap-(1—4)-B-D-GlcpA-(1—6)-B-D-Galp-(1—-6)-

of-D-Galp, o qual foi caracterizado por espectroscopia de RMN.

100~ 3112
]
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% 2151
215.0., 339.3
164.9
217.0 377.3
4
297.2 2
2652 663.2
] 187.1 341.2 1379 4
2249 01 564.3
Z 269.2 871 4392 5012517.3 519.2
1 ¢ 497.2
453.1 N £59.3 589.1595.2 649.3] 689.0
0 m/z
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

Figura 29: Espectro de espectrometria de massa - ESI-MS da fra¢éo Fo 3».
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A partir da caracterizagdao quimica das fragles obtidas no sobrenadante

etandlico do exsudato de Anacardium occidentale, mostrou-se a presenca dos
oligossacarideos livres redutores: B-D-Galp-(1—6)-03-D-Galp (Fragoes Fpgs €
Fo,82); a-L-Rha-(1—-4)-03-D-GlcpA (Fragdo Fg 79 ¢ 070); o-L-Rha-(1—4)-8-D-GlcpA-
(1-6)-0B-D-Galp (Fragdo Fgs50) e a-L-Rhap-(1—4)-B-D-GlcpA-(1—6)-B-D-Galp-
(1-6)-aB-D-Galp (Fracao Fy 30).

Na Figura 30 estdo representadas as estruturas quimicas dos

oligossacarideos livres redutores caracterizados.
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Figura 30: Estruturas quimicas dos oligossacarideos livres redutores presentes no
exsudato vegetal de A. occidentale.
A: B-D-Galp-(1—6)-af-b-Galp; B: o-L-Rha-(1—4)-08-D-GlcpA; C: o-L-Rha-(1—4)-B-D-GlcpA-(1—6)-

of-D-Galp; D: a-L-Rhap-(1—4)-B-D-GlcpA-(1—6)-$-b-Galp-(1—6)-af-D-Galp.
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A presenca de carboidratos de baixa massa molecular em exsudatos néao
tinha sido descrita ou investigada, provavelmente em virtude do método utilizado
para a obtencao dos polissacarideos, sendo que o sobrenadante etandlico era
descartado (ANDERSON & BELL, 1975; RODRIGUES et al, 1993; DE PAULA et al.,
1995).

Porém, recentemente, DELGOBO et al. (1994) e DELGOBO et al. (1998),
descreveram a presenca de monossacarideos livres (0,6% de ramnose, 4,7% de
arabinose, 0,1% manose e 0,8% de galactose), e oligossacarideos livres
redutores no exsudato vegetal de Anadenanthera colubrina, como o trissacarideo,
o-L-Rhap-(1—4)--D-GlcpA-(1—6)-0-D-Galp. Além disso, verifica-se a presenga
de outras 11 fracdes de baixo massa molecular com Rfs diferentes, as quais, a
maioria apresentam arabinose na sua composi¢ao. Os autores sugerem que 0s
mono- e oligossacarideos nao seriam originados a partir da autohidrélise da
goma, mas poderiam ser formados como produtos de biossintese do
polissacarideo ou de enzimdlise in situ da goma. Além disso, a caracterizagcao
estrutural desses oligossacarideos contribui na caracterizagao estrutural do
polissacarideo, que neste caso é altamente complexo e ramificado (DELGOBO et
al., 1998).

A presenca dos mono- e oligossacarideos no exsudato de Anacardium
occidentale poderia ser explicada, como resultado: 1) de autohidrdlise a partir do
polissacarideo; 2) de produtos intermediarios da biossintese do polissacarideo; 3)
de produtos formados a partir da acao de hidroxilases enddgenas; 4) da agao de

hidrolases exdgenas, de origem microbiana ou de insetos, que estariam em
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contato com o tecido vegetal. A confirmacgao destas hipdteses poderia concluir
qual a origem dos mono- e oligossacarideos livres presentes no exsudato do
cajueiro.

Porem, com relacao, a autohidrdlise in situ da goma fracamente acida (pH
5,5), seria pouco provavel, considerando a resisténcia das ligagdes piranosidicas
em temperaturas ambientais. Outras hipéteses mais provaveis, seriam que estas
moléculas sejam produtos de intermedidrios biossintéticos ou formados pela agéo
de hidrolases enddgenas ou exdgenas.

Um ponto importante a considerar € a relagdo entre as estruturas quimicas
dos oligossacarideos e as cadeias laterais do polissacarideo presente na goma.

Os resultados que se seguem mostram a caracterizacao do polissacarideo
do cajueiro de origem brasileira, podendo assim inferir sobre a origem dos mono-

e oiigossacarideos livres redutores.
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4.2 POLISSACARIDEO NATIVO DO EXSUDATO VEGETAL DE Anacardium

occidentale L. (CAJUEIRO)

4.2.1 Obtencao do polissacarideo presente no exsudato vegetal de A.

occidentale

Os exsudatos vegetais sao, geralmente, soliveis em agua e por isso, seus
polissacarideos podem ser obtidos por processos simples de isolamento, como
por exemplo, éxtrac;éo aquosa com posterior precipitacdo etandlica. Esta
facilidade, pode estar relacionada, principalmente, ao fato de que estes
polissacarideos nao estariam associados a outros polimeros constituintes da
parede celular vegetal (ASPINALL, 1982b; STEPHEN, 1983).

Dentre os procedimentos para isolamento de polissacarideos oriundos de
exsudatos descritos na literatura (ANDERSON et al., 1974; RODRIGUES et al., 1993),
optou-se neste trabalho em utilizar a metodologia descrita por DELGOBO (1993),
com algumas modificacdes, em que o exsudato vegetal de A. occidentale foi
solubilizado em agua, filtrado e submetido a precipitagao etandlica (3 x volume de
etanol). O precipitado foi ressuspenso em agua, dialisado e liofilizado. O etanol
atua como agente desidratante, promovendo a insolubilidade do polissacarideo,
precipitando-o. A proporcao de alcooliagua utilizada na obtengdo de
polissacarideos por precipitagdo etandlica é importante afim de evitar a
coprecipitacao de proteinas (RINAUDO, 1993). A precipitacao etandlica e o
esquema de obtengdo do polissacarideo estdo demonstrados nas Figuras 31 e

32. A partir deste procedimento obteve-se um rendimento de 80% de
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polissacarideo, o qual foi semelhante a dos outros procedimentos descritos na
literatura (ANDERSON et al., 1974; RODRIGUES et al., 1993). E importante ressaltar
que este método permite obter os carboidratos de baixa massa molecular,
presentes no sobrenadante etandlico, os quais, também, foram objeto de estudo

deste trabalho.

GOMA DE_ CAJUEIRO
PRECIPITACAO ET ANOLICA

.

o

GOMA DE CAJUEIRO
PRECIPITAGAO ETANOLICA

\ T

Figura 31: Precipitagdo etandlica do exsudato vegetal de Anacardium occidentale.

O teor de umidade foi determinado tanto para a goma como para o
polissacarideo do cajueiro, de acordo com o0 método descrito por SMITH, R.J.
(1964), obtendo-se 15% e 10%, respectivamente, resultados similares ao
encontrado para a goma e polissacarideo de cajueiro de outras origens
(ANDERSON et al., 1974; LEON DE PINTO et al., 1995; COSTA et al., 1996).

O polissacarideo obtido apresentou um conteudo de proteina de 0,5%,
idéntico ao encontrado por MARQUES & XAVIER-FILHO (1991) para a goma de
cajueiro (origem brasileira - Ceara), que foi inferior ao encontrado para o
polissacarideo do cajueiro de outra regides geograficas. O conteudo de proteina

determinado para o polissacarideo do cajueiro de outras regides geograficas foi
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de 2,80% (india) (ANDERSON et al., 1974), 1,0% (Nova Guiné) (ANDERSON et al.,
1974), de 0,94% (Venezuela) (LEON DE PINTO et al., 1995) e 1,19% (Brasil - Ceara)
(CosTA et al., 1996). De maneira geral, o contetdo de proteina encontrado para o
polissacarideo do cajueiro pode ser considerado muito pequeno, comparando-se
ao encontrado para outras gomas como de Acacia hebeclada (53 a 56%)
(ANDERSON & FARQUHAR, 1979) e Acacia torulosa (42%) (ANDERSON & GILL, 1975).

Abaixo estao descritos outros procedimentos, citados na literatura, para o
isolamento do polissacarideo presente no exsudato vegetal de A. occidentale de
diferentes regides geogréficas.

ANDERSON et al. (1974) utilizaram o procedimento mais simples para
obtencdo do polissacarideo do exsudato de A. occidentale (espécies indiana e
papuana), o qual corresponde a solubilizagdo da goma a 10% p/v em agua, com
posterior, filtragdo, didlise em agua e liofilizagao. Para este procedimento obteve-
se um rendimento de 80%. O procedimento utilizado por LEON DE PINTO et al.
(1995) para obtencao do polissacarideo de cajueiro de origem venezuelana foi o
mesmo descrito por ANDERSON et al. (1974), porém, nao foi comentado o
rendimento obtido.

RODRIGUES et al. (1993) descreveram o procedimento para a obtengéo do
polissacarideo do exsudato de A. occidentale (Pacajus-CE), no qual, a solugao de
goma a 4% (p/v) neutralizada com NaOH aquoso e filtrada, foi precipitada com
etanol, sendo que o polissacarideo (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.

CosTA et al. (1996) propuseram um método para purificagdo de exsudatos



128

naturais, na tentativa de obtencao de uma goma de elevado grau de pureza e
totalmente na forma de sal de sddio, utilizando-se da goma de A. occidentale
(EMBRAPA - Pacajus-CE) como substancia-teste. Apds a etapa de isolamento
(anteriormente descrita), a goma isolada foi submetida a primeira etapa de
purificagdo, tendo como objetivo substituir os cétions presentes na goma por Na*,
e além disso retirando possiveis impurezas ainda presentes. Para isso, a solugao
de goma isolada a 4% (p/v) em agua adicionou-se 5 g de NaCl por 100 mL, e
posteriormente, esta foi submetida a precitagao etandlica. Para retirar o excesso
de NaCl que precipitou com a goma na primeira purificagao, foi realizada uma
segunda etapa de purificagédo, utilizando uma solugdo de goma em &agua a 3%
(p/v), que foi submetida as mesmas etapas citadas para o processo de
isolamento. Apés a segunda etapa de purificacdo, a goma foi submetida a
cromatografia de troca-idnica (Amberlite IR-120 H”). A troca dos ions H* por Na*
da coluna foi previamente feita pela eluicao de uma solugdao de NaCl 1M. A
solugcao de goma na forma de sal de Na*, oriunda da coluna foi liofilizada,
posteriormente (COSTA et al., 1996). Em cada estagio de purificagao descrito,
foram avaliadas caracteristicas como rendimento, teor de umidade, cinzas,
percentuais de nitrogénio, de proteina e de acidos urdnicos, viscosidade
intrinseca, bem como analise das amostras em GPC. De acordo com os autores
(CosTA 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 sddio. Além disso, ocorreu pequena diminuigao
tanto no teor de proteina (de 1,75 para 1,06 %), como na massa molecular média

em massa (M) (de 6,5 x 10* para 5,0 x 10%) (CosTa et al., 1996).
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DE PAULA et al. (1998), utilizando o exsudato de A. occidentale (Pacajus-
CE), isolaram o polissacarideo de acordo com o método descrito por ANDERSON et
al. (1974), porém a solugédo da goma foi neutralizada para pH 6,0, com adicao de
NaOH aquoso, e obtiveram um rendimento de 65%. Posteriormente, foi realizado
um fracionamento com um sistema solvente/nao solvente, sendo o polissacarideo
isolado (5,0 g em 500 mL), precipitado com etanol, sob agitacao, a 25°C até que a
solugdo tornou-se turva, e, subsequentemente, sem agitagdo, a temperatura foi
elevada até 40°C. Apds a solugdo estar limpida, a temperatura foi alterada
novamente para 25°C. O precipitado foi removido apés 18 horas, e iiofilizado. A
fase liquida foi novamente submetida a precipitagdo etandlica, como descrito
acima. A partir deste fracionamento, utilizando agua/etanol como um sistema
solvente/nao-solvente, obteve-se 22 fragdes, as quais foram analisadas por GPC,
difusdo de luz e coeficiente de sedimentagao.

Na Figura 32 esta representado, esquematicamente, os diferentes métodos
de obtencao do polissacarideo presente no exsudato vegetal de A. occidentale,

descritos acima.
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A GOMA BRUTA B GOMA BRUTA
a 20% (p/v) em agua a 10% (p/v) em &gua
l Filtragao l
PRECIPITACAO Filtragao, didlise e
ETANOLICA liofilizacao
(3 x volume)
Filtracao i’

Polissacarideo
(goma isolada)

| Sobrenadante | Precipitado 80% rendimento e
- 54% rendimento *
¢ liofilizagao Didise,
liofilizagao
Carboidratos de baixa

massa molecular Polissacarideo

80% rendimento

C GOMA BRUTA D GOMA BRUTA
a 4% (p/v) em agua, a 10% (p/v) em &gua,
neutralizada com NaOH pH 6,0 (NaOH aquoso)

y Filtragao v

Filtragao, dialise e
PRECIPITACAO liofilizagao
ETANOLICA
Filtragao i

Polissacarideo
nao fracionado

Precipitado 65% rendimento
¢ l lavagem e

[ Descartado | secagem

Polissacarideo
(goma isolada)
78% rendimento

Figura 32: Descricdo dos diferentes métodos para obten¢do do polissacarideo
presente no exsudato vegetal de A. occidentale.
A) DELGOBO (1993) com modificacdes; B) ANDERSON et al. (1974); ANDERSON & BELL

(1975)*; LEON DE PINTO et al. (1995). C) RODRIGUES et al. (1993); DE PAULA & RODRIGUES
(1995); COSTA et al. (1996); D) DE PAULA et al. (1998).
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4.2.2 Homogeneidade e determinacao da massa molecular da fracao

polissacaridica do exsudato vegetal de A. occidentale

A determinagao das massas moleculares ponderais médias em massa (M)
e em numero (M,), bem como a homogeneidade da fragao polissacaridica de A.
occidentale, anteriormente, foi verificada por cromatografia de exclusao estérica
(SEC), acoplada a multidetectores. Este método possibilita a determinacdo de
valores absolutos da massa molecular média em massa (M,,) (BILLMEYER, 1962)
sendo considerado um método valido para caracterizar polissacarideos em uma
larga faixa de massas moleculares (RINAUDO, 1993). Obteve-se, valores para
massa molecular média em massa (M), de 1,12 x 10> (+ 0,03), e para a massa
molecular média em ndmero (M,) de 9,62 x 10* (+ 0,3). A razdo My/M,, calculada
foi de 1,165 + 0,045, sugere um polimero com baixo grau de polidispersidade,
proximo a 1,0 (BiLLMEYER, 1971). O perfil de eluicao do polissacarideo obtido do
exsudato de A. occidentale esta mostrado na Figura 33, indicando a auséncia de

agregados moleculares, podendo ser considerado um sistema homogéneo.
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Figura 33: Perfil de eluicdo do polissacarideo do exsudato vegetal de A.
occidentale, obtido pela cromatografia de exclusdo estérica (SEC), usando

detectores de difusao de luz (LS) e indice de refracao (RI).

Abaixo estao descritos outros resultados, relatados na literatura, sobre
determina¢ao da homogeneidade e da massa molecular ponderal média da fracao
polissacaridica presente no exsudato vegetal de A. occidentale de diferentes
regioes geograficas.

ANDERSON et al. (1974), utilizando a goma de cajueiro de origem indiana e
papuana, determinaram a massa molecular (Bio-Gel A-15M; solvente NaCl 1 M),
obtendo-se os valores de My, de 2,6 e 1,8 (x 10°) para as respectivas espécies.
Além disso, examinaram amostras (origem indiana) liofilizadas e armazenadas em
diferentes tempos, e verificaram que ocorreu uma variagao da massa molecular

média (por difusdo de luz) variando de 1,53 x 10°, 4,50 x 10° e 5,0 x 10°,
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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-agregagao, como ocorre para os exsudatos
do género Acacia, bem como para amostras com baixo contelido de &cido
urdnico.

ANDERSON & BELL (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-iénica e ultracentrifugacao. Em todos os métodos, observaram a presenca
de um sistema formado por um Unico componente, considerando a goma de A.
occidentale como um sistema homogéneo. Este comportamento foi similar, ao
descrito para outras gomas do género Acacia (ANDERSON et al., 1966a; ANDERSON
et al., 1968, ANDERSON & MUNRO, 1970), e da goma de Lannea humilis
(ANDERSON & HENDRIE, 1972). Porém, pelos resultados de cromatografia em
peneira molecular (Bio-Gel A5m), verificaram a presenca de um grande e largo
pico simétrico eluido com volume de 56 mL, além de um pequeno pico eluido no
volume morto, o qual concluiram que seria devido a presenca de agregados
moleculares (ANDERSON & BELL, 1975).

DE PAULA & RODRIGUES (1995) relataram que pelo perfil de GPC (em FPLC,
com detector de UV-1 e densitdtmetro - PAAR-DMA-60/602) da goma de A.
occidentaie (origem brasileira, Pacajus-CE) em NaCl 1M, um comportamento de
um sistema heterogéneo. Os autores citaram que este comportamento foi similar
ao encontrado para goma ardbica (Acacia senegal - Sudan) realizado por

VANDEVELDE & FENYO (1985). O cromatograma de GPC apresentou trés (3) picos,
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denominados de A, B, e C. Os autores concluiram que o pico A, tnico detectavel
por ultravioleta, seria uma fracdo formada por um complexo polissacarideo-
proteina (arabinogaiactana-proteina), que corresponde a 6% da goma isolada. Os
picos B (rendimento 42%) e C (rendimento 52%) correspondem ao poiissacarideo
com diferentes massas molecular. A massa molecular aparente determinada foi
de 9 x 10°, 3,2 x 10*, 1,6 x 10*, para os picos A, B, e C respectivamente. Esses
resultados foram semelhantes aos descrito por COSTA et al. (1996), para o
polissacarideo do cajueiro (origem brasileira - Pacajus-CE).

DE PAULA et al. (1998) determinaram a massa molecular do polissacarideo
de A. occidentale (origem brasileira - Pacajus-CE) e das frages obtidas apds o
fracionamento da goma isolada por GPC com detector de refratémetro diferencial
e de difusdo de luz. O polissacarideo nao-fracionado apresentou dois principais
picos no cromatograma, com picos de massas molares (M,,) de 2,8 x 10* e 6,7 x
10%, além de tracos de um pico de alta massa molecular (M > 5 x 10°), o qual foi
atribuido como um complexo polissacarideo-proteina. A massa molecular média
em massa (My) atribuida por GPC com detector de indice de refragao foi de 9,5 x
10* e a calculada por GPC com detector de difusao de luz foi de 1,13 x 10°. A
massa molecular média em numero (My) calculada por GPC com detector de
difusdo de luz foi de 4,5 x 10*. Os autores (DE PAULA et al., 1998) estimaram a M,
por espectroscopia de RMN, obtendo-se o valor de 2,1 x 10*, assumindo somente
uma unidade de galactose redutora por molécula e considerando a intensidade
dos sinais destas unidades, em relagao, a intensidade total dos sinais dos outros
carbonos anoméricos. A discrepancia encontrada entre os valores de M, por GPC

e RMN é explicada pelos autores (DE PAULA et al., 1998), considerando que a
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distribuicdo do pico de baixa massa molecular (2,1 x 10% representa moléculas
unicas de polissacarideo (uma extremidade redutora), enquanto que o pico de alta
massa molecular (4,5 x 10% representa “clusters” de moléculas (varias
extremidades redutoras por “clusters’), os quais estdo fisicamente ou
quimicamente ligadas.

Relacionando o método de obtencao da fragao polissacaridica e os
resultados obtidos na determinagdo da homogeneidade e da massa molecular,
neste trabalho obteve-se um perfil de um sistema homogéno por SEC, utilizando o
método A (Figura 28). O perfil de um sistema homogéneo do polissacarideo
obtido pelo método B, foi verificado, também por ANDERSON et al. (1974) para
amostras imediatamente liofilizadas, em cromatografia de peneira molecular (Bio-
Gel A15M) e por ANDERSON & BELL (1975) pelos quatros sistemas utilizados.
Porém, os resultados obtidos por ANDERSON & BELL (1975), em cromatografia de
peneira molecular (Bio-Gel A5m) mostraram a presenca de agregados
moleculares. Com relagdao, aos valores de massa molecular ponderal média
obtida para os polissacarideo de origem indiana (2,6 x 10°) e papuana (1,8 x 10°)
(ANDERSON et al. (1974), foram semelhantes ao encontrado para a espécie
brasileira de procedéncia de Caruaru (PE) (1,12 x 10°), ambos determinados por
difuséo de luz.

Os resultados encontrados por DE PAULA & RODRIGUES (1995) e COSTA et
al., (1996), os quais utilizaram o método C de obtencdo do polissacarideo,
também verificaram um perfil de um sistema heterogéneo em GPC, porém
concluiram que o pico de maior massa molecular era devido a presenca de um

complexo arabinogalactana-proteina. Os resultados de GPC do polissacarideo
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nao fracionado descritos por DE PAULA et al. (1998), foram semelhantes aos dos
autores citados (DE PAULA & RODRIGUES, 1995; COSTA et al., 1996), apesar de
utilizarem o método D para obtengéo do polissacarideo. Os valores de massa
molecular ponderal média descrito por DE PAULA & RODRIGUES (1995) e COSTA et
al., (1996) foi de 6,5 x 10* (por desitometria) e o descrito por DE PAULA et al.
(1998), foi de 9,5 x 10* (por detector de indice de refragdo) e de 1,13 x10° (por
difusao de luz).

A Tabela IX compara os resultados obtidos, com relagdo, a
homogeneidade, a determinagao da massa molecular média ponderal em massa
(Mw) e da concentracdao de proteina da fracdo poiissacaridica presente no

exsudato vegetal de A. occidentale de diferentes regides geograficas.
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Tabela IX: Comparagao dos resultados obtidos, com relagédo, a homogeneidade, a
determinagdo da massa molecular média ponderal em massa (M) e da [proteina]
da fracdo polissacaridica presente no exsudato vegetal de Anacardium

occidentale de diferentes regides geograficas.

Fragao polissacaridica Tipo de Tipo de sistema My {proteina]
do exsudato vegetal do meétodo de (%)
Anacardium occidentale  obten¢ao
- Regido geogrifica - utilizado
Brasil (Caruaru-PE) ® A homogéneo "1,12x10° ?0,50
(unimodal)
india ® B P homogéneo  “26x10°  ©2,80
(unimodal)
Nova Guiné ° B ®'homogéneo  “1.8x10°  ©1,00
(unimodal)
Brasil (Pacajus-CE) © C ® heterogéneo  ©®6,5x10° 1,13
(trimodal)
Brasil (Pacajus-CE) ¢ D ® heterogéneo 9,5 x 10* -
(trimodal) ®113x10°

® dados da presente tese, ") por GPC acoplado a detector de indice de refracao e
difusao de luz (SEC);

° ANDERSON et al. (1974), ® homogéneo pelos quatros sistemas descritos no texto,
porem por cromatografia de peneira molecular mostrou-se a presenca de agregados
moleculares, ¥ por difusao de luz;

° DE PAULA & RODRIGUES (1995); COSTA et al. (1996), ® por GPC acoplado a
densitdmetro;

YDE PAULA (1998), " por GPC acoplado a detector de indice de refragdo, ® por GPC
acoplado a difusao de luz;

@ O contetido de proteina foi dosado pelo método de BRADFORD (1976) e © pelo
método de KJELDAHL (N x 6,25).
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4.2.3 Caracterizagao estrutural do polissacarideo obtido do exsudato vegetal

de A. occidentale

4.2.3.1 Determinagao da composicao monossacaridica do polissacarideo

nativo do exsudato vegetal de A. occidentale

O polissacarideo do exsudato vegetal de A. occidentale (Caruaru-PE), foi
caracterizado, primeiramente, em relacao a sua composicdo monossacaridica.
Este polissacarideo é constituido por ramnose, arabinose, xilose, galactose,
glucose e acido glucurénico na proporgao molar de 2:4:1:82:6:5. A Tabela X
apresenta a composicao ménossacaridica sugerida para o polissacarideo do
exsudato vegetal de Anacardium occidentale obtido de diferentes regides
geograficas.

Em relagao a esses dados, o polissacarideo de origem brasileira apresenta
menos arabinose e ramnose, além de maior conteudo 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 relacdo ao
polissacarideo de origem brasileira (Pacajus-CE), este apresenta maior conteudo
de glucose (14%) (De PAULA & RODRIGUES, 1995; DE PAULA et al., 1998), do que o
de Caruaru (PE) (6%).

Em relacao a composicao monossacaridica, observou-se diferengcas mais
pronunciadas, comparando-se com polissacarideo do cajueiro de origem
venezuelana estudado por LEON DE PINTO et al (1995), que apresentou-se

constituido por 7% de ramnose, 31% de arabinose, 1% de xilose, 49% de
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galactose, 4% de manose e 8% de acido urénico, nao constatando a presenga de

glucose.

Tabela X: Composicdo monossacaridica do polissacarideo do exsudato vegetal

de Anacardium occidentale obtido de diferentes regioes geograficas

Composicao em moles % do polissacarideo

Monossacarideo  Brasil  india® Papua® Venezuela Brasil Brasil
constituinte (PE) (®) (CE)©® (CE)@
4-O-metil GlcpA 19@  120@ + @
4cido glucurdnico 50M 4308 450 8,0® 6,3% 450
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

™ método do m-hidroxi-bifenil (BLUMENTRANZ & ASBOE-HANSEN, 1973); ® Dosagem
de grupos metoxil, por infravermelho; ¥ determinagéo do contelido de acido urénico
total por infravermelho; ¥ a presenca do derivado 4-O-metil-GlcpA foi verificada pelo
espectro de RMN-'3C; ) método de titulagdo conductométrica.
® ANDERSON et al. (1974); ® LEON DE PINTO et al. (1995); ‘ DE PAULA & RODRIGUES

(1995); “ DE PAULA et al. (1998).
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Com relagdo, a composicao monossacaridica dos polissacarideos do
exsudato do cajueiro, existiram diferencas, porém, seria importante salientar, que
nos trabalhos relatados, utilizaram-se diferentes metologias para quantificagao
dos monossacarideos. No presente trabalho, a metodologia utilizada foi a CG-EM.
A CG-EM é uma técnica sensivel, podendo ser analisadas quantidades sub-
nanomolares de carboidratos, bem como, esta sujeita a menos interferéncias,
como por exemplo, sais ou proteinas. Entretanto, nesta técnica é fundamental a
preparagdo de derivados volateis de carboidratos (CHAPLIN, 1994). DE PAULA &
RODRIGUES (1995), utilizaram a metodologia de cromatografia liquida de alta
resolugao (HPLC). DE PauLA et al. (1998), realizaram a andlise da composigcao
monossacaridica por cromatografia liquida gasosa (GLC), porém, na auséncia
dos espectros de fragmentacao de massas dos acetatos de alditis. ANDERSON et
al. (1974) quantificaram os monossacarideos por cromatografia de particio em
papel. LEON DE PINTO et al. (1995) separaram 0s monossacarideos por
cromatografia de particao em papel preparativa (Whatman n°3), com posterior
eluicdo e determinagdo da composicdo monossacaridica pelo método
espectrofotométrico para acucares totais descrito por DuBoIs et al. (1956). A
cromatografia de particdo em papel e a dosagem de agucares totais (DuBoIs et
al., 1956) podem ser consideradas técnicas imprecisas para a determinagcao de
composicdo monossacaridica. Porém, pode-se ressaltar, que os dados de
composi¢cao monossacaridica do polissacarideo do cajueiro (origem indiana)
obtidos por ANDERSON et al. (1974), sdo concordantes com os resultados da
analise de metilacao deste polissacarideo realizado por ANDERSON & BELL (1975)

(ver pagina 145).
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Outro aspecto relevante a ser comentado, seria sobre a presenca do
derivado 4-O-metil glucurdénico, o qual foi verificado nos polissacarideos de
cajueiro de origem indiana e papuana (ANDERSON et al., 1974; ANDERSON & BELL,
1975) e de origem venezuelana (LEON DE PINTO et al, 1995). Para o
polissacarideo de origem indiana, ANDERSON et al. (1974) relataram que este
contém &acido glucurdnico (4,3 %) e menor quantidade do seu derivado 4-O-metil,
considerando-se: (1) as dosagens de acido urénico total e de grupos metoxil por
infravermelho e (2) os resultados obtidos por ANDERSON & BELL (1975), os quais
isolaram dois &cidos aldobiurdnicos: 6-O-B-D-glucopiranosil(acido urdnico)-D-
galactose (principal componente) e o 6-O-(4-O-metil-B-D-glucopiranosil Aacido
urdénico)-D-gaiactose (menor componente). ANDERSON & BELL (1975), relataram
que para o acido aldobiurénico (menor componente) nao obteve-se quantidade
suficiente para completa caracterizagdo, sendo que sua identificagido foi baseada
pelo seu Rf (em cromatografia de particao em papel), o qual foi idéntico a um 6-O-
(4-O-metil-B-D-glucopiranosil acido urdnico)-D-galactose (padrao).

Para o polissacarideo de origem venezuelana (LEON DE PINTO et al., 1995) a
presenca do derivado 4-O-metil glucurdnico foi verificada pelo espectro de RMN-
'3C (sinal em § 60,1, para C-4) (ver pagina 153).

KAPOOR et al. (1991) estudaram o polissacarideo do exsudato vegetal de
Acacia nilotica, de 8 regides geograficas diferentes. Foram analisados varios
aspectos como, a determinacao da rotagdo otica, dos monossacaridicos
constituintes, da concentracdo de proteina, e da viscosidade intrinseca, além da
andlise estrutural por espectroscopia de RMN-'3C. Todas as amostras estudadas

apresentaram diferencas nos aspectos analisados, porém, com caracteristicas
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estruturais de arabinogalactanas. Esses autores, relataram que fatores
ambientais, como as condi¢bes climaticas, composi¢ao do solo e outros fatores

do habitat possam influenciar na composi¢cao do polissacarideo.

4.2.3.2. Determinacdo da configuracao absoluta dos constituintes

monossacarideos do polissacarideo nativo e da sua rotacao oética especifica

Para a determinagdo da configuragdo absoluta dos componentes
monossacaridicos, o polissacarideo nativo do cajueiro foi submetido a hidrdlise
acida total (em TFA 2M) obtendo-se um residuo cristalizado, o qual foi analisado
por espectroscopia de RMN de '°C e polarimetria. O resultado do espectro de
RMN-"°C, mostrou a presenga de af-galactose. A rotacdo especifica obtida foi de
[o)p®>” +134° (valor inicial) até um valor constante de +79° (80 s), correspondente
ao enantidmero D (GORIN & MAZUREK, 1975; PIGMAN & ISBELL, 1968).

O sobrenadante resultante do processo de cristalizacao foi fracionado por
cromatografia de particao em celulose, e a eluicao foi feita com acetona e
acetona:agua (10:1, v/v). As fragdes obtidas foram analisadas por RMN -'°C e na
forma de derivados acetatos dos seus (-)-2-octilglicosideos por CG-EM. A analise
desses resultados mostrou a presenga L-arabinose, L-ramnose, and D-
glucuronolactona (R, 1,04, solvente 1) (GORIN et al., 1985).

A rotacao especifica foi realizada obtendo-se para o polissacarideo nativo

25

do cajueiro, um valor positivo de [0]p®>" = +21°. Este valor sugere a presenca de

estrutura principal do tipo 3-D-Galp.
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Semelhantes valores de [a]p™ foram obtidos, para o polissacarideo do
cajueiro, espécies indiana, de +24,2° e papuana, de +23,6° (ANDERSON et al.,
1974; ANDERSON & BELL, 1975). Para o polissacarideo do cajueiro, de origem
venezuelana (LEON DE PINTO et al., 1995), foi obtido um valor para [o]p**" de +36°,

superior ao encontrado para o polissacarideo de outras regides geograficas.
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4.2.3.3 Analise de metilacdo e espectroscopia de ressonancia magnética

nuclear (RMN) do polissacarideo nativo do exsudato vegetal de A.

occidentale

O polissacarideo nativo (PN) foi submetido a metilacao pelas técnicas de
HAWORTH (1915), CiucANU & KEREK (1984) e KUHN et al (1955) e mostrou
unidades terminais nao redutoras de Araf (2%), Rhap (2%), Glcp (< 10%) e Galp
(19%) e outras unidades de Galp 3-O- (6%), 4-O- (10%), 6-O- (19%), e 3,6-di-O-
substituidas (32%). Quando este polissacarideo pré-O-metilado foi reduzido com
LIAIDs e o produto convertido a alditois acetatos parcialmente O-metilados foi
verificada a presenga de unidades terminais ndo-redutoras e 4-O-substituidas de
acido glucurdnico (Tabela XlI, pagina 168).

Pode-se salientar, que os dados de metiiagao, mostram a presencga das
unidades de ramnose como extremidades nao redutoras (2,3,4-tri-O-metil-
ramnose) e de unidades de acido glucurbnico 4-O-substituidas (2,3-di-O-metil-
glucose), resultados esses que sao concordantes com o tipo de estrutura
encontrada nos oligossacarideos livres redutores, que apresentam unidades de
ramnose terminal unidas por ligagdo do tipo (1—4) nas unidades de a&cido
glucurénico (Figura 30, pagina 122). Na literatura encontra-se descrito que as
unidades de ramnopiranose funcionam como extremidades nao redutoras, e que
estariam ligadas ao &cido glucurénico (CHARLSON et al., 1990). Outros dados da
literatura (SMITH F., 1939; ASPINALL et al., 1965) mostram que unidades de &cido
glucurdnico estdo presentes como extremidades nao-redutoras, o que também foi

verificado, no presente trabalho, pela andlise de metilacao (tragos de acido
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glucurénico como terminal nao redutor, derivado 2,3,4-tri- O-metil-glucose).

Na analise de metilagdo da goma de cajueiro de origem indiana reaiizada
por ANDERSON & BELL (1975), através dos métodos descritos por HAWORTH (1915)
e PURDIE & IRVINE (1903), com posterior quantificacdo dos derivados O-metil
glicosideos por GLC, mostraram unidades terminais ndo redutoras de L-Araf (9%),
L-Arap (4%), L-Rha (9%), D-Glc (10%), D-Gal (25%), e outras unidades de Arap 2-
O- (2%), Araf 2-O- (3%) e de Galp 3-0O- (20%), 6-O- (3%), e 3,6-di-O-substituidos
(10%). Os autores relataram que as unidades de galactose 4-O- e 3,4-di-O- e
3,4,6-tri-O-substituidos ndao foram encontrados, possiveimente por metilagdo
incompleta.

Pelos resultados de metilagcao, observa-se que o polissacarideo nativo do
cajueiro de origem brasileira, tem maior conteudo de unidades de galactose 6-O-
substituidas (19%) e 3-6-O-substituidas (32%) do que o de origem indiana (3% e
10%), respectivamente. Por outro lado, o de origem indiana apresenta maior
conteudo de unidades de galactose 3-O-substituida (20%) do que o
polissacarideo em estudo (6%). Além disso, pode-se comparar os resultados de
metilacao do polissacarideo do cajueiro (Caruaru - PE) com as informagdes
obtidas pelos dados de RMN do polissacarideo (Pacajus - CE), estudado por DE
PAULA et al. (1998), em relacdo ao conteudo de unidades de galactose 6-O-
substituidas. Esses autores (DE PAULA et al., 1998) nao realizaram a analise de
metilacdo do polissacarideo do cajueiro (Pacajus - CE), porém, pelo espectro de
DEPT (CH,) concluiram que cerca de 40% das unidades de galactose estariam
substituidas em O-6. Com relagcao a estes dados, para o polissacarideo do

cajueiro em estudo, apresentou pelos dados de metilagdo uma porcentagem



146

menor de unidades de gaiactose substituidas em 0-6 (19%).
Com relagao aos polissacarideos de exsudatos vegetais, existem alguns
trabalhos prévios que utilizaram a espectroscopia de RMN-"°C para

caracterizacao parcial da estrutura quimica (DEFAYE & WONG, 1986; LEON DE

PINTO, 1991; LEON DE PINTO et al., 1995).

Com relagdo ao espectro de RMN-'H do polissacarideo nativo de
Anacardium occidentale (Figura 34), obteve-se na regido de prétons anoméricos
do espectro, os assinalamentos de & em 5,291; 5,070; 4,913; 4,734; 4,700 (DOH);
4,493 e 4,432. Os sinais em 0 5,291 e 5,070, podem ser atribuidos a unidades em
configuragao anomérica o. Os sinais em & 4,493 e 4,432, podem ser
correspondente as unidades em configuracao B. O sinal de H-1 da unidade de o-
ramnose foi detectado em & 4,760 (espectro de RMN-'H, a 70°C), bem como o
sinal, em regiao de campo alto do espectro, em & 1,240, caracteristico do H-6
desta unidade. Tanto a regiao de H-1, como o restante do espectro nao
mostraram sinais bem definidos, dificultando os assinalamentos e a determinacao
das constantes de acoplamento, dos outros sinais de protons do polissacarideo.
Pequenos sinais de -OCH3 ndo foram detectados nos espectros de 'H (5 ~3,2),
constatando a auséncia do derivado 4-O-metil glucurdnico.

DE PAULA et al. (1998) determinaram as constantes de acoplamento para
BC-'H ("Jon) dos carbonos anoméricos das unidades de piranose. Estas
configuragées anoméricas sdo capazes de identificar estas unidades, uma vez
que para polissacarideos os valores de 'Jci para os anoméricos o e B, é de 170
MHz e 160 MHz, respectivamente (PERLIN & CAsu, 1969, citado por GORIN, 1981).

A configuragdo f foi encontrada para as unidades de galactose e &cido
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glucurdnico e a configuracao o para unidades de ramnose, de acordo com 0s
resultados descritos por ANDERSON et al. (1974). A configuracao o encontrada
para glucose, foi diferente da encontrado para a goma de cajueiro de origem
indiana e papuana (ANDERSON & BELL, 1975). A configuracao anomérica da

arabinofuranose foi assinalada como o de acordo com a deslocamento quimico.
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Figura 34: Regido de H-1 do espectro de RMN-"H (400,13 MHz) do polissacarideo
nativo do exsudato de Anacardium occidentale, em D,0, 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estdao expressos em & ppm.

O espectro de RMN-"°C do polissacarideo nativo (PN) de A. occidentale
(Figura 35) é complexo. Um sinal muito pequeno em & 175,8 foi atribuido ao

grupamento COUOH do &cido urénico.
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Figura 35: Espectro de RMN-'C (100,61 MHz) do polissacarideo nativo do
exsudato de Anacardium occidentale, em D,O, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em & ppm.

Na regido de C-1 do espectro, apresenta-se 5 sinais com intensidades
diferentes (6 103,8 > 100,5 > 101,1 > 103,0 >> 108,3) e possiveis sobreposi¢cdes
de sinais. Em & 108,3 um sinal muito pequeno atribuido a a-Araf, e os sinais mais
intensos em 6 103,8 e 100,5, atribuidos a B-Galp e a-Galp, respectivamente. Em 6
101,1 e 103,0, atribuidos para a-Rhap e B-GlcpA, respectivamente. Na regiao de

C-2 a C-6 (6 85 a 60), com 20 sinais, foram assinalados 3 sinais em & 81,4 - 82,0
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para B-galactose 3-O-substituidas e um sinal em 3 84,1 para C-4 de a-Araf (LEON
DeE PiNTO, 1991; DEFAYE & WONG, 1986). Em campo mais alio do espectro
observa-se um sinal intenso em & 17,0 que corresponde ao grupo -CHjz (C-6) da
unidade de ramnose (GORIN & MAZUREK, 1975).

A auséncia do sinal de -OCH; (8§ ~59) em RMN-'*C indica que o
polissacarideo nativo do cajueiro brasileiro nao possui unidade de acido 4-O-
metilglucurdnico, confirmando o resultado obtido no espectro de préton. Com
relagdo, ao derivado 4-O-metilglucurénico, a auséncia do mesmo para o PN
mostra-se diferentes dos propostos para os exsudatos obtidos das espécies
originadas da india e de Papua (ANDERSON & BELL, 1975) e da Venezuela (LEON
DEe PINTO et al., 1995). DE PAULA et al. (1998), verificaram, também, a auséncia do
derivado &acido 4-O-metilglucurénico no polissacarideo de origem brasileira
(Pacajus-CE). E importante ressaltar que a presenca do derivado 4-O-
metilglucurdnico na goma de cajueiro indiana, foi relatada por ANDERSON et al.
(1974) considerando a dosagem de grupos metoxil e os resultados de ANDERSON
& BELL (1975), que verificaram a presenca de um aldobiurdnico que apresentou Rf
(em cromatografia de particio em papel) idéntico ao 6-O-(4-O-metil-3-D-
glucopiranosil &cido urbnico)-b-galactose.

No espectro de '“C-DEPT135 (CH; invertido) (Figura 36) nao foram
detectaveis sinais de C-6 de unidades de galactose, em virtude da sobreposi¢ao
com sinais positivos que apresentam o mesmo deslocamento. Neste espectro
observa-se a presenca dos sinais invertidos em & 61,5 e 60,5 atribuido ao CH;

livres, das unidades de galactose (e glucose) e arabinose.
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Figura 36: Espectro parcial de RMN de *C-DEPT135 do polissacarideo nativo do
exsudato de Anacardium occidentale, em D0, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em 3 ppm.

Pelo espectro de '>C-DEPT90 (CH-CHs; sinais positivos) (Figura 37),
mostra-se a auséncia de sinais na regido entre 6 57-62, confirmando, novamente,
a auséncia do acido 4-O-metil glucurdnico no polissacarideo do cajueiro (origem

brasileira - Caruaru - PE).
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Figura 37: Espectro parcial de RMN de '*C-DEPT90 do polissacarideo nativo do
exsudato de Anacardium occidentale, em D,0O, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estdao expressos em & ppm.

LEON DE PINTO et al. (1995) analisaram por espectroscopia de RMN-"3C (75
MHz) (Figura 38) o polissacarideo do exsudato de A. occidentale, de origem
venezuelana, obtendo-se um espectro complexo, no qual foram assinalados a
maioria dos sinais das unidades de galactose e &cido urdnico. Os assinalamentos

para unidade de —3)-B-D-Gal-(1— em & 103,4 e 6 103,6 correspondendo ao C-1



152

e em 4 81,5 e § 81,7 para C-3. Para unidade —6)-8-D-Gal-(1— em 6 102,5 para
C-1 e em 8 68,7 para C-6. Para a unidade de §-D-GlcA-(1— foi assinalado para C-
1 em & 104,3 e para o derivado 4-O-Me-o-D-GlcA-(1— em & 100,0 (C-1). Além
disso, foi assinalado o sinal em 6 60,1 correspondendo ao 4-O-Me. Qutros sinais
em & 171,5 e 175,8 foram assinalados para o C-6 dos acidos urdnicos e em & 16,1
ao C-6 (CHa) para as unidades de ramnose. E importante ressaltar que apesar do
polissacarideo do cajueiro de origem venezuelana ter apresentado na sua
composi¢cdo monossacaridica um teor alto de arabinose (31%), no espectro
(Figura 38) ndo estao mostrados os sinais correspondentes as unidades de a-Araf
(em & 110,0 a 108), e nenhum comentario foi feito pelos autores (LEON DE PINTO et
al., 1995) sobre a presenca de sinais de unidades de o ou f-arabinose
furanosidicas ou piranosidicas. Esses resultados mostram que, comparando-se o
polissacarideo do cajueiro de origem brasileira com o de origem venezuelana,
existem diferengas com relacdo a presenca do derivado 4-O-metil-glucurénico,
além das ja verificadas para composigcdo monossacaridica e para atividade optica.
Em virtude, dos resultados apresentados por LEON DE PINTO et al. (1995) sugere-
se a recaracterizagdo da estrutura quimica do polissacarideo de origem
venezuelana, tendo como estratégia uma andlise cuidadosa na escolha dos

métodos a serem utilizados, bem como na interpretacao dos resultados obtidos.
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Figura 38: Espectro de RMN-"3C (75 MHz) do polissacarideo nativo do exsudato
de Anacardium occidentale de origem venezuelana, em D;0, a 37°C, obtido por
LEON DE PINTO et al. (1995)*.

* Padréo interno 1,4-dioxano — 66,67 ppm. Insert: Espectro de RMN-'*C (100,61 MHz)

do polissacarideo nativo do exsudato de Anacardium occidentale de origem brasileira

(presente tese) em D0, a 30°C. Os deslocamentos quimicos estdo expressos em & ppm.
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Os resultados obtidos pela espectroscopia de RMN-'*C do polissacarideo
de cajueiro de Caruaru (PE) foram semelhantes aos obtidos para o de Pacajus
(CE) (DE PAULA et al., 1998), e estao comentados a seguir. DE PAULA et al. (1998)
relataram o espectro de RMN-'*C (125,7 MHz) da goma intacta de A. occidentale,
sendo que os sinais para os carbonos anoméricos foram atribuidos, com base nos
dados sobre a composicao monossacaridica e os deslocamentos quimicos de
compostos da literatura (Bock & PEDERSON, 1983). Neste espectro foram
assinalados pequenos sinais em & 17,5 para -CHjz de ramnose e em 6 175,7 para
0 grupo &cido de &cido glucurdnico. As ressonancias da regidao dos carbonos
anomeéricos (8 90 - 110) sugerem que o polissacarideo contém, pelo menos, seis
(6) principais ligacoes, trés como linhas bem definidas (5§ 101,0, 101,6 e 103,5) e
outros trés aparecendo como regides sobrepostas (6 104-105, 105-106 e 108,5-
110,5), dois pequenos sinais em & 93 e 97,5 sao consistentes com deslocamentos
quimicos para C1(OH) de galactose redutora em configuragdo o e B,
respectivamente. Na regiao de C-2 a C-6, entre § 60 a 85, nao foram atribuidos
nenhum dos sinais neste espectro de RMN-'°C da goma intacta. Porém, para esta
regido, os resultados do DEPT (CH+CHs;) mostraram a auséncia de sinais com
deslocamentos quimicos entre § 57-62 que poderia ser atribuido a grupos metoxil,
confirmando que em contraste com goma indiana (ANDERSON et al., 1974) a
brasileira ndo apresenta acido 4-O-metil glucurénico. Além disso, no subespectro
de DEPT (CH,) foram relatados dois grupos de sinais de CH,, um consistindo
numa regiao de 3 61-63 e outro uma regiao com sobreposicoes de sinais em & 69-
72. Os sinais de CH; em & 61-63 foram atribuidos aos grupos CH>OH. Os sinais

de CH, em § 63-72 indicaram que estava presente unidades de galactose 6-O-
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substituidas.

Pela andlise de metilacdo e pela espectroscopia de RMN de 'H e "*C do
polissacarideo nativo (PN), nao obteve-se todas as informagdes sobre a estrutura
do polissacarideo, em virtude da complexidade da molécula. Porém, os dados de
metilagdo, concomitante, com os dados sobre a composicdo monossacaridica,
sugerem que este polissacarideo € uma heterogalactana acida, apresentando
principalmente, unidades de galactose em ligagdes do tipo (1—3) e (1—6).

Com relacdo ao espectro de RMN-'C do polissacarideo nativo (PN), pode-
se ressaltar que pelas ressonéncias das unidades de B-galactopiranose e pelos
dados de metilagao esta unidade participa de varios tipos de ligagdes dentro do
polissacarideo. As ressonéancias para arabinofuranose, ramnopiranose e acido
glucurénico apareceram como sinais de melhor definicdo, sugerindo que cada
uma dessas unidades, existem como um ambiente uniforme na goma,
participando de um tipo de ligagdo. Excetuando-se as diferencas ja relatadas, os
aspectos acima comentados sao concordantes com os dados obtidos para o
polissacarideo do cajueiro estudado por outros autores (ANDERSON & BELL, 1975;
De PAULA et al., 1998).

Na tentativa de elucidar a estrutura completa do polissacarideo do cajueiro
fez-se necessario obter fracdes polissacaridicas mais simples, utilizando-se para
isso da hidroiise acida parcial e da degradagao controlada de Smith. Além disso, a
obtencdo e a caracterizagdo de oligossacarideos a partir de hidroiise acida do
polissacarideo € um modo bastante utilizado para obter moléculas mais simples,
podendo contribuir na identificacdo dos assinalamentos dos espectros de RMN

dos poiissacarideos.
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A seguir estdo mostrados os resultados obtidos sobre na caracterizagao
estrutural dos polissacarideos do cajueiro: (1) PPH (PN submetido a hidrolise
acida parcial); (2) PPHPDS1 (PPH submetido a degra}dagéo controlada de Smith);
(38) PDS1 (polissacarideo da primeira degradagao controlada de Smith do PN); (4)
PDS2 (polissacarideo da segunda degradacao controlada de Smith sequenciada
do PN) e (5) PDSS3 (polissacarideo da terceira degradagao controlada de Smith

sequenclada do PN).

4.3 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DO POLISSACARIDEO OBTIDO A
PARTIR DA HIDROLISE ACIDA PARCIAL DO POLISSACARIDEO NATIVO DO

EXSUDATO DE A. occidentale (PPH)

O polissacarideo nativo foi parcialmente hidrolisado e submetido a analise
da composi¢do monossacaridica por CG-EM, resultando um polimero constituido
por arabinose (1%), xilose (6%), manose (5%), galactose (80%), glucose (3%),
além de &cido glucurdnico (5%). Pela hidrdlise acida parcial obteve-se um
polimero por precipitacdo etandlica, apresentando na sua constituicdo auséncia
de unidades de ramnose € menor conteido de arabinose e glucose, sugerindo
que estas estariam nas extremidades terminais nao redutoras do polissacarideo
nativo. Estes dados sao concordantes com os obtidos na analise de metilagao do
polissacarideo nativo, descrito anteriormente. O conteudo de &cido glucurdnico
nao foi alterado pela hidrdlise &cida parcial ~has condicbes ja descritas,
constatando a resisténcia a hidrdlise das ligagdes entre unidades de acido urdnico

e monossacarideos neutros (CHAPLIN, 1994).
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O polissacarideo parciaimente hidrolisado (PPH) apresentou uma rotacao
especifica de [a]p?®" = + 20°, préxima ao obtido por ANDERSON & BELL (1975), para
o polissacarideo parcialmente hidrolisado do cajueiro (india) que apresentou um

valor de + 29,1°.

A analise de metilagdo do polissacarideo parcialmente hidrolisado (Tabela
Xll, pagina 168), mostrou unidades terminais néo redutoras de Glcp (6%) e Galp
(35%), além de unidades de Galp 3-O- (9%), 4-O- (5%), 6-0O- (17%) e 3,6-di-O-
substituidas (28%). Além disso, na anadlise do polissacarideo (PPH) permetilado
submetido a redugao com LiAID4 mostrou a presenca de unidades de &cido
glucurdnico como unidades terminais nao redutoras (tracos de derivado 2,3,4-tri-
O-metil-glucose). Como descrito anteriormente, no polissacarideo nativo as
unidades terminais ndo redutoras eram constituidas por arabinose, ramnose,
acido glucurdnico, glucose e galactose, apdés esta molécula ser submetida a
hidrélise &cida parcial, foram removidas todas as unidades de ramnose e parte
das unidades de arabinose e glucose, verificado tanto pela analise da composicao
monossacaridica como pela metilacdo. Além disso, o aumento verificado de 19%
para 35% do derivado 2,3,4,6-tetra-O-metil galactose (extremidade nao redutora),
indica que as unidades de ramnose, arabinose e glucose estariam ligadas a
unidades de galactose, no polissacarideo nativo (PN).

ANDERSON & BELL (1975), analisaram a goma de cajueiro (origem indiana)
ap6s hidrdlise acida parcial em H.SO4 0,005 M, por 96 h, a 100°C, e obtiveram a
goma degradada A, sendo que esta foi caracterizada pela composigao
monossacaridica e andlise de metilagdo. Os resultados obtidos por ANDERSON &

BELL (1975) foram semelhantes aos relatados na presente tese, principalmente,
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com relagédo a remocgao das unidades de ramnose e parte das unidades de
arabinose pela hidrélise acida parcial e pela presenca de 35% de unidades
terminais n&o redutoras de Galp (35%). Porém, pela hidrolise acida parcial ndo foi
removida parte das unidades de glucose e a andlise de metilagdo da goma
degradada A apresentou 24% e 6% de unidades de Galp 3-O- e 6-O-,
respectivamente, valores estes diferentes do encontrado para o PPH.

O espectro de RMN-'®C (100,61 MHz) do PPH (Figura 39) apresenta
regides complexas de C-1, com sinais em & 103,3 (maior), 104,4, 103,9, 103,7,
102,7, 100,1 e de C-3 O-substituida, com sinais em & 81,9 a 80,9. Outros sinais
menores, na regiao de C-1, foram assinalados em 6 92,3, 96,5, 96,3. Podem ser
atribuidos a unidade de galactose redutora, os sinais em 8 92,3 ao anémero o € §
96,5 e 96,3 ppm para os andomeros B. Além disso, o sinal em & 172,4 foi atribuido
ao COOH da unidade de acido urdnico.

A analise de espectroscopia de RMN do polissacarideo PPH, mostraram
que esta molécula € complexa, como verificado pela regido de carbonos
anoméricos do respectivo espectro. Comparando os espectros de RMN-°C do
polissacarideo nativo com o do polissacarideo parcialmente hidrolisado (Figura
39), tem-se diferengas pronunciadas, na regiao de C-1 (principal sinal em 6 103,8
para PN e em 8 103,3 para PPH), além do sinal em & 61,0 intenso (C-6 livre de

galactose) presente no espectro do PPH.
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Figura 39: Espectro de RMN-'3C (100,61 MHz) do polissacarideo obtido a partir
da hidrdlise acida parcial do polissacarideo nativo do exsudato de Anacardium
occidentale (PPH), em D,0, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estdo expressos em & ppm. Insert: Espectro de "*C-RMN

do polissacarideo nativo (PN).
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Os sinais invertidos no '*C-DEPT135 (Figura 40) assinalados em & 61,0
(maior) e em & 60,5, 60,2, 60,1,62,7 (menores), correspondendo a CH,OH (ou
CHy) (C-6 ou C-5) de unidades de galactose, glucose e arabinose. Além dos
sinais sobrepostos em § ~69,0, nao sendo possivel atribuir os sinais para C-6 de
galactose substituido.

Os resultados relatados por DE PAULA et al. (1998), sobre a composicao
monossacaridica e a andlise de RMN-'°C do polissacarideo parcialmente
hidrolisado (Pacajus - CE) foram semelhantes aos resultados apresentados na

presente tese.
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Figura 40: Espectro parcial de RMN de "*C-DEPT135 do polissacarideo obtido a
partir da hidrdlise &acida parcial do polissacarideo nativo do exsudato de
Anacardium occidentale (PPH), em D,0, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em 6 ppm.
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4.4 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DO POLISSACARIDEO OBTIDO A

PARTIR DA DEGRADACAO CONTROLADA DE SMITH DO POLISSACARIDEO

PARCIALMENTE HIDROLISADO (PPHDS1)

O polissacarideo parcialmente hidrolisado (PPH) foi submetido a
degradacao controlada de Smith (Figura 05, pagina 53). Apds a oxidagdo com
metaperiodato de sdédio e redugdo com boroidreto de sddio, obteve-se o
polidlcool, e uma aliquota deste, foi hidrolisada e analisada por CG-EM na forma
de acetato de alditéis, obtendo-se como resultado glicerol, treitol, arabinitol e
galactitol, na proporcao molar de 76:2:1:21. O glicerol indica a presenca de
hexoses ou pentoses com unidades terminais nao-redutoras, e também ligacoes
do tipo (1—6) e (1—52) para hexoses e do tipo (1—5) para pentoses (ASPINALL,
1982c). A presenga de galactose, pode indicar a presenca de ligagao do tipo
(1—3), a qual é resistente a oxidagao com periodato de sédio. O restante do
polidlcool foi submetido a hidrélise parcial, nas condicOes ja descritas, obtendo-se
por precipitacao etandlica, o polissacarideo PPHDS1 (rendimento de 30%), o qual
foi analisado por CG-EM, espectroscopia de RMN-'3C. Este polissacarideo
apresentou um valor de [a]p?> +34°.

Na analise da composicdao monossacaridica, por CG-EM, do polissacarideo
PPHDS1, este apresentou-se constituido por galactose, arabinose e glucose, na
proporcdo molar de 93:6:1. O espectro de RMN-"°C demonstra a auséncia de
sinais correspondentes a agucares acidos nesta amostra.

O espectro de RMN-"*C do PPHDS1 (Figura 41), apresentou 6 sinais

principais, em & 103,9; 82,0; 74,7; 70,3; 68,4 e 61,0, os quais foram atribuidos
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para C-1, C-3, C-5, C-2, C-4 e C-6 da unidade de B-D-Galp, caracterizando-se
como uma cadeia principal de B-galactopiranose (1—3) ligada. Os assinalamentos
foram baseados na estrutura de of -D-Galp-[(1—3)-B-D-Galp]s-(1—4)-a-D-Glcp
caracterizada por COLLINS et al,, 1981. Outros sinais de menor intensidade, na
regiao de C-1, foram assinalados em 6 104,1, 102,3 e 100,4. O sinal em 6 102,3
pode ser atribuido para B-L-arabinopiranose. O sinal em & 100,4 pode ser

atribuido ara a-D-glucopiranose.
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Figura 41: Espectro de RMN-"3C (100,61 MHz) do polissacarideo obtido a partir
da degradagdo controlada de Smith do polissacarideo parcialmente hidrolisado

(PPHDS1), em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em & ppm.
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O espectro de '*C-DEPT135 do PPHDS1 (Figura 42), mostrou a inverséo
dos sinais & em 64,3 (C-5, B-L-Arap); 62,9; 63,0 (menores); 61,0 (maior). A
intensidade do uitimo sinal descrito, alem da auséncia de sinal de C-6 O-
substituido (regiao & ~ 69,0), confirmam a presenca de uma cadeia principal

formada por unidades de galactopiranose unidas por ligagao do tipo (1—3).
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Figura 42: Espectro parcial de RMN de **C-DEPT135 do polissacarideo obtido a
partir da degradagcao controlada de Smith do polissacarideo parcialmente

hidrolisado (PPHDS1), em D0, a 30°C.

* Os desiocamentos quimicos estao expressos em & ppm.
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Os resultados descritos por ANDERSON & BELL (1975) para o polissacarideo
do cajueiro (origem indiana) parciamente hidrolisado submetido a degradacao
controlada de Smith (goma degradada B), foram semelhantes aos relatados na
presente tese. A goma degradada B apresentou um valor de [a]p®® = +38,3°,
sendo constituida apenas por galactose. A andlise de metilacdo deste
polissacarideo mostrou a presenca de 70% do derivado 2,4,6-Mej-galactose,
indicando a presenca de uma cadeia principal de B-D-galactose (1—3) ligada,

resultado este concordante com a andlise do espectro de RMN-'3C do PPHDS1

(Figura 41).

4.5 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS OBTIDOS

PELA DEGRADACAO CONTROLADA SEQUENCIADA DE SMITH: PDSt,
PDS2 E PDS3

O polissacarideo nativo (PN) foi submetido a degradacao controlada de
Smith sequenciada (Figura 06, pagina 56). Obteve-se os polidlcoois 1, 2 e 3,
respectivos, a primeira, segunda e terceira degradagdes controladas de Smith
sequenciadas. A partir de uma aliquota de cada um, realizou-se a hidrélise &acida
total e a analise em CG-EM, na forma de acetatos de alditdis. Os resultados
obtidos mostraram que os polidlcoois 1, 2 e 3 apresentam-se constituidos por
glicerol, arabinose, e galactose, nas proporgcbes de 75:3:22, 69:4:27 e 4:2:94,
respectivamente. O glicerol indica a presenga de hexoses ou pentoses com

unidades terminais ndo-redutoras, e também ligagoes do tipo (1—6) e {1—2) para

hexoses e do tipo (1—5) para pentoses (ASPINALL, 1982c). A presenca de
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galactose, pode indicar a presenca de ligagao do tipo (1—3) a qual é resistente a
oxidagcao com periodato de sdédio.

Seguindo o procedimento da degradacdo controlada de Smith
sequenciada, obteve-se os polissacarideos PDS1, PDS2 e PDS3, a partir da
primeira, segunda e terceira degradagdes controladas de Smith. Os resultados
sobre a composicdo monossacaridica do PDS1, mostrou que este polimero é
constituido de galactose, arabinose, xilose, manose e galactose na proporgéo
molar de 90:8:1:1 e apresenta um valor de [0p®™ = +43°. Os polissacarideos
PDS2 e PDS3, apresentam-se constituidos por galactose e arabinose, nas
proporcdes de 92:8 e 97:3, respectivamente. O valor de [a]p® verificado para
PDS2 foi de +40°. Nao foi determinada a rotacéo 6tica especifica do PDS3.

Os resultados sobre o PDS1, mostram um polimero com auséncia de
unidades de ramnose e acido glucurénico, provavelmente pela remocao destas
unidades durante o processo de degradagado. Confirmando que estas unidades
estariam participando de ramificagdes na estrutura do tipo o-L-Rhap-(1—4)-of-D-
GlcpA-.

Na Tabela XI compara-se os resultados obtidos sobre a composicao
monossacaridica e os dados de [0]p®> dos polissacarideos: PN, PPH, PPHDSH1,

PDS1, PDS2 e PDSS.
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Tabela XI: Composicao monossacaridica e [a]p>> obtidos para os polissacarideos

PN, PPH, PPHDS1, PDS1, PDS2 e PDSS3.

Polissacarideos

Monossacarideos
Constituintes (%) PN PPH PPHDS1 PDS1 PDS2 PDS3

Acido glucurénico 5 5 - - ; )
Arabinose 4 1 6 8 8 3
Galactose 82 80 93 90 92 97

Glucose 6 3 1 - - .
Manose - 5 - 1 - -
Ramnose 2 - - - - -
Xilose 1 6 - 1 - .
[odp +21°  420°  +34° +43° +40° nd

PN — polissacarideo nativo, PPH — polissacarideo nativo submetido a hidrélise
acida parcial, PPHDS1 — PPH submetido a degradacéo controlada de Smith, PDS1,
PDS2 e PDS3 — polissacarideos obtidos a partir da primeira, segunda e terceira
degradagbes controladas sequenciadas de Smith do polissacarideo nativo. nd: nao
determinado.
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A anallse de metilacao do polissacarideo obtido da primeira degradacao
controlada de Smith (PDS1) mostrou unidades terminais nao redutoras de Glcp
(3%), e Galp (11%) e com unidades de Galp 3-O- (67%), 4-0- (2%), 6-0O- (3%), e
3,6-di-O- substituidas (14%) (Tabela Xll, pagina 168).

Pelos dados de metilagdo, a presenga do principal derivado 2,4,6-tri-O-
metil-galactose, mostra que o PDS1 apresenta uma cadeia de galactose formadas
por ligagdes (1—3). Porém, neste polissacarideo, tem-se, ainda a presencga de
unidades de galactose substituidas em 6-O e 3,6-di-O-substituidas. Em relagao
ao polissacarideo nativo, pelo procedimento de deagradacao controlada de Smith,
foi possivel obter um polissacarideo menos ramificado, conforme verificado pela
diminuicdo (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 Xll: Analise de metilacdo dos polissacarideos: nativo (PN), parcialmente

hidrolisado (PPH) e do obtido a partir da primeira degradacao controlada de Smith

(PDS1)
acetatode tempo de acetato de alditois O-metilados Tipo de
alditéis O-  retencao obtidos a partir dos ligacao
metilados ems, polissacarideos metilados**
DB 210* ( moles%)
PN PPH PDSt1 PN PPH
red. red.
2,3,5-Me;-Ara 454 2 - - - - extrem. nao
redutora
2,3,4-Mes-Rha 461 2 - - - - extrem. ndo
redutora
2,3,4,6-Me,-Glc 518 10 6 3 7 5 extrem. nao
redutora
2,3,4,6-Me,-Gal 532 19 35 11 17 26 extrem. ndo
redutora
2,4,6-Mes-Gal 605 6 9 67 10 13 3-0-Gal
2,3,6-Me;-Gal 645 10 5 2 6 5 4-0O-Gal
2,3,4'M93‘G|C 666 - - - tr. tr. G'O‘GIC
ou .
extrem. nao
redutora de
GlcpA
2,3,4-Me;-Gal 707 19 17 3 26 22 6-0-Gal
2,3-Me,-Glc 836 - - - 1 - 4,6-di-O-Glc
ou
4-0O-GlcpA
2,4-Me,-Gal 864 32 28 14 33 29  3,6-di-O-Gal

* Foram utilizadas 2 colunas, em virtude da sobreposi¢do dos isbmeros de Rha, Ara,
e Gal. Em OV-225, ocorre sobreposi¢ao dos isdmeros 2,3,5-Mez-Ara (447 s) e 2,3,4-
Mes-Rha (448 s). e também dos isdbmeros de 2,4-Me,-Ara (545 s), 3,4-Mex-Ara (542
s), e 2,3,4,6-Me,-Gal (542 s). Sendo possivel identificar os derivados 2,5-Me,-Ara
(509 s), 3,5-Me,-Ara (499 s), e 2,3-Mez-Ara (537 s). Em DB-210, 2,5-Me;-Ara (533 s)
e 2,3,4,6-Me4-Gal (533 s) estdo sobrepostos. Podendo identificar os derivados 3,5-
Me.-Ara (519 s), 2,3-Me,-Ara (577 s), 3,4-Mey-Ara (571 s), 2,4-Mey-Ara (558 s),
2,3,4,6-Me,-Gal (533 s), 2,3,5-Mes-Ara (462 s), e 2,3,4-Mes-Rha (469 s). **PN —
polissacarideo nativo, PPH — polissacarideo nativo submetido & hidrdlise acida
parcial, PDS1 — polissacarideo obtido a partir da primeira degradagéo controlada de
Smith do polissacarideo nativo, PN red. — polissacarideo nativo apos redugédo com
litio aluminio deuterado, PPH red — polissacarideo nativo submetido & hidrdlise
acida parcial apos reducao com litio aluminio deuterado. tr. — < 1%.
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ANDERSON & BELL (1975) submeteram o polissacarideo de cajueiro nativo
de origem indiana, a 5 sucessivas degradacoes de Smith, obtendo os
polissacarideos | a V. O polissacarideo | com [0]p?  de +41°, apresentou-se
constituido por galactose, arabinose e acido glucurénico, nas proporgdes de
76:22:1,8, respectivamente. A analise de metilacao do polissacarideo 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-metil-arabinose (11%) e 2,4-di-O-metil-galactose (8%). Outros
derivados de galactose, arabinose e 4acido glucurbnico apareceram em
quantidades inferiores a 4%. A presenca 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 ligagdes do tipo
(1—2). Comparando-se os resultados obtidos por ANDERSON & BELL (1975) para o
polissacarideo | com os relatados para o PDS1, verifica-se que ambos
polissacarideos apresentam uma cadeia principal de galactose unidas por
ligacdes (1—3). Os polissacarideos Il ([o]p® +39,9°) e Il (oo +35,2°)
apresentaram constituidos galactose e arabinose, nas proporgdes molares de
90:10 e 97:3, respectivamente (ANDERSON & BELL, 1975), resultados similares aos
encontrados para os polissacarideos PDS2 e PDS3.

O espectro de RMN-'C (100,61 MHz) do PDS1 (Figura 43), obtido pela
primeira degradacao controlada de Smith, apresentou 6 sinais proeminentes
(correspondendo a 95% dos sinais), em & 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

B-Galp ligadas por (1—3). O sinal de C-6 nao substituido foi confirmado pelo
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espectro de RMN de '°C-DEPT135 (Figura 44). Os assinalamentos foram

baseados nos resultados de COLLINS et al. (1981). Neste espectro ndo ha sinais
correspondentes a unidades de o-arabinofuranose, sugerindo que as unidades de
arabinose estariam na forma piranosidica. Além disso, tem-se sinais menores em
o 105,9, 105,8 referentes as unidades de [B-D-galactose 3,6-di-O-substituidas.
Além dos sinais em & 104,3 e 101,3, que podem ser atribuidos ao C-1 de
unidades de B-L-Arap e a-D-Glcp. E os sinais em & 84,8, 84,7 e 84,5 atribuidos ao
C-3 de unidades de galactose 3-O-substituidas e outro menor em § 80,6,

possivelmente, atribuidos ao C-3 ou C-4 de unidades de galactose O-substituidas.
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Figura 43: Espectro de RMN-"°C (100,61 MHz) do polissacarideo obtido da
primeira degradacdo controlada de Smith do PN (PDS1), em D,O com NaOH a
5% (p/v), a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em & ppm.
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Figura 44: Espectro parcial de RMN de '*C-DEPT135 do polissacarideo obtido da
primeira degradacao controlada de Smith do PN (PDS1), em D,O com NaOH a
5% (p/v), a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em & ppm.

Os espectros de RMN-'°C (Figuras 45 e 46) dos polissacarideos da
segunda e terceira degracdes controladas de Smith (PDS2 e PDS3), foram
similares, ao descrito para PDS1. O PDS2 apresenta os 6 sinais principais em 6
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 0 PDS3
os sinais em § 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 '*C-RMN, mostrando uma cadeia de galactopiranose com
ligagbes do tipo (1—3) sdo concordantes com os dados de metilagcdo, o qual
apresentou como principal derivado metilado o 2,4,6-tri-O-metil-galactose,

correspondendo a unidade de galactose 3-O-substituidas.
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Figura 45: Espectro de RMN-'C (100,61 MHz) do polissacarideo obtido da
segunda degradacao controlada de Smith sequenciada (PDS2), em D,O com
NaOH a 5% (p/v), a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em & ppm.
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Figura 46: Espectro de RMN-'°C (100,61 MHz) do polissacarideo obtido da
terceira degradacdo controlada de Smith sequenciada (PDS3), em DO com
NaOH a 5% (p/v), a 30°C.

* Os deslocamentcs (juimicos estao expressos em & ppm.
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DE PAULA et al. (1998), obtiveram um espectro de RMN-"°C do
polissacarideo do cajueiro (Pacajus-CE) submetido a degradagao controlada de
Smith, muito mais simples do que o polissacarideo intacto. Seis principais sinais
foram observados em 6 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 & 61,9 (assinalado para C-6
como CH,OH) e os outros quatros sinais na regiao de 6 69-83 (C-2 a C-5), todos
com a mesma intensidade do carbono anomérico C-1 em & 104,8, indicando que
as ligagdes (1—6) das unidades de galactose foram quebradas. Os dados da
literatura mostram que os deslocamentos quimicos dos quatro principais sinais
em o 69-83 sao consistentes com uma cadeia principal de unidades de galactose
ligadas em (1—53), sendo os assinalamentos de C-2 a C-5, como: C-4 = § 69,5; C-
2 =0714, C5 =06 75,8, C-3 = & 82,9. Esses autores ndao descrevem a
composi¢do monossacaridica desta fragao, e nao realizaram analise de metilagao

dos polissacarideos nativo, parciaimente hidrolisado e do obtido por degradacéo

controlada de Smith.

Com relagao aos resultados obtidos por DE PAuLA et al. (1998) para o
polissacarideo de cajueiro obtido pela degradacao controlada de Smith, foram
similiares aos encontrados para os polissacarideos PDS1, PDS2 e PDS3, obtidos
neste trabalho. O valor obtido para C-1 de D-galactose-(1—3), na presente tese,
foi de 6 105,5 superior ao encontrado por DE PAULA et al. (1998), que foi de &
104,8. Provavelmente, esta diferengca deve-se aos solventes utilizados na
obtencao do espectro de RMN (COLSON et al., 1974).

A fim de comparar os resultados obtidos para o polissacarideo nativo e

seus derivados, na Figura 47 estdo mostradas as regides de C-1 dos espectros
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de RMN-"3C dos polissacarideos nativo (PN), parcialmente hidrolisado (PPH),
parcialmente hidrolisado submetido a degradacdo controlada de Smith
(PPHPDS1), polissacarideo da obtido da primeira degradacdo controlada de
Smith (PDS1), polissacarideo da obtido da segunda degradacdo controlada de
Smith (PDS2), polissacarideo da obtido da terceira degradacdo controlada de
Smith (PDS3). A Tabela XIII relaciona os sinais, da regido de C-1, obtidos nos

espectros de RMN-'3C, e os assinalamentos dos respectivos carbonos.
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Figura 47: Regido de C-1 dos espectros de RMN-"°C dos polissacarideos: PN (A),
PPH (B), PPHDS1 (C), PDS1 (D), PDS2 (E) & PDS3 (F).

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em § ppm. Abreviaturas: polissacarideos, nativo
(PN), parcialmente hidrolisado (PPH), parcialmente hidrolisado submetido & degradagéo
controlada de Smith (PPHPDS1), polissacarideo da obtido da primeira degradagdo controlada de
Smith (PDS1), polissacarideo da obtido da segunda degradagao controlada de Smith (PDS2),
polissacarideo da obtido da terceira degradagéo controlada de Smith (PDS83).
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Tabela XIlI: Sinais (em & ppm) da regido de C-1 dos espectros de RMN-'3C dos

polissacarideos PN, PPH, PPHDS1, PDS1, PDS2 e PDS3 e us assinalamentos
dos respectivos carbonos.

Sinais em § (ppmg da regiao de C-1 dos espectros de
RMN-"°C dos polissacarideos*:

ESTRUTURAS PN** PPH PPHDS1 PDS1 PDS2 PDS3
o-Araf-(1— 108,3 - - - - -
DELGOBO et al. (1998) (108,2)

—6)-B-Galp-(1— 103,8 1083,7 sobrep. sobrep.  sobrep.
(105,3) (105,4)  (105,3)
Fragéo Foz (ja discutido ) (103,6)
DELGOBO et al. (1998) (103,4)
—3)-3-Galp-(1-3) sobrep. 1083,9 103,9 105,5 105,86 105,4
DEFAYE & WONG (1986)  (104,5)
B-Galp-(1— sobrep.  sobrep. 104,1
(104,4)
DEFAYE & WONG (1986) (104,5)
—3)-B-Galp-(1-3) sobrep. 104,4 105,8 105,9 105,7
6 105,9 106,0 105,8
4
B-GlcpA-(1— sobrep.  sobrep. - - - -
(103,0)  (102,7)
Fragdo FHgs (discutido a 103,0
seguir)
GORIN & MAZUREK (1975) (104,3)
LEON DE PINTO et al. (1995)  (104,3)
—4)-B-GlcpA-(1— sobrep.  sobrep. - - - -
(103,0)
DELGOBO et al. (1998) (102,9)
DEFAYE & WONG (1986) (103,7)
o-Galp-(1— 100,5 sobrep. sobrep.
(100,1) (100,4)
GORIN & MAZUREK (1975)  (100,5)
o-Rhap 101,1 - - - - -
DELGOBO et al. (1998) (101,2)
DEFAYE & WONG (1986) {101,6)
o-Galp-OH - 92,3 -
GORIN & MAZUREK (1975) {92,8)
B-Galp-OH - 96,5 -
96,3
GORIN & MAZUREK (1975) {96,9)
B-Arap (?) sobrep.  sobrep. 102,3 104,3 104,0 103,6
(102,7)

GORIN & MAZUREK (1975)  (101,0)

o-Glep (7) sobrep. sobrep.  sobrep. 101,3 101,3 101,1
(100,1)  (100,4)

GORIN & MAZUREK (1975)  (100,3)
DE PAULA et al. (1998) (101,1)

polissacarideos: nativo (PN), parcialmente hidrolisado (PPH), parcialmente hidrolisado
submetido & degradagdo controlada de Smith (PPHPDS1), polissacarideo da obtido da primeira
degradagdo controlada de Smith do PN (PDS1), polissacarideo da obtido da segunda
degradacéo controlada de Smith (PDS2), polissacarideo da obtido da terceira degradagao
controlada de Smith (PDS3). **Sobreposicdo de sinais em & de 103,0 a 105,0.

*
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4.6 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS
OLIGOSSACARIDEOS OBTIDOS A PARTIR DE HIDROLISE ACIDA PARCIAL
DO POLISSACARIDEO NATIVO DO EXSUDATO VEGETAL DE Anacardium

occidentale

4.6.1 Isolamento e composicao monossacaridica dos oligossacarideos

obtidos a partir de hidrdlise acida parcial do polissacarideo nativo (PN)

Pelo procedimento de hidrdlise acida parcial do polissacarideo nativo, em
TFA 1 M, 100°C, 1h, foram isolados oligossacarideos. O produto desta hidrélise
foi fracionado por cromatografia de adsorcdo em carvao ativo-terra de diatomacea
(WHISTLER & BEMILLER, 1962a; LEMIEUX, 1962), obtendo-se um produto com
rendimento de 12,8% (0,53 g), correspondendo a fracao eluida em etanol aquoso
30%.

A analise qualitativa da fragao etanol aquoso 30%, por cromatografia de
particao em papel (solvente n° 2; n-butanol:piridina:H20, 1:1:1, v/v), apresentou
componentes com diferentes Rpt. Os principais componentes foram os com Riaq
de 0,32, 0,86 e 1,15, além de pequenas quantidades de componentes com Riac
de 0,14, 1,00, 1,30 e 1,44.

Afim de purificar os diferentes componentes presentes na fragao eluida
com etanol aquoso 30%, a mesma foi submetida a cromatografia de particdo em
papel preparativa (Whatman n°3, solvente n° 2).

Os oligossacarideos purificados obtidos foram avaliados quanto sua

composicdo monossacaridica por CP e por CG-EM. Nas fragdes que continham
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acido glucurénico, foi verificada a presenca de tracos de glucitol hexaacetato,
marcados com ?H; no C-6.

Na Tabela XIV estdo demonstrados os resultados, com relacédo, a
composigao monossacaridica por CG-EM e os rendimentos obtidos das fracdes

purificadas por CP preparativa. As fragdes foram denominadas FHg 14, FHg 32,
FHo,86, FH1.00, FH1 15, FH1 30 € FHj 44, de acordo com seus Riat (calculados em

CP, solvente n°2) e a sigla FH foi utilizada para distinguir das fragdes obtidas no

sobrenadante etandlico, discutidas anteriormente.

Tabela XIV: Composicdo monossacaridica das fragdes purificadas obtidas pela
hidrélise acida parcial do polissacarideo nativo do exsudato vegetal de A.

occidentale.

FRACOES OBTIDAS

Composicao  FH,,, FHos2 FHoss FHigo FH11s FHizo FHiag
monossacaridica

(moles%)
Arabinose 2 - - 7 4 46 14
Galactose 95 79 100 82 96 54 70
Glucose* 3 21 - §] - - -
Manose - - - 5 - - 16
Rendimento 55 26,0 9,0 1,3 4,0 3,2 1,5
(%) (29) (189) (47 (7)) (00 (17) ®

* ldentificada na forma de glucose hexaacetato, indicando a presenca de glucuronolactona. **
Os rendimentos das fragdes purificadas foram calculados em relagdo a fragao obtida da
cromatografia de adsorcdo em carvao-terra de infusérios, eluida em etanol aquoso 30%. Entre
parénteses estdo as quantidades obtidas em mg.
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A caracterizagdo estrutural destes oligossacarideos foi realizada por
espectroscopia de RMN de préton e carbono treze, incluindo *C-DEPT135, o qua!
serve para identificagcdo dos sinais de unidades de galactose O-6 substituidas
(sinais invertidos na regido & 67-70). Pelos espectros monodimensionais de 'H e
'3C, foram atribuidos os principais sinais dos respectivos carbonos (de acordo
com literatura especifica) e obtidas informagdes em relagdo a pureza, o niumero
de unidades sécan’dicas, a configuragdo andmerica das unidades constituintes,
bem como a presenca de substituintes nao glicidicos. Para a fragdo FHq 39, foram
também utilizadas as técnicas bidimensionais de RMN como, COSY, TOCSY,
ROESY e HMQC. As técnicas de ROESY e HMQC foram necessarias para obter

as informacgodes sobre o tipo de ligagao e a sequéncia das unidades sacaridicas.

4.6.2 Caracterizacao estrutural da Fracao FHg 14

O espectro de RMN-"°C (Figura 48) mostrou, na regido de C-1, 5 sinais em
5 103,1, 103,7, 103,6, 96,9 e 92,8. Esses sinais foram similares ao encontrado por
DELGOBO et al. (1998) para o trissacarideo B-D-GlcpA-(1—6)-B-D-Galp-(1—6)-af-

D-Galp, isolado a partir da hidrélise parcial do polissacarideo do exsudato vegetal

de Anadenanthera colubrina.
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—103,1

—103,6
—96,9

103,7
—92,8

Figura 48: Regido de C-1 do espectro de RMN-"°C (100,61 MHz) da fragdo FHy 14,
em D,0, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em & ppm.

Para unidade de (-D-GicpA foram atribuidos os sinais em & 103,1,
correspondente ao C-1 desta unidade e em 8 176,2 para o C-6 (nao mostrado no
espectro).

Para unidade de galactose ndo redutora (B') [—6)-B-Galp-(1—] foram
atribuidos para o C-1, os sinais em 8 103,7 (B’ «) e em 103,6 (B’ ). A presenca
desses dois sinais € em virtude da influéncia da unidades redutoras de of-
galactose. Pelo espectro de RMN de '*C-DEPT135 (Figura 49), foi atribuido o
sinal em & 70,0 para o C-6 substituido desta unidade. Nao foi verificado no

espectro de espectro de RMN-'3C, nenhum sinal de carbonos 2-O-, 3-O-, 4-O-

substituidos.
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Para unidade de galactose redutora foram atribuidos os sinais em 96,9 e
92,8, para os andmeros B e o, respectivamente. Pelo espectro de '*C-DEPT135
(Figura 49), foram feitos os assinalamentos para os carbonos 6 O-substituidos,

sendo assinalados em & 69,6 para anémero 3 e 6 69,8 para o o.
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Figura 49: Espectro parcial de RMN de'®C-DEPT135 da fracdo FHg 14, em D20, a
30°C.

* Os deslocamentos quimicos estdo expressos em & ppm.

No espectro de RMN-'H (Figura 50) foram assinalados, na regido de H-1, o
sinal para unidade de acido glucurdnico terminal, em & 4,50 (J 7,7 Hz), indicando
a configuracao B pelo valor da constante de acoplamento. Os sinais, para unidade

de galactose ndo redutora, em $ 4,43 (B’ o) (J 7,9 Hz) eem 4,44 (B’ B) (J 7,9 Hz) e
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para unidade de galactose redutora os sinais em 6 4,58 (J 7,8 Hz), para anémero

Beemd 5,25 (J 3,7 Hz), para anédmero q.

X 4,44; 7,9 Hz

3 4,50; 7,7 Hz
4,43; 7,9 Hz

> 4,58; 7,8 Hz

¥+ 5,25; 3,7 Hz

Figura 50: Regiao de H-1 do espectro de RMN-'H (400,13 MHz) da fragdo FHg 14,

em D>0, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em & ppm.

A fragado FHg 14, obtida a partir da hidrdlise acida parcial do PN do exsudato

vegetal de A. occidentale, corresponde ao trissacarideo B-D-GlcpA-(1—6)-B-D-
Galp-(1—6)-ap-D-Galp, apresentando os principais assinalamentos (em & ppm)

obtidos pelos espectros de RMN de '°C e 'H:
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B-D-GlcpA-(1—6)-B-D-Galp-(1—6)-B-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)

B-D-GlcpA-(1—6)-B-D-Galp-(1—6)-0-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 Caracterizacao estrutural da Fragdao FHg 3,

O espectro de RMN-"*C (Figura 51) mostrou, na regido de C-1, 4 sinais em
& 102,86 (maior), 102,82 (menor), 96,8 (maior) e 92,8 (menor) e na regiao de
campo alto, o sinal de § 175,6, mostrando a presencga de acido urdnico. Esses
sinais sugerem a presenca de um dissacarideo similar ao encontrado por

DELGOBO (1993) isolado a partir da hidrélise parcial do polissacarideo do exsudato

vegetal de Anadenanthera colubrina. Pelos dados de composicao
monossacaridica e pelos sinais de C-1, tem-se o acido aldobiourénico 3-D-GlcpA-

(1—6)-0B-D-Galp.



-73,3

184
s
e
e
24 '
i
N
8 9 %
e oy QN
o © «Q N';vz oo
L od L © > ﬁ "?@
H,_J O;) E ] 1
i
~
o
©
R\ |
© - 2
> o \
P © 8%
o -]
s - ©
!

E 103,0

~175,6

Figura 51: Espectro de RMN-"2C (100,61 MHz) da fracdo FHg 32, em D0, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em § ppm.

Para unidade de B-D-GlcpA foram atribuidos os sinais em 6 102,86 (B’ B) e
102,82 (B’ o) correspondente ao C-1 desta unidade e em § 175,6 para o C-6. Para
unidade de galactose redutora foram atribuidos os sinais em 6 96,9 e 92,8, para
os andémeros B e o, respectivamente. Os sinais de C-6 O-substituido, foram

assinalados em § 69,6 para anémero e 69,8 para o o. Os assinalamentos para

os carbonos 6 foram confirmados pelo espectro de '*C-DEPT135 (Figura 52).



185

-69,2

69,7
= 55 695
-68,7

|

69,8 -

69,6 -

Figura 52: Espectro parcial de RMN de 8C-DEPT135 da fracao FHp 32, em D20, a
30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em & ppm.

No espectro de RMN-'H (Figura 53), foram assinalados, na regido de H-1,
os sinais para unidade de &cido glucurénico terminal, em 6 4,48 (B’ o) (J 7,9 Hz) e
em 6 4,49 (B’ B) (J 8,1 Hz), os dois sinais encontrados mostram a influéncia da
unidade redutora de galactose, além, da confirmacgdo pelo valor da constante de
acoplamento da configuracédo . Os sinais em 84,55 (J 7,0 Hz) eem 8 5,23 (J 3,7
Hz) foram atribuidos para os anémeros B e o, respectivamente, da unidade de

galactose redutora.
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Figura 53: Regido de H-1, do espectro de RMN-'H (400,13 MHz) da fragao FHg sz,
em D>0, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em & ppm.

A fragao FHg 3, obtida a partir da hidrélise acida parcial do PN do exsudato
vegetal de A. occidentale, corresponde ao dissacarideo B-D-GlcpA-(1—6)-o-D-

Galp, apresentando os principais assinalamentos (em & ppm) obtidos pelos

espectros de RMN de *C e 'H:
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B-D-GlcpA-(1—6)-B-D-Galp

4,49 (H-1) 4,55 (H-1)
102,86 (C-1) 96,8 (C-1)
175,6 (C-6) 69,6 (C-6)

B-D-GlcpA-(1—6)-a-D-Galp

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 caracterizagao estrutural das fragdes FHgp 14 € FHp 32, mostram que no
polissacarideo nativo, o acido glucurdnico esta unido a unidades de galactose
pelo carbono 6. Esses resultados sao concordantes com a aldobiurbnico isolado
por ANDERSON & BELL (1975), por hidrdlise acida parcial do polissacarideo do
cajueiro (india). Esses autores verificaram a presenca do acido aldobiurdnico -D-
GlcpA-(1—6)-0p-D-Galp. Porém, para a goma de cajueiro, de origem indiana, foi
verificada também a presenca, em pequenas quantidades, de uma fragdo que
apresentou 0 mesmo Rf em cromatografia de particdo em papel de um acido
aldobiurénico 4-O-Me-B-D-GlcpA-(1—6)-af-D-Galp.

O acido aldobiurénico B-D-GlcpA-(1—6)-af-D-Galp, representa o mais
comum oligossacarideo &cido obtido a partir de hidrolise acida parcial de

polissacarideos de exsudatos vegetais (WHISTLER & ROWELL, 1966).
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4.6.4 Caracterizacao estrutural da Fracao FHg g

O espectro de RMN-"°C (Figura 54) mostrou, na regido de C-1, os sinais
em ¢ 103,6 (maior), 103,7, 99,0, 96,92, 96,88 (maior), 92,82 e 92,80 (maior). Nao
foi dectado nenhum sinal em campo baixo, referente a COOH, como esperado,

uma vez que na composicao monossacaridica desta fragao foi verificada apenas

galactose.

O espectro de "*C-DEPT135 (Figura 55) apresentou sinais invertidos em &

61,4 (maior) e 61,6, ambos para CH,OH (C-6 livre) e em & 67,1 (maior), 67,3 e

69,5, correspondendo aos carbonos 6-O-substituidos. 8
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Figura 54: Espectro de RMN-"*C (100,61 MHz) da fracdo FHg gs, em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em & ppm.
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Figura 55: Espectro parcial de RMN de '*C-DEPT135 da fracéo FHo.86, em D20, a
30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em & ppm.

Pelos espectros obtidos, e também pelos dados de composigao
monossacaridica e pelo Rja, sugere-se que esta fracdo e uma mistura de um
dissacarideo de galactose: B-D-Galp-(1—6)-0p-D-Galp e a-D-Galp-(1—6)-0-D-
Galp.

Pelo espectro de RMN-'H (Figura 56), a presenca desta mistura é
confirmada, apresentando os sinais, na regiao de H-1, em 6 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 dissacarideo
B-D-Galp-(1—6)-0p-D-Galp. Além dos sinais em & 4,96 (J 3,5 Hz), 4,57 (J 7,9 Hz)
e em 525 (J 4,0 Hz), correspondendo ao dissacarideo o-D-Galp-(1—6)-0f3-D-

Galp. Os assinalamentos para os proténs do anémero o podem ser invertidos.
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Os assinalamentos obtidos para o dissacarideo -D-Galp-(1—6)-03-D-Galp
foram similares aos obtidos para a fragao F g3, isolada a partir do sobrenadante

etandlico do exsudato vegetal do cajueiro descrita, anteriormente.
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Figura 56: Regido de H-1 do espectro de RMN-'H (400,13 MHz) da fracédo FHo g6,
em D0, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estdo expressos em & ppm.

A fragao FHy gs obtida a partir da hidrolise acida parcial do PN do exsudato
vegetal de A. occidentale, corresponde a mistura dos dissacarideos B-D-Galp-
(1—6)-0p-D-Galp e o-D-Galp-(1—6)-0p-D-Galp, apresentando os principais

assinalamentos (em & ppm) obtidos pelos espectros de RMN de °C e H:
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B-D-Galp-(1—6)-B-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)

B-D-Galp-(1—6)-0-D-Galp

4,43 (H-1) 5,24 (H-1)
103,7 (C-1) 92,8 (C-1)
61,6 (C-6)

o-D-Galp-(1—6)-B-D-Galp
4,44 (H-1) 4,57 (H-1)
103,6 (C-1) 96,88 (C-1)

o-D-Galp-(1—6)-0-D-Galp
4,96 (H-1) 5,25 (H-1)
96,88 (C-1) 92,8 (C-1)

4.6.5 Caracterizagao estrutural da Fragao FH4 15

O espectro de RMN-'3C (Figura 57) mostrou, na regido de C-1, os sinais
em & em 104,81, 104,76 (maior), 96,6 (maior) e 92,6. Observa-se 2 sinais na
regiao de C-3 QO-substituidos, em & 82,9 e 79,8. Para unidade terminal de
galactose foram atribuidos os sinais de C-1 em & 104,76 (B’ B) e 104,81 (B’ o) e
os sinais de C-6 livre em 6 61,4 (B’ B) (maior) e 61,6 (B’ &) (menor). Para unidade
de galactose redutora, o andmero o apresentou os sinais de C-1 em § 92,6 e para

C-3em §79,8. E para o andémero B, foi atribuido o sinal em 6 96,6 (C-1) e o em §
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82,9, para C-3 O-substituido.
O espectro de "°C-DEPT135 (Figura 58) apresentou sinais invertidos em &

61,4 (maior) e 61,6 (menor), ambos para C-6 livre (CH20H).
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Figura 57: Espectro de RMN-'C (100,61 MHz) da fracao FH1 15, em D,0, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em & ppm.
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Figura 58: Espectro parcial de RMN de "*C-DEPT135 da fracao FH; 15, em D20, a
30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em 6 ppm.

Pelo espectro de RMN-'H (Figura 59), atribuiu-se na regido de H-1, para
unidade terminal de galactose, os sinais em 6 4,59 (J 7,5 Hz) (B’ «) e em 8 4,60 (J
7,5 Hz) (B’ B). Para unidade redutora de a-galactose foi atribuido o sinal em § 5,25

(J 2,7 Hz) e para anémero f em 6 4,62 (J 7,1 Hz).
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Figura 59: Regido de H-1 do espectro de RMN-'H (400,13 MHz) da fragdo FHy 1s,
em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em & ppm.

Pelos dados de composigao monossacaridica e pelos assinalamentos dos
espectros verifica-se nesta fracao o dissacarideo de galactose: B-D-Galp-(1—3)-
of-D-Galp.

A caracterizagdo estrutural das fragbes FHpgs € FHi 15 confirmam a

presenca de unidades de galactose participando de ligagdes do tipo (1—6) e
(1—3) no polissacarideo nativo, o que tinha-se verificado pelos dados de
metilacao e pelos espectros de RMN. Além disso, ANDERSON & BELL (1975), por
hidrélise &cida parcial do polissacarideo do cajueiro (india), isolaram duas
galactobioses, caracterizadas como  B-D-Galp-(1—3)-c3-D-Galp  (maior

componente) e B-D-Galp-(1—6)-a3-D-Galp (menor componente).
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Pode-se salientar, que o dissacarideo B-D-Galp-(1—6)-0p-D-Galp, também
foi encontrado como principal componente de baixa massa molecular presente na

goma do cajueiro, objeto de estudo desta tese.
A fragao FHy 15 obtida a partir da hidrélise acida parcial do PN do exsudato
vegetal do A. occidentale, corresponde ao dissacarideo B-D-Galp-(1—3)-of-D-

Galp, apresentando os principais assinalamentos (em & ppm) atribuidos pelso

espectros de RMN de '°C e "H:

B-D-Galp-(1—3)-B-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)

B-D-Galp-(1—3)-ao-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 Caracterizacao estrutural da Fracao FHy 39

Esta fracao apresentou-se pura em analise qualitativa por cromatografia de
particdo em papel (CP), sendo constituida de arabinose e galactose, na mesma
propor¢ao.

O espectro de RMN-'°C (Figura 60) apresentou 3 sinais principais, na

regido de C-1, em & 108,2, 96,9 e 92,8, indicando a presenca de dissacarideo
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formado por arabinofuranose (pelo sinal caracteristico em & 108,2) e
galactopiranose redutora (sinais caracteristicos em & 969 e 92,8). Os
assinalamentos dos carbonos foram feitos de acordo os dados de literatura

(GORIN & MAZUREK, 1975; DELGOBO et al., 1998) e dos obtidos para a fracao Fg g3,

correspondente  ao  dissacarideo  B-D-Galp-(1—6)-D-ap-Galp,  discutida

anteriormente.
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Figura 60: Espectro de RMN-"C (100,61 MHz) da fracdo FH1 30, em D0, a 30°C.

* Os deslocamentcs quimicos estdo expressos em d ppm.
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Foram atribuidos os sinais dos respectivos carbonos para unidade de -
Arafem 6 108,2 (C-1), 81,4 (C-2), 77,1 (C-3), 83,3 (C-4) e para C-5 em & 63,1 (B)
(maior) e & 63,2 (o), sendo que os sinais de C-5 foram confirmados pelo espectro
de "®C-DEPT135.

Para a unidade redutora, foram assinalados para B-Galp, os sinais em &
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
0 92,8 (menor) (C-1) e 68,8 (C-2). Os sinais de C-4 da unidade de 3-Galp e de C-3
e C-4 de o-Galp néo foram assinalados pelo espectro de RMN-'°C. Pelo espectro
de "*C-DEPT135 (Figura 61), pode-se atribuir os sinais de C-6 que mostram-se
invertidos em 6 67,8 (maior) (B) e em & 68,1 (o), ocorre um deslocamento para
campo mais baixo do C-6 da galactose, mostrando a presenca de ligagao do tipo

(1—6) (ADINOLFI et al., 1991).

68,1 s

63,2

67,8 mam.

63,1 e

60,8 ==

Figura 61: Espectro parcial de RMN de °C-DEPT135 da fragdo FH1 30, em D20, a
30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em & ppm.
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Pelo espectro de RMN-'H (ndo mostrado), atribuiu-se na regido de H-1, o
sinal em & 5,02 (J 2,0 Hz) para unidade de a-L-Araf e 0s sinais para o e B-D-
galactose em & 5,24 (J 2,8 Hz) e em 6 4,56 (J 8,0 Hz), respectivamente.

Pelo espectro de RMN de correlacio DQFCOSY ['H-'H] (Figura 62),
obteve-se os assinalamentos para os H-2. Para unidade de o-arabinofuranose
tem-se a correlagao entre o sinal de H-1 em 0 5,02 com o sinal de H-2 em & 4,10.
Para as unidades redutoras de o-D-Galp, partindo-se de H-1 em § 5,24 (na
diagonal central) tem-se o assinalamento em 6 3,81 para H-2, do mesmo modo
que para a unidade de B-D-Gaip, onde a partir de & 4,56 obtém-se o deslocamento
para H-2 em § 3,49. Estas correlagbes estdao mostrados no espectro. Os sinais

para H-3, H-4, H-5 e H-6 nao foram assinalados por este espectro devido a

sobreposigoes.



199

s
’ -
]
H ' -
: !1
! o L] o
1]
b
- .’y b
" * § .
s

R
—a
- L 3 R g

T -4, %
» ’. .g [B]
H1 4,56 i

[J] ) H2 3,49 -
H1 5,02 . . .
H2 4,10

£

L £ 4

[ 4
e

4 v v ] Ty a Y T oy \ g

1 T v " Y "
ppm 5.0 4.5 4.0 KR

Figura 62: Espectro de RMN de correlagdo DQFCOSY ['H-'H] da fracdo FHy g0,
em D20, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estdo expressos em & ppm. A: o-D-Galp; B: B-D-Galp; J: o-
L-Araf-(1—.
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Pelo espectro de RMN de correlacao TOCSY ['H-"H] (Figura 63), obteve-se
para unidade c-Araf a correlagao entre o sinal de H-1 (em § 5,02) com o sinal em
& 4,08. Para a unidade redutora de o-galactose tem-se as correlagdes do sinal de
H-1 (em & 5,24) com os sinais em 6 3,96, 3,82 e 3,78. Para a unidade de (-
galactose verifica-se as correlagdes entre o sinal de H-1 (em & 4,56) com os sinais
em § 3,90, 3,62 e 3,46. Estas correlagdes estao mostrados no espectro. Porém,
pelo espectro de TOCSY nao foi possivel identificar os assinalamentos dos
respectivos prétons, assim, os sinais de prétons foram confirmados e assinalados,
a partir dos valores j& conhecidos das ressonancias de '*C, por outro experimento
de RMN de correlacao HMQC.

Pelo espectro de RMN de correlagao HMQC (inverso) (Figura 64), na
regido de C-1, obteve-se as correla¢des dos sinais de C-1 com H-1, para unidade
de o-Arafem & 108,2 com 5,02, para unidade de o-Galp em $ 92,8 com 524 e
para 3-Galp em § 96,9 com 4,56. Em outra regido ampliada do espectro tem-se
para unidade de o-Araf as correlacbes entre os sinais em 8 81,4 (C-2) e 4,10 (H-
2),em 77,1 (C-3) e 4,04 (H-3); em 4 83,3 (C-4) e 3,95; e em 0 63,1 (e 63,2) (C-5,

sinal invertido) e 3,66 (H-5).
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Figura 63: Espectro de RMN de correlacao TOCSY ['H-'H] da fracdo FHq 39, em
D0, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estdo expressos em 3 ppm. A: a-D-Galp; B: B-D-Galp; J: -
L-Araf-(1—.

Para unidade de o-Galp correlacionou-se o sinal em & 68,73 (C-2) com o
sinal em § 3,81(H-2) e em § 68,1 (C-6, sinal invertido) com o sinal em 6 3,84. Em
virtude de sobreposi¢des néo foi possivel obter as correlagdes C-3/H-3, C-4/H-4 e
C-5/H-5. Para unidade redutora de B-D-Galp, obteve-se as correlagOes entre os

sinais em & 72,3 (C-2) para & 3,45 (H-2), em § 73,1 (C-3) para 4 3,61 (H-3), em &
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74,1 (C-5) para & 3,84 (H-5). O sinal invertido de C-6 em § 67,8 correiaciona-se
com o sinal em § 3,74. Em virtude de sobreposi¢cdes ndo foi possivel obter as
correlagbes de C-4 e H-4. As correlagdes estao mostradas no espectro (Figura
64).

No espectro de ROESY (Figura 65), obteve-se as correlagdes de H-1 da
unidade de arabinose (& 5,02) com o sinal em § 3,74, corresponde ao H-6 da

unidade de galactose (), sinal este atriuido pelo espectro de HMQC.
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Figura 64: Espectro de RMN de correlagdo HMQC ['*C-'H] da fragdo FHy 30, em
D:0, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos stdo expressos em & ppm. A: a-D-Galp; B: B-D-Galp; J: a-

L-Araf-(1—.
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Figura 65: Espectro de RMN de correlagao ROESY ['H-'H] da fragdo FHy 30, em

D,0, a 30°C.

* Os deslocamentos quimicos estao expressos em & ppm. A: a-D-Galp; B: B-D-Galp; J: a-

L-Araf-(1—.

4.50
4,75
s.oo

- ppm



205

Pelos dados de composicao monossacaridica e pelos assinalamentos dos
espectros verifica-se nesta fragdo o dissacarideo: a-L-Araf-(1—6)-03-D-Galp. Este
dissacarideo apresentou uma rotacdo especifica de [o]p +5° confirmando a
configuracao o-L.

A fragado FHy 30 obtida a partir da hidrdlise acida parcial do PN do exsudato
vegetal do A. occidentale, corresponde ao dissacarideo o-L-Araf-(1—6)-0f-D-

Galp, na Tabela XV estéo apresentados os principais assinalamentos (em & ppm)

atribuidos pelos espectros de RMN de '°C e 'H.

Tabela XV: Assinalamentos (em & ppm) da fragdo FH; 30 obtidos pelos espectros
de RMN de '°C e 'H.

[V (Al
o-L-Araf-(1—6)-a-D-Galp

[J] [B]
o-L-Araf-(1—6)-B-D-Galp

Unidades H1/C1 | H2/C2 | Ha/C3 | Ha4/Ca | H5/C5 | He/CB
[Al| — 6)-0-D-Galp | 524 | 3,81 3,84
92,8 | 68,73 68,1
BI| —6)-B-D-Galp | 456 | 3,45 | 3,61 384 | 3,74
96,9 | 72,3 | 73, 74,1 67,8

J] o-L-Araf-(1— 5,02 410 4,04 3,95 3,66

1082 | 81,4 | 77.1 83.3 | 63,1
(63,2)
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4.6.7 Fragoes FHq oo € FH1 44

As fragées FHipo e FHj44 nao foram caracterizadas, apresentando
espectro de RMN-"°C complexos com 14 e 12 sinais, respectivamente.

Pelos espectros obtidos e pelos dados de composicdo monossacaridica,
sugere-se que estas fragbes apresentam-se como misturas.

Assim, pelo procedimento de hidrolise acida parcial do polissacarideo
nativo foi possivel caracterizar as seguintes estruturas: B-D-GlcpA-(1—6)-B-D-
Galp-(1-6)-aB-D-Gal (FHo 14); B-D-GlcpA-(1—6)-0p-D-Gal (FHq32); o-D-Galp-
(1—-6)-0B-D-Gal e B-D-Galp-(1—6)-0-D-Gal (FHggs); B-D-Galp-(1—3)-aB-D-Gal

(FH4,15); e a-L-Araf-(1—6)-0p-D-Gal (FH1 30), como ilustrado na Figura 66.
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Figura 66: Estruturas quimicas* dos oligossacarideos provenientes da hidrélise

acida parcial do polissacarideo nativo do exsudato vegetal de A. occidentale.

* E: B-D-GlcpA-(1—6)-B-D-Galp-(1—6)-0f-D-Gal; F: B-D-GlcpA-(1—6)-ap-D-Gal; G e H: B-
D-Galp-(1—6)-03-D-Gal e o-D-Galp-(1—6)-ap-D-Gal; I B-D-Galp-(1—-3)-0-D-Gal; J. o-L-

Araf-(1—-6)-of-D-Gal.
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Os dados de RMN de 'C dos oligossacarideos obtidos por hidrdlise
parcial, foram importantes para o assinalamento das estruturas: B-GlcpA-(1— (8
103,0); —6-p-Galp-(1—6 (8 103,8); a-D-Galp-(1— (& 100,5); B-D-Galp-(1—=3)- (&
1038,9) e o-L-Araf-(1—6 (6 108,3), como mostrado, anteriormente, na Tabela Xl
(pagina 176).

Além disso, por esses oligossacarideos, pode-se determinar algumas
cadeias laterais do polissacarideo nativo, confirmando os dados de metilacédo e
RMN dos polissacarideos ja relatados, mostrando a presenca de galactose 3-O e
6-0 substituidas, sendo que essas unidades estariam ligadas a unidades de &cido

glucurdnico, arabinose ou galactose.

4.7 CONSIDERACOES FINAIS

Com relacdao aos resultados apresentados para os mono- e
oligossacarideos livres redutores presentes no exsudato do cajueiro e para a
caracterizagao da estrutura fina do polissacarideo pode-se relatar que tanto os
mono- como os oligossacarideos livres redutores obtidos no sobrenadante
etandlico estdo presentes nas cadeias laterais do polissacarideo nativo. Em
virtude da similaridade, dos mono- e oligossacarideos livres redutores com as
cadeias laterais do polissacarideo nativo, pode-se supor que essas moléculas
seriam originadas por enzimdlise in situ ou de produtos intermediarios de
biossintese deste polissacarideo. Porém, para comprovar esta ultima hipotese,
s@o necessarios estudos mais aprofundados sobre o mecanismo de biossintese

de polissacarideos de exsudatos vegetais in vitro.
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Pelos resultados da caracterizagdo quimica do polissacarideo nativo do
exsudato de origem brasileira (Caruaru - PE), este apresentou uma estrutura
altamente ramificada consistindo de uma cadeia principal de B-D-Galp (1—3)
ligada, substituida em O-6 por varias cadeias laterais. As cadeias laterais
contendo arabinose sao longas, uma vez que 3 degradacgdes controlada de Smith
foram insuficientes para remover todas elas, e pelos resultados obtidos nos
espectros de RMN, estas ndo sdo estruturas o-Araf, as quais podem ser
identificadas por sinais caracteristicos de C-1 na regido de & 110-108. Pelos
dados de composicao monossacaridica e da caracterizagao da estrutura quimica
obtidos, este polissacarideo pode ser classificado de acordo com ASPINALL (1969;
1983), no grupo das D-galactanas (sub-grupo arabinogalactanas tipo Il) e de
acordo com STEPHEN (1983), no grupo das arabinogalactanas. Porém,
considerando-se que este € um heteropolissacarideo apresentando contelido
baixo de arabinose (4%), sugere-se a classificagdo como uma heterogalactana
acida.

Comparando-se com o polissacarideo da goma coletada na india
(ANDERSON & BELL, 1975), a estrutura € muito similar, especialmente a cadeia
principal de unidades B-D-Galp ligadas (1—3), as quais algumas estao
substituidas em O-6 por cadeias laterais. As cadeias laterais parecem mais
longas, contendo unidades de B-D-Galp ligadas (1—3) e (1—6), algumas de Araf
ligadas (1—2) com mais de 5 unidades, necessitando de 5 degradacdes
controlada de Smith para completa remogao, e unidades terminais n&ao redutoras
de Arap, Araf, Glcp, Rhap, Manp, Xylp, e B-D-GlcpA-(1—6)-D-Galp. roi verificada

a auséncia de unidades de 4-O-Me-GlcpA no polissacarideo brasileiro. As outras
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diferencas parecem ser devido a disponibilidade dos autores a técnicas mais
sofisticadas, especialmente as andlises de metilagao e espectroscopia de RMN.
Como exemplo, na determinagédo da presenga do derivado 4-O-metil glucurdnico
e na caracterizagdo de unidades terminais nao redutoras como a-L-Rhap-(1-—-4)-
B-D-GlcpA-(1—6)-B-D-Galp e o-L-Araf-(1—6)-D-Galp-.

Comparando-se com os dados de RMN e composicao monossacaridica do
polissacarideo da goma de cajueiro de origem brasileira (Ceard) estudado por DE
PAULA et al. (1998), o polissacarideo do cajueiro estudado na presente tese
apresentaram similaridade, principalmente, em relagcdo a cadeia principal
galactose 3-O-substituidas, como foi observado nos espectros, pelas
ressonéncias de C-1 de unidades de galactopiranose, além da auséncia do
derivado acido 4-O-metil-glucurdnico.

Com relacdo aos estudos de exsudatos vegetais de outros géneros da
familia Anacardiaceae, descritos na literatura (ANDERSON & HENDRIE, 1972;
ANDERSON & HENDRIE, 1973; BAsu, 1980; GHOSAL & THAKUR, 1981; PEREZ et al.,
1995; LEON DE PINTO et al, 1996), destaca-se que todos os polissacarideos
apresentam-se como arabinogalactanas acidas, e que a ocorréncia dos trés tipos
de urbnicos (acido galacturénico, &acido glucurdonico e/ou &acido 4-O-metil
glucurénico) no mesmo polissacarideo ndo é uma caracteristica geral para esta
familia.

A maioria dos exsudatos vegetais descritos na literatura (WHISTLER &
ROWELL, 1966; CAFFINI & PRIOLO DE LUFRANO, 1974, 1975; ASPINALL, 1969, 1983;
STEPHEN, 1983) apresentam polissacarideos como arabinogalactanas acidas,

porém, pode-se destacar que existem polissacarideos de exsudatos vegetais que
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apresentam estruturas de ramnogalacturonanas, como a goma karaia (ASPINALL,
1969), de xilogalacturonanas, como a goma tragacanto (&cido tragacéantico)
(ASPINALL, 1969) e de arabinoxilanas acidas, como por exemplo, o polissacarideo
do exsudato vegetal de Cercidium praecox (LEON DE PINTO et al, 1994), de
Livistona chinensis (MENESTRINA et al., 1996) e de Syagrus rommanzofianum
(REIs et al., 1998).

O Anacardium occidentale (cajueiro) apresenta inumeras aplicagdes do
ponto de vista econdémico, principalmente agricola, incluindo o fruto (castanha de
caju), o pseudofruto (porgao carnosa), e a madeira obtidos desta arvore (HOENE,
1939; FLEIG, 1989; LEPREVOST, 1998). Além disso, o 6leo da castanha, que ja é
utilizado na industria quimica, pode ter um potencial interesse bioldgico (Kuso et
al., 1993; Tovomizu et al., 1993; MARMORI, 1994; LEPREVOST, 1998).

O exsudato vegetal do cajueiro tem alto potencial para ser aplicado em
diferentes industrias do mesmo modo que a goma arabica (LEPREVOST, 1998),
Estudos preliminares mostram que este polissacarideo pode ter também, no
futuro, outras aplicagdes bioldgicas (PEREIRA-NETTO et al., 1998).

Entdo, Porque ndo o cajueiro ?. Fago minhas as palavras do Prof. A.
LEPREVOST, o0 qual em um comentario (Informativo CRQ, 1998) sobre as inUmeras
caracteristicas que apresentam o cajueiro questiona porque néo investe-se mais

nesta cultura, tanto a nivel de Parana como de Brasil.



5. CONCLUSOES
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1. O exsudato vegetal de Anacardium occidentale (cajueiro) apresenta 0,87% de

carboidratos de baixa massa molecular e 80% de polissacarideo.

2. Os componentes de baixa massa molecular sao constituidos de
monossacarideos livres, como ramnose (0,005%), arabinose (0,03%), manose
(0,007%), galactose (0,03%) e glucose (0,02%) e de oligossacarideos redutores,
como B-D-Galp-(1—6)-af-D-Galp (0,05%), a-L-Rhap-(1—4)-af-D-GlcpA (0,008%),
a-L-Rhap-(1—4)-B-D-GlcpA-(1—6)-0p-D-Galp  (0,01%) e «a-L-Rhap-(1—4)-B-D-

GlcpA-(1—6)-p-D-Galp-(1—6)-0f-D-Galp (0,008%).

3. O polissacarideo do exsudato vegetal de A. occidentale apresentou os valores
para massa molecular média em massa (M) de 1,12 x 10° (+ 0,03) e para a

massa molecular média em numero (M) de 9,62 x 10* (£ 0,30) e de

polidispersividade de 1,165 * 0,045, caracteristico de uma fracdo homogénea.

4. A composicdo monossacaridica do polissacarideo nativo do exsudato vegetal
do cajueiro é de acido glucurénico (5%), arabinose (4%), gaiactose (82%),
glucose (6%), ramnose (2%) e xilose (1%), caracterizando-o como uma

heterogalactana acida.
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5. Pelos resultados obtidos nas analises de metiiacdo e por espectroscopia de
RMN dos polissacarideos: PN, PPH, PPHDS1, PDS1, PDS2 e PDS3, verificou-se
que o polissacarideo nativo do cajueiro é constituido por uma cadeia principal de
unidades de B-D-galactopiranose unidas por ligacao do tipo (1—3), substituidas
em O-6 por varias cadeias laterais, indicando que esta unidade participa de varios
tipos de ligacoes dentro do polimero. As unidades de arabinofuranose,

ramnopiranose e acido glucurénico presentes estao num ambiente mais uniforme

na molécula.

6. O polissacarideo do cajueiro apresenta cadeias laterais, como, -B-D-Galp-

(1—-6)-D-Galp-, -o-D-Galp-(1—6)-D-Galp-, a-L-Araf-(1—6)-D-Galp-, B-D-GIcpA-

(1—6)-B-D-Galp-(1—6)-0p-D-Gal e B-D-GlcpA-(1—6)-ap-D-Galp.

7. Propoe-se a seguinte estrutura esquematizada para o polissacarideo do
exsudato vegetal de A. occidentale:

* Em preto esta representada a cadeia principal. R: representa cadeias de D-galactose

ligadas em (1—-3) ou em (1—6).
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Abstract—The gum exudate from the Brazilian cashew-nut tree (Anacardium occidentale) contained traces of
the reducing sugars. rhamnose (0.005%). arabinose (0.03%5). mannose {0.007%). galactose (0.03%), glucose
(0.02%). p-p-Galp-(1 —=6)-a-p-Gal (0.05%). 2-L-Rhap-(1—4)-2-D-GlcA (0.008%) and x-L-Rnap-(1 —4)-$-D-
GlepA-(1—6)-4-p-Galp-(1 - 6)-23-D-Gal (0.008%). Rhamnose. arabinose. glucoss and :he three oli-
gosaccharides are components of the side-chains of the gum polysaccharide. which has a ma:n chain of (1 —
3)-linked f-D-Galp units. The structure of this polysaccharide was determined and found to ZiFer from that
previously reported for the gum of a tree growing in India. lacking units of 4-O-methviglucurcn:c acid. Other
new side-chain structures were characterized. particularly -x-p-Galp-(1—6)-b-Galp- and z-i-Araf-(1-6)-D-
Galp-. ¢ 1998 Elsevier Science Lid. All rights reserved

INTRODUCTION respectively. The more detaiied analvsi: of the Indian
gum polysaccharide showed a highly ~ranched struc-
ture. with a (1 —3)-linked f-p-Galp mz:z chain [6] and
that 4-O-methyl-glucuronic acid units were present.
However. these data differed trom thos: round in our
examination of our polvsaccharide. :soiated from a
Brazihan sample. which contained les: zrabinose with
a 2:4:1:82:6:5 molar ratio of rhamrn::2. arabinose.
xviose. galactose. glucose and gluctronic acid. and
without 4-O-methyvlglucuror:c acid. = 2videnced by
the absence of -OCH: signzs in ‘K .22 ¥C NMR
spectra. We now report a detatied anz - :1s of the poiy-
saccharide.

We recently detected free. reducing monosaccharides
and oligosaccharides in the gum exudate of the tree.
Anadenanthera colubrina. and compared them struc-
turally with the accompanving polysaccharide in
order to suggest mechanisms for their formation [1-
3]. There were similarities with the monosaccharides
and one oligosaccharide which were isolated and
identified. but difficuities were encountered in the puri-
fication of the others. The gum of the Brazilian
cashew-nut tree (Anacardivm occidentale) was also
found to contain monosaccharides and oligo-
saccharides. albeit in smaller quantities [4]. and the
structures of the monosaccharides and more readily
purified oligosaccharides are now determined and
their structures also compared with those present in
the component polysaccharide. The polvsaccharide of the Brazilizz zum was iso-

However. prior to carrying out this comparison. it |ated ria ethanol precipitation. of an 22220us solution
was necessary to re-determine the complex structure  and had [2]p+21 . M, 1.1 x 107 (light-s2zttering). and
of the gum polysaccharide. It had been previously  gave rise to a weli-defined 'H {H-1 por:on. Fig. 1(A)]
examined in 1974 and 1975 using samples collected in and '*C NMR spectra [Fig. 11B1]. Mz:7- ation analy-
India and Papua (the cashew tree is native to America)  sis and GC-mass spectrome:nic examination of the
[5. 6]. Rhamnose. arabinose. xylose. mannose. galac-  resulting partially O-methyiated < 3ol acetates
tose, glucose and glucuronic acid were found in molar  showed non-reducing end-un:is of Ar:- (2%). Rhap
ranos of 7:14:2:2:61:8:6 and 7:15:0:1:63:9:6. (20, Glep (< 10%) and Gair 119%:. .=d other Galp

RESULTS AND DISCUSSION

residues that were 3-0- (6%, <-0- (10 . 0-0-(19%)
and 3.6-di-O-substituted (327 ;1 (Tat:z 1. When the
+ Author to whom correspondence should be addressed. per-O-methylated polysaccharide wezs r2duced with
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Fig. 1. Cashew polysaccharide: H-1 portion of its 'H NMR (A) and *C NMR spectrum (B). *C NMR spectrum ¢
polysaccharide submitted to one controlled Smith degradation (C).

lithium aluminum deuteride, and the product con-
verted to partially O-methylated alditol acetates, non-
reducing end- and 4-O-substituted-GlcpA units were
found to be present.

A controlled Smith degradation of the poly-
saccharide resulted in removal of units of rhamnose
and glucuronic acid, giving the ethanol-insoluble
polysaccharide core with [«]5+43°. containing arabi-
nose, xylose, mannose and galactose in a molar ratio
of 8:1:1:90. The principal signals of its '*C NMR
spectrum [Fig. 1(C)] are typical of a (1 —3)-linked f-
Galp polysaccharide [7], but with no a-Araf residues.
Methylation data (Table 1) show non-reducing end
units of Glep (3%) and Galp (11%). with 3-0- (67%),
4-0- (2%), 6-0- (17%) and 3.6-di-O-substituted Galp
units (14%). A second Smith degradation provided
polysaccharide with [a],+40° and an arabinose to
galactose ratio of 2:23, while a third one reduced the
arabinose content to 3%. Their *C NMR spectra
contained the same minor signals as that of the prod-

uct of the first Smith degradation. but in progressivelv
diminishing amounts.

Little ethanol-soluble material (4% vield) was
obtained on the first Smith degradation. It contained
glycerol and components with Rg,, 1.20 and 0.31 anc.
although the latter was not completely identified. i
gaverise to "C NMR signals at 6 100.5 > 103.3. show-
ing the presence of unoxidized - and f-pyranosy.
units.

The native polvsaccharide was partiaily hyvdrolysec
at pH 1 for 5 hr at 100°. which removed Rha and mos:
of the Ara units, to give a polymer with arabinosz.
xylose, mannose, galactose. glucose and glucuronic
acid in a 1:6:5:80:3:5 molar ratio, [¢]p+20". and =
BC NMR spectrum with complex C-1 and O-sub-
stituted C-3 regions. Methylation analysis data oz
the per-O-methylated polysaccharide and its LiAJH.-
reduced product (Table 1) showed non-reducing enZ
units of Glep (6%) and Galp (35%). and 3-O- (9% .
4-0- (9%), 6-0- (17%) and 3.6-di-O-substituted Gai-
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Table |. Structures and percentage values of partially O-methylated alditol acetates formed from per-C-methylated poly-

sacchandes from native cashew polysaccharide (NP), partialiy hydrolysed NP (PHP). Smith-Degraded NP (SDP) and
LiAl’H,-reduced-NP and -PHP

% of O-methvlated alditol acetate formed from methylated

O-Methvlated R, (s)

alditol acetate DB-210 NP PHP SDP Reduced NP+ Reduced PHP
2.3.5-Me:-Ara 454 2 — — — —
2.3.4-Me.-Rha 461 2 — — — —
2.3.4.6-Me,-Glc* 518 10 6 3 7 5
2.3.4.6-Me.-Gal 532 19 35 11 17 26
2.4.6-Me,-Gal 605 6 9 67 10 13
2.3.6-Me--Gal 645 10 5 2 6 5
2.3,4-Me,-Glc 666 — — — tr. tr.
2.3.4-Me.-Gal 707 19 17 3 26 22
2.3-Me--Glc 836 — — — 1

2.4-Me.-Gal 864 32 28 14 33 29

* Confirmed by GC-MS on OV-225.

+ Reduced NP on OV-225 gave 2.3.4.6-Me,-Glc (511 s: 4%). 2.3.4.6-Me,-Gal (543 s. 8%). 2.4.6-Me:-Gal (623 5. 7%).
2.3.6-Me:-Gal (631 s. 2%), 2.3.4-Me,-Glc (643 s. ~2%. dideuterated peak). 2.3.4-Me.-Gal (696 s. 20%) and 2.4-Me.-Gal
(869 5. 23%). Standards tested on DB-210 were 2.3-Me,-Glc (836 s) and 2.3.4-Me.-Glc (658 5). Using DB-210. only 2.3-Me--
Glc was found with red. NP: only 2.3.4-Me.-Glc with red. PHP. With red. NP. a peak at 666 s did not correspond to 2.3 4-
Me.-Glc imaybe superimposition occurred). Standards tested with OV-2235 were 2.3-Me.-Glc (630 s) and 2.3.4-Me:-Glc 1829
s). GC-MS on OV-225 gave peaks less resolved than those on DB-210. but qualitatively reduced NP gave a shoulder at 642

s. corresponding to 2.3.4-Me,-Glc. but nothing attributable to

corresponding to 2.3.4-Me,-Glc.

units (28%6). Glucuronic acid were present only as
non-reducing end units. likelv by removal of Rhap
and or Arat units from O-4 on partial hvdrolysis (a
controlled Smith degradation of the polysaccharide
provided a polvmer with [x]y+ 34 ).

The latter possibility was eliminated following par-
tial hydrolysis of the native polysaccharide with M
acid at 100" for a short time. This cleaved some of the
pyranosyl linkages. with the surprising maintenance
of some furanosyl linkages. resulting in the formation
of x-Araf-i 1 —6)-2f-Gal. Other products were ff-Galp-
(1 —=3)-2/1-Gal. 2-Galp-(1—63-2-Gal. -Galp-(1 —6)-
afs-Gal. -GlepA-(1—6)-2-Gal and S-GlepA-(1—6)-
f-Galp-(1 —6)-2f-Gal. each oligosaccharide being
characterized by its monosaccharide components and
1D and 2D NMR spectra.

The supernatant obtained during the ethanol pre-
cipitation of the native polysaccharide from an aque-
ous solution. contained a mixture of monosaccharides
and oligosaccharides. The monosaccharide contents
were quantified as follows: (1) with the intention of
preventing their formation by any possible hvdrolase
activity. the gum was dissolved in water containing
sodium borohydride in the presence of allitol as
‘nternal standard. and the resulting acetates analvsed
oy GC-mass spectrometry: and (2) the gum together
+ith allitol were first dissolved in water and then
‘educed with sodium borohvdride. prior to conversion
.0 alditol acetates. The oligosaccharides were isolated
‘tu successive charcoal and cellulose column chro-
natography of another ethanol supernatant. followed
>V preparauive paper chromatography and were char-

2.3-Me.-Glc. Red. PHP showed a shoulder peak at 64x s.

acterized by their monosaccharide compositions and
1D 'H and ""C NMR spectroscopy. the latter includ-
ing a DEPT program. The uulized 2D programs were
COSY and HMQC.

The structure of the native Brazilian polvsaccharnde
is highly branched consisting of a (1—3)-linked 4-D-
Galp main chain (1). substituted at O-6 by various
side-chains. Characterized components were: -5-D-
GlepA-(1 = 6)--D-Galp-(1-6)--D-Galp- (2). -2-D-
Galp-(1—6)-D-Galp- (3) and z-L-Ara/-(1 = 6)-D-Gaip-
(4). z-L-Rhap-(1 =>4)-f-D-GicpA- groups (5). hinked
{1 —>6) to p-Galp. are likelv 10 be present. The arabi-
nose-containing side-chains are long. since even three
controlled Smith degradations were insufficient 1o
remove them all (these were not x-Araf structures).
Based on the ""C NMR data for the oligosaccharides
liberated on acid hvdrolvsis. the partial C-1 NMR
spectrum of the native polysaccharide [in Fig. 1(B)]
can be assigned as indicated in structures 1-5 (d values
for D-O solutions).

Compared with the polvsaccharide of gum collected
in India. there are similer structures. especially a main
chain of (1—-3)-linked f-D-Galp units. some of which
were substituted at O-6 by side-chains. These wers
concluded to be long. containing (1 —3)- and ({1 —o0-
linked -p-Galp units. those of (1 —2)-linked Aras up
1o 3 units long. needing five controlled Smith degra-
diations for their complete removal. and end units of
Arap. Araf. Glcp. Rhap. Manp. Xylp and f-D-Glep A-
{1—-6)-D-Galp [6]. We now report the absence of =-
Me-GlepA units in the Brazilian polyvsaccharide. The
other differences could be quantitative and seem 1o
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S-GlepA (6 103.0)
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f-Galp (6 103.8) x-Galp (8 100.5)
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$-Galp Galp
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be due to the current availability of more modern
techniques. especiallv those of methylation analysis
and NMR spectroscopy. Examples are the charac-
terization of Rhap-(1-4)-4-GlepA-(1—6)-5-Galp-
and x-Araf-(1 —6)-Gal- non-reducing end-structures.

The gum contained free rhamnose (0.005°0). arabi-
nose (0.03%). mannose (0.007%). galactose (0.03%)
and glucose (0.02%). and the isolated oli-
gosaccharides were characterized as f-Galp-(1—6)-
2-Gal (0.05%). z-Rhap-(1 -4)-2f-GlcA (0.008%)
and  z-Rhap-(1 =$)-5-GlepA-(1—6)-/-Galp-(1 = 6)-
2-Gal 10.008%). They were not formed bv in situ
acid hvdrolysis of the weakly acidic gum because of
the resistance of the pyvranosyl glvcosidic linkages at
ambient temperatures. Other more likelv possibilities.
because of their structural similarity to the side-chains
of the polysaccharide. are that theyv are formed as by-
products from biosvnthetic intermediates or by the
action of exo-hvdrolases.

EXPERIMENTAL

Preparation ot cashew-nut ree polvsacceharide. This
was pptd from an ag. soln (230 g in 1230 ml) with
EtOH (3 1. the polvsaccharide was redissolved in H-O
and then ireeze-dried to remove residual EtOH.

Specine rotarions. These were determined at 25 in
H.O at 0.3-0.6" . except for controlied Smith degra-
dation products. whose solvent was H-O containing
3% NaOH.

Determination of M, of poivsaccharide. This was
carried out using a light-scattering apparatus with a
0.1% ag. soln of polvsaccharide with GPC columns in
series of OH pak B-804 and OH pak B-803 (Shodex).
eluted at | ml min~" with 0.1 M NaNO.-0.02% NaN,
(~ 633 nm).

Monosaccharide composition. Polvsaccharides and
oligosaccharides were hvdrolysed with M H.SO; for
18 hr at 100 . After neutralisation (BaCO.). part of
the solns were evapd and examined by PC (soivent: n-
BuOH-pyridine-H,O. 5:3:3: sprayv p-anisidine HCl).
The other part was reduced with NaB-H.. acetvlated
with Me.CO-pyridine at 100 and the products exam-
ined by GC-MS using an OV-225 capillary column
(30 mx0.25 mm i.d.). held at 50 during injection.
then programmed at 40" min~' to 220 tisothermal).
Glucitol hexa-acetate gave peaks in the order m =
140 > 139 > 141. showing that some of 1t arose from

x-Araf (6 108.3)

-B-Galp-{1—3)- (6 103.9)
1

«-Rhap (6 101.0)

1 1

| 4 .5

6 4
Galp f-GlepA

1 I

glucose. as well as glucuronolactonz. The poly-
saccharide was hydrolvsed with 2 M TFA for & hr at
100" to give a residue which gave crystalline x-gal-
actose [from MeOH-EtOH (1:D]. [2],+ 134 (initial
value. 80 s)— +79 (c¢. 0.5 H.O: constant valuei. The
"*C NMR spectrum of resulting zff-galactose [8} and
its [«]p [9] indicated the D-enantiometer. Recovered
from the mother liquor vi¢ cellulose CC (eluant:
Me-CO. then Me-CO-H-0. 10: 1) were L-arabinos2. L-
rhamnose and D-glucuronolactone ( Rg,,. 1.04). which
were identified by their *C NMR spectra and wnose
enantiomeric forms were determined by conversion
to the acetates of their (—-2-octyl givcosides and
examination by GC-MS using a Durowax-4 capiiiary
column (30 m x 0.25 mm 1.d.) programmed trom 30
(40- min~")—230 (isothermal) {10].

Uronic acid contents. These were determined t~ the
m-hvdroxv-biphenyl method [11].

Methvlation analvsis ot polvsaccharides. Poly-
saccharides ( * 50 mg) were methylated by the mz:hod
of ref. [12]. which was necessary in order to rencer the
products soluble in the reaction medium of Kerex and
Ciacunu [13]. Methylation was completed usinz the
procedure of ref. [14]. The O-methyviated procucts
were refluxed with 3% MeOH-HCl for 3 hr anZ :nen
hvdrolvsed with M H,SO, at 100 for 1§ hr. Arter
NaB-H., reduction and acetvlation. the resulting ~uixts
were examined by GC-MS on OV-225 und DB-210.
using the conditions described above. Two coizmns
were necessary to resolve the possible 1somers o7 Rhu.
Ara and Gal. On OV-223. there is superimposit:on of
2.3.5-Me:-Ara (447 5s) and 2.3.4-Me:-Rha (448 < Also
of 2.4-Me.-Ara (545 s). 3.4-Me--Ara (342 <. and
2.3.4.6-Me,-Gal (542 5). Resolved are 2.5-Mz.-Ara
(509 s). 3.5-Me--Ara (499 s). and 2.3-Me.-Ara (537 5.
On DB-210. 2.5-Me.-Ara (333 sy and 2.3.4.6-Mz_-Gal
(533 s) are superimposed. Resolved are 3.5-Mz:-Ara
(519 5). 2.3-Me.-Ara (577 s1. 3.4-Me.-Ara (571 - . 2.4-
Me--Ara (338 s5). 2.3.4.6-Me.-Gal (333 21 2.3.5-Me--
Ara (462 s5). and 2.3.4-Me.-Rha (469 s,

NAMR. "H soln spectra were obtained at 400 MHz
at 70 in D-O using presatn of the DOH rescrince.
For '“C spectra. the solvent was DO at 30 . exczotin
the case of Smith-degraded polysaccharides. w the
solvent was 3% NaOD in D.O. Small OCH-: :
were not detected in the 'H (¢ ~3.2yand "C srectra
[6 ~39: Fig. 1(B)]. Chemical shifts are expresssZ :n .
based on a standard of TMS. The “C NMR spzoirum
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of the polysaccharide in D,O contained signals that
were assigned on the basis of those of oligo-
saccharides. obtained wvia partial hvdrolysis and
described below. C-1 signals were at 6 175.8 (very
small: CO,H). 108.3 (z-Araf~(1 —6)-Galp, very small),
the largest one at § 103.8 (B-Galp-(1-6)-
Galp) > 100.5  (2-Galp-(1—6)-Galp) > 101.0 (-
Rhap) > 103.0 (B-GlcpA-(1—6)-Galp) = 103.9 (-
Galp-(1--3)-Galp). There was a very small signal at §
84.1 (C-4. x-Araf) and a larger broader complex of
three signals from ¢ 81.4 to 82.0 (3-O-substituted -
Galp’s). 17.0 (C-6. Rha). Negative "C DEPT signals
of C-6 of Galp units were not detectable because of
superimposition on positive ones with the same shift.
The '"H NMR spectrum contained broad H-1 signals
at 04.432.4.493.4.700. 4.734. 4.913. 5.070 and 5.291.
Successive controlled Smith degradations. To cashew
polysaccharide (6.50 g) dissolved in H.O (200 ml), was
added NalQ, (20 g), and after 2 davs it was followed
by ethylene glycol (5 mi) and the solution then
dialysed. NaBH, (2 g) was added and after 3 hr the
soin was acidified with HOAc and dialysed. first
against tap (20 hr) and then distilled H.O (20 hr). The
resulting polvalcohol contained glycerol. arabinose
and galactose in a 75:3:22 molar ratio. The soln was
evapd to 100 ml. adjusted to pH 2.0 with ag. H,SO,.
heated at 100° for 1 hr. neutralized with BaCO,. and
then filtered. The filtrate was evapd to 20 ml and
added to EtOH (200 ml). giving a pp.. which was
isolated (Ara. Xvl. Man. Gal; 8:1:1:90 molar ratio).
vield 1.76 g. It was only sparingly soluble in cold H-O.
Its "C NMR spectrum in D,0-5% NaOH contained
{Fig. 1{C)] predominant signals at ¢ 61.4 (C-6: inverted
in DEPT spectrum). 68.9 (C-4), 71.0 (C-2). 75.4 (C-
5). 84.3 (C-3) and 105.55 (C-1). corresponding to a
‘I =3)-linked f-galactopyranan. Respective values
>btained for internal units of -Galp-[(1—3)-5-Galp],-
| =4)-23-Glc in DO were 61.7. 69.4. 71.1. 75.9. 82.8
ind 104.8 [7]. The mother liquor contained. following
‘hromatography on a cellulose column (Me.CO-H,O.
0:1 then 3:1). material (260 mg) which gave rise to
PC) spots with R, 0.31 and 1.20. as well as one of
lycerol.

The polvsaccharide (1.56 g) mostly dissolved in H,O
100 ml) at 100" after 1 hr and. on addition of NalQ,
3 g). the remaining insol. material dissolved. This
‘as converted to the polyalcohol. which contained
lycerol. arabinose and galactose in a 69:4:27 ratio.
he controlled Smith degradation procedure was
:peated. Obtained were polysaccharide. pptd with
1e.CO-EtOH (1:1) (0.74 g) containing Ara (R, 657

and Gal in a 2:23 molar ratio and soluble material
+21 ). The "C NMR spectrum of the polysaccharide

% NaOH in D-0) also corresponding to a (1—-3)-
1ked fi-galactopyranan.

A portion (0.5 g) of the polysaccharide was sub-
itted to a further controlled Smith degradation. first
ving the polvalcohol which contained glycerol.
abinose and galactose in a 2:1:37 ratio. The result-
g polysaccharide (224 mg) contained Ara and Gal
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in a 3:97 ratio and gave a *C NMR spectrum similar
to those obtained from polysaccharide after one and
two degradations. with the six main signals described
above. but minor ones at ¢ 101.3. 104.3. 105.8 and
105.9 (C-1's) and 3-O-substituted f-C-3's at & 84.6.
and 84.7, and another at 6 80.6. possibly from O-
substituted a-C-3 or C-4. EtOH-sol. material was also
formed (240 mg).

Mild partial hydrolysis. Polysaccharide (5.34 g) was
dissolved in H.O (200 ml). which was adjusted to pH
1 with dilute ag. H.SO, and kept at 100° for 5 hr. The
soln was neutralized with BaCO,. filtered. the filtrate
treated with cation-exchange resin. filtered, evapd to
a small vol. and the polysaccharide pptd with excess
EtOH: yield 2.35 g. It contained Ara, Xyl. Man, Gal
and Glc in a 1:6:5:85:3 molar ratio. The "C NMR
spectrum contained very broad signals in the C-18 (4
103.7 > 104.5 > 103.9 > 104.0 > 104.2 > 103.1) and
3-O-substituted regions (broad and continuous from
0 81.25 to 82.8). There were DEPT inverted signals
at o 61.46 (large) and ¢ 60.54 (small) and. possibly.
obscured ones at & 69.5 and 69.9. Smaller C-1 signals
were present at ¢ 92.7, 96.6. 96.9 and 100.4.

Controlled Smith degradation of partially hvdrolvsed
polvsaccharide. Degraded polvsaccharide (0.6 g) was
successtvely oxidized with NalO, (3 g) in H.,O (50 ml)
for 24 hr and reduced with NaBH,. as described
above. to give a polyalcohol which contained glycerol.
threitol. arabinitol and galactoseina 76:2:1:21 molar
ratio. The polyalcohol was paruially hvdrolysed at pH
2 (adjusted with H.SO,) for | hr at 100, giving rise
to EtOH-insol. material (0.18 g).

Stronger partial  hyvdrolvsis of  polvsaccharide:
characterisation of resulting oligosaccharides. Polv-
saccharide (4.12 g) in H,O (150 ml) containing MTF A
(12.5 ml) was kept at 100° for 1 hr. The product was
fractionated on a column of charcoal-diatomaceous
earth (40 g: 1:1): first with H.O (3 1) and then with
30% aq. EtOH (2 I). the latter giving a residue of 0.53
g. This gave on PC (n-BuOH-pvridine-H-O. I:1:1).
apart from galactose (R, 1.59). spots with R .
0.32 > 0.86 > 1.15. along with smaller quantities of
those with R, 0.14. 1.00. 1.15. 1.30 and 1.44. The
mixt. was fractionated on Whatman No. 3 filter paper
and each component isolated. Some of the fractions
were pure as determined by “C NMR and mono-
saccharide composition. In the case of frs containing
glucuronic acid. traces of glucitol hexa-acetate. lab-
elled with *H. at C-6. were formed. Structures of pure
frs were determined. principally by “"C NMR spec-
troscopy. including '*C DEPT. which served for the
identification of 6-O-substituted Galp signals. which
were inverted in the 4 67-70 region. R, 0.14-29 mg.
giving Ara. Galand Glc (2:95:3). It had the "C NMR
spectrum of O-f-D-GlepA-{1 —6)-0-f-D-Galp-(1-61-
2f-D-Gal with signals at o 103.1 (C-1"). 103.7 and
103.6 (C-1'. x- and f-isomer. resp.). 96.9 (C-1£). 92.§
(C-1x). and 176.2 (CO,H). No unsubstituted C-6 sig-
nals of Gal or those of O-substituted C-2. C-3. or
C-4 were detected and with DEPT. inverted signals



720 J. M. MENESTRINA et al.

appeared at 6 70.0. 69.83. and 69.76 (O-substituted C-
6s). The H-1 region of the 'H NMR spectrum con-
tained consistent signals at § 4.43. J = 7.7 Hz (H-1".
x-anomer). 4.44. J = 7.9 Hz (H-1". f-anomer). 4.50.
J=77Hz(H-1").4.58, J = 7.8 Hz (H-1p) and 5.25.
J=3.7Hz (H-12). R, 0.32- 139 mg, giving Gal and
Glc (79:21). It had the '"C NMR spectrum of 6-O-
[-D-GlepA-af-D-Gal with signals at 6 175.6, 103.0.
96.85 > 92.8. no O-substituted at 6 > 76.2, inverted
with DEPT at d 69.70 > 69.77. The H-1 region of the
'H NMR spectrum contained consistent signals at é
448. J =79 Hz (H-1". x-anomer). 449. J=8.1 Hz
(H-1’, p-anomer), 4.55, J = 7.0 Hz (H-18) and 5.23,
J=3.7 Hz (H-12). Ri.« 0.86-47 mg, giving Gal. Its
“C NMR signals of C-1 were at & 103.6 > 103.7,
99.0.96.88 > 96.92 and 92.8 (smaller than §’s). No O-
substituted signals at > 74.27. DEPT inverted sig-
nalsat 61.4 > 61.6, 67.1 > 67.3 and 69.9. Since the 8-
C-1 signal is split. it was a disaccharide from its R, .,
and a mixture of 6-O-x- and 6-O-p-D-Galp-2-p-Gal.
The presence of this mixt. was consistent with the 'H
NMR spectrum. which contained H-1 signals of 6-O-
p-D-Galp-afi-D-Gal at é 4.430. J = 7.7 Hz (H-1": z-
anomer): 6 444, J = 8.1 Hz (H-1'. f-anomer): 4.58.
J=28.0Hz (H-1p) and 5.24. / = 4.0 Hz (H-1%) and
those of 6-0-2-pD-Galp-2f-D-Gal at § 4.96. J = 3.5 Hz
{H-1"): 4.57. J = 7.9 Hz (H-1§) and 5.25. / = 4.0 Hz
(H-12). The assignments of the H-l« signals of each
disaccharide are interchangeable. R, 1.0 7 mg. giv-
ing Aria. Man. Gal and Glc (7:3:82#6). The "C NMR
spectrum showed a mixt. with 14 signals in the C-1
region and the fr. was not further examined. R,
1.153-20 mg. giving Ara and Gal (1:24). Its “C NMR
corresponded to 3-0-f-D-Galp-z-D-Gal with signals
of the f-isomer at ¢ 104.76 (C-1"). 96.6 (C-1) and 79.8
(O-substituted C-3) and smaller ones of the x-isomer
at 0 104.81 (C-1"). 92.6 (C-1) and 82.9 (O-substituted
C-3). According to a DEPT determination. there were
signals of O-substituted C-6f (large) at ¢ 61.39 and
O-substituted C-6x (small) at  61.57. The H-1 portion
ot its '"H NMR spectrum. in accord. contained signals
at 0 4.59.J = 7.5 Hz (H-1: z-anomer). 4.60. J = 7.5
Hz (H-1p). 4.62. /= 7.1 Hz (H-1": f-anomer) and
3.27.J = 2.7Hz(H-12). R, 1.30+ 17 mg, pure. giving
Ara and Gal (46:54). It gave rise to "*C signals of »-
Arafat 6 63.13(C-5'8) > 63.17 (C-5"%). inverted with
DEPT: 77.15(C-3").81.45(C-27).83.3(C-4")and 108.2
(C-1")[13]. Those of Gal were at 6 67.25 (C-6f8) > 67.8
(C-62). both inverted with DEPT. 92.8 (C-1«: smaller)
and 96.9 (C-18). Its '"H NMR spectrum contained
signals of H-1" of z-Araf at 6 4.98 (/= 2.0 Hz) and
H-1x (6 4.55. J = 8.0 Hz). and H-1p (6 5.24. / = 2§
Hz) of Galp. The disaccharide had [«]p+ 5 . indicating
an xz-L-configuration. It thus corresponds to 6-0O-x-L-
Araf-af-D-Gal and this was confirmed as follows. The
HMQC spectrum defined the signals of H-6f (5 3.74)
and H-6x (J 3.84) by correlation with the C-6 signals
and these values were used to define the H-6 signals
in a ROESY spectrum. in which thev were correlated
with H-1" of %-Araf at ¢ 4.98. Correlations were not

found in the HMBC spectruin. R, |.44- 8 mg. giving
Ara. Man and Gal (7:16:70). It was impure as the C-
1 region of its "C NMR spectrum containec 2 sig-
nals: it was not further invesrigated.

Estimation of monosaccharides in gum samples. Gum
{504 mg) and allitol (5 mg) in H,O (20 ml) were surred
in the presence of NaBH, (50 mg). Bubbles on the
surface of the gum showed that it was reacting with
the reducing agent. It dissolved after 16 hr. bu: z little
more reductant (20 mg) was added and after > =r. the
soln was adjusted to pH 7 with HOAc. It wzs then
freeze-dried, dissolved in H,O (5 ml) and addad to
EtOH (15 ml). The resulting ppt. was removed by
filtration and the filtrate evapd to a residue. which was
dissolved in MeOH. This was evapd and the process
repeated x 2. Acetylation was carried out with Ac.O—
pyridine (2 ml. 1:1) at 100° for 1 hr. the mixt. treated
with ice-water for 1 hr and then extracted with CHCl..
which was then evapd. The residue was anaivsed by
GC-MS. In another expt, gum (500 mg) and allitol
(5.0 mg) were dissolved in H,O prior to addition of
NaBH, (50 mg). After 16 hr, the time it took o dis-
solve the gum. the reductant was added and. arter 3
hr. the mixt. was converted to alditol aceta:zs. as
described above. which were then anaivsed t GC-
MS.

Isolation and characterisation of tree reducra oli-
gosaccharides. The gum (250 g) was dissolved := H.O
(1.251) and the soln added to EtOH (3 ). The resuiting
ppt. was isolated by filtration (vield 80°0) z=d the
filtrate evapd to dryvness. It was dissoived in H-U and
applied to a column of activated charcoai-diato-
maceous earth (= Celite. 40 g. 1:1). which was 2.uted
with H.O (4 1). followed by 30% (2 ) and %", aq.
EtOH. followed by evapn. Eluted material w:zs rrac-
tionated on Whatman No. 3 filter paper (#n-B:OH-
pvridine-H-O. 1:1:1). EtOH eluates were eazx frac-
tionated on a cellulose column. using as eluan:s muxts
of Me.CO-H.-Oof 7:1 (1 ). 4:1 (1 D. 2: 1 2hend 32
(2 D). followed by turther fractionauien by = as
betore. Further purification was carried ou: ziving
fractions with R.s on cellulose TLC (same soinznt) of
0.44. 0.38. 0.67 and 0.92. These were charactersad as
follows: as bases for *C assignments for thesz oli-
gosaccharides. ¢ values for Me a-Rhap. Me 2- zzd §-
GlcpA and Me z- and $-Galp [8] were used. it with
a correction of —0.7 ppm. R, 0.92. This gavs : “C
NMR spectrum identical with that of f-Galp- - —6)-
xf-Gal [3] with § 103.43(C-1"5) > 103.49(C-1 2 . 96.7
(C-1B8) > 92.6 (C-1z). 75.5 (C-57). 74.1 (C-3: . 729
(C-3f and C-3'8). 69.4 (C-6f) > 69.6 1C-6z) ani 013
(C-6). R,0.67. Based on the '“C spectra of Me :-Rhap
and Me z- and ff-GlcpA. and COSY and =MQC
examination. it corresponds to x-Rhap-ti—<-xf-
GlcA with d 101.2 (C-1"). 96.4 (C-1p1 > 924 -1x).
80.1 (C-4x) < 79.7 (C-4p). 77.0 (C-3571. 74+~ and

74.81 (? and C-3f). 72.45.72.1. 70.6. ¢9.4(C-Z 17.0
(C-6") and 1735.7 (C-6). R, 0.44. For th2 chzr-oteri-
sation of this fr.. it was necessary 1o use as si.=iard.
#-Rhap-(1—4)--GlepA-(1-6)-2-Gal  of  angico
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sum [3]. which was characterized using its 1D'H and
BC (with DEPT) spectra. with COSY and HMQC
jeterminations to make the assignments: 6 102.9 (C-
1), 101.2 (C-17"). 96.9 (C-18) > 92.9 (C-1x). 79.7 (C-
4. 76.73 (C-57). 74.78 (C-3"). 74.3 (C-5p). 73.7 (C-2’).
73.15(C-3f). 72.46 (C-3"), 72.35 (C-28), [69.7 (C-62),
9.6 (C-6/): weak DEPT because of overlap]. 17.0 (C-
6’y and 175.6 (C-6"). This fT. corresponds to x-Rhap-
( —4)-3-GlcpA-(1—6)--Galp-(1 —6)-23-Gal. with
sgnals at 0 103.73 (C-1"2) < 103.66 (C-1"). 103.1 (C-
1. 96.9 (C-15) > 92.9 (C-12), 79.6 (C-4"). 76.8 (C-
5). 74.8 (C-3"). 74.33 (C-5"). 74.27 (C-5p). 17.0 (C-
6'). 175.7 (C-6"). R, 0.58. This fraction was a mixt.
ad not characterised.
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