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RESUMO

A extracdo aquosa, a 50°, do pd aceténico de folhas de
Pereskia aculeata, deu origem a um material mucilaginoso que ,
apos precipitacao com cetavlon e tratamento de SEVAG, originou
o polissacarideo P. Esse, contem 3,5% de proteina e e consti -
tuido por unidades de arabinose, galactose, ramnose e acido
galacturonico numa relacao molar de respectivamente 5,1: 8,2:
1,8: 1,0. A analise cromatografica do polissacarideo P, colo
rido com Azul de Procion, em coluna de Sephadex,.bem como a de
fracionamento em coluna de DEAE-celulose, indicaram que o mes-
mo € polidisperso.

0Os espectros de 13

C-n.m.r em D,0 das tres principais

fracoes obtidas em DEAE-celulose, F-2, F-3 e F-7 mostraram si-
nais correspondentes as unidades de arabinofuranose e ramnopi-
ranose e, para F-2 e F-3, tambem de ester metilico. Alem dis-
so, esses espectros foram bem mais definidos do que aqueles do
polissacarideo P em 020 e em DMSO-2H6, que apresentou . <cinco
sinais de arabinofuranose, correspondentes aqueles da fracao
F-2, e que aparecem sobrepostos a alguns extremamente amplos .

Esses ultimos correspondem as unidades de galactose, cujo movi
mento molecular e limitado, provavelmente, devido a propria

complexacao dos polissacarideos. . Essa estrutura baseada em

pontes de hidrogenio, foi, entdao, dissociada apos a passagem

XV



atraves da coluna de DEAErce1u1ose.

As teécnicas convencionais de analise quimica indicaram
que © po]issacar?deo P, possui na cadeia principal unidades de
B-D-galactopiranose interligadas (1+4) e parcialmente substi-
tuidas em 0-3 por unidades de B-L-arabinopiranoses, que sao
por seu turno di-O-substituidas em 0-2 e 0-4 por outros termi-
nais nao redutores de a-L-arabinofuranoses. As unidades de aci
do galacturonico estdao presentes internamente ou como grupos
terminais nao redutores ligados (1+2)as unidades de ramnopira-

nose.

Na analise por g-eliminacao em meio alcalino, ficou de-
monstrado, que a ligacao polissacarideo-proteina, ocorre entre
arabinose e hidroxiprolina, enquanto que,o tratamento do po-
lissacarideo P com 1itio metalico em etilenodiamina, originou
um produto B-degradado, atraves das unidades de acido galactu-

ronico esterificadas.

Alem de outros constituintes o complexo arabinogalacta-
na-proteina apresenta 25 moles% de grupos O-acetil. A localiza
¢ao dos grupos O-acetil, como foi determinada pelo metodo de
BOUVENG, ocorre principalmente como 3-0-acetil-arabinopiranose
(12%), 3-0-acetil-ramnopiranose (11%) e 2-0-acetil-galactopira
nose (3%) e foi determinada por g.l.c-m.s atraves da analise
dos O-metil alditois acetatos em coluna de DB-210 que, mostrou
ser a mais eficiente, para a separacao dos derivados de arabi-
nitol. A distribuicao mais exata foi efetuada substituindo os
grupos QO-acetil por O-trideuterometil, formando um po]issacari
deo que foi sequencialmente O-metilado e convertido em aceta -

tos de alditois parcialmente deutero-O-metilados. A analise por

XVi



g.1.c-m.s ,interpretada juntamente com 0 mecanismo de fragmenta
¢ao por i.e., mostrou que no heteropolimerc os grupos QO-acetil
estao distribuidos em mais do que uma posicao de um mesmo aci-

car.

A solugao aquosa do heteropolissacarideo P que apresen-
ta viscosidade maxima entre pH 4,4 -5,6 3 temperatura ambiente,
sofre reducao dessa propriedade reologica, tanto pela presenca
de sais como pela variacao do pH. Todavia, apresenta a mesma

viscosidade em diferentes temperaturas.

xvii



SUMMARY

1. Aqueous extraction at 50° of the leaves of Pereskia
aculeata gave rise to a mucilaginous material, which after Ce
tavlon precipitation and Sevag treatment, provided purified
polysaccharide P containing 3.5% protein and units of arabino
se, galactose, rhamnose and galacturonic acid in a 5.1: 8.2 :
1.8: 1.0 molar ratio. Dyeing with Procion Blue, followed by
fractionation on columns of Sephadex and of DEAE-cellulose

showed that P was polydisperse.

2. DEAE-cellulose column chromatography of P gave 3
main fractions F-2, F-3, and F-7. Their ]3C-n.m.r spectra, in
D,0 solution, were well defined with recognizable signals cor
responding to arabinofuranosyl and rhamnopyranosyl units, and
in the case of F-2 and F-3, methyl ester. These spectra were

2

much better defined than those of P in D,0 and in DMSO-"H

2 6 °
which consisted mainly of 5 sharp signals of arabinofuranose,
corresponding to those of fractions F-2, superimposed on ex-
tremely broad ones. The latter arise from material consisting
mainly of galactosyl units, whose molecular motioh is limited
probably by high -~ complexation of the compoments po-

1ysaccharides.$uch a structure based on hydrogen bonding was

thus dissociated on passage through the DEAE-cellulose column.
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3. Overall chemical analysis of P, wusing conventional
chemical techniques,showed a main chain consisting of (1-4)-
1inked-ﬁ-Q-ga]actopyranosy] units partly substituted at 0-3
with residues of B-L-arabinopyranose, which are in turn, di-0-
substituted at 0-2 and 0-4 with nonreducing end-groups of a-L-
arabinofuranose. Galacturonic acid units are present as nonre-
ducing end-groups, or as internal ones linked (1+2) to rhamno-

pyranosyl residues.

4. The polysaccharide-protein linkage in P was found to
consist of units of arabinose combined to hydroxyproline, and
the presence of galacturonic acid residues esterified with me-
thyl groups was consistent with degradation via B-elimination

of polysaccharide P in ethylenediamine containing lithium.

5. Heteropolysaccharide P was also found to contain 25
moles % of O-acetyl groups, which were located by the method of
BOUVENG. 0-Acetyl groups were replaced with those of 0-methyl
and the partly O-methylated polysaccharide converted to a mix-
ture of O-methylalditol]l acetates, which was examined by g.1.c-
m.S, on DB-210, which is efficient in separating the arabini-
tol derivatives. Characterized were acetates of 3-0O-methylara-
binitol (12%), 3-0-methylrhamnitol (11%), and 2-0O-methylgalac-
titol (3%). A more exact distribution of O-acetyl groups was
achieved via a similar replacement, but incorporating tridedtg
romethylation, followed by conversion to a mixture of corres -
ponding trideuteromethylated alditol acetates. G.l.c-m.s analy
sis showed the location of the ester group in each type of struc
tural unit and that they occurred not in one position but are distri

buted throughout the available hydroxyl groups of each unit.
Xix



6. Maximum viscosity ¢f polysaccharide P was observed at
25% and at pH 4.4 to 5.6 . Reduction of viscosity occurred on

addition of salts, but is invariable with the temperature.

XX



1. INTRODUCAO

A terra sera maldita por causa da tua obra,
tu tiraras dela o teu sustento a forga de
trabalho. Ela te produzira espinhos a abro-
lhos, e tu teras por sustento as ervas da
terra. Tu comeras o teu pao no suor do teu

- 2
rosto. (Gen. 3:17-19)°°

Fatores climaticos, economicas, politicos e sociais tra-
zem constantemente uma consequencia conhecida do homem ha mile-
nios: a fome. Abatendo-se sobre a populacao biologicamente vul-
neravel, sobretudo sobre as criangas, ela pode originar certos
tragos e deformacoes que serao absolutamente irreversiveis. Nao
causa apenas sofrimento de imediato, porem, rouba do individuo
boa parte daquilo que seu potencial genetico estava destinado a
realizar. A desnutrigao permanente € muito mais grave; origina
doencas colaterais que podem levar o individuo a morte. Apesar
de existir uma diferenca entre a fome e a desnutricao, a segunda
pode ser consequencia da primeira, se esta continuar por perio-
dos longos. A desnutrigao por insuficiencia constante de alimen

tos afeta tanto os habitantes das cidades como os do campo.

55
0 relatorio da FAO  descreve que os paises subdesenvol-

vidos, com 72% da populacao mundial, so dispoem para sua alimen
tacao de pouco mais da terca parte dos alimentos disponiveis no

mundo, porque sua producao per capita e menor que a dos desen



volvidos e, ainda, porque exportam os alimentos basicos. Ainda,
segundo dados FAO, a producao de alimentos entre 1982-83 ha-

via decrescido em 0,5%, para essa mesma popuiacao.

Resumidamente nosso continente importa cerca de 10-15%
dos alimentos que consome. Esta nao e uma particularidade da
America Latina, mas um traco geral do mundo pobre. Ja os E.U.A.
sozinhos, sao responsaveis por nada menos que 50% das exporta-
¢oes mundiais de trigo, 30% de arroz, 60% das de graos forra -
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geiros e 50% das plantas oleaginosas

No Brasil a situagao nutricional nao difere muito da dos
outros paises da America Latina. Em geral, situa-se na media do

consumo energetico e proteico dos paises subdesenvolvidos.

7Y
Em Curitiba, 1984 , o deficit em Kcal entre requerimen-

e consumo aparente de energia em trés segmentos populacionais
era: favela 14,2%, area carente 17,86% e classe media 7,92%. Ja
o deficit em proteinas era: favela 24,1%, areas carentes 15,1% e
classe media 5,7%. Esses valores sao ainda mais graves diante de
um deficit do valor energetico total (VET) do individuo, ja que
a proteina passa a ser usada para suprir pelo menos em parte,as

Kcal faltantes e requeridas pelo organismo.

Relacionando-se o aspecto energetico, observa-se que es-
se esta intrinsicamente relacionado com um dos conceitos mais mo -
dernos de vida,onde muitos autores a definem como "um processo
de acumulo e desprendimento de energia por meios metabolicos"
subentendendo-se que um organismo pode alterar seu estado ener -
gético atraves de seu metabolismo. Com a finalidade de possuira
sua disposicao as calorias de que necessitam, os organismos vi -

voS sintetizam macromoleculas que sao utilizadas racionalmente
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como reserva energética. Nesse sentido os polisseacarideos, co-
mo o amido e o glicogenic, constituem a fonte priméria de ener
gia dos vegetais e animais, respectivamente. Alem dessas fun -
coes primordiais exercidas pelos polissacarideos sob o ponto de
vista biologico, outras sob o ponto de vista comercial e/ou in
dustrial, tambem passam a ser exercidas por tais moléculas e

que justificam o seu estudo.

1.1 FUNCOES E USOS INDUSTRIAIS DOS POLISSACARI-

108
DEOS

Os polissacarideos apresentam numerosas aplicacoes em pro
dutos de consumo onde sao usados essencialmente como espessan -
tes e agentes gelificantes e como estabilizadores para sistemas
dispersos, conferindo textura, sabor, aparencia e coloragao. Pro
movem um aumento na viscosidade em produtos alimentares ou pre-
vinem a redeposicao da sujeira em detergentes. Muitos polissaca

rideos alteram as propriedades de solucoes aquosas ou dispersoes.

A propriedade de um emulsificante consiste em obter wuma
fina dispersao e, a de um estabilizante a de manter uma disper-
sao fina de duas ou mais fases diferentes. Na pratica contudo e

dificil distinguir a emulsificacao da estabilizagao.

Os espessantes, como o proprio nome indica, sao usados pa
ra aumentar a viscosidade de solugoes aquosas ou suspensoes. Au

mentam portanto, a resistencia de fluxo de um 1iquido. Os polis
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sacarideos tambem interagem com substancias ionicas tais como
as proteinas. Como as proieinas sao anfoteras, a interacao do

polissacarideo com proteinas depende muitc do pH do sistema.

A solubilidade de polissacarideos em agua fria e uma im
portante propriedade universal. A goma de "locust bean", agar
e alguns tipos de carragenanas devem ser aquecidas para serem
dissolvidas. Outras solugoes, tais como sais, agucares e alco
0is, diminuem a solubilidade de polissacarideos. Polissacari-
deos acidos, tais como acidos alginicos, pectina e carboxime-
tilcelulose (CMC), sao insoluveis em baixo pH (abaixo de 3,0).
Na presenca de ions de metal divalente algumas pectinas e al-
ginatos podem tornar-se insoluveis. Varios polissacarideos for
mam complexos insoluveis em altos valores de pH, quando 7ons

de metais divalentes como calcio estdo presentes.

Pectinas, agar, misturas de gomas de xantan com gomas de
sementes e carragenanas (K e L) formam geis que sao rigidos e re
tem distintas formas estruturais. Variam a textura quando in-
corporadas em amaciantes, promovem a elasticidade em goma de

mascar e aumentam a rigidez em geis.

Polissacarideos sao tambem usados em alimentos para esta

bilizar solidos, liquidos e dispersoes gasosas em agua.

Emulsoes sao dispersoes liquidas, suspensoes sao disper-

soes solidas e espumas sao dispersoes gasosas.

0s polissacarideos servem para prevenir a separacgao de fa
ses dispersas. Uma emulsao e uma mistura intima de dois 1iqui -

dos imisciveis nos quais uma fase & dispersa atraves deoutra,



como pequenas gotas. Para manter essa mistura homogénea, polis
sacarideos sao acrescentados como estabilizadores da emulsio .

Aparentemente, os polissacarideos funcionam como espessantes da
fase aquosa assim que a sua viscosidade e igualada ou levemente

aumentada em relacao a fase oleosa.

Agentes de suspensao sao usados para dispersar particu-
las solidas (em lTugar de globulos 1iquidos), provocando uma u-
niformidade atraves da fase 1iquida (uma suspensdo), principal

mente por aumentar a viscosidade de suspensoes.

Estabilizadores de espumas sao relacionados com os emul
sificantes, desde que sao essencialmente uma fase de gases em
1iquidos ou s6lidos. Os polissacarideos afetam as propriedades
de superficie (ex. tensao interfacial) de espumas. Tais polis-
sacarideos como carragenanas, alginato de sddio, ou gomas de se
mente frequentemente reagem com proteinas para formar uma espu

ma estavel.

Na industria de laticineos os polissacarideos sao fre -
quentemente adicionados a queijos processados e a queijos fun-
didos para eliminar a formacao de lagrimas pendente (Sangramen

to) e a sinerese que compreendem uma indesejavel perda de agua.

0s polissacarideos descritos como espessantes e agentes
de cola, tem aplicagoes industriais especificas. Agentes colan
tes possuem capacidade para formar filmes e tem propriedades 1i
gantes. Podem ser usados em membranas de superficie para aumen-
tar a forga e melhorar a propriedade de superficie. Na industria
textil e de papel & que sao mais empregados. Os polissacarideos
de uso comercial classificam-se de acordo com sua origem em na-
turais e semi-sinteticos. Os polissacarideos naturais incluemex

tratos de plantas marinhas, exudatos de planta, extratos de



sementes e raizes e polissacarideos produzidos por microorga -
nismos de fermentacao. Entre os semi-sintéticos incluem-se o0s
derivados de celulose, os de pectina com baixo contetdo em me-
toxil, alginato de propileno glicol, alginato de trietanolami-

na e derivado hidroxipropileno de goma de quar.

Muitas das aplicacoes dos polissacarideos estao relacio-

nadas com o conhecimento de sua estrutura quimica e, isto foi
109

observado por REES quando estudou a variacao estrutural das

galacturonanas substituidas.

1.2 POLISSACARIDEOS CONTENDO UNIDADES DE ACIDO
GALACTURONICO: PECTINAS, GOMAS E MUCILAGENS.

As pesquisas sobre polimeros naturais de acido galacturo
nico datam do inicio do seculo e, foi em 1940 que o modo das 1i
gacoes a-D-(1+4) entre as unidades foi estabe]ecidomz. A exis-
tencia de grupos metilicos em varias proporcOes, assim como a
ampla variacao no peso molecular e suas implicacoes sobre as

propriedades, tais como solubilidade e viscosidade, foram logo

reconhecidas.

Os exudatos gomosos e as substancias mucilaginosas Sao
constituidas por uma cadeia basica formada por unidades de D-
GalpA interligadas a-(1-+4). Essa cadeia pode encontrar-se modi
ficada em alguma proporcao, pela esterificagao dos grupos car-
boxilicos com metanol e por intercalacoes na cadeia principal
de unidades de outros grupos de acucares, constituindo as ca-

29
deias laterais e/ou ramificagoes

2,3,82
ALBERSHEIM e colaboradores descreveram a forma
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como as galacturonanas substituidas podem estar envolvidas na

estrutura da parede celular.

D-Galacturonanas nao substituidas apresentam um valor
alto de polarimetria, [“]D + 250° ou mais; 0 contrario ocorre
quando ramificadas por g-arabinanas, que dao um valor negativo
alto, [GJD - 150° ou mais, ou quando ramificadas por D-galacta
nas, que dao um valor positivo baixo. Ja as substancias pecti-
cas que tem grande proporgao de agilcares neutros como ramifica

33 132
coes, apresentam um valor baixo de rotacdo otica especifica ’

Varios sao os termos propostos para extratos de planta

contendo unidades de acido galacturonico sem que, a estrutura

molecular envolvida, tenha sido esclarecida de forma global.

A denominagao "pectinas" e usada para cadeias de acido
uronico nao modificadas com 1ligacoes (1+4) entre as unidades
de a-D-GalpA parcialmente esterificadas; unidades de L-Rhap com
ligagoes o-(1-2) podem ocorrer no interior da cadeia. As pecti

nas totalmente desesterificadas sao denominadas "acidos pecti-

132
"

cosS

0 conteudo de metoxil em polissacarideos pecticos de fru
tas e tuberculos como maca, limao, framboesa, beterraba e ou -
tros varia de 0-10% ou mais, em peso, 0 que significa que mais
de 50% dos grupos carboxilicos podem estar esterificados. Gru -
pos Q-acetTlicos, tambem podem estar presentes nas posigoes O-
2 ou 0-3 da cadeia principal em um conteudo de aproximadamente
4%. Esses grupos substituintes tém a sua importancia quimica ,
porque influenciam na propriedade de gelificagao das pectinas.
0 comprimento da cadeia varia de 200 a mais de 1000 unidades de

acucar e, tem efeito sobre a viscosidade de suas solugoes aquo-



sas diluidas.

A ocorrencia de unidades de |

-Rhap em posigoes consecuti
vas ou iscoladas, mas possivelmente em espacos regulares da ca-
deia principal, foi observada em polissacarideos acidos comple
xos de farinha de graos de soja9 onde foram encontrados blocos
com a seguinte sequencia repetitiva: [Q—Ga]EA-(1+4)-a-g-Ga1BA—
(1+2)~g-RhaE-(1+2)—;-Rhaé],Bnoutros, foram isolados [a-Q—Ga]EA
-(1—>2)-I§-Rha_g-(1—»4)-a-Q-Ga1EA-(1—»2)-l£-RhaP_] ,alternados. Unidades

de Rhap ligadas em similar alternacao, foram encontradas em ex
tratos de casca de soja10 e em parede celular de p1antassi apos
cuidadosa separagao e caracterizagao dos oligossacarideos aci -
dos no hidrolisado ou produtos de acetolise. Algumas unidades

de L-Rhap podem estar unidas em pectinas de casca de salgueiro

136 11
branco .Em pectinas de folhas e caules de lucerne bem como

em paredes celulares de sic6mer0135,também ocorre alternacao de
unidades neutras e acidas. Ha numerosas ocorréncias nas quais o
modo de ligagao dos componentes de L-Rhap de substancias pecti-
cas, tem apresentado a sequencia [u~Q-Ga1EA-(]+2)—E—Rha3(1+] ,

tanto que a organizagao estrutural desses acucares neutros pare

ce ser bastante definida.

As gomas e mucilagens sao polimeros identificados como e
xudatos gomosos e compreendem um numero de ramnogalacturonanas
complexas substitquaslaz. As primeiras sao diferenciadas, por
um senso pratico, pelo processo de extracdo, desde que podem ser

isoladas na forma homogenea por extracao aquosa ou por tratamen

to com alcali.

Nas mucilagens de casca e .de semente, como de linhaga,fo

ram obtidas duas fragoes acidicas, pelo fracicnamento com aceta



to de cobre, uma contendo L-Galp e a outra L-Galp e L-Fucp co-

mo grupos terminais. 0 polissacarideo acido da mucilagem de se

mente de agriao es da mesma maneira, uma galacturonana em que

(4-0-Me-0-D-GlcpA-(1+4)-D-Galp-(1+] e, o [a-D-Xylp-(1-4)-D-6alp

-(1+] estao ligados ao 0-4 da cadeia de E-Rhaglaa. Na planta

aquatica Brasentia schreberi (Nymbhaeaceae) e encontrada a muci
81

lagem de Junsai que contem 7 ou 8 unidades monossacaridicas

diferentes.

As unidades de L-Rhap podem estar a-ligadas como ocorre
em mucilagem de raizes e cambio ou B-ligados, como em sementes
e extrato de casca, Ja, a ocorrencia da cadeia de unidades o-D

_ 132
-Galp-(1-4) e universal

| 1.3 POLISSACARIDEOS CONTENDO UNIDADES DE ACIDO
URONICO ALTAMENTE 0-SUBSTITUIDOS

Os polissacaereos contendo unidades de acidos galactu-
ronico e altamente 0-substituidos, apresentam uma disposicao
de outras unidades de agucares neutros pouco esclarecida e, que
podem constituir metade ou mais do carboidrato total. Essas
ramificagoes podem ocorrer pela existencia de B-D-GlcpA liga-
do ao 0-6 ou 0G-4 de D-Galp, B-D-GlcpA ligada ao 0-4 de L-

Fucp ou ainda B-D-GlcpA ligada ao 0-2 de D-Manp juntamente
com uma galactana ligada 8—(1»4)8’9. Cadeias ramificadas de L

-Arap, B-D-Xylp, a-L-Fucp e B-D-Galp como fragmentos estao pro-
vavelmente em -cadeias laterais 1ligadas ao 0-4 dos residuos de
L-Rhap, como foi identificado por analise de metilacdao de com-

plexos acidicos de farinhade graos de soja e ao 0-3 de alguns resi
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duos de D-Gzl1pA como detectados em um produto de hidrdolise en-
zimatica de um material péctico de casca de 1imao. An3dlises de
metilacao de pectina de casca de limado, de casca de uva de seus
derivados carboxireduzidos mostraram uma estreita corresponden
cia na natureza e proporgéo de suas unidades de agucares. Tam
bem, os oligossacarideos obtidos por fragmentacao parcial dos
polissacarideos, confirmaram que o arranjo das unidades de agu
cares sao similares a todos os exemplos ja estudadosllu. Obser-
vou-se em paniculatan, Hydrangea paniculata, que o 0-3 de al -
gumas unidades de L-Rhap estao parcialmente acetiladas. Ja na
mucilagem de abelmosches notou-se a presenca de pequena. pro -
porgao de proteina Tligada ao po]issacaereolaz. Ha um numero
de citagoes de mono-0-metil acucares como constituintes de po-
lissacarideos pecticos, como: 2-metil eteres de D-Xylp e L-Fucp
e L-Rhap hz.Na mucilagem :de olmo notou-se a presenca de unida-
des de 3-0-Me-D-Galp(1-4)-3-0-Me-D-Galp(1~ localizadas em

posicao 0-4 das unidades de L-Rhap interligadas (1-2) na cadeia

21
principal . 0 4-metil eter do D-GlcpA ligado usualmente a D-

Galp como 4-0-Me-o-D-GlcpA-(1-4)-D-Galp-(1> , e um componente
128
de mucilagem como a de paniculatan . A pectina de opium de pa

poula contem unidades 4-0-Me-a-D-GlcpA-(1+2)-g-D-Xylp-(1+2)-8

132 - . . -~ -
=D-Xylp-(1= . Esta estrutura de acido aldobiuronico e normal

37
mente encontrada em xilanas . Em paniculatan, onde 50% do D-
GalpA faz parte da cadeia principalfoi localizada a sequencia 4-

132
0-Me-a-D-GlcpA-(1-4)- -D-GalpA-(1- , em cadeias ‘Taterais

Em mucilagem e gomas contendo unidades de acido galacturo-
nico altamente substituidas,a proporcao de L-Rhap na cadeia prin
cipal e relativamente alta. A distribuic3do de aclcares neutros

parece viavel mas ja foi comprovada, atraves de hidrolise suave,
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a existencia de pectina contendo poucas unidades Rhap labeis a
acido, posicionadas em intervalos regulares da cadeia de galac
turonana. Os produtos na forma de blocos, com uma uniformidade
de peso molecular e com cerca de 30 unidades de acido a-D-ga -
Tacturonico, foram obtidos apos fracionamento do material hi-
drolisado em coluna de Sephadex G-50. A conformagao preferida
do poligalacturonato, com unidades piranosidicas ligadas (1-4)
diaxialmente e uma fita retorcida anelada, e com uma 3a. unida
de repetida; ja a insercao de unidades de gB-L-Rhap lTigadas (1~

2) introduz uma dobra na cadeia.

A distribuigao botanica de vegetais que contenham unida
des de D-apiose ramificada como parte integral dos componentes
pecticos foi estudada e € uma caracteristica de certas familias
como: Zosteraceae, Potamogetonaceae e Lemnaceae, todas plantas
aquaticas. Tais polissacarideos foram isolados e analisados nas
ordens Tilia spp. (Malvales) e, no dente de leao Taraxacum Kok
-saghz da familia Asterales. No polem de pinheiro de montanha ,

formado por uma galacturonana, encontrou-se monomeros de A-D-

132
Xylp ligados ao 0-3 cda cadeiza principal

Em canais e estigma de certas plantas encontram-se polis

sacarideos acidos constituidos por arabinogalactanas e cujas es

truturas que sao bastante complexas serao relatadas a seguir.

1.4 ARABINOGALACTANAS

As arabinogalactanas e os complexos arabinogalactanas pro
teTnas encontram-se amplamente distribuidos em tecidos vegetais,

principalmente em exudatos gomosos e em culturas de celulas. Ja
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as glicoproteinas contendo arabinogalactanas como componente
polissacaridico sao encontrados em paredes celulares tanto de

) i . . 33,55,132
vegetais inferiores como de superiores .,

Moleéculas quimicamente constituidas por arabinogalacta-

112
nas foram encontradas tambem em pulmao bovino e na superfi -

64
cie celular de um tripanosomatideo (Crithidia fasciculata) Suge -
rindo que a distribuicao desses polissacarideos nao se restrin
ge somente ao reino vegetal e, dentro do aspecto fisiologico,o

_ 33
seu papel biologico ainda nao esta bem definido

Em contraste comoutros polissacarideos de paredes celu-
lTares nao celulosicos que sao essencialmente lineares ou escas
samente ramificados, as moleculas de arabinogalactanas tem uma

estrutura multiramificada.

15
Segundo ASPINALL as arabinogalactanas classificam-se

em tres grupos; a saber:

Grupo I - arabino-4-galactana. Sao tidos como po
Timeros lineares, compostos por unidades de galactopiranose in
terligadas atraves B-(1-+4), com a seguinte estrutura proposta

para o polissacarideo isolado de cotiledones de graos de soja:

.~4)-Galp-(1-4)-Galp-(1 »4)—Gglp-(l ~4)-Galp-(1-4)..
{
]
Alfads
9

1
Al&r

onde se observa que a cadeia principal de galactana pode apre-
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sentar ramificagao por arabinose, provavelmente como arabino-
sil-oligossacarideos. Em alguns ensaios verificou-se a presen
¢a, tambem,de unidades de ramnose, xilose e de acidos uroni -
cos, enquanto que nenhuma associagao com proteinas foi. ain-

da constatada.

Os complexos macromoleculares arabino-4-galactana encon
tram-se distribuidos em complexos pecticos localizados em fo
Thas, sementes e bulbos, bem como em madeiras de coniferas de

33
onde sao extraidos pelo processo de compressao

Grupo II - arabino-3,6-galactanas. Para as es-

33 .
pecies do genero Larix foi proposta a seguinte estrutura parcial:

--—6)-Galp-(1 -3>-G%lp-< 1 ~3>-Gglp-(l »6)-Gglp-(l *6)-Gglp—<l ~31-3'alp

A A A
Gglp Galo Galp Ara;

6 3

] i
Gal, ATap

onde se observa ligacoes B-(1-3) e 8-(146) na cadeia principal,

com ramificacoes em 0-6 e 0-3.

As arabino-3,6-galactanas sao as mais abundantemente en
contradas no reino vegetal. Em plantas superiores foram loca -
lizadas em sementes, folhas, raizes e frutos. Foram encontra -
das,ainda,na seiva do xilema e em filtrados de culturas de celu
las de tecidos vegetais. Nesse grupo enquadram-se as gomas de

plantas. Essas macromoleculas sao encontradas em fracoes de
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hemiceluloses, soluveis em agua e, sao extraidas tanto de ma-
deiras duras (angiospermas), como de madeiras moles (gimnosper

mas).

Encontram-se em baixas concentragoes nas madeiras duras
e coaneras, com excecao das especies do genero Larix, onde sdo
encontradas interiormente em altas concentragoes. Por sua rela
tiva solubilidade as arabinogalactanas sao extraidas com agua,
diretamente da madeira pulverizada, distinguindo-se, de outros
polissacarideos soluveis em agua, encontrados em paredes celu-
lares e que sao removidos da madeira, apos delignificagao. As
arabinogalactanas estao concentradas no interior da madeira, u

niformemente distribuidas em varios tecidos.

A relacao entre os componentes monossacaridicos princi-
pais, galactose e arabinose e de 2,6 a 7,8. Em alguns casos o
acido glucuronico encontra-se em posigao terminal ndo redutora
e, pode atingir ate 7% do agucar total (Larix lyalii). Em
Larixz occidentalis nao foi encontrado acido uronico. As arabi-
nogalactanas de Larix geralmente ocorrem como dois componentes;
um com alte P.M., entre 37000-100000 (70-95%) e outro com P.M.
menor entre 7500-18000 (5-30%). Tambem, uma arabinogatlactana
com alto P.M., foi isolada de L. occidentalis, todavia, corres
pondia a apenas 20% do total. Nesse mesmo vegetal a razao galac
tose: arabinose € maior no componente de menor P.M., e a dispo

sicao da arabinose nas duas fracoes e diferente.

Numa revisao sobre o genero Larix, de onde havia sido i
solada uma arabinogalactana, o uso da degradagao alcalina, via
B-eliminacao, indicou que a arabinose estava presente nao so-

mente nas ramificacoes, mas, tambem na cadeia principal da mo-
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lecula. Isso foi anteriormente observado em condicbes de hi-
drolise suave acida, na qual somente as Tigagoes furanosidi -
cas poderiam ser quebradas e conduziam a uma extensiva depoli
merizacao da arabinogalactana com P.M. elevados (G.P.= 600) ,
formando fragmentos menores (G.P. 20-48). A solucao de arabi-
nogalactana a 0,1 M nao apresentou absorcao acima de 225 nm,
indicando ausencia de proteina. Também nitrogenio n3o foi en-
contrado em L. occidentalis. As arabinogalactanas das especies
do genero Larix, tém uso industrial como aditivos alimentares,
como agregantes em comprimidos e sao tambem usadas em litogra
fia.

A goma arabica, tambem do segundo grupo de ASPINALL,tem
grande importancia industrial. E exudada de troncos de 4dcacia
senegal e sua estrutura, como aquela do genero Larix, pPoOSSUIi
1igagoes de galactopiranosil B-(1+3) na cadeia principal, com
ramificacoes do tipo B-(126). Difere das arabinogalactanas de
Larix e do endosperma do falso centeio, por apresentar unida-
des de glucosil na cadeia lateral, conforme a seguinte estru-

tura parcial:

) - (1 -7 - -(1-2)-Galo-(1 -
»-62l>-(1 -3 (i%lp (1-3) a; o—(1

?
i
R »3)-@%!;: G%Ip(«-:i R Galp(3<R
? ! | ?
R —>3)-ﬁ;lp | GicpA Gglp<3<—n
T
] 1 .
R -4)-GlcoA BicoA(4-R

onde R representa mono ou oligossacarideos envolvendo L-ramno-
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piranose, L-arabinofuranose, L-arabinopiranose, D-galactopira

nose e, ocasionalmente, D-glucos

15 .33 114
- . 7%, - .
As gomas de Acacta tem entre si uma estrutura se

melhante, mas em alguns casos variam em sua constituigao efot
ganizacao.

Sao soluveis em agua, embora algumas dissolvam somente
em alcali di]UTdo, ou apos tratamento com boroidreto de sGdiq.
0 P.M. varia de 47 x 10° a 32 x 10° e o conteddo de nitroge
nio de 0,02% a 1,66%. A quantidade de proteinas calculadas em
relacao ao conteudo de nitrogenio, varia, portanto, de 0,13 a
10,38%. As ligacoes glicosidicas entre as unidades de galacto
se da cadeia principal sao do tipo B-(1-3) e B8-(1-6). 0 con-
teudo de acido uronico (acido galacturonico, acido glucuroni-
co e seus metoxi derivados) varia de 4 a 16%. Amostrasque ou-
trora foram consideradas homogeneas, atualmente mostram-se he

terogeneas por analise eletroforetica e/ou por teste sorologi

COo.

Outro tipo de estrutura parcial de arabinogalactanas e

a proposta, a seguir:

R R
v
A BIeA -2 M- ~DE1EoA( <2 Hgno
1 t
A}ap A}ap

: i
0

;R")@%Ip)n n—»)(allp)n
6 6
1 1
1 1

Glcp Glce
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para a goma extraida de Anogeissus latifolia (goma ghatti), on
de R representa: Ara-(1-+6)-Man; Ara-(1+2)-Ara-(1+6)-Man; Ara-
(1+3)-Ara-(1+6)-Man; Ara-(1-5)-Ara-(1+6)-Man ou Ara-(1-+3)-Gal.

Componentes de complexos pecticos com galacturonoramnana
como cadeia principal, possuindo cadeias laterais de arabinoga
lactana, foram isoladas de paredes celulares de Acer callus.Em
pectinas de Panax ginseng, as cadeias laterais podem estar 17i-
gadas a unidades de ramnose e, em pectina de Zostera marina,por

unidades de acido galacturonico.

Grupo III~-arabino-3,6-galactana-proteina. 0 ter
ceiro grupo e representado pelo complexo arabinogalactana-pro-
teina extraido de células e suspensdo de culturas de endosper-
mas do falso centeio (Lol<um multiflorum), representada pela

33
seguinte estrutura

-.—3)-Balp-(1-3)-8alp-(1 —>3)£§I p-(1-3)-Galp-(1 -»3)-Gglp

¢ $
1 1
H"’Galp R-Galp H“’G;|p
Ara; Ara¢ Ara;

Essa macromolecula tem um P.M.de 2 x]O5 a 3 X 105, onde 95% de

carboidratos estao associados a 5% de proteinas. O componente
polissacaridico consiste quase que exclusivamente de wunidades
de galactose e arabinose na proporcao de 1:1,7. Nenhum acido

uronico foi encontrado. Na estrutura,R representa ligacao Araf
-(1+3). Frequentemente arabinose terminal encontra-se na forma

piranosidica, como nas arabinogalactanas-proteina de FontinalZs
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antipyretica e de Nicotiana tabacum. 0s baixos valores de rota
¢ao optica positiva ou negativa, provavelmente refletem a pre-

ponderancia de configuracdo B-D- e a o-L de unidades de ga-

lactose e arabinose, respectivamente.

Na 1igacao entre o polissacarideo e a proteina, a hidro
xiprolina € apontada como o elo de ligagao, devido a sua fre-
quente presenga em complexos arabinoga]actanas-proteTnJG. A es
tabilidade da porgao galactana de arabinogalactana do endosper
ma do trigo ao tratamento alcalino drastico (NaOH 5 M, 100°¢C ,
24 horas), bem como o aumento da hidroxiprolina nos produtos de
degradagao,indicam ligagoes glicosidicas envolvendo esse amino
acido e a galactose. Isso foi confirmado pelo isolamento e iden
tificacao de 4-0-B-D-galactopiranosil-L-prolina apos a degrada
¢ao da amostra. Tambem ligagoes alcalis labeis de D-galactosil
-0-serina foram,encontradas em proteoglicanas isoladas de fo-
Thas de Cannabis sativa, possivelmente presentes na cadeia
principal de arabinogalactana-proteina. Uma outra ligagao alca
11 estavel do tipo glicosil-hidroxiprolina foi encontrada em
folhas de Cannabis sativa da Africa do Sul, porem, nao na da
Tailandia. Assim, em um grande numero de proteoglicanas de ani

mais e plantas,mais de um tipo de ligacao carboidrato-amino a-

cido pode ser encontrada em uma molecula do polimero.

Na determinacao da estrutura quimica fina, varios meto-
dos alternativos podem ser utilizados, entre esses enquadra-se
a metilacao. Todavia na avaliacao dos derivados metilados tem-
se observado que, durante a derivatizacao do polimero, reagoes
degradativas podem ocorrer, como & 0 caso da B-eliminagao cu-

jos mecanismos passaremos a discutir.
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1.5 PROCESSOS DEGRADATIVOS DOS POLISSACARIDEOS:
8 -ELIMINAGAO

Em geral, os glicosideos s3do estaveis a condigdes alcali
nas. Entretanto, polissacarideos acidos em meio b3sico podem so
frer reagoes degradativas chamadas de B-eliminacdo, pela remo -
¢ao, atraves do ataque nucleofilico do H de C-5 e de grupos fun
cionais em 0-4 com consequente quebra de 1igag6es glicosidicas.
0s grupos que podemsofrer esse mecanismo de reacao compreendem uni
dades redutoras,e os grupos carboxilicos das unidades de acido
uronico presentes na molécula, bem como de seus derivados este-

rificados.

a. Degradacao atraves de grupos redutores

Quando tratados com base (esquema 1) os grupos redutores
dos carboidratos normalmente em solucoes aquosas originam o com
posto 3-deoxihex-2-enopiranose (RI)7. Na analise desse mecanis-
mo de B-eliminagao foi observado que a reagao ocorre mais facil
mente quando existe um grupo substituinte em 0-3 do anel pirano
sidico. Quando nao houver nenhum substituinte na posigao 0-2 a
cetonizacao pode ocorrer, originando o 3-deoxiglico-2-ulose (RII)
que pode sofrer um rearranjo tipo acido benzilico, formando um
" par epimerico do acido 3-deoxialdonico, conhecido como acido me
129

tassacarinico (RIII) . Ja a substituigao em 0-2 origina o 3-de

oxihex-2-enopiranose (RI).

Quando um acucar redutor apresentar um substituinte em
0-4, a sequencia da degradacao envolve rearranjo de aldose para

cetose, sequido de B-eliminacao catalizada pela base e dando um
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par epimerico do acido 2-0-hidroximetil-3-deoxialddnico, ou a-

cido isocacarinico (RIV),

6 &
RgO OH
R OoH . H wOH =0
7Ra=H :
~R,0H
aoH RI R RII
ORg
R40 OH
R40 ORy
RTRS-H\
R607 CHO0H R
L ] =
“oH e
. H,0
RO OH HO 20H
RIY
15
Esquema 1 - Degradacao atraves de grupos redutores:

RI, 3-deoxihex-~-2-enopiranose; RII, 3-de
oxiglico-2-ulose; RIII, acido 3-deoxial
donico; RIV, acido-2-0-hidroximetil- 3 -

deoxialdonico.

As unidades 2,3-di-0-substituidas sao estaveis a degra
dagao catalizada por base a temperatura ambjente. Porem sao ex
tremamente labeis a acidos com liberagao do substituinte em 2
-0, originando uma unidade 3-0-susbstituida que pode apresen-
tar subsequente degradacao em meio bEsico7’12.J5 a formacao do

acido sacarinico (COOH-COH(CH;)-CHOH-CHOH-CH,0H) e de especial

importancia para polissacarideos contendo cadeia principal com
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ligacoes do tipo (1+3), com ou sem cadeias laterais e, tambem,
para glicanas 4-0-ligadas. Como a R-eliminacdao expode a unidade
redutora subsequente da cadeia, a degradacao pode se processar

ao longo da cadeia, como uma reagao denominada de "peeling".

Para polissacarideos constituidos por ligagoes (1+3) ou
(1-4) na cadeia principal e substituidos por cadeias laterais
em 0-6, o processo de degradagao ocorre da mesma maneira que pa
ra glicanas 1fneares,mas com a formacao do acido 0O-glicosilsa-
carinico atraves das unidades ramificadas. Esse tipo de depoli

merizacao foi observado com a galactomanana de guar gue e

15
constituida por uma cadeia 4-0-B-ligada

Estudos em modelos de compostos contendo unidades redu-
toras 3,4-di-0-substituidas tem revelado que os dois substituin
tes sao eliminados provavelmente com a formacao de diferentes

) - 13
tipos de produtos de degradacao dessas unidades

Em geral , os estudos de degradacao alcalina de grupos
redutores, tem um valor limitado para estudos estruturais, con
tudo sao importantes em funcao dos diferentes oligossacarideos
produzidos. A degradagao catalizada por base, que frequentemen
te ocorre sobre as unidades de hexuronato, expoe grupos reduto
res nos quais pode ocorrer a subsequente B-eliminagao. A ampli
tude dessas reagoes depende dos tipos de ligagoes envolvidas en

tre os grupos expostos.

Em algumas glicoproteinas, cadeias de oligossacarideos
ligados glicosidicamente a serina ou.treonina sao liberadas por
tratamento com base. Cadeias de oligossacarideos permanecem es
taveis a base quando a R-eliminacao e condizida sob solugao a-

15
quosa de NaOH contendo NaBH4, conforme a reagao a seguir
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&

)
R NH N H
NHo
QD'(::—G"H oK, | +R-CemCoH| S HaOH + R-C==R-H
-0 b c=o0 NoBHg4 OH H (':Bo " H $=o

AT Zw,

Reagao de f-eliminacgao agucar-proteina

Polissacarideos que apresentem cadeias O-glicosidicamen-
te ligadas a proteina, em proteoglicanas, sdao desta mesma forma

lTiberadas, sem acentuada degradacao pelo mecanismo de "peeling".

b. Degradacao atraves de unidades de acidos uroni-
CoS .

0 mecanismo de B-eliminacao via unidades de acidos uroni
cos ocorre quando essas estao esterificadas e/ou 4—g-susbtituf-
das por grupo eter ou grupo glicosil e resulta na eliminagao de
4-0-substituintes com a formagao de unidades de hex-4-enopirango
siluronato. Essa reagao foi inicialmente postulada como uma rea
cao competitiva na saponificacao de pectinas altamente esterifi
cadas em solucoOes aquosasgl’gz. Os acidos pecticos demonstraram
ser mais resistentes a depolimerizacao do que as pectinas ou as
substancias pecticas, que apresentam unidades de acidos D-galac
turonico esterificadas. KERNER denominou a esse fenomeno de "B-
dealcoxilacao" e NEUKOM e DEUEL apresentaram a prova conclusiva
da depolimerizacao de material pectico, quando demonstraram que

as pectinas sao fragmentadas facilmente em solugoes alcalinas,ou

em meio tamponado (pH 6,8), dando fragmentos de oligossacarideos
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. . 84
e liberando o 4-deoxi-L-threo-hex-4-enopiranosiluronato .

A depolimerizacao €& um processo rEpido e pode ser acom-
panhada pela mudanga da viscosidade ou pelo aumento da absor -
¢do em U:V (232 nm), que indica a presenga de um acido carboxy
lico a—B-insaturadoeu. 0 acido colanico, um polissacarideo a-
cidico de bactéria67 foi o primeiro, cuja analise estrutural
foi realizada pelo metodo de degradagdo. Uma suspensao do polis
sacarideo na forma de seu hidroxipropil &ster, obtido com metd
xido de sodio metanolico contendo 2,2-dimetoxipropano como um

agente desidratante,resultou na liberagao de 4,6-0-(1-carboxie

tilideno)-D-galactose.

Todavia com um polissacarideo insoluvel a reacao <causa
somente 50% de degradagao. A B-eliminacdo e melhor conduzida se
a reacao for efetuada usando-se um solvente nao hidroxilico em
polissacaridicos contendo substituintes estaveis a base,os quais
podem ser permanentes, como por exemplo metil eter (0-metil) ou

instaveis como por exemplo metoxietil acetais {0-acetil).

_ 76,89, 94 .
No metodo desenvolvido por HAKOMORI que permitea

permetilagao do polissacarideo, quando realizada em uma unicae
tapa nao ocorre a degradagEo.vContudo, no processo de remetila
¢ao que envolve a readicao de base, esta pode propiciar a B-eli -
minacao. Tratando-se o derivado parcialmente metilado com metil
sulfinilmetamida de sodio (ion metil sulfinilcarbanion) em DMSO,
ha a liberacao de substituintes 4-0-ligados e a formagao de uni
dades de hex-4-enopiranosiluronato que poderao ser posterior -
mente degradadas. Esse processo desenvolvido por LINDBERG et alii
e particularmente importante do ponto de vista quantitativo pa

ra polissacarideos contendo somente unidades de agucares neu-
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tros nao substituidos cuja analise & feita, apds a conversao

para acetato de alditois parcialmente metilados por g.l.c.-m.s.

Na analise dos polissacarideos capsulares de Klebsiella
tipo 4791, os produtos da amostra metilada mostraram haver de-
gradacao durante o processo de metilacao, onde as unidades de
ramnopiranose em posicao terminal desapareciam, indicando que
estas estavam presentes como unidades de acido glucurdnico 4-0
-substituidas, e que foram perdidas por B-eliminacdo. Apds al-
quilacdo dos polissacarideos metilados degradados, ficou esta-
belecido que o 0-3 de unidades internas era o sitio de ligacao

1y
de unidades de acido uronico

1.6 A PERESKIA ACULEATA (ora-pro-nobis)

Nos ultimos anos tem-se observado um consumo crescente
de polissacarideos para fins de alimentacao e usos industriais
em geral. Todavia, observa-se tambem que a produgao destes po-
1imeros nao tem acompanhado a sua demanda. Classificados. pelo
mercado mundial. como especialidades qu?micasllh, a maioria des
sas macromoleculas na forma natural ou de seus derivados emnos

so pais e obtida atraves do servigo de importagao, o que esti-

mula a procura de fontes alternativas nacionais.

No Brasil inumeras especies nativas, sao muito pouco cO
nhecidas e utilizadas, tanto nos lares como nas industrias. En

tre elas situa-se 0 caso da cactacea Pereskia aculeata que pas

saremos a analisar.

Especies do genero Pereskia podem ser encontradas em
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_ 117 -
altitudes de ate 4700m . A P. aculeata, tambem conhecida co

mo groselha da America, groselheira dos Barbados, groselheira

das Antilhas, rosa Madeira e ora—pro—nobisag, € uma planta na-
tiva da America Tropical e pode ser encontrada na Africa ( Ma-

1% ,48,59

dagascar) e Asia (Sri Lanka) .No Brasil  cresce desde a
Bahia ate o Rio Grande do Sul e, na medicina caseira, as folhas
sao utilizadas como emolientes, quando aplicadas sobre abcessos
durosag. No meio rural, apos a maceracao do vegetal em agua, o
sumo mucilaginoso extraido de especies congeneres e silvestres,
misturado com cal e usado para branquear galpoes e telhados de

. e
Z1nco

43 4y _
Segundo DAYRELL > a planta ndo & toxica e suas folhas

nao apresentam fatores antinutricionais.

6
ALMEIDA FILHO e CAMBRAIA , os primeiros a estudar seu va
lor nutritivo, verificaram que as folhas de ora-pro-nobis possuem
elevado teor de proteinas (25,5%), este valor, em termos de ma

-— . - - . .~ 57 -
teria seca, e comparavel ao do feijao (18-20%) e superior ao

milho hibrido comum (7,4%)1l+0 € mesmo ao opaco-2 (10,0%)1’0 . 0
teor proteico e extraordinariamente elevado, quando comparado
com vegetais onde a parte comestivel sao folhas de elevado teor
em agua como a couve, a alface e o espinafre, cujos teores pro
teicos sao 1,6%, 1.3%e 2,2%, respectivamente. A analise de di
gestibilidade destas proteinas mostrou que em media 85% delas
achava-se numa forma digerivel. Observou-se que a ora-pro-no-
bis, mesmo sendo uma planta suculenta, possui um teor de Tisi-
na bastante elevado, (5,49/100g de prdte?na). Isso em termos de
materia seca, seria de 2 a 23 vezes maior que em qualquer ou-

6
tro alimento acima considerado . Esses resultados sao bastan-
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te significativos considerando-se a essencialidade da lisina
na nutrigao animal, e a caréncia desse aminoacido em muitos
dos alimentos utilizados por classes de baixo poder aquisiti-
vVo.

A deficiencia em lisina, comum nos cereais, & de consi-
deravel importancia, pois trés quartos da populagdo mundial u
sam cereais e leguminosas para obter cerca de 80 a 90% do seu
consumo de proteinas. A cada ano os cereais fornecem duas e
meia vezes mais proteinas do que todos os alimentos de origem

i 46,55,73
animal e o valor nutritivo dos cereais consumidos pode
ser enriquecido pelo acrescimo de varios ingredientes. Por e-
xemplo, o macarrao feito apenas de semolina apresenta um va-
lor proteico de 12%, em niveis limitantes dos aminoacidos es-
senciais: treonina, metionina e 1isina121. Assim, nao apresen
ta composicao proteica adequada para 0 crescimento normal de
criancas e para a manutengao corporal de adu]tos72. Devido a
isso nos grandes centros consumidores, hoje existe no mercado
um macarrao tipo especial, o macarrao verde (pasta verde),que
tem boa aceitagao entre as classes mais altas. Este macarrao,
quando feito com espinafre, que da sua cor esverdeada, tem
um maior valor nutritivo por sua composigcao em sais minerais,
especialmente ferro. Todavia sendo o produto caro, com a qua-
lificagao de luxo, nao esta ao alcance das classes mais pobres

devido,principalmente, a baixa producao do espinafre e a sua

nao disponibilidade durante o ano todo.

46
Num trabalho efetuado por DEES na Universidade de Vi-

cosa na producao de macarrao verde as massas resultantes da a-

dicao de 1 e 2,5% de ora-pro-nobis obtiveram as maiores notas

dentre os macarroes coloridos produzidos. Observaram, tambem,

que a incorporacao de até 2,5% de ora-pro-nobis em po,duplica
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va a quantidade de fibra, o que foi nutricionalmente conside
by
rado positivo. A quantidade de fibra 7,6% na materia seca.,

115
segundo SCALA » seria de grande interesse na industria de a
limentos processados, desde que uma das grandes preocupagoes me

dicas nos ultimos dez anos € a falta de material celulosico

. 4,27,28435,53,130 - .
nas dietas » 0 que ocasiona a diminuigao do peris

taltismo intestinal, e conduz as chamadas doengas do mundo ci

108
vilizado . Foi descrito que o aumento no consumo de fibras po

de tanto prevenir como diminuir e em alguns casos ate curar do

111 72
engas como: varizes , cancer de colon , hemorroidas, tumo -

- . 98 . 99 _
res intestinais, calculos renais , diabetes , alem do que a

_ . - . 130
sua presenca pode, tambem, ser um fator dietetico

Dos trabalhos efetuados ate agora com as folhas de ora-
pro-nobis pode-se relacionar a seguinte composicao media na ma
teria seca: umidade 7,5%, gordura 3,5%, proteinas 19%, calcio

2,5%, fosfato 0,5%, ferro 0,15%, magnésio 1,2%, fibra 7,5%, a-

6 b3, k4 122

cucares 40% e cinzas 18,0% Desses resultados foi su
gerido que o aproveitamento das folhas de ora-pro-nobis, uma
planta cultivada faciimente nos quintais e, de ciclo perene, em
escala industrial poderia abrir nova fonte de renda para o pe-

L6
queno produtor

A mucilagem de folhas de Pereskia aculeata que foi estu
dada inicialmente por SIERAKOWSKI 123, apresentou-se constitui
da por um heteropolissacarideo acido, cuja complexidade estru-
tural motivou a continuidade dos estudos, originando o presen-

te trabalho.
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2. OBJETIVOS

0 valor biologico dos polissacarideos e a sua aplicacdo
crescente nas area medicas e industriais & funcdo da sua estru
tura molecular. Considerando esses aspectos, os objetivos do
presente trabalho sobre a proteoarabinogalactana acidica de fo-

lhas de Pereskia aculeata, $ao:
1. Determinar a constituicao quimica;
2. Estudar a homo ou heterogeneidade;

3. Analisar a estrutura quimica e fisica por espectros-

1 13

copia de ressonancia nuclear magnetica ( H-n.m.r e “C-n.m.r);

4. Determinar a estrutura quimica parcial atraves das a

nalises de metilagao (g.l.c. e g.l.c.-m.s);
5. Caracterizar a ligacao glicosil-aminoacido;

6. Estudar a suceptibilidade a B-eliminacao, quando sub-.

metida a tratamento alcalino;
7. Estudar a distribuicao de grupos O-acetilicos;

8. Verificar o comportamento fisico-quimico em termos de

viscosidade.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS E METODOS GERAIS

Os reagentes e solventes utilizados apresentavam carac-
teristicas PA-ACS. 0 etanol empregado na precipitagao dos po-
lTissacarideos e a acetona para a sua secagem apresentavam a es
pecificacao "tecnica".

As evaporagoes foram realizadas em evaporador rotatorio,
a vacuo, a temperatura de 50° e no caso dos éteres das amostras

metiladas a 20-30°.

As leituras e o ajustamento do indice de pH foram fei -

tas a temperaturas ambiente em aparelho Micronal.

A eletroforese, para a verificacao da homo ou heteroge -
neidade, foi feita em fitas de acetato de celulose (Celogel) a-
pos coloracao da amostra com Azul de Procion M-3G (Cia Imperial
de Industrias Quimicas do Brasil), pelo metodo de DUDMAN e
BISHOPI+8 utilizando-se o aparelho Fanen, 250-350V, 7 mA, 10 min,

com camera de imersao da Chemetron e tampao borato 0,2 M, pH 9,2.

As rotacoes especificas foram obtidas em polarimetro au-
tomatico Perkin-Elmer, modelo 141 a 259, Para essas determina -
coes as amostras foram solubilizadas em agua com as seguintes

concentracoes em acucar total: 0,15% (polissacarideo P); 0]195%
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(F-2); 0,22% (F-3); 0,11% (F-7) e 0,2% (polissacarideo P-1) (Ta
bela II).

As determinagoes espectrofotometricas foram efetuadas em:

a) Aparelho Coleman Junior, modelo 6A, para a re
giao visivel;
b) Aparelho Beckman Accu]abTM10, em disco de KBr

ou filme de CHC1; sobre celula de KBr, para a

regiao do infra-vermelho;

c) Aparelho Varian, UV-VIS, modelo 635 e Intralab
DMS 80, UV-VIS.

As analises cromatograficas em papel (c.p) foram reali-
zadas pela tecnica ascendente, utilizando-se o sistema de sol-
ventes benzeno-n-butanol-piridina-agua (1:5:3:3 v/v, fase supe-
rior) e como revelador usou-se nitrato de prata a]calin0137. As
analises cromatograficas em camada delgada (t.l.c.) foram rea-
lizadas em placas ( 20 x 20 cm ) de silica gel, em suporte de a
luminio (Merck), com 0,25 mm de espessura, empregando-se, 0s se
guintes sistemas de solventes e visualizadores, respectivamen-
te:

a) n-Butanol-acetona-tampao fosfato pH 5 (4:5:2,
v/v) e placa tamponada no mesmo tampao; visualizador: fosfato

L. 71
de anilina

b) Solugao aquosa de fenol a 75% (v/v);visualiza
47
dor: ninhidrina a 0,1% em acetona (p/v)

As cromatografias 17quido-gasosas (g.l.c.) foram realiza
das em cromatografo Varian, modelo 2440,com detector de ioniza
¢ao de chama, utilizando-se nitrogénio como gas de arraste e as

seqguintes colunas:
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A) 3% de ECNSS sobre "gas chrom Q" de 100-120 mesh,
em tubo de ago inoxidavel 200 x 0,15 cm (d.i.), com detetor a
240°%, injetor a 190° e fluxo de nitrogénio i 37,5 mL/min. A tem
peratura da coluna para os produtos de hidrolise na forma de a
cetato de alditois era de 175° e, para a analise dos acetatos

_ 89
de alditois parcialmente metilados, de 150°

B) 3% de OV-225:sobre gas Chrom Q de 100-200 mesh ,
em tubo de ago inoxidavel 200 x 0,15 cm (d.i.) com detetor a

°, injetor a 190° e fluxo de nitrogénio a 40,0 mL/min. A tem

240
peratura de operacao da coluna para os produtos de hidrolise
na forma de acetato de alditdis era 190° e, para a analise dos

acetatos de alditois parcialmente metilados, 165°.

C) Chromosorb 101, 50-60 mesh, temperatura de 120°.
D) Porapak Q, temperatura 120°.

0s tempos de retencao (T) foram determinados relativos
ao xilitol penta-acetato para os derivados totalmente acetila
dos, e 1,5-di-0-acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil-D-glucitol, para
0s derivados acetilados parcialmente metilados. As determina -
coes quantitativas dos produtos analisados por g.1l.c foram obti
dos de acordo com o metodo de triangulacao, segundo SAWARDEKER

..133
et alii

A cromatografia l1iquida-gasosa acoplada a espectrometria
de massa (g.l.c.-m.s) foi realizada com os derivados ‘acetatos
de alditois parcialmente metilados em espectrometro Finnigan,
modelo 4000, dotado de um sistema de dados Incos 2300 e equipa

do com coluna capilar (30 m x 0,25 mm d.i.) revestida com:

17,63

E) 0V-225 e OV-17 na proporcao de 3:]
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F) DB-210 e
G) 0V-225,

Os espectros foram obtidos por impacto de e]étrons,repg
titivamente a cada 2 segundos a 70 eV desde massa 40 ate 420.
As injegoes foram feitas diretamente na coluna a 50°,utilizando
a tecnica "sph’t"66 e, 0 aparelho foi rapidamente programado pa
ra 40°/min ate 182° (entao mantido) para a coluna E e G,a 40°/
min até 195° (entdo mantido) para a coluna F. Utilizou-se helio
como gas de arraste, com velocidade linear de 35 cm/s. A identi
ficagao final dos produtos foi realizada por co-injecdo com pa-

6

~ - . ~ 7 - .
droes e por tipicos tempos de retencao . As areas dos picos fo-

ram obtidas por integracdo automatica e/ou triangulacao.

Para as espectroscopias de ressonancia nuclear magnetica
de proton ('H-n.m.r.) as amostras (40-100 mg) foram dissolvidas em
020 e 0s espectros obtidos em espectrometro Jeol J. NM-PMx60.0s
deslocamentos quimicos (8) foram referidos ao Me451 (TMS) conti
do num capilar coaxial ao tubo de amostra. As fragoes F-2, F-3
foram analisadas sob pre-saturacao para remocgao do pico de DOH.

O0s espectros de ressonancia nuclear magnetica de carbono

13

-13 ( °C-n.m.r) foram obtidos com o uso dos seguintes espectro-

metros incorporados ao transformador Fourier:

a) Varian XL-100-15; solugoes de 40-100 mg em
0,85 mL de D,0 contidas num cilindro coaxil colocadas em tubo
de 1,2 cm de diametro e 20 c¢cm de comprimento mantidas a 70%. 0
"spectral width" (s.w.) 5000 Hz, o "acquisition time" (a.q.)
0,4 s, o "pulse width" (p.w.) 9,5 us, e o "number of transients"

(n.s.) 69080.
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b) Bruker AM-360-WB; solucboes de 60 mg do polis-
sacarideo P em 2 mL de DMSO—ZH6 e 18 mo do polissacarideo P-1em
2 mL de DZO foram colocadas em um tubo de 1 cm de diametro e
20 cm de comprimento e mantidas a 33°, para serem analisadas no
espectrofotometro, onde os deslocamentos quimicos obtidos a 33°
foram corrigidos para +1.0 p.p.m para a temperatura de 700 u-
sando o aparelho de 100 MHz. Os parametros espectrais foram: "s.
w. 18519 Hz, a.q. 0,44 s, p.w. 21 us e n.s. respectivamente
88496 e 79488, dependendo da quantidade da amostra utilizada.

0s deslocamentos quimicos foram expressos em & (p.p.m.) relati

vos a ressonancia do TMS, determinada em experimento separado.

As liosofilizacoes das solugoes foram feitas em aparelho

Virtis, modelo 10-145 MR-DA.

As dosagens de carboidrato total foram realizadas pelo

- e - o 51 . .
metodo fenol-acido sulfurico a 490 nm utilizando-se como pa-

drao solugao de D-glucose a 40 ug/mlL; acidos urdonicos pelo meto

24
do de BITTER e MUIR usando-se acido D-galacturonico como pa

L9
drao (11,40 pug/mL) e o fator de correcao 0,75 3 O-acetil pelo

metodo de HESTRIN , utilizando-se um padrao de glucose penta-ace-

tato (3 umoles/mL); nitrogenio total (N) pelo metodo de micro

80 _ 50
KJELDAHL ;proteinas (N x 6,25); hexosaminas pelo metodo de DISCHE ,

utilizando-se um padrao de glucosamina (15 ug/mL); fosforo pe-

1o metodo de BARTLETT19 com fosfato monobasico de sodio (36,2

ug/mL) como padrao; calcio pelo metodo de CLARK e COLLIPah; me

toxil segundo o metodo de SCHULTZ116 ; umidade em estufa a 100-
127

110°
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3.1.1 HIDROLISES

3.1.1.1 Hidrolises alcalinas para a liberacao

dos substituilntes acetil e metoxil.

As amostras do polissacarideo P foram tratadas com solu
¢ao aquosa 1,0 M de NaOH, a temperatura ambiente, durante 12
horas. A seguir dializadas (2x) contra agua deionizada (12 h),
em sistema fechado.A fracao dializavel foi concentrada para vo
Tume menor, deionizada com resina Dowex 50W X8 (forma H+), e
filtrada. 0 filtrado aquoso foi extraido exaustivamente com é-
ter etilico e a fase eterea analisada por g.l.c., na coluna C,

utilizando-se um padrao de acido acetico como referencia.

Em outro experimento as amostras foram tratadas, duran-
te 1 hora a temperatura ambiente com solucao aquosa de NaOH 10M.
0 hidrolisado foi aplicado em uma micro coluna de resina Dowex
50W X8 (forma H+) e eluido com H20 deionizada. O eluato aquoso
foi analisado por g.l.c. na coluna D, utilizando um padrao de

MeOH como referencia.

3.1.1.2 Hidrolises acidas

Hidrolises totais - As hidrolises totais foram feitas

em tubo KIMAX, com os seguintes acidos e concentragoes:

a) acido trifluoracetico (TFA) 1,0 M, durante 5 h

a 100°;

b) acido sulfurico a 72% (H,S0,), durante 1 h a
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frio seguido de diluigdo para 8% e aquecimento du
rante 4 ou 18 horas em banho de agua fervente, de

pendendo do tipo de amostra a ser hidrolisada;

c) acido cloridrico (HC1) 6,0 M, em estufa a 105° ,

durante 18 horas.

Hidrolises parciais - As hidrolises parciais foram rea
Vizadas em tubos KIMAX, com TFA 0,02 M, durante 2 horas em ba-

nho de agua fervente.

Os excessos de TFA e HC1 foram removidos por sucessivas
evaporagoes a vacuo das solucoes hidrolisadas, e o de HyS0,4 por
meio de neutralizacao com carbonato de bario. 0 material inso-

luvel foi removido por filtracao.

3.1.2 REDUGAO E ACETILACAO DOS MONOSSACARIDEOS
OBTIDOS NAS HIDROLISES ACIDAS TOTAIS DAS AMOSTRAS.

120
As amostras foram reduzidas com NaBH4 a temperatura

ambiente,por 16 horas e,em seguida tratadas com resina Dowex
50W X8, forma H', para eliminar os jons de sodio. Apos filtracao,
as solucoes foram concentradas sob pressao reduzida, a 45°. 0
acido borico foi eliminado por codestilagcao com metanol na for
ma do ester volatil borato de trimetila. Os alditois resultan-
tes foram acetilados com uma mistura de anidrido acetico-piri-
dina (1:1 v/v) M”,a temperatura ambiente,durante 16 horas,quan
do o processo foi interrompido pela adigao de gelo moido. 0s a

cucares acetilados foram extraidos com cloroformio, a piridina

residual foi eliminada da preparagao por tratamentos sucessivos
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com CuSO4 2,5% e a solucdo cloroformica lavada varias vezes
com agua destilada. ApOs a evaporacao do excesso do solvente,
0os acetatos de alditois foram analisados por g.l.c., colunas A

e B,nas condicOes ja descritas anteriormente.

3.1.3 OBTENGAO DO POLISSACARIDEQ P

3.1.3.1 Preparo do po acetonico

Folhas verdes de Pereskia aculeata ( =590 g) coletadas
em marco de 1982, no municipio de Vigosa, Minas Gerais, foram
imersas em etanol, durante 72 horas, filtradas e o sobrenadan
te etanolico desprezado.As folhas foram secas ac ar( =93 g) e, em
sequida, mergulhadas em acetona por 48 horas. Apos filtracaoe
secagem em capela, as folhas foram trituradas em Moinho Wiley,
utilizando-se uma peneira de 20 mesh. 0 po acetonico obtido
foi, a seguir, extraido em extrator Soxhlet usando uma mistu-
ra de benzeno-etanol (2:1, v/v), por 24 horas. 0 extrato re-
sultante foi desprezado. 0 po residual (=90 g) serviu para o
processo de extracdo do polissacarideo bem como para a deter-

minacao da umidade.

3.1.3.2 Extracao do polissacarideo com agua

0 po extraido com benzeno-etanol (86,5 g) foi submetido
ao processo de extragao com agua ( =900 mL) a 500, sob agita -
¢ao durante 24 horas. 0 sobrenadante viscoso foi isolado por

centrifugacao a 8000 r.p.m.,durante 15 min,a temperatura ambi-
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ente. 0 precipitado foi novamente submetido a mais duas extra-
coes, como descrito acima, e os sobrenadantes foram reunidos
(2,3 L) e, entdo, dialisados em agua corrente,durante 24 horas.
Ao material dialisado (pH 4,7) acrescentou-se solugao aquosa de
NaOH, 0,1 M para corrigir o pH a 7,0. A seguir, adicionou-se

lentamente e sob agitagao solugao aquosa de brometo de cetiltri
metilamonio a 1% (Cetavlon), levando-se em conta as quantida -

des do polissacarideo e do detergentella’llg. 0 sobrenadante e

o complexo insoluvel p01issacaereo-detergente foram separados
por centrifugacao. 0 sobrenadante foi desprezado apos a verifi
cacao da ausencia de carboidrato pela dosagem de agucar tota]51
0 precipitado foi dissolvido em acido acetico a 10%, reprecipita
do com etanol (3 volumes) e lavado sequencialmente com etanole

acetona. Apos secagem em aparelho de ABDERHALDEN, obteve-se

10,20 g de po total, denominado de componente P (Esquema 1 pa-

gina 55).

3.1.3.3 Desproteinizacao segundo SEVAG

Aproximadamente 8,0 g do componente P em solugcao aquosa
(=100 mL) foram desproteinizados com a mistura de SEVAGHI, du
rante 18 horas,a temperatura ambiente. O processo foi repetido
mais 6 vezes. Apos a desproteinizégéo a amostra foi precipita-
da com etanol (3 volumes). O precipitado foi lavado sucessiva-
mente com etanol e acetona e seco a vacuo em aparelho de ABDER
HALDEN, obtendo-se aproximadamente 7,0 g de po seco denominado

de polissacarideo P que foi submetido as analises quimicas e

espectroscopicas.
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3.2 MATERIAIS E METODOS ESPECIAIS

- 32
3.2.1 FILTRACOES EM GEIS

3.2.1.1 Filtracao em Gel de Sephadex G 200

Uma amostra do polissacarideo P (50 mg) foi colorida com
azul de Procion M-3G, segundo o meétodo de DUDMAN e BISHOEZ. 0
polissacarideo colorido foi entio aplicado em uma coluna (40,0
x 2,0 cm, d.i.), contendo Sephadex G 200 e eluido com agua des
tilada, observando-se e aparecimento de trés bandas durante a

eluicao.

3.2.1.2 Filtracao em Gel de Sepharose 6B

0 polissacarideo P (45 mg) foi dissolvido em 0,5 mL de
tampao Tris-HC1 25 mM, pH 7,2 e aplicado em uma coluna de vidro
(40,0 x 2,0 d.i.) contendo Sepharose 6B, calibrada com Blue Dex
tran e eluida com o mesmo tampao. Fracoes de 2,5 mL foram cole-
tadas a temperatura ambiente, com coletor automatico de fragoes.

51

Dosagens de acgucar total foram realizadas em cada aliquota e o

perfil de eluigao encontra-se na Figura 2.

3.2.1.3 Filtracao em Bio-Gel A5 M

Uma coluna de vidro (45 cm x 2 cm, d.i.) foi empacotada

com uma suspensao de Bio-Gel A5 M em tampao fosfato 0,1 M, pH
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8,0, e calibrada com Blue Dextran., Na superficie do gel foi a-
plicada uma solugao do polissacarideo original P (43 mg em 0,3
mL de tampao) que foi eluida com o mesmo tampao. Volumes de
2,5 mL foram coletados a temperatura ambiente e monitorados a

280 nm (proteinas) e a 490 nm (agUcar total). Figura 1.

3.2.2 FRACIONAMENTO DO POLISSACARIDEO P EM COLU
7
NA DE DEAE-CELULOSE, FORMA C1~ a

Aproximadamente 1,5 g do polissacarideo P foi dissolvi
do em agua (100 mL) e a solucao foi aplicada no topo de uma
coluna (24,0 x 4,0 cm, d.i.) contendo DEAE-celulose (forma C17).
A coluna foi eluida com agua (310 mL) até apresentar reagao ne
gativa para acucar tota]SI. A solucao aquosa foi concentrada a
um volume reduzido e precipitada com EtOH (3 volumes). O preci
pitado obtido foi separado por centrifugacao, lavado sequencial

mente com etanol e acetona e secado a vacuo, originando a fra-

cao denominada F-1.

A seguir a coluna, foi consecutivamente eluida com so-
lTugoes de NaCl 0,1 M (1074 mL), NaCl 0,25 M (1150 mL), NaCl 0,51
(180 mL), NaCl 0,75 M (110 mL), NaCl 1,0 M (104 mL),HCI 0,1 M
(1685 mL) e HC1 0,25 M (765 mL). Os eluatos foram dialisados ,
concentrados a um volume reduzido e precipitados com etanol (3
volumes), originando-se as fracoes F-2, F-3, F-4, F-5, F-6, F-7
e F-8, respectivamente. Os resultados das analises efetuadas,en

contram-se na Tabela III.

Aliquotas das amostras F-2, F-3 e F-7 (15 mg),que compre

endem as fracoes percentualmente majoritarias do polissacarideoP,
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foram analisadas na forma de acetatos de alditois conforme me-

todologia ja descrita. Os produtos obtidos foram  examinados

por g.l.c. nas coluna A e B,cujos resultados podem ser vistos
na Tabela II.

3.2.3 ANALISES DE METILACAO

3.2.3.1 Analise de metilacao das fragoes F-2 e F-3

_ §8_70
Metodo de HAWORTH ’

Amostras das duas fracoes,F-2 e F-3 (31 mg de acucar
total),foram dissolvidas em 10 mL de solugao aquosa de NaOH a
40%, contendo NaBH4. As solugoes, a temperatura ambiente, foram
agitadas sob atmosfera de nitrogenio durante 2 horas. Apos, a
dicionou-se acetona (3 mL) e sulfato de dimetila (3,5 mL). Esse
ultimo reagente foi adicionado,gota a gota,ao longo de 12 horas
e 0S processos permaneceram em agitacao por mais 8 h. Apdos esse
periodo as misturas metilantes foram neutralizadas com acido a-
cetico concentrado, gota a gota, em banho de gelo, utilizando -
se fenolftaleina como indicador. As fracoes parcialmente metila
das foram dialisadas eﬁ agua corrente (25 h) e o processo de me

tilagao foi repetido mais uma vez.

- 85
Metodo de KUHN et alii

Apos secagem dos polissacarideos parcialmente metilados
pelo metodo de HAWORTH as amostras adicionou-se N, N-dimetilfor
mamida (2 mL). As suspensoes foram agitadas por 2 horas a frio
e,posteriormente, em banho-maria (980) por 30 min. Depois dos mate

riais estarem totalmente solubilizados, foi adicionado iodeto de
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metila (2 mL) e rapidamente oxido de prata (Ag,0; 0,2 g) deacor
do com o metodo descrito por PURDIE e modificado por KUHN et
a]ii7h85. Nos quatros dias consecutivos foram adicionados AgZO
(0,2 g por dia) e os sistemas mantidos sempre sob agitacao e na
ausencia de luz. Vinte e quatro horas ap6s a ultima adigao de
Ag,0 os processos foram interrompidos e extraidos  exausti-
vamente com diclorometano, seguido da filtracao em funil de
placa porosa F. 0 solvente foi evaporado até a secura e 0s ma
teriais colocados em dessecador (12 h). Como a analise por I.V.
indicou,ainda, fraca absorgao acima de 3200 nm, o processo de
metilacao pelo metodo de KUHN et alii foi repetido mais uma vez.
Os produtos metilados foram hidrolisados, reduzidos e acetila-

dos da mesma maneira como descrito no item 3.2.3.4 de MATERIAIS

E METODOS.

3.2.3.2 Analise de metilacao do Polissacarideo P

0 polissacarideo P (310 mg de acucar total) foi metila -

do sucessivamente pelo meétodo de HAWORTH®® (2 vezes) e de KUHN
85
et alii (2 vezes).

Em seguida o polissacarideo metilado foi dissolvido em
cloroformio e dividido em duas aliquotas iguais. Uma delas foi
hidrolizada para a posterior conversao do polissacarideo meti-
lado em acetato de alditois parcialmente metilado (item 3.2.3.4),
enquanto a segunda foi utilizada para o processo de carboxi-re

95
ducao das unidades de acido uronico
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3.2.3.3 (Carboxi-reducao do polissacaridec P me
tiladoso

0 polissacarideo metilado e seco foi dissolvido
em tetrahidrofurano (15 mL) e a solucao foi gotejada lentamen-
te, sobre uma suspensao de A]LiH4 no mesmo solvente (15 mL). A
pos 24 h de reacao o THF foi evaporado e o produto extraido e-
xaustivamente com cloroformio. 0 polissacarideo metilado e car
boxi-reduzido foi dividido em duas aliquotas iguais. Uma foi
tratada conforme o item 3.2.3.4. e a outra foi secada para efe
tuar-se o processo de permetilacao pelo metodo de HAKOMORIG7m9
dificado por SANDFORD e CONRADlla Para isso, o material foi dis
solvido em DMSO (2,5 mL) e tratado com metilsulfinil carbanion
(0,7 mL), em atmosfera de nitrogenio, sob constante agitacao,a
temperatura ambiente, durante 12 horas. Formado o0 alcoxido, o
iodeto de metila (1,0 mL) foi gotejado lentamente, sob agita -
cao, e sob banho de gelo. Apos 12 horas, adicionou-se agua a
mistura reativa e fez-se a extracao com cloroformio. AposS ex -
tracao exaustiva o material metilado carboxi-reduzido e perme-

tilado foi concentrado a secura e hidrolizado pelo metodo de

120
SELVENDRAN

3.2.3.4 Analise dos produtos de hidrolise acida:

a) Das fracoes F-2 e F-3 metiladas;

b) Do polissacarideo:

1) Metilado (P);

2) Metilado e carboxi-reduzido (P°);
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3) Metilado, carboxi-reduzido e permetilado (P“L

As amostras contidas em tubos KIMAX foi adicionado HZSO4
aquoso (0,75 mL) a 72%, sob banho de gelo, e agitadas ate total
solubilizacao. Apos 1 hora foram acrescidos 6 mL de H,0 desti-

120

lada, para diluir o acido ate 0,5 M . 0s tubos foram coloca-

dos em estufa a 100% por 18 h. 0 excesso de H,S0, foi neutrali

4
zado com BaCO3 e o filtrado deionizado atraves de resina DOWEX
50W X8 (forma H+). A sequir as amostras foram reduzidas com
NaBH, a temperatura ambiente, durante 14 horas.0s jons de sodio
foram removidos pelo tratamento com resina DOWEX 50W X8 (forma
H+) e 0 acido borico eliminado sob a forma de borato de trime-
tila, por co-destilacdo com metanol. A acetilacao dos alditois
metilados foi realizada pela adicao de anidrido acetico-piridi
na 1:1 (2,0 mL). Os produtos metilados,na forma de acetatos de
alditois parcialmente metilados, foram analisados por g.l.c. nas
colunas A e B por g.l.c.-m.s nas colunas E(F-2 e F-3);e E e G

, P*). Resultados na Tabela IV(F-2 e F-3) e V(P, P°, P°).

3.2.4 HIDROLISE ACIDA PARCIAL DO POLISSACARIDEO

P, OBTENGAO DE P-1

0 polissacarideo P (235 mg) foi dissolvido em solugao a-
quosa de TFA, 0,02 M (10 mL) e colocado a 100°C, sob refluxo,du
rante 2 horas. A seguir, adicionou-se EtOH (4 volumes) e o mate
rial precipitado foi centrifugado, lavado sucessivamente com e-
tanol e acetona. ApOs secagem a vacuo, o produto denominado de
P-1 pesou 115 mg. Tanto o sobrenadante alcoolico (S-1) como o

precipitado (P-1) foram analisados por g.l.c. na forma de aceta
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tos de alditois nas colunas A e B, conforme a descrigdo dos ma

teriais e metodos gerais (Resultados, Tabela II).

0 polissacarideo P-1 foi, tambéem, analisado apds sucessivas
5 _ 68 A 85
metilagoes pelos metodos de HAWORTH (2 vezes) e KUHN et alii ( 2

vezes), por g.l.c -m.s. na coluna E (resultados na Tabela V).

3.2.5 TRATAMENTO DO POLISSACARIDEO P-1 COM GALAC

TOSE OXIDASE.

Uma amostra do polissacarideo P-1, contendo -8 mg de a-
gucar total, foi hidrolizada com TFA (1 M, 5 h,]OOO) € 0 excesso
de acido foi removido apbs sucessivas evaporacoes a vacuo. O
hidrolisado foi aplicado em uma micro coluna de resina mista
(MB-3, 20-50 mesh, forma H e OH )e eluido com agua deionizada. 0 e-
lTuato aquoso foi utilizado inicialmente para dosagem do agucar
total (3,0 mg/1 mL) e, posteriormente, como substrato para a
enzima, bem como para analise por g.l.c (coluna B) como aceta-

to de alditBis (80% D-Gal).

A atividade da galactose oxidase, extracelular, foi de -
terminada pela dosagem do peroxido de. hidrogenio formado pelo
metodo enzimatico acoplado de AISAKA e TERADAI. A decomposicao
da agua oxigenada formada, em presenca de peroxidase, neste me
todo acopla oxidativamente a 4-aminoantipirina ao fenol,resul
tando num produto colorido, a quinoneimina, que apresenta ab -

sorcao maxima a 500 nm

0 sistema de incubacao, em um volume de 3 mL, continha
45 umoles de tampao fosfato pH 7,0; 1,5 umoles de 4-animoanti-

pirina; 21 umoles de fenol; 20 unidades de peroxidase; 50 ul:
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de enzima (4 rg de galactose oxidase extracelular com ativida

de especifica de 3,30 unidades/mg e 100 ylL de substrato.

A reacao foi sempre iniciada pela adigao de enzima. A-
pos incubacg3do a 30° por 60 min a coloragao desenvolvida foi 11
da a 500 nm. A conversao das unidades de absorbancia da amos-
tra (0,24) em ug de D-galactose, foi realizada pela relagao di
reta com um padrao especifico (concentragao 90 ug, absorbancia
igual a 0,2). Todos os controles sem enzima e sem substrato fo
ram efetuados na determinagao da concentracao de D-Gal presen
te no ensaio, no qual nao foi observado .0 desenvolvimento de

produto colorido.

3.2.6 OBTENCAO E ANALISE DOS OLIGOSSACARIDEOS
(FA).

0 polissacarideo P (50 mg) foi hidrolisado com solucao
aquosa TFA T M (7 mL) em banho de agua fervente, durante 5 ho
ras. Apos a remocao do excesso de acido o produto hidrolisado
foi aplicado em uma coluna ( 15 x 2,0 cm, d.i.) contendo resi
na AGl - X10 (200-400 mesh, forma AcO ). Os aglcares neutros
foram eluidos com agua (30 mg), enquanto a fragao acida, deno
minada de FA (13 mg) foi removida com solucao aquosa de acido
acetico a 30%. A fracao FA foi entdo, metilada pelos metodos de
HAWORTHGB(Z vezes) e pelo metodo de KUHN et a11185(2 vezes). A
amostra FA metilada foi carboxi-reduzida com L1'A1H4 conforme
descrito para o polissacarideo P (item 3.2.3.3), vremetila-

da pelo metodo de KUHN et alii e analisada na forma de a-

cetatos de alditois parcialmente metilados nas colunas A e B con
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forme descrito no item 3.2,3,4 (resultados na Tabela V).

3.2.7 ANALISES POR ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA
NUCLEAR MAGNETICA.

As amostras foram analisadas por espectroscopia de res-

o ) - . _ 62,106
sonancia nuclear magnetica de proton e de carbono treze R
conforme descrito nos materiais e metodos gerais, cujos espec-

tros podem ser vistos nas Figuras:

4A-4C (]H-n.m.r das fragoes F-2, F-3 e F-7);

5 (]H—n;m.r do polissacarideo Py);

6A-6C (13C-n.m.r das fracoes F-2, F-3 e F-7);
7JA-7B (]3C-n.m.r do polissacarideo P):

7.C (]3C—n.m.r do polissacarideo P-1);

9 (]3C-n.m.r do polissacarideo P degradado, PB)’

3.2.8 ANALISE DA LIGACAO AGCUCAR-PROTEINA NO PO-

8

LISSACARIDEO Pe ]

R 160 mg do polissacarideo P, foi adicionado solugao a-
quosa saturada de Ba(OH)2 (6 mL) e NaBH, (20 mg) e a mistura
foi aquecida em banho de agua fervente durante 13 horas. Apos
a neutralizacao com solugao H,S0, 0,5 M e remogao do precipita
do por centrifugacao,o sobrenadante foi concentrado (2 mL) e
dividido em duas aliquotas iguais. A primeira adicionou-se
NaBH, (10 mg) e solucao aquosa de NaOH 0,5 M (6 mL). A mistura

foi em seguida aquecida em banho de agua fervente durante 5 ho
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ras. Apos a hidrolise alcalina o material foi deionizado em re
sina Dowex 50W X8 (forma H+), filtrado, concentrado e desbora-
tado por co-destilagao com metanol. 0 produto residual foi hi-
drolisado com TFA 1 M (1 mL) durante 5 horas. Apd0s evaporagao
do excesso de TFA, a amostra foi acetilada com anidrido-aceti-
co: piridina, 1:1 (1 mL), extraida com cloroformio e analisada

por g.l.c.-m.s. na coluna F. (Resultado,Figura 8A).

A segunda aliquota (1 mL) proveniente da degradacdo al-
calina foi concentrada ate a secura e hidrolisada com HC1 6 M
(1 ml) em estufa, dufante 18 h. Apos a remogao do excesso de
acido, o material foi cromatografado em placa de silica gel
G-60 (Merck) usando-se o solvente e o visualizador b, conforme

descrito nos MATERIAIS E METODOS GERAIS (item 3.1). PResultado

na Figura 8B.

3.2.9 PROCESSO DE B-ELIMIMACAO DO POLISSACARI-

101 102

DEO P, COM LiTIO EM ETILENODIAMINA

A B-eliminagao do polissacarideo P (260 mg) isento de
umidade ,foi efetuada, dissolvendo-se a amostra (30 mL) em etilenodiamina
e deixando-se sob agitacao durante (1 hora).A sequir, pequenos pedacos
de 17tio metalico foram adicionados até aparecer coloracao a-
zul. A reacao foi mantida a 20°, sob atmosfera de argonio, du-
rante aproximadamente 3 horas, com eventual adigao de 1itiome
talico, mantendo-sea coloracdao azul. A reagao foi interrompida pe
la adicao de metanol seco, ocorrendo o desparecimento da colo-
racao, A etilenodiamina em excesso foi removida por concen

tracao a vacuo e o residuo amarelo foi dissolvido em agua (35mL).
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0 pH dessa solugao foi corrigido para 7,0 , com acido acetico
concentrado. Apos dialise primeiramente em &gua corrente e a
seguir em agua deionizada, o material foi concentrado até a se
cura, colocado em dessecador (24 horas) e pesado (92 mg). Uma a

1iquota da amostra degradada denominada P 10 mg) foi hidroli

5
sada e os produtos analisados na forma de acetato de alditois,

nas colunas A e B (Tabela II).

3.3 ANALISE DA DISTRIBUICAO DOS GRUPOS 0-ACETi-
LICOS NO POLISSACARIDEO P.

A guantificagao dos grupos Q-acetT]icos foi feita pelo

_ 69 - - ~
metodo de HESTRIN e pela analise do acido acetico liberado a
pos a hidrolise alcalina, com solugao aquosa de NaOH 1,0 M (item

3.1.1.1 de MATERIAIS E METODOS).

A localizagao dos grupos O-acetilicos no polissacari -

deo P, foi feita pelos metodos:

8

25 3
1) de BOUVENG modificado por CORREA et alii ;

2) Usando-se DMSO como solvente, metoxido de so-
dio metanolico como agente desacetilante e

CD3I como substituinte de grupos 0-acetilicos.
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3.3.1 LOCALIZACAO DOS GRUPOS 0-ACETILICOS PELO
. 25 - .
METODO DE BOUVENG  MODIFICADO POR CORREA et alii . .

Tratamento do polissacarideo com fenilisocianato

Uma aliquota do polissacarideo P (120 mg), secada com a-
parelho de ABDERHALDEN foi dissolvida em piridina anidra (10 mL)
e tratada com fenilisocianato (0,8 mL) durante 12 horas a 50° *
0 polissacarideo foi precipitado com EtOH, centrifugado, lTavado
3 vezes com o mesmo solvente, secado a vacuo sob atmosfera de
pentoxido de fosforo e submetido a um segundo tratamento com fe

nilisocianato, nas mesmas condigoes. O derivado fenilcarbamato

foi analisado, por UV, IV e 1H-n.m.r.
Metilacao e desacetilacao

A amostra derivada foi dissolvida em tetrahidrofurano a-
nidro (5 mL) contendo NaOH pulverizado e seco (1 g). Manteve-se
o sistema sob agitagao e, adicionou-se dimetil sulfato ( 1 ml)
gota a gota. Posteriormente, apos 15 horas a temperatura ambien
te, o sistema foi resfriado em banho de gelo, e o0 excesso de
NaOH neutralizado com solucao aquosa de H,S0, 0,5 M, usando fe
nolftaleina como indicador. A seguir, removeu-se o tetraidrofu-
rano por destilacao, e extraju-se o derivado fenilcarbamoilado
metilado com cloroformio. A solugao cloroformica foi tratada com
Na2504 anidro e o solvente evaporado. Colocou-se o material em
presenca de pentoxido de fosforo e todo o processo repetiu-se

mais uma vez.
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Remogdo dos grupos fepilcarbamoilas

A amostra fenilcarbamato metilada foi dissolvida em DMSO
(5 mL) e tratada com NaH. A reagao permaneceu sob agitagao du-
rante 16 horas. 0 excesso de ion metil sulfinil, formado no
meio, foi decomposto pela adicao de agua e o polissacarideo par
cialmente metilado foi precipitado com etanol (3 volumes), cen-

trifugado, lavado sucessivamente com etanol acetona e secado.

Hidrolise redugao e acetilagao do derivado par-

ctalmente metilado.

Os processos foram realizados conforme descrito no item

3.2.3.4 de MATERIAIS E.METODOS.

0s derivados na forma de acetatos de alditois parcial-.
cialmente metilados foram analisados por g.l.c. nas colunas A e
B e porg.l.c.-m.s nas colunas capilares E e F, resultados na Ta-

bela VII.

3.3.2 LOCALIZAGAO DOS GRUPOS O-ACETILICOS USAN-
DO-SE DMSO COMO SOLVENTE, METOXIDO DE SODIO METANOLICO COMO AGEN
TE DESACETILANTE E CD3I COMO SUBSTITUINTE DE GRUPOS 0-ACETILICOS.

Outra amostra de polissacarideo P (160 mg) foi dissolvi
da em DMSO (7,5 mL) e, deixado sob agitacao durante 3 horas. Ase
guir adicionou-se fenilisocianato (1 mL) e colocou-se o material

20
em estufa a 500, durante 24 horas . 0 polissacarideo fenil-
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carbamoilado foi precipitado com etanol (3 volumes), centrifu-
gado, lavado com etanol e acetona e o precipitado colocou-se em
aparetho de ABDERHALDEN para secar. Todo o procedimento repetiu-se

mais uma vez.

Desacetilacao e metilacdo do derivado fenilcarba

moilado.

A amostra fenilcarbamoilada foi dissolvida em tetraidro
furano anidro (4 mL). A seguir adiciou-se solucdo de metoxido
de sodio metanolico 0,1 M (2 mL). O sistema permaneceu durante
4 horas sob refluxo e foi neutralizado com acido acetico. Eva-
porou-se o tetraidrofurano e a amostra foi colocada em desseca
dor (12 horas). Apos esse periodo solubilizou-se em DMF (4 mL)
e a amostra foi dividida em dois volumes iguais. A um deles a-
dicionou-se "molecular sieve", 4A, (0,2 g), AgZO (1 g) e CD3I
(2 mL) mantendo-se g meio de reacdo a 4°. 0 processo manteve-se
sob agitagao suave na ausencia de luz durante 24 horas. No dois
dias seguintes adicionou-se AgZO (1 g) a cada dia. Vinte e qua
tro horas apos a ultima adicdo de Ag,0, interrompeu-se a reagao
pela extracao exaustiva com diclorometano, seqguida de filtracao

em funil de placa porosa F. 0 filtrado foi evaporado ate a se-

cura e colocado em dessecador (12 h).

Remocao dos grupos fenilcarbamoilas e remetilacao

0 produto fenilcarbamoilado metilado com CD3I foi dis -

solvido em DMSO (4mL) e tratado com NaH. 0 sistema foi manti-
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do durante 24 horas. Ap0s esse periodo decompos-se 0 excesso

de Ton pela adigcao de agua; o meio foi neutralizado com aci-
do acetico e o polissacarideo metilado foi precipitado com EtOH
(3 volumes), centrifugado, lavado sucessivamente com etanol e
acetona e colocado em dessecador (12 h). A amostra foi, entao,
remetilada pelo mesmo processo anteriormente descrito, somente
substituindo-se o CD5I por CHI. A sequencia da hidrolise, re-
ducao e acetilacao processou-se como ja descrito para o item
3.2.3.4 e, os produtos obtidos foram analisados por g.l.c.-m.s,

na coluna E (resultados na Tabela VII).

9,120,128

3.4 VISCOSIDADE DO POLISSACARIDEQ P~

(pH

4,7) foi utilizada para verificacao da viscosidade a 25° enm vis

Solugao aquosa contendo 0,43 q% do polissacarideo P

cosimetro de OSTWALD analisando-se:

a) Viscosidade absoluta;

b) Viscosidade relativa e reduzida apos a adigao

de eletrdlitos (Nat, k', 17, €17, Br) em di-

ferentes molaridades (1,0-3,0 M) (Figuras1iB

e 11C);

Viscosidade reduzida frente a variacao de pH

c)
(Figura 11A).

d) Viscosidade relativa

temperaturas (Figura

em relacao a diferentes

11D).

As equacoOes para os calculos das viscosidades sao as se
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guintes:

1) Viscosidade absoluta (u) = VMg 4t ,onde aos va

oty
lores do solvente agua & atribuido o Tndice zero. Deter
minando-se a densidade do polissacarideo (d = 0,9838 g/
mL) foi possivel determinar a "uy" do polissacarido P= 444

centipoises (c.p.s):

2) Viscosidade relativa (u.) = _Ho
Mo
3y Vi . . o MUy gn-
) Viscosidade reduzida (Weed) = < Y >
0

U VT

de e a viscosidade especifica (usp).

Ho

A viscosidade intrinseca foi determinada em grafico, na inter
seccao do eixo dos valores de H.eq VErsus concentracdo do polissacari

deo, onde ¢ » o (Figura 11E).
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENCAO DO POLISSACARIDEO P

A extracao aquosa a 50°, do pd acetdnico de folhas de
Pereskia aculeata (Esquema 1, Residuo III), originou um extra-
to que apos precipitacao etanolica foi denominado de componen-
te P que apresentou um rendimento de 1,8% em relacdo as folhas
verdes,e 11,8% em relacan ao po acetonico. Quando relacionado a
extracdo efetuada com agua - 80° 123, esses valores correspon
dem a 2,13% e 19,7%, respectivamente. Entretanto, o processo de
extracao foi realizado a 500, porque sabe-se que a temperatura
alta pode causar migragao e/ou remocao dos grupos g—acetT1i-
cos110 e, a sua localizagcao no polissacarideo P, & tambem um
dos objétivos deste trabalho. Os rendimentos encontrados, com
relacgao a base seca, foram considerados satisfatorios e sao com
paraveis aos obtidos para carragenanas e alginatos (1-40%),que
apresentam propriedades fisicas e fisico-quimicas semelhantes as

114
do polimero de Pereskia aculeata

A solubilidade em HZO do componente P, serviu de indi -

cativo de que o material extraido se enquadra entre as substan
75,78
cias mucilaginosas que podem ser encontradas normalmente na
135
parede primaria e na lamela media de alguns vegetais
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= 590 g de folhas de Pereskia aculeata

EtQOH, 72 h,
[ !
Y v
RESIDUO 1 EXTRATO 1
Ac =03 48 h .
[ |
v
RESYDUO 11 EXTRATO 11

Cghg: EtOH (2:7, v/v)

l

RESTDUO 111° EXTRATO IL]

!

H,0 (180 mi/10 ¢ de pd), 50°

.
v v
RESTDUO 1V EXTRATO 1V
EtOH (3 vol)
| .
Y v
Sobrenadante Precipitado
( Componente P )A
SEVAG (7 X)

v -
Polissacarideo P¥

ESQUEMA 1 - PROCESSO DE EXTRAGAO DA MUCILAGEM DE FO-

LHAS DE Pereskia aculeata MILL.

® - 90 g; 15,2% a partir das folhas verdes;

£ 10,6 g; 11,8% a partir do po tratado com CoHet

EtOH e 1,87% a partir das folhas verdes;

* - 9,3 g; 1,6% a partir das folhas verdes.
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A precipitagao do componente P do meio aquoso ocorreu i
mediatamente apos adicao de cetavion e nao houve fracionamento
do material desde que o scbrenadante apresentou fenol-sulfuri-
co negativo. Assim optou-se pelo isolamento do componente P, da
solugao aquosa, por precipitagao direta com etanol (3-4 volu -

mes).

Na pratica, observa-se que os polissacarideos extraidos
. _ . 33,132
de diversos orgaos e/ou vegetais nem sempre apresentam a
mesma facilidade nos processos extrativos e de purificagao.Mui
tos polimeros requerem o tratamento acido ou alcalino, alem da
solubilidade em solventes como o DMSO ou etanol a quente e/ou
114,132

a complexacgao com sais de cobre e de EDTA 0 que faz com que ©

custo operacional seja elevado.

4.2 COMPOSICAO QUIMICA DO POLISSACARIDEO P.

0 componente P, ap0s o tratamento desproteinizante de

131 _
SEVAG , passou a ser denominado de polissacarideo P, que e

constituido por uma heteroglicana, formada principalmente por
arabinose e galactose. Contém, ainda, 3,5 g% de proteina e ou-
tros constituintes a saber: calcio (1,9 g%), fosfato (0,5 g%), hexosa
mina (0,59 moles%), acetil (25 moles%) e metoxil (13,8 moles%).
A composicao em monossacarideo arabinose: galactose: ramnose: aci-
do galacturonico apresenta a seguinte relagao molar:.5,1: 8,2:

1,2: 1,0. (Ver Tabelas I e II)
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TABELA I

DADOS ANALITICOS DO POLISSACARIDEO P

Determinacgoes g%

Acucar total 51,5
Nitrogenio 0,56
Proteinas 3,5
ERcido uronico* 11,7
Hexosamina* v 0,6
Calcio* 1,9
Fosfato* 0,5
Acetil™* 6,7
Metoxil?* 2,9
Umidade 16,2

51

~ ’
* em relagao ao agucar total

4.3 ESTUDO DA HOMO OU HETEROGENEIDADE DO POLIS-
SACARIDEO P

0 polissacarideo P foi investigado por varias tecnicas,
para determinar a sua homo ou heterogeneidade. A analise em fi
ta de acetato celulose, em tampao borato, revelou o aparecimen

to de uma unica banda.

Na Figura 1 o perfil de eluicdo do polissacarideo P em

Bio-Gel A5 M indicou a predominancia de um pico simetrico acom
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5

~ _ 1
panhado pela absorcao a 490 nm, aciicar tota] e a 280 nm (pro-

teina). 0 perfil dessa analise demonstra a presenca de uma pro

teoglicana que contém 3,5% de proteinas em relacao ao polissacari-

deo (Tabela I).

0.6 -

0.5
0.4
T s ”
. | 2
4 1 & o034
1 £ 1S
[« c c <
O O vy
0 O o~
o~ ~ V) 0.2 -

A(

0.1
Y]

0

Fig. 1

60 100 140 180 220 260

Volume de eluvicéo [ml)

Filtracao em Bio-Gel A5 Mdo polissacarideo P (co
luna 45 cm X 2 cm, d.i.). Eluente tampao fos
fato 0,1 M; pH 8,0). Coluna calibrada com
Blue Dextran (e e ® e ® ). Cada tubo foi ana

lisado para carboidrato (——————) e protei-
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Comparando a eluigao do Blue Dextran e o seu P.M. obser
va-se que o polissacarideo P de Pereskia dculeata apresenta um
P.M. pouco inferior a 2.10% . Esses resultados confirmam as a

nalises em Sepharose 6B da Figura 2.

A filtragao em gel de Sephadex G-200 do polissacarideo
P colorido com Azul de Procion M-3G e eluido com Egua,revelmli
nicialmente o aparecimento de tres bandas difusas. Porem, devido a alta
viscosidade bem como a lentidao no processo de eluicao da amos

tra,nao foi possivel a separacdo e analise das respectivas fra

coes.
0,4
|
<4 4 0,3
E £
C c _
S &
© W 0,2 —
< 4
0, -
0 ' i ¥ 1 I i
0 20 40 60 80
Volume de eluicéo (ml)
Fig. 2 - Filtracao em Gel Sepharose 6B do polissacari-

deo P (coluna 40 c¢m X 2 cm, d.i.). Eluente
tampao tris-HCL 0,05 M, pH 7,2). A coluna foi

calibrada com Blue Dextran ( ---- ) e cada tu

).

bo foi analisado para carboidrato (
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A solucao aquosa do polissacarideo P (1,5 g/100 m1) foi
aplicada em uma coluna de DEAE-celulose (forma C17) e eluida i
nicialmente com HZO (310 mL) ate apresentar reacdo negativa pa
ra o fenol su]fﬁriCOSl,o eluato aquoso foi concentrado e o vo-
Tume reduzido precipitado com EtOH (3 volumes). O precipitado
obtido foi separado por centrifugacao, lavado sequencialmente
com etanol e acetona e secado a vacuo, originando a fracao F-1.
A sequencia da eluigdo foi realizada conforme descrito no item
3.2.2 e MATERIAIS E METODOS, onde o fracionamento do polissaca-
rideo P, nessa coluna de troca idnica, permitiu a separacao de
tres fragoes principais (F-2, F-3 e F-7), por diferenca e den-

sidade de cargas.

4.4 COMPOSIGAO QUIMICA DAS FRAGOES F-2, F-3 e
F-7.

Essas fracoes ao serem analisadas indicaram composigoes
quimicas qualitativas semelhantes (ver Figura 3 e TabelasI, II,

111 e 1IV).

As relacoes molares (Tabela II) dos monossacarideos fu-
cose: arabinose: galactose: ramnose: acido galacturonico sao:
1,02 20 ,8:15 ,5: 1,5: 2,8 para a fracao F-2; tracos: 16,7: 22,2:
1,0: 5,5 para a fracdo F-3, e 1,5 : 25,4: 18,1: 1,0: 1,6 para
a fracao F-7. Porem, pelos dados a serem discutidos posterior-
mente essas fracoes sao estruturalmente diférentes, caracteri-
zando o polissacarideo P como uma amostra heterogenea quanto a

natureza fisica, quimica e fisica-quimica.
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4
. 7
- o
; /
- %
© -
/
| /
%
| %
0 L, Z -
F-2 F-3 F-7 FRAGOES
Fig. 3 - Proporgao dos componentes das tres principais

fragoes obtidas a partir do polissacarideo P,
apos cromatografia em DEAE-celulose, forma
c1l (3, amostra total;gzzzy, carboidrato to

51 . 80
tal ;@Ezm , proteina ).

A fragao predominante (F-3), que representa 70% do po-

lissacarideo P, e constituida por um mesmo niucleo central e
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possui cadeias laterais semelhantes as demais fragbes minoritd
rias (F-2 e F-7), conforme observado pelos resultados de metilacao
e espectroscopias de ressonancia nuclear magnética. Assim, pa
ra estudos de analise estrutural foi, também, considerado 0

polissacarideo P.

4.5 COMPOSICAO DE P-1 EM MONOSSACARIDEOS

Quando submetido a degradacao através da hidrolise aci-
da parcial (TFA 0,02 M, 1000, 2 h), o polissacarideo P possibi
lTitou a formacao do polissacarideo P-1, que foi precipitado com
etanol. A relagao molar dos monossacarideos (Tabela II) arabi-
nose: galactose: ramnose: acido galacturonico e 0,5: 6,0: 1,4:
1,0. 0 sobrenadante alcoolico, fracao hidrolisada S-1, apresen
ta relagao molar arabinose: galactose 9:1. Isso demonstra que
a maioria das unidades de arabinose foram removidas de P, ori-

ginando P-1, formado basicamente por unidades de galactose e

que constituem o (s) nucleo(s) do(s) polimero(s).

4.6 ANALISE ESTRUTURAL DO POLISSACARIDEO P E DE
SEUS COMPONENTES.

0s resultados preliminares da estrutura do polissacari-
deo P e de seus componentes (F-2, F-3 e F-7) resultantes de fra
cionamento em DEAE, foram obtidos inicialmente pela analise de

]H-n.m.r . Nas Figuras 4A-4C, espectros das fragoes F-2, F-3e
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F-7, respectivamente; e na Figura 5, espectro do polissacar?i -
deo P as ressondncias a § 2,3-2,6 correspondem aos protons de

grupos metilicos de substituintes O-acetilicos.

TABELA 11

COMPOSICAO EM MONOSSACARIDEOS DETERMINADA POR g.1.c.<%,
NA FORMA DE ACETATOS DE ALDITOIS E POLARIMETRIA DAS DIFERENTES
ARGSTRAS DA MUCILAGEM DE PERESKIA ACULEATA

Amostra Mol% - a

L-Rha  L-Fuc L-Ara D-Xil D-Gal Acido Urdnico [Q}D
p 11,1  tracos 31,7 tracos 51,0 6,2 - 29°
S-1 - - 90,0 tragos 10,0 - -
P-1 16,0 tracos 4,0 - 68,5 11,5 + 49°
Fad 26,6 6,0 32,4 - 35,0 - -
F-2 2,4 3,6 50,0 - 37,3 6,7 - 35,0
F-3 2,2 tracos 36,8 - 48,8 12,2 + 89,6
F-7 2,1 3,2 53,3 - 38,0 3,4 - 37,9°
P-8 10,0 - 42,9 : 40,4 6,7 -

x na coluna A e B;
carboxi-reduzido, hidrolisado, reduzido e aceti-
lado;

a pelo método de carbazol.



TABELA III

DADOS ANALITICOS DAS FRACOES OBTIDAS APOS FRACIONAMENTO DO POLISSACARIDEO P EM COLUNA
DE DEAE-CELULOSE, FORMA C1-

~ Amostra  A.T* R N Protefna Fosfato® Acetil® Hexosamina® Metoxil
Fracoes Eluato
(mg) (mg) g% moles

F-1 Aquoso nd 17,5 - nd nd nd nd nd nd
F-2 NaCl 0,10 M 218 147,0 9,8 0,27 1,7 0,23 10,7 0,74 nd
F-3 NaCl 0,25 M 1354 970,0 64,7 0,13 0,8 0,1 14,5 0,88 22,4
F-4 NaCl 0,50 M nd 25,0 - nd nd nd nd nd nd
F-5 NaCl 0,75 M nd 4,2 - nd nd nd nd nd nd
F-6 NaCl 1,00 M nd 6,0 - nd nd nd nd nd nd
F-7 HC1 0,10 M. 412 230,0 15,3 0,18 1,1 0,38 10,3 1,0 nd
F-8 HC1 0,25 M nd 24,0 - nd nd nd nd nd nd

nd

Determinado pelo metodo fenol-acido sulfdrico 3
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Rendimento, em relagao ao polissacarideo P;

Em relagao ao acucar total;

Ndao determinado.

v.9
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A presenca de 6-deoxiacucar foi caracterizada pelos si-
nais de seus grupos metilicos em C-6 em campo alto a 6 1,7 -
1,8106. Para o espectro da Figura 5, relacionando-se as areas
dos sinais do CHy de deoxiacucar e de CHy de grupos O-acetili-
cos, a analise quantitativa demonstra que a area do sinalatribu
ido ao CH3 de grupos 0O-acetilicos corresponde a 59,6% em rela
¢ao a do CHy do deoxiacgucar. Esse resultado, transpbsto a pér-
centagem de ramnose no polimero (11,1% Tabela II), indica que
ha cerca de 6,5% de grupos O-acetilicos, ou ainda 25 moles% em
relacao ao carboidrato total. Portanto, o valor de substituin-
tes O-acetilicos, obtidos por ]H—.n.m.r, e muito proximo ao ob
tido pela dosagem quimica (Tabela 1).

Outros resultados preliminares da estrutura foram obti-

]3C-n.m.r

dos por espectroscopia de ]3C-n.m.r. Nos espectros de
das fracoes F-2, F-3 e F-7 (Figuras 6A-6C) os sinais aparecem
bem definidos. Na regiao de & 90-110 sao caracteristicos para
os carbonos anomericos. Ja as ressonancias na regido § 68 -85
correspondem as dos atomos de C-2 a C-5 enquanto na regiac 6 62
-67 sao atribuidos a grupos alcoolicos primarios nao substitui
dos presentes em unidades de g-D-Galp. Isso indica que o C-6
dos grupos galactosil terminais, bem como 0s da cadeia interna
nao estao substituidos glicosidicamente, o que foi confirmado pe

la analise dos acetatos de alditois parcialmente metilados (ver

resultados de metilagao,Tabela IV ).

Todos os espectros das Figuras 6A-6C mostram ressonancias
na regiao a & 18,1-18,6, que correspondem ao grupo metilico de
6-deoxihexose, enquanto 0S sinais presentes a § 20-22,6 para a
fragao F-2 (Figura 6A) e F-3 (Figura 6B), correspondem aos gru

pos N-acetil e/ou QO-acetil.
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A ressonancia proxima a § 78,3 (Figuras 6A-6C) e equiva

lente ao C-3 de unidades de L-ramnopiranosil, substituida em 0-2.0
sina] 6 105,2 presente na fragao F-3 (Figura 6B) e consistente com o
do C-1 de unidades de L-ramnosil. Todavia, € dificil estabelecer a

sua configuragao anoméerica desde que as ressonancias dos anome-

60
ros o e B sao muito proximas . Em geral os sinais quimicos de

]30 para o C-1 de unidades de ramnopiranose tem pouco valor de a-
nalise, poréem aqueles para C-3 e C-2 sao considerados bastante

- . 286
uteis

Na fragcao majs abundante, F-3 (Figura 6B), os sinais a
8§ 69,4; 70,4; 73,3; 102,1 e = 172 sao oriundos de unidades de aci-
do o-galacturonico ligadas (1-4) presentes na amostra (ver ana-
lise de metilagao PO, Tabela V). Em comparacao com o trabalho
de KEENAN et a11183 esses sinais pertecemas cadeias laterais e/
ou cadeias terminais moveis e nao sao representativas do esque
leto do material. A alta percentagem de Galp(12,2 moles%, Tabe
la II) nessa fracao, bem como o conteudo de metoxil (22,4 mo-
les%, Tabela III), sugerem que 0 acido uronico esta esterifica
do.‘Isso foi confirmado detectando-se um sinal intenso a & 54,4
(Figura 6B), que & caracteristico para o grupo CO,Me de unida -
des de acido uronico esterificadas, enquanto as ressonancias a
§ 22 e § 172 seriam provenientes, respectivamente, da metila e
da carbonila de substituintes D-acetilicos. As ressonancias de
grupos 0-acetilicos sao equivalentes as encontradas em polissa

77,79
rideos de bactérias =~ e em O-acetil xilanas de vegetais supe

. 110
riores

Por comparacao com a fracao F-3 (Figura 6B), na fragao
F-2 (Figura 6A), tambem foi encontrado acido uronico esterifi-

cado, porem, em menor proporcao.
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Outros resultados da estrutura fina foram deduzidos por

13

analise comparativa da espectroscopia de C-n.m.r do polissa-

carideo P e de seus componentes.

No espectro da Figura 7A, os sinais obtidos com a solu-
cao de P em 020 foram pouco definidos, provavelmente em funcao
da alta viscosidade da amostra em agua; todavia, evidenciou-
se um: $inal em campo.baixo a & 108,8 oaue <corresnonde ao
C-1 de wunidades de a-L-arabinofuranose. Usando-se DMSO como
solvente, sinais bem definidos foram obtidos no espectro do po
lTissacarideo P (Figura 7B), os quais correspondem ao C-5, C-4,
C-3,C-2 e C-1 das unidades de a-L-arabinofuranose a § 61,2 3
76,9; 81,8; 83,7 e 107,9, respectivamenteeo. Observou-se que
esses sinais aparecem sobrepostos a alguns oriundo(s) do(s) nu
lTeo(s) do(s) polissacarideo(s) cujo movimento molecular e Timi
tad061. Esse comportamento e analogo ao descrito para uma solu
cao de cartilagem nasal bovina, constituida por uma proteogli-
cana e condroitina-sulfato que, devido a mobilidade da molecula,
apresentou sinais em 13C-n.m.r, enquanto que no colageno, que
possui movimento molecular severamente limitado, as ressonan -
cias nao apareceramal. Experimentos anteriores previamente men
cionados de cromatografia do polissacarideo P colorido com Azul
de Procion em coluna de Sephadex G-200, e em cromatografia em
DEAE-celulose indicaram que a amostra P & heterogenea. Tambem,
o fracionamento em DEAE apresentou tres fracoes principais cu-
jos espectros de ]3C-n.m.r em DZO foram bem mais definidos (Fi
guras 6A-6C), quando comparados ao do polissacarideo P (Figura

7A). A fracdo F-2 (Figura 6A), que corresponde a de menor ren-

dimento (147 mg, 9,8 gz em relagao a P, Tabela III), apresenta
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em D,0 cinco sinais principais, aproximadamente comparaveis aos

observados no espectro do polissacarideo P em DMSO. Uma expli -
cagao para esse resultado seria que o tratamento de SEVAG, ao
qual foi submetido o material aquoso extraido de Pereskia acu-
leata, nao removeu toda a proteina ndo covalentemente ligada
com a maioria do polissacarideo formando, um complexo altamen-
te viscoso, semelhante a interacdo carboidrato-lectina. Como a

proteina pode n3do ser especifica para as unidades de arabinose
predominantes na fracao F-2, ela permanece suficientemente mo-

]3C-n.m.r . Portanto, a definigao nos

vel para dar os sinais de
espectros apos a passagem do polissacarideo P atraves da DEAE-
celulose pode ser explicada se a coluna foi capaz de remover a
proteina associada por pontes de hidrogénio (ver conteado pro-
teico, Tabela III), originando polissacarideos nao complexados,
que sao progressivamente eluidos com solugao de NaCl e HC] res

pectivamente.

13¢n.m.r do polissacarideo P-1 (Figura

No espectro de
7C) outros sinais para C-1 foram obtidos a & 105,2 que bem po-
deriam ser unidades de a.--ramnopiranosil presentes no nucleo do
polimero (ver Tabela V, dados de metilacao). Esse mesmo espec-
tro apresenta ressonancia em campo baixo a § 105,9 e indica que

60 62
. . A . ~ b
as unidades de gatlactopiranose tem a configuragao B

Desde que P-1 apresentou um valor alto para a rotagao es
pecifica (+49%) em relagio ao polissacarideo P (-29°), a con-
tribuigao das unidades de arabinofuranosil removidas pela hidro
lise acida parcial e negativa e, portanto, mostra que elas tém a
forma a-L, enquanto que a analise de P-1 com galactose oxidasein

dicou que as unidades de galactose tem a forma D.
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As rotagdes especificas para as fracoes F-2 ( - 35°) ¢ F-7
( - 37,90) indicam por analogia configuracao o e B, respectiva-
mente para L-Araf e D-Galp. Para F-3 (+89,6°) o valor alto po-
sitivo pode ser decorrente do alto conteudo de &ﬁdOch-ga1actu—

ronico, 12,2 moles% nessa fracao.

Outras analises complementares da estrutura fina do po-
lissacarideo foram feitas usando-se a tecnica de metilacao e a
analise dos acetatos de alditois parcialmente metilados por

g.l.c-m.s .

Para as fragoes F-2 e F - 3 bem como para o polissa-
carideo P (Tabelas IV e V), a obtengao de 2,3,5-tri-O-metilara
binitol mostrou que a maioria das unidades de L-arabinofurano-
sil sao grupos terminais nao redutores, ocorrendo, ainda, o 3-
O-metilarabinitol. Assim, as unidades terminais nao redutoras de Araf de
vem estar ligadas glicosidicamente a unidades de arabinosil adjacen

tes 2,5 e/ou 2,4-di-0-substituidas.

Esses monossacarideos poderiam ser, entao, responsaveis
pelo sinal de C-1 a &§ 101,5 na Figura 7B (P em DMSO) e a §101,7
na Figura 6B (F-3) que poderia ser de Bg-arabinopiranosil ou B-
arabinofuranosil (observar sinal de C-1 de metil B-Arap e B-
Araf , ref.60). Os dados de metilacao obtidos na analise de P-1
e da fracao F-3 (Tabelas IV e V) sugerem a presenca de unidades
de B-arabinopiranose. O componente P-1 contem unidades de ara -
binosil n3ao completamente removidas pela hidrolise acida par -
cial e estas deram lugar a tracos de acetatos de 2,3,4-tri-0 -
metilarabinitol, oriundos de grupos terminais nao redutores com
anel piranosidico. Essas foram expostas sob hidrolise acida par

cial, apos remoc3o de unidades de arabinofuranose das posigoes
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TABELA IV

COMPOSICAO MOLAR PERCENTUAL DOS ACETATOS DE ALDITOIS PAR
CIALMENTE METILADOS, ANALISADOS POR g.l.c.™ E g.l.c-m.s”", DAS
FRAGOES OBTIDAS APOGS FRACIONAMENTO DE P,EM COLUNA DE DEAE-CELU-
LOSE (C17).

Fragmentos de
Acetatos de 0-Metil

Fracoes (moles%)

Alditois F-2 F-3
2,3,5-Mez-Ara 40,8 38,6
2,3,4-Me3-Ara - 6,5
2,3-Me,-Ara 1,1 10,2
2,4-Me,-Ara - 1,9
3-Me-Ara 6,5 3,9
Pentitol 16,9 10,2
3,4-Me,-Rha - -

2-Me-Rha 7,0 4,9
3-Me-Rha 0,8 1,4

2,3,4-Me3-Fuc - -

3-Me-Fuc 2,8 0,9
2,3,4,6-Me4—Ga1 0,9 | -

2,3,6-Me3-Ga1 5,1 5,3
2,6-Me,-Gal 15,1 13,8
6-Me-Gal 2,4 1,6
3,4-N-Me,-Gal 0,5 -

3,4,6-N-Me3-Ga1 ‘ - 0,6

* Nas colunas A e B; ** Na coluna G
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TABELA V

COMPOSICAO MOLAR PERCENTUAL DOS ACETATOS DE ALDITOIS PAR
CIALMENTE METILADOS, ANALISADOS POR g.l.c.* E g.l.c-m.sA DOS
POLISSACARIDEOS E OLIGOSSACARIDEOS DE FOLHAS DE PERESKIA ACULE-
ATA.

Fragmentos de
Acetatos de

Amostras (moles%)

0-Metil Alditois p p° pe P-1 FA°
2,3,4—Me3-Ara - - - 0,1 5,2
2,3,5—Me3-Ara 20,0 21,0 14,0 - 13,0
3,5-Me2-Ara 0,9 1,0 5,0 0,1 5,2
2,3-Me,-Ara 0,6 0,5 4,0 - 9,0
3-Me-Ara 9,3 7,6 15,0 - -
2,3,4—Me3-Rha - - 9,0 3,7 3,9
3,4-Me,-Rha - - - - 9,0
2-Me-Rha 1,9 2,8 5,2 - -
3-Me-Rha 5,2 7,8 7,5 12,8 15,6
2,3,4,6-Me,-Gal 2,3 4,0 6,5 10,1 11,7
2,3,6-Me3-Ga1 14,0 19,2 15,0 57,5 7,8
2,4,6-Me3-Ga1 3,7 0,3 5,1 - -
2,6-Me3-Ga1 31,6 25,6 13,7 2,4 7,8
3,6-Me,-Gal - - - 0,4 5,2
2,3-Me,-Gal - 0,8 - 0, ,
2,4-Me,-Gal - 0,4 - - -
2-Me-Gal - 1,2 - - -
2,3,6—Me3-61u 3,7 0,1 - 0,3 -

Nas coluna A e B;
Na coluna E, acoplada a m.s ;

Metilado, carboxi~reduzido;

e O p

Metilado, carboxi-reduzido, remetilado.
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0-2 e 0-4. A presenga de Araf substituida em 0-2 (0,9%) em P,

foi verificada, conforme indicadam os dados da Tabela V.

A estrutura da cadeia principal da fracao F-3 e as po-
sigoes nas quais ela e substituida pode ser explicada da mesma
maneira que para o0 seu precursor o polissacarideo P, e pode ser
determinada por comparagao dos dados de metilacao de P (Tabela
V), do produto parcialmente degradado por acido (P-1, Tabela V),
bem como dos produtos de metilagao de F-3 (Tabela IV). Os frag
mentos de m.s obtidos para P mostraram que unidades de galacto
piranose estao presentes como terminais ndao redutores (2,3%) e
como estruturas4-0-(14,0%), 3-0-(3,7%) e 3,4-di-O-substituidas
(31,6%). A remogao da maioria das unidades de arabinosil origi
nou P-1 que contem principalmente grupos terminais nao reduto -
res de galactopiranose (10,1%), e unidades de galactopiranose 4
-0-substituidas (57,5%). Portanto, a cadeia principal do polis-
sacarideo P e formada por unidades de galactopiranoses interli-
gadas B-(1+4). A diminuicao na proporgao de unidades de galactopiranose,
3,4-di-0 substituidas de P em relacao a P-1 e os dados acima, sobre a es
trutura das cadeias laterais de arabinosil, indicaram que unida
des de arabinose estao ligadas ao 0-3 de unidades de B-D-Calp

124
(1+4) da cadeia principal, como mostra a estrutura 1 (pag. 83).

Ainda, na analise de metilacao foi encontrado em P-1 o
derivado 2,3,4-tri-0-metilramnitol (3,7%), sugerindo que a pe -
quena proporcao de grupos terminais nao redutores de ramnopira-
nose foram originadas pela hidrolise acida parcial que removeu
unidades de arabinose e/ou galactose da ramnopiranose  3,4-di-0-
substituida. Em funcao do aumento de 5,2 para 12,8% do deriva -

do de 3-0O-metilramnitol de P comparado a P-1, sugere-se que as
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unidades de ramnopiranosil 2,4 e 3,4-di-0-susbtituTdas devem ser re-
lativamente estaveis a acido e localizadas no nucleo da galac-
topiranana.
o —| -Araf
. |
2
o - -Araf-(1—>4)-p-L-Arap
= -1

{
v

2
-B-D-Galp-(1—>4) -

Estrutura 1

0 polissacarideo P foi hidrolisado sob condicoes acidas
mais fortes do que aquelas usadas para a formacao de P-1 e, a
mistura de oligossacarideos contendo unidades de acido uronico,
foi isolada por cromatografia de troca ionica, em resina de AGI
-X10, forma AcO originando a fracdo FA. Os acetatos de alditois
dessa fragao foram analisados por g.l.c e revelaram a seguinte
relacao molar 1,0: 4,4: 5,4: 5,8, respectivamente para as uni-
dades de fucose: ramnose: arabinose: calactose ( Tabela II). A mistura
dos oligossacarideos acidos foi sucessivamente metilada, carbo-
ximetil reduzida, remetilada e convertida em acetatos de O-me-

tilalditois, que foram analisados por g.l.c-m.s (Tabela V).

0 derivado 3,4-di-0O-metilramnitol, que nao aparece cO-
mo produto P, constitui 9,0% entre os produtos encontrados para
os oligossacarideos acidos (FAO). Portanto, unidades de acido

galacturonico estdo ligadas (1-2) as unidades de ramnopiranose
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do polissacarideo P. Isso foi confirmado pelas analises de metila-
Tagao do polissacarideo P metilado e carboxi-reduzido, (PO) bem co
mo do polissacarideo P metilado carboxi-reduzido e remetilado (P°)
(Tabela V), onde observa-se que ha um aumento de 5,2% (P) para
7,5 e 7,8% (respectivamente P® e P®) do derivado 2,4-di-0-subs

tituido de ramnopiranose.

Por outro lado, como ja foi discutido anteriormente, os
espectros de Beon.m.r do polissacarideo P(Figura 7B) da fragao
F-3 (Figura 6B) e do polissacarideo P-1 (Figura 7C) apresentam,
tambem, unidades de acido a-galacturonico interligadas (1+4),cu

jo sinal de C-1 ocorre proximo a & 100,6 , e nao sao represen-

tativas do nucleo da galactana.

A natureza das unidades de acido galactopiranosiluroni-
co em P, foi confirmada por comparacao dos derivados acetatos
de O-metilgalactitois formados no produto da metilagao de P com
aqueles obtidos do polissacarideo Pmetilado e reduzido com LiAlH,,
para transformar os grupos COZMe a CHZOH (pdﬁsscmﬁdeoPo). Como
pode ser visto na Tabela V, a carboxi-reducao ocasionou o apa-
recimento de 2-0-Me; 2,3 e 2,4-di-0-metil derivados, que cor-
respondem as unidades de acido galacturonico 3,4-di-0; 4-0 e
3-0-substituidas. Isso poderia sugerir a presenca de unidades
de ramnopiranose intercaladas entre as unidades de acido galac
turonico, conforme sugerido na estrutura 2 e, tambem, proposta

pelos resultados de P metilado, carboxi-reduzido e remetilado

(P®, Tabela V).

As discrepancias na razao molar dos agucares metilados
das fracoes F-2 e F-3 (Tabela IV) em relacao aos acetatos deal

ditois dessas mesmas fracoes (Tabela II) podem ser atribuidas
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a B-eliminagdo causada por. base forte usada durante a metilagao.

G'.'_’H:I;‘iap c-Q-BaipA
L
. ~3'¢-Q-G’@!pAﬂ-’2)'c~ B%gp G"‘@ - L leg;»ﬂ-—?n) c- L B’%\apﬂ-’@ «c- R,h\ap (3.--..
, t ]
}, N N L j
c-g-nﬂ‘%ap R R B «QGalh
L L
R R:p-p-Gal, =-D-GaloA-(3~ DR

Estrutura 2

Esse e um fenomeno que tem sido relatado na metilagao de polis
- - . 1542245935104,5128

sacarideos acidicos e que pode ocorrer tanto a-

traves das unidades de acido uronico, como atraves das unidades

redutoras liberadas em meio alcalino, conforme o seguinte es-

quema :

MeO /0
Me -~
(oH)”
RH o Galo 4
Gal Me

Esquema de B-eliminacao
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Assim, observamos que a unidade de acido galacturdnico removi-
da de 0-4 do GalpA apresenta um grupo redutor ndo substituido
(R I), que, na forma de cadeia aberta, em solugdo aquosa de
NaOH (metilagao de HAWORTH) e B-eliminada. Durante o mesmo pro
cesso pode ocorrer, tambem, a remocdo do substituinte da posi-
cao 0-3 (arabinose, galactose ou acetil) produzindo um deriva-
do de acido galacturdnico insaturado (R II). Portanto, a unida
de do acido uronico & convertida, apds g-eliminagdo, em um pro
duto insaturado(absorgcao a 232 nm)que hidrolisado, reduzido e

acetilado no sistema analisado,ndao e detectado por g.1.c-m.s,

como acetato de alditol parcialmente metilado.

Na analise por metilacao da fracdo F-3 (Tabela IV) ob-
servou-se, ainda que muitas das unidades de ramnose 2,4-di-0 -
substituidas nao estao localizadas na mesma posigao relativa
das unidades de ramnose 3,4-di-0O-substituidas, em razao da me-

nor degradacao do derivado 2-0-Me-Rha.

A analise atraves da degradagao alcalina do polissacari
deo P, (Materiais e Metodos item 3.2.8) serviu, tambem, paraca
racterizar a ligacao glicosidica entre a hidroxiprolina e aara
binose pela detecgao desse aminoacido por t.l.c, e de arabini
tol penta-acetato por g.l.c-m.s (Figuras 8A-8B). Esse tipo de
ligacao pode ser encontrada em varias proteoarabinocalactanas
vegetaissgﬁe’es. Todavia, em fungao do procedimento wutilizado
ser um metodo drastico nao descartamos a possibilidade de que,

tambem,outros aminoacidos e monossacarideos possam estar envol

vidos em ligacoes glicosidicas.

A presenca do acido uronico na forma de ester metilico e

importante para explicar a degradacao das amostras atraves da
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Cromatograma obtido por t.l.c do produto de

hidrélise 4cida (HC1 6 M, 18 h, 105°), no

solvente e visualizador C.

1 - Amostra do polissacarideo P, apos degra
dagao alcalina;

2 - Padrao de prolina;

3 - Padrao de hidroxiprolina.
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g-eliminagao que pode ocorrer durante a fase de metilacdo. Es-
sa degradagao foi estudada no polissacarideo P, utilizando-se
como solvente a etilenodiamina e como base o 17tio metéh’com’102
Observou-se, entao que cerca de 64,5% do polimero original P
foi B-eliminado formando o residuo Pg. Esse foi entao analisa
do como acetatos de alditois (Tabela II) e apresentou ramnose:
arabinose: galactose: acido galacturonico, respectivamente, na
seguinte relacao molar 1,5: 6,4: 6,0: 1,0. 0 espectro de ]3C
de PB apresentado na Figura 9 e muito semelhante ao da fracao
F-7 (Figura 6C) sugerindo que ambas as amostras apresentam es-
truturas semelhantes. Comparando-se o espectro de ]3C de PB(Fi
gura 9) com o do polissacarideo original (Figura 7A-7B) e com
os das fracoes F-2 e F-3 (Figuras 6A-6B), observa-se que houve
degradacgao, por B-eliminacao, principalmente na regiao de car-
bono anoméerico das unidades de arabinofuranose e galactopirano
se. Para o espectro da Figura 9 (PB)’ relacionando-se as areas
dos sinais na regiao do CHy (& 18) de 6-deoxiacucar e de C-1 de
acido galacturonico (8 102,8), a analise quantitativa indica
que a area do sinal equivalente ao C-1 do acido galacturonico
corresponde a 61,4 moles% em relacao ao CHy do deoxiagucar.Trans
portando-se esses resultados a percentagem de ramnose em PB ( 10

13

moles%, Tabela II) observa-se que as analises de C e de g.1.c

para essas unidades sao equivalentes.

4.7 LOCALIZACAO DOS GRUPOS O-ACETILICOS NO POLIS
SACARIDEO P .

0 estudo da localizacao de grupos 0-acetilicos e impor-
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tante tanto do ponto de vista estrutural como do imunologico .
Por outro lado a distribuicao de monossacarideos terminais e de
seus substituintes pode contribuir para a classificagdo taxono

mica e estar relacionada com a especificidade.

Em 5. typhimurium foi comprovado que grupos O-acetilicos
ligados ao 0-2 de unidades de D-galactose, atuam como determi-
nantes constituindo o fator de antigenicidade 5-95“. Em Kles -
biela 0, grupo 9, esses substituintes, foram encontrados nas

80
posigoes 0-6 e 0-2,6 das unidades de galactose

Do ponto de vista estrutural observa-se que a adigao de
grupos g-acetT1icos em um polissacarideo, pode ocasionar signi
ficativas modificacoes na sua estrutura secundaria e terciaria.
Esses efeitos foram relatados em polissacarideos extracelulares

105
produzidos por Arthrobacter viscosus € Pseudomonas elodea .As

sim,a remogao desses substituintes pode estimular um estudo so
bre o papel dos mesmos no controle das propriedades funcionais

do polissacarideo,futuramente.

0 heteropolissacarideo P apresentou pela dosagem quimi-
ca70, por analise de acido acetico (g.l.c) e por ]H—n.m.r (Fi-
gura 5) =7 g% de grupos O-acetilicos em relagao ao agucar to-
tal. Esse percentual relacionado aoc peso equivalente do polis-
sacarideo, extraido dos dados da Tabela II, indicou que 25 mo-

les% sao substituidos por O-acetil, cuja localizagao passaremos

a discutir.

A primeira tentativa para se localizar grupos g-acetfli
cos no polissacarideo P foi realizada pelo metodo de deBELDER
45

e NORRMAN , no qual foi empregado o metil vinil eter, na pri-

meira etapa de 0-substitui¢do dos grupos hidroxilicos livres.
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Todavia, esse exberimento ndo foi bem sucedido. 0 método de
BOUVENG 25mostrou-se superior para o polissacarideo em estudo.
Nesse ultimo, a amostra foi solubilizada em DMF para a etapa se
quencial de fenilcarbamoilacao com fenilisocianato, a qual foi
mais eficiente quando a piridina a 50°, foi empregada como sol
vente. As etapas seguintes de de-D-acetilacao, O-metilacao, re
mo¢ao dos grupos fenilcarbamato com Jon metil sulfinil carba-
nion, e hidrolise acida foram realizadas pelo método modificado
por CORREA et a]iiaa. A mistura resultante, contendo aldoses e
0-metil aldoses, foi reduzida, acetilada e os produtos na forma
de acetatos de alditois parcialmente metilados foram analisados

por g.l.c-m.s .

A melhor eficiencia na separacao dos derivados foi al-
cancada empregando-se as colunas capilares de 0V-17 + OV-225(1
:3) e DB-210. A coluna de DB-210 foi utilizada pois possibili-
tou a separagao de todos os derivados de O-metilarabinitol ace
tato, o que nao ocorre em outras co]unaslzs. Assim, 0S tempos
de retencao detectados na coluna de DB-210 para os derivados a
cima referidos estao apresentados na Tabela VI.

Na metodologia empregada para a localizacao dos substi-
tuintes O-acetilicos, os varios 0-metil derivados obtidos indi
cam a posicao desses substituintes no heteropolissacarideo. A-
traves dos dados da Tabela VII, eles correspondem a acetatos de
arabinitol 3-0(12%) e 2,3,5-tri-0-Me (2%); acetatos de ramnitol 2
-0(1%)e 3-0-Me(11%) e acetatos de galactitol 2-0(3%), 3-0(1%) , 6-0(1%)
e 2,3-di-0-Me (1%). Foram, tambem, detectados arabinitol penta-ace-
tato (40%), ramnitol penta-acetato (10%) e galactitol hexa-aceta-

to (16%). Com esses resultados parece claro que as unidades
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TABELA VI

TEMPO DE RETENCﬂﬂ DE O-METILARABINITOL ACETATOS, OBTI-
DOS DO POLISSACARIDEO P, EM COLUNA CAPILAR (DB-210) A 195°.

0-Metil-derivado Rt*
2,3,5-Me3-R1b 1,00
2,3,5-Mes-Ara 1,03
2,3,4-Me3-Ara 1,08
3,5-Me2-Ara 1,37
2,4-Me2—Ara 1,60
3,4-Me,-Ara 1,67
2,3-Me2—Ara 1,68
2,5-Me,-Ara | 1,75
5-Me-Ara 1,88
2-Me-Ara 2,24
3-Me-Ara 2,39

* Rt’ tempo de retencao relativo ao 1,4-di-0-acetil-2,3,
5-tri-O-metilribitol. Sob estas mesmas condigoes
0s Rt de 2-0; 3-0 e 2,3-di-O-metilxilitol acetatos

sao 2,50; 2,47 e 1,74, respectivamente.
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TABELA VII

IDENTIFICAGAO E PERCENTAGEM DE ACETATOS DE ALDI -
TOIS PARCIALMENTE METILADOS NO POLISSACARIDEO P ATRAVES DE: 1.
ANALISE DE METILAGAO CONVENCIONAL; 2. LOCALIZACAO DE O-ACETIL
PELO METODO DE BOUVENG MODIFICADO POR CORREA et alii; 3. INTRO-
DUCAO DE 0-CDz NO LUGAR DE GRUPOS O-ACETILICOS.

0-Me-derivados® Moles% e procedimentos

A * *
1 2 3
2,3,5-Me3-Ara 20 2 30
3,5-Me,-Ara 1 - 5
2,3-Me2-Rha - - 2.
2-Me-Rha 2 1 7
2,3-Me,-Ara 1 - -
2,3,4,6-Me,-Gal 2 - 2
3-Me-Rha 5 1 -
3-Me-Ara 9 12 8
2,3,6-Me3-Ga1 14 - 20
2,4,6-Me3'Ga1 4 - 5
2,3,6-Me3-GTC 4 - -
2,6-Me,-Gal 32 1 21
2,3-Me2-Ga1 - 1 -
6-Me-Gal - 1 -
2-Me-Gal - 1 -
3-Me-Gal - 1 =
Rha - 10 -
Ara - 40 -
Gal - 16 -
Ordem de emergencia em coluna de OV-17 + ov-225, 1:3;
Usando a coluna de 0OV-17 + 0V-225, 1:3;
o Usando a coluna de DB-210;

0 Nao contem "satélite".
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de ramnopiranose, que estao principalmente substituidas em 0-2,
4 no polissacarideo P, apresentam uma alta proporcdo de grupos

O-acetilicos na posigao 0-3(11%).

A distribuigcao precisa desse substituinte nas unidades
de arabinose e galactose, nao foi possivel evidenciar em fun -
cao do processo de B-eliminacdo que pode ter ocorrido durante a
fase de metilacao. Quanto as unidades de acido galacturonico,as
mesmas nao foram detectadas por g.l.c-m.s . Todavia os resulta
dos obtidos serviram para conduzir o experimento seguinte Vvi-
sando determinar a sua exata localizagao. Com esse proposito,o
polissacarideo P foi dissolvido em DMSO e convertido em seu de
rivado fenilcarbamato, que foi sucessivamente de-0-acetilado,u
sando-se metoxido de sodio metanolico, e deuterometilado, com
A920 em DMF contendo CD3I. 0 grupo fenilcarbamato foi removido
e 0 polissacarideo resultante submeteu-se a analise de metila-
cao convencional. Com essa metodologia foi possivel obter-sere
sultados de metilacao mais proximos dos obtidos para o polissa

carideo P (Tabela VIII e Figura 10).

A ausencia de 3-0-metilramnito]l pode ser explicado pelo
aparecimento do 2,3-di-0-metilramnitol, que pode ser oriundo da
reacao de B-eliminacao do acido galacturonico ligado ao 0-2 da
ramnose (ver esquema a seguir). Sabe-se que a B-eliminagao se
processa em duas etapas e que, em RII (Pagina 98), a unidade ga
lacturonosil insaturada e eliminada, por um mecanismo ainda nao

97
elucidado
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TABELA VIII

ESPECTROMETRIA DE MASSA DE O-METILALDITOIS ACETATOS E
DE SEUS SATELITES, CONTENDO + 3 U.M.A. RESULTANTES DA PRESEN
CA DE UM GRUPO OCDz NO POLISSACARIDEO P

0-Metil-derivado Percentagem do satelite em relacao a combinacao

do tamanho do satelite e o seu progenitor

2,3,5-Me y-Ara 45 (485 5%), 87 (90; 12%), 101 (104; 16%),
117 (1205 13%), 129 (132; 14%), 145 (148:. 22%),
161 (164; 19%).

3,5-Me,-Ara 45 (48; 3%), 87 (90; 19%), 101 (104; 16%),

129 (132; 23%), 161 (164; 17%), 189 (192, 22%).
2,3-Me,-Rha | 71 (745 5%), 101 (1045 13%), 117 (120; 2%),

129 (132; 31%), 143 (1463 15%), 203 (206; 18%).
3-Me-Ara 87 (905 7%), 129 (1325 &%), 189 (192; &%).
2,3,4,6-Me,-Gal 45 (485 3%), 75 (78, 11%), 101 (104; 7%),

129 (1325 16%), 205 (208; 7%).
2,3,6-Me ;-Gal 45 (48 2%), 87 (90; 12%), 101 (104; 18%),

M7 (1203 7%), 129 (132; 23%), 143 (146; 23%),

161 (164; 14%), 189 (192; 24%), 203 (206; 26%),

233 (2363 9%).
2,4,6-Me,-Gal 45 (48; 3%), 87 (90; 13%), 1015 11%),

17 (1205 7%), 129 (132, 8%), 189 (192; 14%).
2,6-Me-Gal 45 (48; 1%), 117 (120; 5%), 129 (1325 1%).
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Esquema de B-eliminagao

Estas sequéncias de reagoes podem conduzir a presenca do
derivado 2,3-di-0-metilramnitol e indicam, tambem, a percentagem
de ramnose ligada atraves de C-2 ao acido galacturDnico (2%; Ta

bela VII).

Na espectroscopia de fragmentacao de massa apareceram pi
cos satelites adicionais (+3 daltons) que correspondem a intro-
dugao de um grupo OCD3. As intensidades de cada satelite apare-
cem na Tabela VIII com as respectivas percentagens em relacgao a
combinacao do satelite e o fragmento progenitor. As posigoes da
0-deuterometilagao correspondem, nesse processo, as de O-acetil
no polissacarideo original e podem ser determinadas usando-se o

76
mecanismo da fragmentacao estabelecido por JANSSON et alii

A quantificagao aproximada de O-acetil, em cada posigao
de uma dada unidade, foi efetuada pela determinacao da percenta
gem de altura (p.a.s ) de cada fragmento satelite deuterado do
0-metil alditol acetato,relacionado com a soma de sua altura e
a do fragmento progenitor. Os valores de p.a.s para O0S varios

derivados presentes sao esquematizados a seguir:
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1,3-Di-0-acetil-2,3,5-tri-0-metilarabinitol (OMe-
2, =13%; OMe-3, 14%; OMe-5; 5%).

CNéMc
~——-OMe
MgO— . 3 “:““3"‘0 | CM,0Ac
e 5CH2=OM0 -+~ 4 ﬁ—OAc -+ 2 &H=8Me
AcO— m/z2 45 S CHZ
p.0.5 8%
CH.OMe m/z 129 m/r U7
2 p.a.s 14% p.0.5t3%

As p.a.s dos fragmentos satelites com m/z 45 (OMe-5) e
com m/z 129 (OMe-3) 5% e 14%, respectivamente, concordam com o

valor de 19% observado para o fragmehto 161 (OMe-3,5).

A p.a.s do fragmento satelite com m/z 117 (13%) pode
ser atribuida ao OMe-2,se for assumido que o impacto eletronico
(i.e.), quebra a molecula entre os atomos C-2 e C-3 e nao en-
tre C-4 e C-5. Entretanto, a ausencia de 2-C-metilarabinitol a
cetato, detectado no experimento preliminar de localizagao de

grupos O-acetil, aqui nao e satisfatoriamente explicada.

1,2,4-Tri-0-acetil-3,5-di-0-metilarabinitol (OMe-
3, 23%; OMe-5, 3%).

As p.a.s dos fragmentos satelites m/z 45 e m/z 129, que

correspondem a OMe-5 e OMe-3, sao de 3% e 23%, respectivamente.



100

CHo0Ac
—OAC
#e0-— 3 Cum&ﬁe
—_— 5 Cﬂamsﬁe <4 4 ﬁ-—-OAc
Ac0— m/r 45 8 CHy
p.0.5 3%
3 m/z 129
CHz0Ms p.c.8 23%

1,2,4,5-Tetra-0-acetil-3-0-metilarabinitol (OMe-3, &%)

CHzoAc
-
- 3,3 CH=0OMe
—— OAc )
— 2,4 ﬁ—OAc
MeO— | .. CHZ
AcO— m/z 129
p.a.s 8%
CHZ0Ac

0 fragmento de m/z 129 corresponde a fragmentacao entre
os atomos C-3 e C-4 ou entre C-2 e C-3 e, portanto, contem OMe

-3, onde a p.a.s do fragmento satelite & 8%.

1,4,5-Tri-0-acetil-2,3-di-0-metilramnitol (OMe-2,
2%; OMe-3, 18%).

f"zoAC
+
——OMe CH=OMe 3
CH,0AcC
—OMe 2 AcO— a
—e 2 CH=OMe <+
m/r W7
AcO— p.o.s 2% CHy &
m/x 203

CHg p.0.s 189,
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As p.a.s dos fragmentos satelites tendo m/z 117 e m/z

203 contem OMe-2 e OMe-3 sao 2% e 18%, respectivamente.

1,5-Di-acetil-2,3,4,6-tetra-0-metilgalactitol (OMe

-3, 2%; OMe-4, 16%; OMe-6, 3%).

Nesse caso somente uma determinacao aproximada da dis-

tribuicao de deuterio em grupos OMe pode ser efetuada nesse mé

todo.
CHDAc
—OMe CH=Ome 8
MeO— + q CH=$MG MeO — q
— 6 CHy=OMe + 8 "—OAc +
MeO-— € CH, —~0Ac 8
L OAc m/x 45 m/r 129
p.o.s 39% p.a.816% CHa0Me 6
m/z 205
CHaOMe P.0.5.7%
O0s fragmentos com m/z 45 e m/z 129 contem grupos OMe-6 e
OMe-4,6 e com p.a.s de 3% e 16%, respectivamente. 0 fragmento

com m/z 205, que corresponde a quebra entre C-2 e C-3, tem um
fragmento satelite com p.a.s de 7% e concorda com o valor com

binado para OMe-4 e OMe-6, onde o de OMe-3 & anproximadamente

2%, resultante da diferenca de 21% (7% x 3)-19%(3% + 16%).
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1,4,5-Tri-0-acetil-2,3,6-tri-0-metilgalactitol
(OMe-2, 7%; OMe-3, 7% e OMe-6, 2%)

CHz0AC
y +
—0Ohe CH=OMe 3
Me0— v ! CHz OAc AcO— 4
= +
Ac — 6 (MHa=0Me + , Cy=0Ome +
0 —OAc ]
L —0Ac m/t 45 m/z 1k 4 1
p.0o.s 2% p.c.8 7% CHOMe 6
2 p.a.s 9%

0 fragmento com m/z 45 tem OMe-6 e possui um fragmento
satelite com p.a.s de 2%. 0 satelite do fragmento m/z 117 po
deria ser originado da quebra entre os atomos de C-2 e C-3 ou
entre C-4 e C-5. A p.a.s de 7% representa o grupo OMe-2. Ja
o satelite do fragmento m/z 233 & oriundo da quebra entre C-2
e C-3 e apresenta OMe-3 e OMe-6, cuja p.a.s ~.para: 0CMe-3, calcu-

lada substraindo-se o valor de 2% (OMe-6), resultou em -7%.

1,3,5-Tri-0-acetil-2,4,6-tri-0-metilgalactitol
(OMe-2, 14%; OMe-4, 8%; OMe-6, 3%).

CH,0AC
+——O0Me
+
AcO—1 + 4 CH=OMe [ CHy0Ac
— 6 CH,=OMe + 5 &-0ac +
il
MeO—p 6 CH, 2 Me
—OAc m/z 45 m/z 129 3
J- ‘p.a.s 3% p.a.s 8% /CH:EAC
m/z 189
*H, OM
2o p.a.s 4%

As p.a.s dos satelites de fragmentos progenitores com
m/z 189, 129 e 45, correspondem ao OMe-2, OMe-4 e OMe-6 comuma

percentagem de 14%, 8% e 3%, respectivamente.
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1,3,4,59Tetra-g-aceti142,6—di—g—metilgalactitol
(OMe-2, =5%; OMe-6, 1%).

CHZOAC
——0Me
AcO— . | CHaO0Ac
©o- — GCHZ‘-‘:OMQ + 2 CH=OMe
AcO—1
OAc ‘m/z 45 m/z Wr
p.a.s 1% p.a.s 5%
CHz0Me

A p.a.s do satelite do fragmento com m/z 45 contendo
OMe-6 e 1%. Em funcdo da menor massa para o ion, a quebra en-
tre os atomos C-2 e C-3 ocorre preferencialmente, do que entre
os atomos C-4 e C-5, fornecendo o fragmento com m/z 117, que cor

responde ao OMe-2, com um valor de p.a.s. calculada de 5%.

Com os resultados obtidos, nesses dois metodos desenvol
vidos para distribuigao de grupos 0O-acetilicos, fica claro que
o primeiro metodo, usando-se piridina como solvente, forneceu
muitos detalhes da localizacdao desses substituintes em varias
unidades da estrutura do heteropolissacarideo. Ao inves de es-
tarem localizados em uma unica posigao de cada unidade,eles en
contram-se ligados a varios oxigenios das unidades monossacari
dicas diferentes, com excessao, para as unidades de arabinopi-
ranose e ramnopiranose 2,4-di-0-substituidas onde aparecem so-

mente como 3-0-acetato.

Contudo permanece a incognita: Sseriam 0s grupos g-aceti
licos localizados em diferentes posicoes na biossintese do po-
lissacarideo vegetal ou ocorreriam primeiramente numa Unica po

sicdo e posteriormente sofreriam migracao?
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4.8 ANALISE DA VISCOSIDADE

0 esclarecimento das razdes pelas quais um organismo &
levado a sintetizar macromoleculas tao complexas e especificas,
muitas vezes sob um comando genetico aprimorado, e que tem mo-
tivado a investigacao da estrutura fina desses polimeros. Por
outro lado, em razao da extensao das caracteristicas funcio=-
nais exibidas pelos polissacarideos.e que determinam muitas das
suas propriedades reologicas, combinacdes de polimeros sao com
frequencia utilizadas para obter uma determinada funcao. Como
a miscibilidade de polimeros em solucao aumenta com a diminuicao da
concetracao de cada um e, € rara em altas concentragoes, no exemplo do
polissacarideo P, naturalmente constituido por mais de uma uni
dade polimerica, esse comportamento em solugao foi analisado,

tambem, em termos de viscosidade.

Para o polissacarideo P de P. aculeata, foi observado
que os valores de viscosidade mais alta ocorrem na faixa de pH
4,4 a 5,6 (Figura 11A). Esse resultado pode ser decorrente da
existencia de grupos carboxilios dissociados que, nessa faixa
de pH, podem apresentar o efeito repulsivo de cargas com 0 mes
mo sinal (forga coulombiana). Ocorrendo a repulsao a cadeia do
polissacarideo se estende e pode existir um aumento na capaci-
dade de interacao com a agua,bem como a formacao de pontes de
hidrogenio intermoleculares. Observa-se, na pratica, que os gru
pos carboxilicos tendem a se ionizar em pH acima de 4. Abaixo

de pH 3,0 a concentracao hidrogenidnica aumenta e a manutencgao
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dos grupos carboxilicos ionizados e reprimida . No polissaca-
rideo P esses grupos acidos podem ser oriundos tanto das unida
des de acido urdonico ndo esterificadas,.bem como de grupos fos-
fato, desde que os Tons fosfato, fortemente acidos, e que es-
tao presentes na amostra(0,5 g%, Tabela I), também mantém a
carga ionica, ate mesmo em baixos valores de pH; o que entao
permite a molecula um alto grau de hidrata¢50139.Como a visco-
sidade intrinseca e dependente. da forma da molécula e da sua
capacidade de hidratacao, ela pode ser interpretada como uma

103
medida de forgca da interacao entre os solutos e o solvente

A adicio de catTons monovalentes (Na' e K') em diferen-
tes concentragoes molares tendem a diminuir a viscosidade da so
Tugao (Figuras 11B-11C) em funcao do aumento da forga ionica e
da competitividade entre os ons e a(s) molecula(s), que inte-
ragem com o solvente. A alteracao na viscosidade relativa pode
ser decorrente de uma modificacao na estrutura terciaria da(s)
molecula(s), que por sua vez influencia a viscosidade intrinse
ca. A presenca de ions pode fazer com que haja uma maior inte-
racao particula-particula decorrente da menor interacgao do(s)

30
polimero(s) com a agua

Quanto aos anions monovalentes C1~, Br e I  (anions da
serie de Hofmeister), os que alteram a viscosidade no sentido
de menor decréscimo sao C1 <Br <I e, como os ions positivos a
cima descritos, tambem, podem conduzir a uma modificacao da es

. . 58,956,100 ) ~ .
trutura terciaria . Muitos sao os exemplos nos quais a a
dicao de eletrolitos a amostra pode ocasionar formas e tamanhos

diferentes que afetam diretamente a viscosidade das solugoes.

OQutro efeito foi observado fornecendo-sSe energia calorifica que
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Fig. 11A - Efeito do pH sobre a viscosidade reduzida
do polissacarideo P, da mucilagem de Peres

kia aculeata, a 250.
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Fig. 11B - Efeito da adigao de eletrolitos, em diferentes
molaridades, sobre a viscosidade relativa do

polissacarideo P, da mucilagem de Pereskia acu-

leata, a 25°.
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condiciona valores de viscosidade bem pouco diferentes dos obtidos

65
a 259 (figura 11D).
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Fig. 11D - Efeito da variacgao da tempera-
tura sobre a viscosidade rela-
tiva do polissacarideo P, da mu

cilagem de Pereskia aculeata.

Nos estudos da viscosidade intrinseca o: polissacari-
deo P em solucao aquosa, apresentou um valor bastante alto quan
do comparado a outras proteog]icanas33. Esse resultado pode ad
vir da forma e da flexibilidade dos substituintes na macromole

cula, desde que eles tem a propriedade de influenciar no Seu

comportamento fisico-quimico quando em solugoes aquosas. Sabe-
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se que parametros como tipo de ligacao dos substituintes, se-

quéncia de unidades, grau de ramificacao do(s) poTTmero(s),cog

teudo de acido urdnico e de acetil ocasicnam diferentes visco-

41
sidades para os polissacarideos
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Fig. 11E - Determinacao da viscosidade intrinseca do

polissacarideo P, da mucilagem de Pereskia

aculeata.

Avaliando os resultados da (Figura 11E), observamos que
o polissacarideo P a 1% em agua resultou em uma solugao com uma
viscosidade de 1000 centipoises a 25%. Polissacarideos de goma

gatti, goma de ‘tragacante, goma de locust bean, goma arabica
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arabinogalactana de larix, algumas carragenanas e alguns deri-
vados de alginato, nas mesmas concentracdes e temperatura,apre
sentam viscosidade menores (maximo 750 cps)saﬂlu. A solugao do
polissacarideo P somente apresenta viscosidade inferior quando
comparada ao alginato de amonio (2000 cps), goma de Kkaraya
(3000 cps), goma de guar (4500 cps) e certos tipos de carrage-

114
nanas (1420 cps)
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CONCLUSOES

-

1. 0 po acetonico de folhas verdes submetidos a extra -
¢do com agua a 50° deu origem a mucilagem de folhas Pereskia a
culeata com um rendimento de 11,8%. Apos o tratamento de SEVAG
foi denominado polissacarideo P,que & constituido por um complexo a
rabinogalactana-proteina, com a seguinte relagao molar: 5,1:
8,2: 1,2§ 1,0, respectivamente para os monossacarijdeos arabi-
nose: galactose: ramnose: acido galacturonico; contém, tambem,

calcio, fosfato, hexosamina, metoxil e acetil.

2. A separagao do polissacarideo P em 3 principais fra-
coes por cromatografia em DEAE-celulose e suas analises por es

pectroscopia de 13

C, bem como a cromatografia em gel de Sepha-
dex da molecula colorida com Azul de Procion M-36, indicaram
que o polissacarideo P e polidisperso.

]3C das tres principais fracoes ob-

3. Nos espectros de
tidas em DEAE, F-2, F-3 e F-7, o0s sinais bem definidos en-
tre § 62,2-62,7 indicam que o C-6 dos grupos galactosil termi-
nais, bem como os da cadeia interna nao estao substituidos,con
firmando os dados de metilagao.

13

4. A analise por C-n.m.r. das fracoes F-2, F-3 e F-7
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em D,0 indicsram os mesmos sinais observados no espectro do po
lissacarideo P em DMSO. Isso demonstrou que o tratamento de SE
VAG do polissacarideo Prdo removeu toda a protefna nao covalente-
mente ligada com a maioria do polissacarideo, formando um com-
plexo altamente viscoso semelhante a interacao entre carboidra
to-lectina. Assim, apos passagem em DEAE-celulose, originaram-
se polissacarideos nao complexados, que apresentam movimentos
moleculares elevados das cadeias laterais de arabinose. 0 es-

pectro de 13

C do polissacarideo P em DMSO—ZH6 foi bem mais de-
finido que em DZO’ observando-se que alguns dos sinais de oa-L-
Araf aparecem sobrepostos aos oriundos do(s) nucleo(s) do com-
plexo, cujo movimento molecular e limitado.
5. 0s resultados dos espectros de ]3C do polissacarideo
P e de P-1, bem como de seus produtos de metilagao, indicaram
que o(s) nucleo(s) do(s) polissacarideo(s) sdo formado(s) por
uma galactana B8-(1-4), gque apresenta algumas unidades de galac
topiranose substituidas em 0-3 por unidades de arabinopiranose
2,4-di-0-substituidas. Assim, na classificagao de ASPINALL, se
enquadram no grupo I como arabino-4-galactana e com tal tipo
estrutura poderia ser utilizada em diferentes produtos dieticos.
6. A analise por g.l.c-m.s dos acetatos de alditdois par
cialmente metilados, dos oligossacarideos acidos (FA) metilados,
carboxi-reduzidos e remetilados; do polissacarideo metilado (P);
do polissacarideo metilado carboxi-reduzido (PO); do polissaca-
rideo metilado, carboxi-reduzido e remetilado (P°); e de P -1
metilado demonstraram que as unidades de acido galacturonico es

tao ligadas (1+2) as unidades de ramnose que, por sua vez,se en

contram ligadas ao 0-4 do acido galacturonico, fazendo parte des
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nucleos dos polissacarideos.

7. 0s sinais a & 100,6 nos espectros de ]3C de P, P-1 e
F-3 correspondem a unidades de acido a-D-galacturdonico ligadas
(1+4) como cadeias laterais e/ou cadeias terminais moveis, e
que nao sao representatibas dos nucleos da galactana.Em F-3, 0 si-
nal a 8§ 54,4 indica’ que o acido galacturonico estd esterifica-

do por metanol.

8. Desde que P-1, produto da hidrolise acida parcial de
P, apresenta um valor alto para a rotagao especifica (+49°) em
relacao ao polissacarideo P(—29°), a contribuicao das unidades de
arabinofuranosil removidas pela hidrolise acida parcial e nega-
tiva e, portanto, mostra que eles tem a forma L, enquanto que a
analise com galactose oxidase de P-1 indicou que as unidades de

galactose tem a forma D.

9. As fragoes F-2 (-350), F-7 (-37,90) indicaram confi-
guragao o e B respectivamente para Araf e Galp. Para a fragao
F-3 (+89,6°) o valor positivo alto pode ser decorrente do eleva

conteudo de acido a-D-galacturonico (12,2 moles%).

10. A analise da ligacao entre o polissacarideo e a pro-
teina demonstrou ligacao covalente entre arabinose e hidroxipro

lina.

11. As discrepancias nas razoes molares dos acucares me-
tilados das fracoes F-2 e F-3 em relacao aos acetatos de aldi -
tois dessas mesmas fracoes sao atribuidas a R-eliminacao causa-

da por base forte usada durante o processo de metilagao. 0 tra-
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tamento com 17tio metalico comprovou o processo de B-eliminacdo
onde 64,5% do polissacaridev P foi deagradado. No espectro de
]3Cen.m.r do produto PB verificou-se gque houve B—eiiminagiopriﬂ
cipalmente na regiao do carbono anomérico das unidades de Araf

]BC demonstrou que a anali-

e Galp. Também a espectroscopia por
se quantitativa de 6-deoxiacucares corresponde aquela verifica

da por g.1.c como acetatos de alditois.

12. Para a quantificacao dos grupos g-acet71icos a dosa-
gem quimica foi tao eficiente quanto a espectroscopia de ]Hﬂnm.r.
A localizacdo de grupos 0-acetilicos foi realizada pelo metodo
de BOUVENG modificado por CORREA et alii, usando-se piridina co
mo solvente, e por metilacgao parcial do material com iodeto de
metila deuterado. Na separacao dos acetatos de O-metil arabini-
tol por g.l.c-m.s,a coluna DB-210 provou ser a mais eficiente .
Na analise dos acetatos de alditois parcialmente metilados e a-
cetatos de alditois deutero O-metilados, verificou-se que 0S
grupos O-acetil encontram-se ligados a varias posigoes de unida
des de arabinose e galactose e preferencialmente na posicao 0-3

da arabinopiranose e ramnopiranose.

13. Na analise de viscosidade a adicao de sais em diferentes
concentracoes e a variacao dePchondfcionaram diferentes valores de vis-
cosidade, porem inalteravel com a temperatura. A visco
sidade intrinseca do polissacarideo P a 250, em pH 4,4 - 5,6 ,
corresponde a 790 centipoises, e devera ser complementada com as
mesmas analises sendo efetuadas em concentracoes mais diluidas.
Nessa sequencia 0 estudo da viscosidade devera ser avaliado,tam-
bem, pela remocado dos substituintes 0-acetil e O-metil, tanto no
polissacarideo P como na fracao F-3, cujas avaliacoes poderao Te
var a uma analise comparativa com os polissacarideos de interes-

se comercial, futuramente.
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