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lissacarTdeo P através de: 1. Análise de 

metila çã o convencional; 2. Localização de 

0-acetil pelo método de BOUVENG modifica^

x



do por CORREA et alii; 3. Introdução de 

0 - C D 3 no lugar de grupos 0 - a c e t T l i cos . 94

VIII Es pe ctrometria de massa de O-metilaldi- 

tõis acetatos e de seus satélites, c o n 

tendo + 3 u.nv.a. resultantes da presença 

de um grupo (KD^ no polissacarídeo P .. 97

x i



LISTA DE ABREVIATURAS

Ara 

Ga 1 

Rha 

Fuc 

Gal A 

Araf 

Gal£ 

P

P°

P*

P (3
P-l

S-l

FA

F-l

- arabinose

- galactose

- ramnose

- fucose

- ácido gala c t u r ô n i co

- arabinofuranose

- g a 1actopiranose

- polissacarTdeo da mucil a g e m  de Pereskia a- 

culeata, apÕs tratamento de SEVAG

- polissacarTdeo P metilado  e ca rbox i - reduzj^ 

do

- polissacarTdeo P carboxi-reduzi do e remet^ 

lado

- polissacarTdeo P beta-degradado

- polissacarTdeo obtido por hidrólise ácida 

parcial (T.F.A 0,02 M, 100°, 2 h), a p a r 

tir do polissacarT deo P

- sobrenadante alcoólico da hidrólise ácida 

(T.F.A 0,02 M, 100°, 2 h) a partir do po- 

lissacarTdeo P

- fração de ol i gossacarTdeos ácidos obtida â 
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pe ctr om et ri a de massa

Rt - tempo de retenção relativo

v/v - volume por volume

p/v - peso por volume

d.i. - diâmetro interno

AcO - acetato

min - minuto

m/z - massa por carga

x i  i  i



p . a . s 

i . e 

U.V.

I . V.

13

1

C-n.m.r

H - n .m .r

red
2

u.m.a.

percentagem da altura do fragmento satélite 

impacto eletrônico 

ultra-vi oleta 

i nfra-vermelho

ressonância nuclear magnética de carbono treze

ressonância nuclear magnética de prÕton

viscosidade relativa

viscosidade reduzida

concentração molar ao quadrado.

unidade de massa atômica

x i  v



RESUMO

A extração aquosa, a 50°, do pÕ acetõnico de folhas de 

Pereskia aculeata , deu origem a um material mucilaginoso que , 

após precipi ta ção  com cetavlon e tratamento de SEVAG, originou 

o p olissacarideo P. Esse, contém 3,5% de proteína e é consti - 

tuTdo por unidades de arabinose, galactose, ramnose e ãcido 

g a l a c t u r ô n i co numa relação molar de respectivamente 5,1: 8,2:

1,8: 1,0. A análise cromatogrãfica do p o 1 issacarídeo P, colo 

rido com Azul de Procion, em coluna de Sephadex, bem como a de 

fracionamen to  em coluna de DEAE-celulose , indicaram que o m e s 

mo é p o l i d i s p e r s o .

13 -
Os espectros de C-n.m.r em D£0 das tres principais

frações obtidas em D E A E - c e l u l o s e , F-2, F-3 e F-7 mostraram s i 

nais corres po nde ntes  ãs unidades de arabinofuranose e ramnopi- 

ranose e, para F-2 e F-3, também de éster metTlico. Além d i s 

so, esses espectros foram bem mais definidos do que aqueles do

-** 2 
poli ssacarídeo P em D 2 O e em DMS0- Hg, que apresentou . cinco

sinais de a r a b i n o f u r a n o s e , corr es po nd en tes aqueles da fração 

F-2, e que aparecem sobrepostos a alguns extremamente amplos . 

Esses últimos correspondem as unidades de galactose, cujo mov^ 

mento molecular é limitado, provavelmente, devido ã própria 

complexação dos p o l i s s a c a r í d e o s . Essa estrutura baseada em

pontes de hidrogénio, foi, então, dissociada após a passagem

x v



através da coluna de DEAE^-celulose,

As técnicas co nv encionais de analise quTmica indicaram 

que o polissacarídeo P, possui na cadeia principal unidades de 

g - D - g a 1 actópi ranose interligadas (1+4) e parcialmente su bs ti - 

tuídas em 0-3 por unidades de g - L - a r a b i n o p i r a n o s e s , que são 

por seu turno d i - 0 - s u b s t i tuídas em 0-2 e 0-4 por outros t e r m i 

nais não redutores de a - L - a r a b i n o f u r a n o s e s . As unidades de ãci^ 

do galacturÔnico estão presentes internamente ou como grupos 

terminais não redutores ligados (1 -»-2 ) ãs unidades de ramnopira- 

n o s e .

Na análise por g-eliminação em meio alcalino, ficou d e 

monstrado, que a ligação p o l i s s a c a r T d e o - p r o t e T n a , ocorre entre 

arabinose e h i d r o x i p r o l i n a , enquanto que.o tratamento do po- 

lissacarTdeo P com iTtio metáli co  em eti 1 e n o d i a m i n a , originou 

um produto g-degradado, através das unidades de ácido galactu- 

rônico e s t e r i f i c a d a s .

Além de outros constituintes o complexo arabinogal ac ta- 

na-proteína apresenta 25 moles% de grupos 0-acetil. A localiz^ 

ção dos grupos 0 -acetil, como foi determinada pelo método de 

BOUVENG, ocorre pri nc ipa lm en te como 3-0^-aceti 1 -arabi nopi ranose 

(12%), 3-0-aceti 1 -ramnopi ranose (11%) e 2 -0 -aceti 1 -gal actopi ra_ 

nose (3%) e foi de te rminada por g.l.c-m.s através da análise 

dos 0-metil alditõis acetatos em coluna de DB-210 que, mostr ou 

ser a mais eficiente, para a separação dos derivados de arabi- 

nitol. A distribuição mais exata foi efetuada substituindo os 

grupos 0 -acetil por 0 - tri deuterometi 1 , formando um polissacar_í 

deo que foi sequencialmente 0 -metilado e convertido em a c e t a 

tos de alditõis pa rc ia lm en te  d e u t e r o - 0 - m e t i 1a d o s . A análise por

x v i



g.l.c-m.s ,interpretada juntamente com o mecanismo de fragmenta 

ção por i . e ., mostrou que no he te ropolTmero  os grupos 0 -acetil 

estão distribuídos em mais do que uma posição de um mesmo a ç ú 

car.

A solução aquosa do h e t e r o polissac arídeo P que a p r e s e n 

ta viscosidade maxima entre pH 4,4 - 5 , 6  ã temperatura ambiente, 

sofre redução dessa propriedade reolõgica, tanto pela presença 

de sais como pela variação do p H . Todavia, apresenta a mesma 

viscosidade em diferentes temperaturas.

x v i  i



SUMMARY

1. Aqueous extraction at 50° of the leaves of Pereskia 

aculeata gave rise to a mucilagin ou s material, which after Cê  

tavlon precipitation and Sevag treatment, provided purified 

polysaccharide P containing 3.5% protein and units of arabi nô  

se, galactose, rhamnose and ga lacturonic 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 D E A E-cel1ulose 

showed that P was p o l y d i s p e r s e .

2. D E A E - c e l 1ulose column chromatography of P gave 3

• 13
main fractions F-2, F-3, and F-7. Their C-n.m.r spectra, in

D2 O 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

?
much better defined than those of P in D2 O and in DMS0- Hg , 

which consisted mainly of 5 sharp signals of a r a b i n o f u r a n o s e , 

corr espond!ng to those of fractions F-2, superimposed on e x 

tremely broad ones. The latter arise from material consisting 

main ly of galactosyl units, whose mole cu la r motion is limited 

probably by high complexation of the compoments p o 

lysaccharides .Such a structure based on hydrogen bonding was 

thus dissociated on passage through the DEAE-cel 1 ul ose column

x v  i i  i



3. Overall chemical analysis of P , using conventional 

chemical t e c h n i q u e s ,showed a main chain consisting of (1 4 )- 

1 ink ed -g -Q-galactopyranosyl units partly substituted at 0 - 3  

with residues of B - L - a r a b i n o p y r a n o s e , which are in turn, di-0- 

substituted at 0-2 and 0-4 with nonreducin g end-groups of a-L- 

a r a b i n o f u r a n o s e . Galacturonic acid units are present as n o n r e 

ducing end-groups, or as internal ones linked ( 1 + 2 ) to rhamno- 

pyranosyl residues.

4. The p o l y saccharide-protein linkage in P was found to 

consist of units of arabinose combined to h y d r o x y p r o 1 i n e , and 

the presence of galacturonic acid residues esterified with m e 

thyl groups was consistent with degradation via 6-elimination 

of polysaccharide P in ethylene di am ine containing lithium.

5. Heteropolysa ccha ride  P was also found to contain 25 

moles % of 0 -acetyl groups, which were located by the method of 

BOUVENG. £-Acetyl groups were replaced with those of 0-methyl 

and the partly 0 -methylated polysacch ar ide converted to a m i x 

ture of ^-methylalditol acetates, which was examined by g.l.c- 

m.s , on DB-210, which is efficient in separating the arabini- 

tol derivatives. Characterized were acetates of 3-0^-methyl ara- 

binitol (12%), 3-0-methylrhamnitol (11%), and 2 -0-methylgalac- 

titol (3%). A more exact distribution of 0-acetyl groups was 

achieved via a similar replacement, but incorporating trideute 

r o m e t h y l a t i o n , followed by conversion to a mixture of c o r r e s 

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.

x i x



6 . Maximum viscosity pf 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 t e m p e r a t u r e .

x x



1. INTRODUÇÃO

A te rr a s e rá m a l d i t a  por c a u s a  da tua obra, 

tu t i r a r á s  d e l a  o teu s u s t e n t o  à fo rç a de 

tr ab al ho . El a  te p r o d u z i r á  e s p i n h o s  a a b r o 

lhos, e tu te r á s  por s u s t e n t o  as e r v a s  da 

terra. Tu c o m e r á s  o teu pão no suor do teu 

rosto. (Gen. 3:17-19) Z3

Fatores climáticos, econômicas, polTticos e sociais t r a 

zem constantemente uma consequência conhecida do homem hã m i l ê 

nios: a fome. Abatendo-se sobre a população biol õgicamente v u l 

nerável, sobretudo sobre as crianças, ela pode originar certos 

traços e deformações que serão ab so lu tamente irreversíveis. Não 

causa apenas sofrimento de imediato, porêm, rouba do indivíduo 

boa parte daquilo que seu potencial genético estava destinado a 

realizar. A desnutrição permanente é muito mais grave; origina 

doenças colaterais que podem levar o indivíduo ã morte. Apesar 

de existir uma diferença entre a fome e a desnutrição, a segunda 

pode ser consequência da primeira, se esta continuar por p e r í o 

dos longos. A desnutrição por insuficiência constante de alimejn 

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

__ 55 ^
0 relatório da FAO descreve que os países s u b d e s e n v o l 

vidos, com 727 o da população mundial, só dispõem para sua alimeji 

tação de pouco mais da terça parte dos alimentos disponíveis no 

mundo, porque sua produção per capita é menor que a dos deseji



2

volvidos e 5 ainda, porque ex portam os alimentos básicos. Ainda, 

segundo dados FAO, a produção d,e alimentos entre 1 982-83 h a 

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

Resumidamente nosso continente importa cerca de 10-15% 

dos alimentos que consome. Esta não é uma particularidade da 

América Latina, mas um traço geral do mundo pobre. Já os E.U.A. 

sozinhos, são responsáveis por nada menos que 50% das e x p o r t a 

ções mundiais de trigo, 30% de arroz, 60% das de grãos forra -
14 2

geiros e 50% das plantas ole ag in os as

No Brasil a situação nutricional não difere muito da dos 

outros países da América Latina. Em geral, situa-se na média do 

consumo energético e proteico dos países subdesenvolvidos.

74
Em Curitiba, 1984 , o déficit em Kcal entre requerimen-

e consumo aparente de energia em três segmentos populacionais 

era: favela 14,2%, área carente 17,86% e classe média 7,92%. Já 

o déficit em proteínas era: favela 24,1%, áreas carentes 15,1% e 

classe média 5,7%. Esses valores são ainda mais graves diante de 

um déficit do valor energ ét ic o total (VET) do indivíduo, já que 

a proteína passa a ser usada para suprir pelo menos em parte,as 

Kcal faltantes e requeridas pelo organismo.

Relacionando-se o aspecto energético, observa-se que e s 

se está intrinsicamente reiac io na do  com um dos conceitos mais mo - 

dernos de vida,onde muitos autores a definem como "um processo 

de acúmulo e despren dime nto de energia por meios metabólicos" 

subentendendo-se que um organismo pode alterar seu estado ener - 

gético através de seu me tabolismo. Com a finalidade de p o s s u i r á  

sua disposição as calorias de que necessitam, os organismos vi - 

vos sintetizam mac ro moléculas que são utilizadas racionalmente



como reserva energética. Nesse sentido os p o T i s s a c a r T d e o s , c o 

mo o a m 'i d o e o glicogênio, c onstituem a fonte prime ria de ener 

gia dos vegetais e animais, respectivamente. Além dessas fun - 

ções primordiais exercidas pelos polissacarTdeos sob o ponto de 

vista biológico, outras sob o ponto de vista comercial e/ou in 

dustrial, também passam a ser exercidas por tais moléculas e 

que justificam o seu estudo.

1.1 FUNÇÕES E USOS INDUSTRIAIS DOS POLISSACARÍ-

106 ,114
DEOS

Os pol i ssacarTdeos apre sentam numerosas aplicações em pre) 

dutos de consumo onde são usados essencialmente como espessan - 

tes e agentes gelificantes e como es ta bi lizadores para sistemas 

dispersos, conferindo textura, sabor, aparência e coloração. Pro 

movem um aumento na vis cosidade em produtos alimentares ou p r e 

vinem a redeposição da sujeira em detergentes. Muitos polissaca^ 

rTdeos alteram as propriedades de soluções aquosas ou dispersões.

A propriedade de um e m u 1sificante consiste em obter uma 

fina dispersão e, a de um e s t a b i 1 izante a de manter uma d i s p e r 

são fina de duas ou mais fases diferentes. Na pratica contudo é 

difTcil di stinguir a e m u 1 sificação da estabilização.

Os espessantes, como o próprio nome indica, são usados pâ  

ra aumentar a vis co si da de  de soluções aquosas ou suspensões. A^ 

mentam portanto, a resistência de fluxo de um lTquido. Os poli£

3



sacarTdeos também interagem com substâncias ionicas tais como 

as proteínas. Como as proteínas são anfõteras, a interação do 

polissacarídeo com proteínas depende muito do pH do sistema.

A solubilidade de polissacaríd eos em agua fria ê uma im 

portante propriedade universal. A goma de "locust bean", agar 

e alguns tipos de carragenanas devem ser aquecidas para serem 

dissolvidas. Outras soluções, tais como sais, açúcares e alco 

ois, diminuem a solubilidade de poli ss acarídeos. PolissacarT- 

deos ácidos, tais como ácidos algínicos, pectina e carboxime- 

tilcelulose (CMC), são insolúveis e m b a i x o  pH (abaixo de 3,0). 

Na presença de Tons de metal di valente algumas pectinas e al- 

ginatos podem tornar-se insolúveis. Vários pol i s sacarTdeos fo_r 

mam complexos insolúveis em altos valores de pH, quando Tons 

de metais divalentes como cálcio estão presentes.

Pectinas, agar, misturas de gomas de xantan com gomas de 

sementes e carragenanas (K e L) formam géis que são rTgidos e re 

têm distintas formas estruturais. Variam a textura quando in

corporadas em amaciantes, promovem a elas ti ci da de  em goma de 

mascar e aumentam a rigidez em géis.

Pol i ssacarTdeos são também usados em alimentos para esta^ 

bilizar sõlidos, lTquidos e dispersões gasosas em água.

Emulsões são dispersões lTquidas, suspensões são d i s p e r 

sões sólidas e espumas são dispersões gasosas.

Os pol i ssacarTdeos servem para prevenir a separação de fâ  

ses dispersas. Uma emulsão é uma mistura Tntima de dois iTqui - 

dos imiscTveis nos quais uma fase é dispersa através de outra.

4



como pequenas gotas. Para manter essa mistura homogênea, pol i\s 

sacarídeos são acrescentados como estabiliza do res da emulsão . 

Aparentemente, os p o lissacarTdeos funcionam como espessantes da 

fase aquosa assim que a sua viscos i d a d e  e igualada ou levemente 

aumentaria em relação a fase oleosa.

Agentes de suspensão são usados para dispersar partTcu- 

las sólidas (em lugar de glóbulos lTquidos), provocando uma u- 

nif ormidade através da fase lTquida (uma suspensão), principa]_ 

mente por aumentar a viscosid ad e de suspensões.

Estabilizadores de espumas são relacionados com os emuj_ 

sificantes, desde que são e ssencialmente uma fase de gases em 

lTquidos ou sol i d o s . Os polissacarTdeos afetam as propriedades 

de superfTcie (ex. tensão interfacial) de espumas. Tais polis- 

sacarTdeos como c a r r a g e n a n a s , alginato de sÓdio, ou gomas de se 

mente frequentemente reagem com proteTnas para formar uma esp£ 

ma e s t á v e l .

Na indústria de laticTneos os po li ss acarTdeos são fre - 

quentemente adicionados a queijos processados e a queijos f u n 

didos para eliminar a formação de lágrimas pendente (sangrameji 

to) e a sinerese que com preendem uma indesejável perda de água.

Os pol issacarTdeos descritos como espessantes e agentes 

de cola, tem aplicações industriais especTficas. Agentes colaji 

tes possuem capacidade para formar filmes e tém propriedades lj_ 

gantes. Podem ser usados em membranas de superfTcie para a u m e n 

tar a força e melhorar a propriedade de superfTcie. Na indústria 

têxtil e de papel é que são mais empregados. Os polissacarTdeos 

de uso comercial c lassificam-se de acordo com sua origem em n a 

turais e semi-si ntéti cos . Os pol i ssacarTdeos naturais incluem ex̂  

tratos de plantas marinhas, exudatos de planta, extratos de

5



sementes e raizes e polis sa ca rT deos  produzidos por m i c r o o r g a 

nismos de fermentação. Entre os semi - s i n t é t i cos incluem-se os 

derivados de celulose, os de pectina com baixo conteúdo em me- 

toxil, alginato de propileno glicol, alginato de t r i e t a n o l a m i - 

na e derivado h i d r o x i p r o p i 1 eno de goma de guar.

Muitas das aplicações dos polissacarTdeos estão r e l a c i o 

nadas com o conhecimento de sua estrutura quTmica e, isto foi
1 ° 9

observado por REES quando estudou a variaçao estrutural das 

galacturonanas s u b s t i t u T d a s .

1.2 POLISSACARÍDEOS CONTENDO UNIDADES DE ÁCIDO 

GALACTURÔNICO: PECTINAS, GOMAS E MUCILAGENS.

As pesquisas sobre polTmeros naturais de ácido galacturô 

nico datam do inTcio do século e, foi em 1 940 que o modo das lji
13 2

gaçoes a-D-(l-*4) entre as unidades foi estabe le ci do  . A e x i s 

tência de grupos metTlicos em várias proporções, assim como a 

ampla variação no peso molecular  e suas implicações sobre as 

propriedades, tais como solubilid ad e e viscosidade, foram logo 

reconheci d a s .

Os exudatos gomosos e as substâncias m u c i 1 aginosas são 

constituTdas por uma cadeia básica formada por unidades de D- 

GalpA interligadas a-(l+4). Essa cadeia pode en co nt ra r- se  modi_ 

ficada em alguma proporção, pela esterifi ca çã o dos grupos car- 

boxTlicos com metanol e por intercalações na cadeia principal 

de unidades de outros grupos de açúcares, constituindo as ca-
2 9

deias laterais e/ou ramificações

2 , 3 , 8 2
ALBER SHE1M e colaboradores  de sc reveram a forma

6



como as galacturonanas substituídas podem estar envolvidas na 

estrutura da parede celular.

D ~ Ga 1 acturonanas não substituídas apr es en ta m um valor 

alto de pol ari metri a , [ a jp + ^50° ou m a i s ; o contrário ocorre

quando ramificadas por L - a r a b i n a n a s , que dão um valor negativo

7

al t o , Jd
- 150° ou mais, ou quando ramificadas por Q-galacta^

nas, que dão um valor positivo baixo. Já as substâncias pécti-

cas que têm grande proporção de açúcares neutros como ramifica^

T 33,132
çoes, ap re se nta m um valor baixo de rotaçao ótica especifica

Vários são os termos propostos para extratos de planta 

contendo unidades de ácido galacturÔni co  sem que, a estrutura 

mole cu la r envolvida, tenha sido escla re ci da  de forma global.

A den ominação "pectinas" é usada para cadeias de ácido 

urônico não modi fi cad as  com ligações (1+4) entre as unidades 

de a- p-Gal£A parcial ment e esteri f i cadas -, unidades de L-Rhap com 

ligações a-(l-*2) podem ocorrer no interior da cadeia. As pectj[ 

nas totalmente dese st er if ic adas  são denominadas "ácidos pécti-
1 3 2

cos"

0 conteúdo de metoxil em pol i ssacarídeos pécticos de fru_ 

tas e tubérculos como maçã, limão, framboesa, beterraba e o u 

tros varia de 0 - 1 0 % ou mais, em peso, o que significa que mais 

de 50% dos grupos carboxTlicos podem estar es t e r i f i c a d o s . G r u 

pos 0- a c e t T l ic o s , também podem estar presentes nas posições 0 - 

2 ou 0-3 da cadeia principal em um conteúdo de aprox im ad am ente  

4%. Esses grupos substituintes têm a sua importância química , 

porque inf lu en ci am  na propriedade de ge li ficação das pectinas.

0 comprimento da cadeia varia de 200 a mais de 1 0 0 0 unidades de 

açúcar e, tem efeito sobre a viscosidade de suas soluções aquo-



sas d i 1 u T d a s .

A ocorrência de unidades de L-Rhaf) em posições corisecuM 

vas ou isoladas, mas possivelmente em espaços regulares da c a 

deia principal, foi observada em p o l i s s a c a r í deos ácidos comple
9

xos de farinha de graos de soja onde foram encontrados blocos 

com a seguinte sequência repetitiva:  ̂Q - Ga 1 p A - (1 -+4)-a-Q-Gal pA- 

( )  ~L-RhajD-(1 ->-2 ) ~l~ Rhapj. Em ou tros , foram isolados ^a-D-Galf)A 

- (1 ->-2 ) Rhap- (1 -»-4 )-a-Q-Gal£A-(l^-2)-^-Rhapj, alternados - Uni dades

de Rhaj) ligadas em similar alternação, foram encontradas em ex
10 8 6 __ 

tratos de casca de soja e em parede celular de plantas , após

cuidadosa separação e caracterização dos olig os sa ca rí deos  ãci -

dos no hidrolisado ou produtos de acetõlise. Algumas unidades

de ^-Rhaj) podem estar unidas em pectinas de casca de salgueiro
136 11

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

13 5
em paredes celulares de sicomero , também ocorre alternaçao de 

unidades neutras e ácidas. Há numerosas ocorrências nas quais o 

modo de ligação dos componentes de L-Rhaj: de substancias pécti- 

cas, têm apr es en ta do  a sequência  ̂a-Q-Ga 1 p A - (1 -»-2 )-L-Rhaj)( 1 j , 

tanto que a organização estrutural desses açúcares neutros pare 

ce ser bastante definida.

As gomas e mucilagens são polTmeros identificados como e

xudatos gomosos e compreendem um número de ramn og al ac tu rona na s

13 2
complexas substituTdas . As primeiras sao diferenciadas, por 

um senso prático, pelo processo de extração, desde que podem ser 

isoladas na forma homogênea por extração aquosa ou por tratameji 

to com alcali.

Nas mucilag en s de casca e de semente, como de l i n h a ç a , fo 

ram obtidas duas frações acTdicas, pelo f raci onamento com aceta^

8



to de cobre, uma contendo L-Gal£ e a outra L-Galp e y-Fuc£ c o 

mo grupos terminais. 0 p o 1M  ssacarídeo ácido da mucilagem de se 

mente de agrião é» da mesma maneira, uma galacturonana em que

( 4 - 0 ~ M e - a - Q - G l c p A - ( l + 4 ) - Q - G a l p - ( l + )  e, o (ot-g-Xy 1 p - (1+4)-Q-Gal£

138
- (1 J estao ligados ao 0-4 da cadeia de y-R ha £ . Na planta

aquática Brasenia schreberi (N y m p h a e a c e a e ) é encontrada a muc^

81
lagem de Junsai que contem 7 ou 8 unidades monossacaridicas 

di f e r e n t e s .

As unidades de L-Rha£ podem estar a-ligadas como ocorre 

em mucila ge m de raizes e câmbio ou B-ligados, como em sementes 

e extrato de casca, Já, a ocorrên ci a da cadeia de unidades a-Q
1 3 2

-Ga l£- (1 -»-4) ê universal

1.3 POLISSACARÍDEOS CONTENDO UNIDADES DE ÁCIDO 

URÔNICO ALTAMENTE 0-SUBSTITUÍD0S

Os polissacarTdeos contendo unidades de ácidos galactu- 

rônico e altamente 0- substituídos, aprese nt am  uma di sposição 

de outras unidades de açúcares neutros pouco esclarecida e , q u e  

podem constituir metade ou mais do carboidrato total. Essas 

ramificações podem ocorrer pela existência de 3 -D - G 1 c£A l i g a 

do ao 0-6 ou 0-4 de Q-Gal£, (3-Q-G1c£A ligada ao 0-4 de L-

Fuc£ ou ainda 8- Q - G 1 c£A ligada ao 0 - 2  de D-Manp juntamente

8 »9
com uma galactana ligada 3 -(1 -v4) . Cadeias ramificadas de

-Ara£, B-Q-Xyl£, a-^-Fuc£ e 3-Q-Galp como fragmentos estão p r o 

vavelmente em cadeias laterais ligadas ao 0-4 dos resíduos de 

L-Rhap, como foi identificado por analise de metilação de c o m 

plexos acídicos de farinha de grãos de soja e ao 0-3 de alguns resí

9



duos de D-GcilpA como detectados em um produto de hidrólise en-

zimãtica de um material péctico de casca de limão. Analises de

metilação de pectina de casca de limão, de casca de uva de seus

derivados carboxi reduzi dos mostrar am  uma estreita correspondên^

cia na natureza e proporção de suas unidades de açúcares. Tam

bem, os ol ig os sa carídeos obtidos por fragmentação parcial dos

pol i s s a c a r T d e o s , con fi rm ar am  que o arranjo das unidades de açil
1 1 u

cares sao similares a todos os exemplos jã estudados . Obser

vou-se em paniculatan, Hydrangea p a n i cu la t a , que o 0-3 de al - 

gumas unidades de L - Rha£ estão parcialmente acetiladas. Jã na

muc ilagem de abelmosches notou-se a presença de pequena pro -

132
porçao de proteína ligada ao polissa ca rí deo . Hã um número 

de citações de m o n o - 0-metil açúcares como con st it ui nt es  de p o 

li ssacarTdeos pécticos, como: 2-metil éteres de Q-Xyl£ e L-Fuc£
4 2

e L-Rha£ . Na mucilagem  de olmo notou-se a presença de u n i d a 

des de 3 - 0 - M e - D - Gal£( 1 -*4) - 3- 0-M e -Q - Ga 1£(1 -* localizadas em

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

principal . 0 4-metil éter do Q-GlcpA ligado usualmente a Q-

Galp como 4 - 0 - M e - a - D - G1 c £ A - (1 -*4 )- Q - Ga l £ - (1 , é um componente
128

de mu cilagem como a de paniculatan . A pectina de opium de pâ  

poula contém unidades 4-JD-Me-a-Q-Gl c £ A - (l->2 ) - B-Q~ Xy l£- (l->-2)-B
1 3 2

-Q-Xyl£-(1-+ . Esta estrutura de acido a 1 dobi urõni co é normaJ_
3 7

mente encontrada em xilanas . Em paniculatan, onde 50% do D- 

Gal£A faz parte da cadeia principal foi localizada a sequência 4-
1 32

0 - Me-a - D-G1 c £ A - (1-»4 ) - o  Q - Ga 1 p A - ( 1 ,  em cadeias laterais

Em mucil ag em  e gomas contendo unidades de ácido galacturõ- 

nico altamente substi tuídas, a proporção de L-Rhap na cadeia pr i jn 

cipal é relativa me nte  alta. A distribuição de açúcares neutros 

parece viável mas jã foi comprovada, através de hidrólise suave,

1 0



n

a existência de pectina contendo poucas unidades Rhaj) labeis a 

ácido, posicionadas em intervalos regulares da cadeia de gala£ 

turonana. Os produtos na forma de blocos, com uma uniformidade 

de peso molecular e com cerca de 30 unidades de ácido a-D~ga - 

lacturônico, foram obtidos após frac io namento do material hi- 

drolisado em coluna de Sephadex G-50. A conformação preferida 

do p o l i g a l a c t u r o n a t o , com unidades piranosídicas ligadas ( 1 + 4 ) 

diaxia lm en te  é uma fita retorcida anelada, e com uma 3 a. unida^ 

de repetida; já a inserção de unidades de 3-L-Rhap ligadas (1 -►

2 ) introduz uma dobra na cadeia.

A distribuiç ão botânica de vegetais que contenham unida_ 

des de Ç-apiose ramificada como parte integral dos componentes 

pécticos foi estudada e e uma característica de certas famílias 

como: Zosteraceae, Potamogeto na ceae  e Lemnaceae, todas plantas 

aquáticas. Tais polissacarídeos foram isolados e analisados nas 

ordens Tilia spp. (Malvales) e, no dente de leão Tavaxacum Kok 

-saghz da família Asterales. No pÕlem de pinheiro de montanha , 

formado por uma g a l a c t u r o n a n a , encontrou-se monômeros de R-D~

1 32
Xyl£ ligados ao 0-3 da cadeia principal

Em canais e estigma de certas plantas encont ra m- se  poli^ 

sacarídeos ácidos constituídos por arabi no ga la ctan as  e cujas eŝ

truturas que são bastante complexas serão relatadas a seguir.

1A ARABINOGALACTANAS

As arabinoga lactana s e os complexos arab in og al ac tana s pr£ 

teínas encontram-se amplam en te  distribuídos em tecidos vegetais, 

principalmente em exudatos gomosos e em culturas de células. Já



as glicoproteínas contendo arab in ogalactanas como componente 

polissacarT dico são encontrados em paredes celulares tanto de
3 ■

vegetais inferiores como de super io re s.

12

3 3 , 5 6 , 1 3 2

Moléculas qui micamente constituídas por arabinogalacta-

112
nas foram encontradas também em pulmão bovino e na superfT -

6 u
cie celular de um tripanosomatTdeo {Crithidia fasciculata) s u g e 

rindo que a di st ri bu iç ão  desses pol i ssacarTdeos não se restriin 

ge somente ao reino vegetal e, dentro do aspecto fisiolÕgico ,o
3 3

seu papel biológico ainda nao estã bem definido

Em contraste com outros polissacar Td eos de paredes c e l u 

lares não celulósicos que são essencialmente lineares ou escas^ 

samente ramificados, as moléculas de a r a b i n o g a 1 actanas têm uma 

estrutura multiramificada.

1 5
Segundo ASPINALL as arabinogalactanas classificam-se 

em três grupos; a saber:

Grupo I - a r a b i n o - 4 - g a 1 a c t a n a . São tidos como p£ 

lTmeros lineares, compostos por unidades de galactopiranose in 

terligadas através 3-(l->4), com a seguinte estrutura proposta 

para o poliss ac ar Td eo isolado de cotilédones de grãos de soja:

>4)-6alp-( 1 —4)-Galp-( 1 —4)-Galp-(1 —4)-GaSP- d  - 4 )
3
t
1

Ar af
5
t
1

A r a f

onde se observa que a cadeia principal de galactana pode apre-



sentar ramificação por arabinose, provavelmente como arabino- 

s i 1-o 1 i go s sa ca r i deos . Em alguns ensaios veri.fi cou-se a presen 

ça, também,de unidades de ramnose, xilose e de ácidos urôni - 

cos, enquanto que nenhuma associ aç ão  com proteínas foi a i n 

da constatada.

Os complexos m a cromoleculares a r a b i n o - 4-galactana encon 

tram-se distribuídos em complexos pécticos localizados em fo 

lhas, sementes e bulbos, bem como em madeiras de coníferas de
_ 3 3

onde sao extraídos pelo processo de compressão

Grupo II - arab in o- 3, 6-ga lactanas. Para as e s -
33

pécies do género Larix foi proposta a seguinte estrutura parcial:

13

H i) -G a lp -( i -3)-Galp-( 1 —3)-S alP-d  —6 )-GalP- d  H>)-GalP-rt -~3)-GalP 
6
t

G Jlp 
6
t

Galp

ip-
6
t

Galp

3
A
I

Galp

3
t
1

Araf
3
t
1

A r a P

1

onde se observa ligações $-(l->-3) e 3 -(l->6 ) na cadeia principal, 

com ramificações em 0-6 e 0-3.

As arabi n o - 3 ,6 -gal actanas são as mais abundante me nte en^ 

contradas no reino vegetal. Em plantas superiores foram l o c a 

lizadas em sementes, folhas, raízes e frutos. Foram encontra - 

d a s , ainda, na sei va do xilema e em filtrados de culturas de célu^ 

las de tecidos vegetais. Nesse grupo enquadram -s e as gomas de 

plantas. Essas macromolée ulas são encon tr ad as  em frações de



hemiceluloses , solúveis em ãgua e, são extraídas tanto de m a 

deiras duras (a n g i o s p e r m a s ), como de madeiras moles (gimnosper 

m a s ).

Encontram-se em baixas concentrações nas madeiras duras 

e coníferas, com exceção das espécies do gênero L a v i x , onde são 

encontradas int er iormente em altas concentrações. Por sua rela^ 

tiva solubilidade as arabinogalactanas  são extraídas com agua, 

diretamente da ma deira pulverizada, distinguindo-se, de outros 

polissacarídeos solúveis em agua, encontrados em paredes c e l u 

lares e que são removidos da madeira, apõs d e i i g n i f i c a ç ã o . As 

arabinogalactanas estão concentradas no interior da madeira, £  

niformemente distri bu íd as em vários tecidos.

A relação entre os componentes m o n o s s a c a r í d i cos p r i n c i 

pais, galactose e arabinose é de 2,6 a 7,8. Em alguns casos o 

ácido glucurônico encontra-se em posição terminal não redutora 

e, pode atingir até 1% do açúcar total [Lavix lyalii) . Em

Lavix oceidentalis não foi encont ra do  ácido urõnico. As arabi-

nogalactanas de Lavix geralmente ocorrem como dois componentes; 

um com alto P.M., entre 3700 0-100000 (70-95%) e outro com P.M. 

menor entre 7500-1800 0 (5-30%). Também, uma arabinogalactana 

com alto P.M., foi isolada de L. oceidentalis, todavia, corres^ 

pondia a apenas 20% do total. Nesse mesmo vegetal a razão galac^ 

tose: arabinose é maior no componente de menor P.M., e a dispo

sição da arabinose nas duas frações é diferente.

Numa revisão sobre o gênero L a v i x , de onde havia sido i_ 

solada uma arabinogal ac tana, o uso da degradação alcalina, via 

B-eliminação, indicou que a ar abinose estava presente não s o 

mente nas ramificações, mas, também na cadeia principal da mo-

14
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licula. Isso foi ante rio rm en te  observado em condições de h i 

drólise suave ácida, na qual somente as ligações furanosídi - 

cas poderiam ser quebradas e conduziam a uma extensiva depoli 

merização da arabinogala ctana  com P.M. elevados (G.P.- 600) , 

formando fragmentos menores (G.P. 20-48). A solução de arabi- 

nogalactana a 0 , 1  M não apresentou absorção acima de 225 nm , 

indicando ausência de proteTna. Também nitrogênio não foi e n 

contrado em Zr. occiãentalis. As arabinogal actanas das espécies 

do gênero Lavix , têm uso industrial como aditivos alimentares, 

como agregantes em comprimidos e são também usadas em litogra^

A goma arábica, também do segundo grupo de AS PINALL,tem 

grande importância industrial. E exudada de troncos de Acacia 

senegal e sua estrutura, como aquela do gênero L a v i x , possui 

ligações de gal actopi ranosi 1 3-(l-*3) na cadeia principal, com 

ramificações do tipo 3-(1^6). Difere das arab in ogalactanas de 

Lavix e do endosperma do falso centeio, por apresentar u n i d a 

des de glucosil na cadeia lateral, conforme a seguinte e s t r u 

tura parcial".

fia.

—3) -B a lp - ( í  —3)-Galp-(1 —3)-Galp-(1  -  
6 6 6

t
1

R - * -4 ) -G  CpA G Í C p A ( 4 * -G I C p A ( V R

onde R representa mono ou oligossa c a r í de o s  envolvendo ^ r a m n o -



piranose, y-arabi n o f u r a n o s e , L - a r a b i n o p i r a n o s e , D-galactopi ra_ 

nose e, oc asionalmente, D-glucos

1 5 , 3  3,111*
As gomas de Acácia têm entre si uma estrutura se

melhante, mas em alguns casos variam em sua constitui çã o e or 

gani z a ç ã o .

São solúveis em agua, embora algumas dissolvam somente

em alcali diluído, ou após tratamento com boroidreto de sódio.

3 5
0 P.M. varia de 47 x 10 a 32 x 10 e o conteúdo de nitrogis 

nio de 0,02% a 1,66%. A quanti da de  de proteínas calculadas em 

relação ao conteúdo de nitrogênio, varia, portanto, de 0,13 a 

10,38%. As ligações glicosídicas entre as unidades de galacto 

se da cadeia principal são do tipo $-(l-*3) e f3-(l-+-6). 0 c o n 

teúdo de ácido urônico (ácido galacturõnico, ácido glucurÔni- 

co e seus metoxi derivados) varia de 4 a 16%. Amostrasque ou- 

trora foram consid er ad as  homogêneas, atualmente mostra m- se  hê  

terogêneas por análise el etrof orêti ca e/ou por teste sorolõgi_ 

c o .

Outro tipo de estrutura parcial de arab in og al ac tana s é 

a proposta, a seguir:

R R
ir

-4>filCpAÍ1 ^2>ManP-a -*4>GlcPA-(i -2VManP-(J -
3 3

Ã raP
3

t
1

?t



para a goma extraída de Anogeissus latifolia (goma ghatti), 0£ 

de R representa: A r a - ( l + 6 )-Man; A r a - (1+2 )-Ara - (1 +6 )-Man ; Ara- 

(1+3)- A r a - (1+6 )- M a n ; Ara-(l+5)-Ara-(l+6)-Man ou A r a - (1+3)- G a l .

Componentes de complexos pécticos com galacturonoramnana 

como cadeia principal, possuindo cadeias laterais de arabinoga 

lactana, foram isoladas de paredes celulares de Acev oallus.ím 

pectinas de Panax gins en g , as cadeias laterais podem estar li

gadas a unidades de ramnose e, em pectina de Zostera marina,por 

unidades de ácido g a l a c t u r õ n i c o .

Grupo III - a r a b i n o - 3 ,6- g a l a c t a n a - p r o t e T n a . 0 ter 

ceiro grupo é representado pelo complexo a r a b i n o g a 1 actana-pro- 

teTna extraído de células e suspensão de culturas de endosper- 

mas do falso centeio (Lolium multiflo vum) , representada pela
3 3

seguinte estrutura :

— *3)-G alp -(1-*3)-Galp-0  ~>3)-®3Íp~(l -*-3)-G a lp -(| ~>3)-®8lp 
6 6 6
t t t

1 1 1
R-Hlalp R-*Galp R-^Galp

f 6 6

Ar»t  A r a f A r a f

5 5
Essa macromol ecul a tem um P.M.de 2 x 1 0  a 3 X 1 0 ,  onde 95% de 

carboidratos estão associados a 5% de proteínas. 0 componente 

polissacarídico consiste quase que exclusivamente de unidades 

de galactose e arabinose na proporção de 1:1,7. Nenhum ácido 

urônico foi encontrado. Na estrutura, R representa ligação Araf 

-(1+3). Frequentemente arabinose terminal en co ntra-se na forma 

p i r a n o s í d i c a , como nas a r a b i n o galacta nas-proteína de Fontinalis

17



antipyretica e de Nicotiana tabacum. Os baixos valores de rota^ 

ção Óptica positiva ou negativa, pr ov av elmente refletem a p r e 

ponderância de configuração g-Q- e a a-L de unidades de ga- 

lactose e arabinose, respectivamente.

Na ligação entre o polissacarídeo e a proteína, a hidr£ 

xiprolina e apontada como o elo de ligação, devido a sua fre-
3 6

quente presença em complexos arabi nogal actanas-proteína . A eŝ  

tabilidade da porção galactana de arabi nogal actana do endospe_r 

ma do trigo ao tratamento alcalino drástico (NaOH 5 M, 100°C , 

24 horas), bem como o aumento da hidroxiprol ina nos produtos de 

d e g r a d a ç ã o ,indicam ligações gl icosídicas envolvendo esse amin£ 

ácido e a galactose. Isso foi confirmado pelo isolamento e ide_n 

tificação de 4-0-g-Q-gal actopi ranosi 1 -L-prol i na após a degrada^ 

ção da amostra. Também ligações Elcalis lãbeis de p-galactosil 

-0-serina f o r a m ,encontradas em proteo gl ic an as isoladas de f o 

lhas de Cannabis sativa , possivelment e presentes na cadeia 

principal de arabi nogal a c t a n a - p r o t e í n a . Uma outra ligação ãlca^ 

li estável do tipo glicosi 1 -hidroxiprolina foi encontrada em 

folhas de Cannabis sativa da Africa do Sul, porém, não na da 

Tailândia. Assim, em um grande número de proteogl i canas de anj_ 

mais e plantas,mais de um tipo de ligação c a r b o i d r a t o-amino ã- 

cido pode ser encontrada em uma molécula do polímero.

Na determinação da estrutura química fina, vários m é t o 

dos alternativos podem ser utilizados, entre esses enqu adra-se 

a metilação. Todavia na avaliação dos derivados metilados tem- 

se observado que, durante a derivatização  do polímero, reações 

degradativas podem ocorrer, como é o caso da g-eliminação c u 

jos mecanismos passaremos a discutir.

18
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1.5 PROCESSOS DEGRADATIVOS DOS POLISSACARÍDEOS:

B-ELIMINAÇÃO

Em geral, os glicosTdeos são estáveis a condições alcali 

nas. Entretanto, polissacarTdeos Scidos em meio básico podem so 

frer reações degradativas chamadas de B-elimi n a ç ã o , pela r e m o 

ção, através do ataque nucleofílico do H de 0-5 e de grupos fu_n 

cionais em 0-4 com consequente quebra de ligações glicosidicas . 

Os grupos que podera sofrer esse mecanismo de reação com pr ee nd em  unj_ 

dades redutoras, e os grupos carboxTlicos das unidades de ácido 

urônico presentes na molécula, bem como de seus derivados este- 

ri fi c a d o s .

a. Degradação através de grupos redutores

Quando tratados com base (esquema 1) os grupos redutores 

dos carboidratos normalmente em soluções aquosas originam o com
7

posto 3 - d e o x i h e x - 2 - e n o p i ranose (RI) . Na análise desse m e c a n i s 

mo de 8-eliminação foi observado que a reação ocorre mais facil^ 

mente quando existe um grupo substituinte em 0-3 do anel pirano 

sídico. Quando não houver nenhum substitui nt e na posição 0-2 a 

cetonização pode ocorrer, originando o 3 - d e o x i g l i c o - 2 - u l ose (RII) 

que pode sofrer um rearranjo tipo ácido benzTlico, formando um 

par epimérico do ácido 3 - d e o x i a l d õ n i c o , conhecido como ácido me
129

tassacarTni co (R 1 1 1 ) . Já a substituição em 0-2 origina o 3-de^

ox ih ex -2 -enopiranose (RI).

Quando um açúcar redutor apresen ta r um substituinte em 

0- 4 , a sequência da degradaç ão  envolve rearranjo de aldose para 

cetose, seguido de B-eliminação catalizada pela base e dando um



par epimêrico do ãcido 2 - 0 - h i d r o x i m e t i 1 -3 -d eo xialdõnico , ou á- 

cido isocacarínico (RIV).

20
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1 5
E s q u e m a  1 - D e g r a d a ç ã o  at ra vé s de g r u p o s  re dut or es:  

RI, 3 - d e o x i h e x - 2 - e n o p i r a n o s e ;  RII, 3-djí 

o x i g l i c o - 2 - u l o s e ;  RIII, áci do  3- de ox i a_l 

dônico; RIV, ac i d o - 2 -_0-h i d r ox ime t i 1 - 3 - 

d e o x i a l d ô n i c o .

As unidades 2 , 3-di- 0 - s u b s t i tuTdas são estáveis a degr£

dação catalizada por base ã temperatura ambiente. Porém são ex

tremamente lábeis a ácidos com liberação do substituinte em 2

-C), originando uma unidade 3-0-susbs ti tuída que pode apresen-

7 ,12
tar subsequente degradação em meio básico ’ . Ja a formaçao do

ãcido sacarTni co (C 0 0 H - C 0 H (C H 3 )- C H 0 H - C H 0 H - C H 2 0H ) é de especial 

importância para pol issacarídeos contendo cadeia principal com



ligações do tipo (1+3), com ou sem cadeias laterais e, tambim, 

para glicanas 4-0-ligadas. Como a 3-eliminação expõe a unidade 

redutora subsequente da cadeia, a degradação pode se processar 

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

Para po lissacarTdeos constituídos por ligações (1+3) ou 

(1 + 4 ) na cadeia principal e su bstituídos por cadeias laterais 

em 0-6 , o processo de degra da çã o ocorre da mesma maneira que pâ  

ra glicanas lineares,mas com a formação do ácido 0-glicosi 1 sa- 

carínico através das unidades ramificadas. Esse tipo de depoli_ 

merização foi observado com a galactom an an a de guar que ê
1 5

constituída por uma cadeia 4-0-g- li ga da  .

Estudos em modelos de compostos contendo unidades r e d u 

toras 3 ,4- d i -0-substi tuTdas têm revelado que os dois substituiji

tes são eliminados provavel me nt e com a formação de diferentes

13
tipos de produtos de degradaçao dessas unidades

Em geral , os estudos de degradação alcalina de grupos 

redutores, têm um valor limitado para estudos estruturais, cojn 

tudo são importantes em função dos diferentes oligos sa ca rí deos  

produzidos. A degradação catalizada por base, que frequentemeji 

te ocorre sobre as unidades de hexuronato, expõe grupos redut£ 

res nos quais pode ocorrer a subsequente 3-el imi n a ç ã o . A amplj_ 

tude dessas reações depende dos tipos de ligações envol vi das eji 

tre os grupos expostos.

Em algumas g l i c o p r o t e T n a s , cadeias de o 1 igossacarídeos 

ligados glicosid ica mente  a serina ou treonina são liberadas por 

tratamento com base. Cadeias de ol ig os sacarTdeos permane ce m es_ 

táveis ã base quando a 3 -eliminação é conduzida sob solução a-
15

quosa de NaOH contendo NaBH^, conforme a reaçao a seguir :
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- „ O *

R e a ç ã o  de $-e l i m i n a ç ã o  a ç ú c a r - p r o t e í n a

Po 1 issa carTdeos que aprese nt em  cadeias 0- g l icosidicamen- 

te ligadas a proteína, em p r o t e o g l i c a n a s , são desta mesma forma 

liberadas, sem acentuada degradação pelo mecanismo de "peeling".

b. Degradação através de unidades de ácidos urôni-
cos .

0 mecanismo de 3 -eliminação via unidades de ácidos urôni^ 

cos ocorre quando essas estão este ri ficadas e/ou 4- 0- susbtituT- 

das por grupo éter ou grupo glicosil e resulta na eliminação de 

4-JD-substi tui ntes com a formação de unidades de hex-4-enopi ran£ 

siluronato. Essa reação foi inicialmente postulada como uma rea^ 

ção competitiva na saponi fi cação de pectinas altamente esterifj_
9 1, 9 2

cadas em soluções aquosas . Os ácidos pécticos demonstraram 

ser mais resistentes a depolime ri za ção do que as pectinas ou as 

substâncias pécticas, que apresen ta m unidades de ácidos D-gala£ 

turônico es t e r i f i c a d a s . KERNER denominou a esse fenômeno de "3- 

d e a l c o x i 1 ação" e NEUKOM e DEUEL apresen ta ra m a prova conclusiva 

da depolimerização de material péctico, quando demonstraram que 

as pectinas são fragmentadas facilmente em soluções alcalinas,ou 

em meio tamponado (pH 6 ,8 ), dando fragmentos de oligoss ac ar ídeo s

R
i

-C-
i
H

/
N H
i

- C - H
i
c=o 
i

N o B H 4

/
N

H o O H  +  R - C « =  R - H
* i i

H  C = 0  
1



e liberando o 4 - d e o x i - L - t h r e o - h e x - 4 - e n o p i r a n o s i 1uronato .

A depolimeriza çao é um processo rápido e pode ser a c o m 

panhada pela mudança da vis co si da de  ou pelo aumento da a b s o r 

ção em U.V (232 nm), que indica a presença de um ácido carboxí

lico a-B-insaturado . 0 acido colãnico, um polissacarídeo a-

87
cidico de bactéria foi o primeiro, cuja analise estrutural 

foi realizada pelo método de degradação. Uma suspensão do poli^ 

sacarídeo na forma de seu h i d r o x i p r o p i 1 éster, obtido com meto 

xido de sÕdio metanólico contendo 2 ,2 -dimetoxipropano como um 

agente desi dratante , resul tou na liberação de 4 ,6-_0-(1 -carboxie 

tilideno)-Q-galactose.

Todavia com um poliss ac ar íd eo insolúvel a reação causa 

somente 50% de degradação. A 3-elimina çã o é melhor conduzida se 

a reação for efetuada usando-se um solvente não hidroxílico em 

pol i ssacarídi cos contendo substi tui ntes estáveis ã base,os quais 

podem ser permanentes, como por exemplo metil éter (0-metil) ou 

instáveis como por exemplo metoxietil acetais (0-acetil).

76 8 9 94
No método desenvolvido por HAK0M0RI ’ que permite a 

permeti la ção  do p o l i s s a c a r í d e o , quando realizada em uma ú n i c a e  

tapa não ocorre a degradação. Contudo, no processo de remetila^ 

ção que envolve a readição de base, esta pode propiciar a B -e 1 ji_ 

minação. Tratando-se 0 derivado parcia lm en te  metilado com metil 

sul f i ni Imetami da de sódio (ion metil su 1 f i ni 1 carbani o n ) em DMSO, 

há a liberação de substi tuintes 4-0-ligados e a formação de unj 

dades de h e x - 4 - e n o p i r a n o s i 1uronato que poderão ser p o s t e r i o r 

mente degradadas. Esse processo desenvolvido  por LINDBERG et a l ü  

é particula rme nte importante do ponto de vista quanti tati vo pâ  

ra polissacarídeos contendo somente unidades de açúcares neu-
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tros não substituídos cuja analise é feita, apôs a conversão 

para acetato de alditÕis p a r cialmente metilados por g.l.c.-m.s

Na análise dos poli ss ac ar íd eos capsulares de Klebsiella
9 1

tipo 47 , os produtos da amostra metila da  mo straram haver d e 

gradação durante o processo de metilação, onde as unidades de 

ramnopiranose em posição terminal desapareciam, indicando que 

estas estavam presentes como unidades de ãcido glucurônico 4 - 0  

-substituídas, e que foram perdidas por 3 -elimi n a ç ã o . Após al- 

q u i 1 ação dos polissacarldeos metilados degradados, ficou e s t a 

belecido que o 0-3 de unidades internas era o sitio de ligação
ii*

de unidades de acido urõnico

1.6 A PERESKIA ACULEATA (ora-pro-nobis)

Nos últimos anos tem-se obse rv ad o um consumo crescente 

de polissacarldeos para fins de al im entação e usos industriais 

em geral. Todavia, observa-se também que a produção destes p o 

límeros não tem acompanhado a sua demanda. Classificados, pelo
iii*

mercado mundial como especialidades químicas , a maioria de^ 

sas m a c r o m o l é c u 1 as na forma natural ou de seus derivados em nos 

so pais é obtida através do serviço de importação, o que e s t i 

mula a procura de fontes altern at iv as  nacionais.

No Brasil inúmeras espécies nativas, são muito pouco co 

nhecidas e utilizadas, tanto nos lares como nas indústrias. Ejn 

tre elas situa-se o caso da cactãcea Pereskia aouleata que pa^ 

saremos a analisar.

Espécies do gênero Pereskia podem ser encontradas em
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_  1 1 7
altitudes de até 4700m . A P. acul ea ta , também conhecida co

mo groselha da América, groselheira dos Barbados, groselheira

39
das Antilhas, rosa Madeira e ora-pro-nobis , e uma planta n a 

tiva da América Tropical e pode ser encontrada na fifrica ( M a -
I S  , 4 8 , 5 9

dagascar) e ftsia (Sri Lanka) .No Brasil cresce desde a

Bahia até o Rio Grande do Sul e, na medicina caseira, as folhas

são utilizadas como emolientes, quando aplicadas sobre abcessos 

39
duros . No meio rural, apÕs a maceraçao do vegetal em agua, o 

sumo mucilaginos o extraído de espécies congêneres e silvestres, 

misturado com cal ê usado para branquear galpões e telhados de
I*- 8

zinco

Segundo DAYRELL a planta não é toxica e suas folhas

não apresentam fatores a n t i n u t r i c i o n a i s .

'6

ALMEIDA FILHO e CAMBRAIA , os primeiros a estudar seu va 

lor nu tr i t i vo , verifi caram que as folhas de ora-pro-nobis possuem 

elevado teor de proteínas (25,5%), este valor, em termos de ma

- - _  _ 5 7
teria seca, e comparavel ao do feijão (18-20%) e superior ao

1 4  0 i* o
milho híbrido comum (7,4%) e mesmo ao opaco-2 (10,0%) . 0

teor proteico é e x t r a o rdinariamente elevado, quando comparado 

com vegetais onde a parte comestível são folhas de elevado teor 

em agua como a couve, a alface e o espinafre, cujos teores pro 

teicos são 1,6%, 1 ,3% e 2,2%, respectivamente. A análise de di_ 

gestibilidade destas proteínas mostrou que em média 85% delas 

achava-se numa forma digerível. Observou-se que a ora-pro-no- 

bis, mesmo sendo uma planta suculenta, possui um teor de lisi- 

na bastante elevado, (5,4g/100g de proteína). Isso em termos de

matéria seca, seria de 2 a 23 vezes maior que em qualquer ou-
6

tro alimento acima co ns iderado . Esses resultados sao b a s t a n 
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te significativos considerando-se a e s s e n cialidade  da lisina 

na nutrição animal, e a carência desse ami no ãc id o em muitos 

dos alimentos utilizados por classes de baixo poder a q u isiti

vo .

A deficiência em lisina, comum nos cereais, é de c o n s i 

derável importância, pois três quartos da po pulação mundial u 

sam cereais e leguminosas para obter cerca de 80 a 90% do seu 

consumo de proteínas. A cada ano os cereais fornecem duas e 

meia vezes mais proteínas do que todos os alimentos de origem
* * 6 ,55,73

animal e o valor nutritivo dos cereais consumidos pòde

ser enriquecido pelo acréscimo de vários ingredientes. Por e- 

xemplo, o macarrão feito apenas de semolina apresenta um v a 

lor proteico de 1 2 %, em níveis limitantes dos aminoãcidos es-
1 2 1

senciais: treonina, metionina e lisina . Assim, não apresejn 

ta composição proteica adequada para o crescimento normal de
72

crianças e para a manutençao corporal de adultos . Devido a 

isso nos grandes centros consumidores, hoje existe no mercado 

um macarrão tipo especial, o macarrão verde (pasta verde),que 

tem boa aceitação entre as classes mais altas. Este macarrão, 

quando feito com espinafre, que dá sua cor esverdeada, tem 

um maior valor nutritivo por sua compos iç ão  em sais minerais, 

especi al me nt e ferro. Todavia sendo o produto caro, com a q u a 

lificação de luxo, não está ao alcance das classes mais pobres 

de vi do ,p rin cip almente, a baixa produção do espinafre e a sua

não dis po ni bi lid ade durante o ano todo.

** 6
Num trabalho efetuado por DEES na Universidade de V i 

çosa na produção de macarrão verde as massas resultantes da a-

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

dentre os macarrões coloridos produzidos. Observaram, também,

que a incorporação de ate 2,5% de ora-pro-nobi s em põ,duplic_a
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va a quantidade de fibra, o que foi nutricionalmente conside

rado positivo. A quantidade de fibra 7,6% na matéria seca,,

115
segundo SCALA , seria de grande interesse na indústria de a 

limentos processados, desde que uma das grandes preocupações mé 

dicas nos últimos dez anos é a falta de material celulósico
4 , 2 7 , 2 8 , 3 5 , 5 3 , 1 3 0

nas dietas , o que ocasiona a diminuição do peri^

taltismo intestinal, e conduz as chamadas doenças do mundo cĵ  
i oe

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

de tanto prevenir como dim in ui r e em alguns casos até curar dc)
m  _ 7 2

enças como: varizes , câncer de cólon , hemorróidas, tumo -
9 8 9 9

res intestinais, cálculos renais , diabetes , além do que a

130
sua presença pode, tambem, ser um fator dietético

Dos trabalhos efetuados até agora com as folhas de ora- 

pro-nobis pode-se relacionar a seguinte composição média na m£ 

téria seca: umidade 7,5%, gordura 3,5%, proteínas 19%, cálcio 

2,5%, fosfato 0,5%, ferro 0,15%, magnésio 1,2%, fibra 7,5%, a-
6 *i 3 ,  M  ,  1 2 2

çucares 40% e cinzas 18,0% . Desses resultados foi sui

gerido que o ap ro veitamento das folhas de o r a - p r o - n o b i s , uma 

planta cultivada facilmente nos quintais e, de ciclo perene, em 

escala industrial poderia abrir nova fonte de renda para o p e - 

queno produtor

A mucil ag em  de folhas de Pereskia aeuleata que foi est£
12 3

dada inicialmente por SIERAKOWSKI , apres en to u- se  constitují 

da por um hete ro po li ss acar íd eo  ácido, cuja complexidade e s t r u 

tural motivou a continuidade dos estudos, originando o p r e s e n 

te trabalho.
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2. OBJETIVOS

0 valor biológico dos polissacarídeos e a sua aplicação 

crescente nas área médicas e industriais e função da sua estru 

tura molecular. Considerando esses aspectos, os objetivos do 

presente trabal hosobre a p r o t e o a r a binog alactana acídica de f o 

lhas de Pereskia aculeata, sao:

1. Determinar a cons ti tu iç ão  química;

2. Estudar a homo ou hete rogeneidade;

3. Analisar a estrutura química e física por espectros-

-  1 13
copia de ressonancia nuclear magnética ( H-n.m.r e C-n.m.r);

4. Determinar a estrutura química parcial através das ò 

nãlises de met ilação (g.l.c. e g.l.c.-m.s);

5. Caracterizar a ligação glicosil-aminoãcido;

6 . Estudar a suceptibilidade ã 3-eliminação, quando sub-, 

metida a tratamento alcalino;

7. Estudar a dis tribuição de grupos 0 - a c e t í 1 icos ;

8 . Verificar o comportament o físico-qu ím ico em termos de 

vi scosi d a d e .
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3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 MATERIAIS E MÉTODOS GERAIS

Os reagentes e solventes utilizados apresentavam c a r a c 

terísticas PA-ACS. 0 etanol empregado na precipitação dos p o 

li ssacarTdeos e a acetona para a sua secagem apresentavam  a eŝ  

pecificação "técnica".

As evaporações foram realizadas em evaporador rotatório, 

ã vácuo, a temperatura de 50° e no caso dos éteres das amostras 

metiladas a 20-30°.

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

tas a temperaturas ambiente em aparelho Micronal.

A e l e t r o f o r e s e , para a verificação da homo ou h e t e r o g e 

neidade, foi feita em fitas de acetato de celulose (Celogel) a- 

põs coloração da amostra com Azul de Procion M-3G (Cia Imperial 

de Indústrias Químicas do Brasil), pelo método de DUDMAN e
k 8

BISHOP ut il izando-se o aparelho Fanen, 250-350V, 7 mA, 10 min, 

com câmera de imersão da Chemetron e tampão borato 0,2 M, pH 9,2.

As rotações específicas foram obtidas em polarímetro a u 

tomático P e r k i n - E l m e r , modelo 141 a 25°. Para essas d e t e r m i n a 

ções as amostras foram sol u b i 1 izadas em água com as seguintes 

concentrações em açúcar total: 0,15% (pol i ssacarídeo P); 0,195%



(F-2); 0,22% (F-3); 0,11% C F - 7) e 0,2% (pol i ssacarTdeo P-l) (Ta^ 

bela II).

As determinações e s p e c t r o f o t o m é t r i cas foram efetuadas em

a) Aparelho Coleman Júnior, modelo 6A, para a re 

gião visível;

b) Aparelho Beckman A c c u l a b ™ 1 0 ,  em disco de KBr 

ou filme de CHClg sobre célula de KBr, para a 

região do infra-vermelho;

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

DMS 80, UV-VIS.

As análises crom at ogrã fi cas em papel (c.p) foram r e a l i 

zadas pela técnica ascendente, util iz ando-se o sistema de s o l 

ventes benzeno-n-butanol -pi ri di na-ãgua ( 1 :5:3:3 v/v, fase supe-
1 3 7

rior) e como revelador usou-se nitrato de prata alcalino . As 

análises cr omatogrãficas em camada delgada (t.l.c.) foram r e a 

lizadas em placas ( 20 x 20 cm ) de sTli ca gel, em suporte de â 

lumínio (Merck), com 0,25 mm de espessura, empregando-se, os se 

guintes sistemas de solventes e vi suai i z a d o r e s , r e s p e c t i v a m e n 

te :

a) n-Butanol - a c et o n a - t a m p ã o  fosfato pH 5 (4:5:2, 

v/v) e placa tamponada no mesmo tampão; vi s u a i i z a d o r : fosfato
7 1

de anilina

b) Solução aquosa de fenol a 75% (v / v );v isuaiiz^
1* 7

dor: ninhidrina a 0 ,1 % em acetona (p/v)

As cromatografias 1 Tquido-gasosas (g.l.c.) foram realiza_ 

das em cr om atõ gr afo  Varian, modelo 2440 ,com detector de ioniza 

ção de chama, utilizando-se nitrogênio como gás de arraste e as 

seguintes colunas:



A) 3% de ECNSS sobre "gas chrom Q" de 1 00-1 20 mesh, 

em tubo de aço inoxidável 200 x 0,15 cm (d.i.), com detetor a 

240°, injetor a 190° e fluxo de nitrogênio a 37,5 mL/min. A tem 

peratura da coluna para os produtos de hidrólise na forma de â 

cetato de alditóis era de 175° e, para a analise dos acetatos
8 9

de alditóis parcialmente me tilados, de 150° .

B) 3% de 0V-225:s_obre gãs Chrom Q de 1 00-200 mesh , 

em tubo de aço inoxidável 200 x 0,15 cm (d.i.) com detetor a 

240°, injetor a 190° e fluxo de nitrogênio a 40,0 mL/min. A tem 

peratura de operação da coluna para os produtos de hidrólise 

na forma de acetato de alditóis era 190° e, para a análise dos 

acetatos de alditóis pa rc ia lm en te  metilados, 165°.

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

D) Porapak Q, temperatura 120°.

0s tempos de retenção (T) foram determinados relativos 

ao xilitol penta-acetato para os derivados totalmente acetila 

dos, e 1 , 5 - d i - 0 - a c e ti 1 - 2 , 3 , 4 , 6 -t e t r a - 0 - m e t i 1- D - g l u c i t o l , para 

os derivados acetilados parcialmente metilados. As d e t e r m i n a 

ções quantitativas dos produtos analisados por g.l.c foram obtj^ 

dos de acordo com o método de t r i ã n g u 1 a ç ã o , segundo SAWARDEKER
1 3 3

et a 1 i i

A cromatografia 1Tquida-g as os a acoplada a espectrometria 

de massa (g.l.c.-m.s) foi realizada com os derivados acetatos 

de alditóis parcialmente metilados em es pe ct rometro 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:

1 7  6 3
E) OV-225 e 0 V -17 na proporção de 3:1
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F) DB-210 e

G) OV-225.

Os espectros foram obtidos por impacto de e l é t r o n s ,rep£

titivamente a cada 2 segundos a 70 eV desde massa 40 ate 420.

As injeções foram feitas diretamente na coluna a 50°,uti 1 izando 

- 66
a técnica "split" e, o aparelho foi rapidamente programado pâ

ra 40°/min ati 182° (então mantido) para a coluna E e G,a 40°/

min até 195° (então mantido) para a coluna F. Utilizou-se hélio

como gãs de arraste, com velocidade linear de 35 cm/s. A identi_

ficação final dos produtos foi realizada por co-injeção com pa-

_ 76
droes e por típicos tempos de retenção . As areas dos picos f o 

ram obtidas por integração automática e/ou triangulação.

Para as espec tr os co pias  de ressonância nuclear magnética 

de próton (^H-n.m.r.) as amostras ( 40-100 mg) foram dissolvidas em 

D 2 O e os espectros obtidos em espe ct rô me tr o Jeol J. NM-PMx60.0s 

deslocamentos químicos (6 ) foram referidos ao Me^Si (TMS) conti_ 

do num capilar coaxial ao tubo de amostra. As frações F-2, F-3

foram analisadas sob pré-saturação para remoção do pico de D0H.

0 s espectros de ressonância nuclear magnética de carbono

1 3
-13 ( C-n.m.r) foram obtidos com 0 uso dos seguintes espectro- 

metros incorporados ao tr an sformador Fourier:

a) Varian XL-100-15; soluções de 40-100 mg em

0,85 mL de D 2 O contidas num cilindro coaxil colocadas em tubo

de 1,2 cm de diâmetro e 20 cm de comp ri me nt o mantidas a 70°. 0

"spectral width" (s.w.) 5000 Hz, 0 "acquisition time" (a.q.)

0,4 s, 0 "pulse width" (p.w.) 9,5 ys, e 0 "number of transients" 

(n.s.) 69080.
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b) Bruker AM-360-WB; soluções de 60 mg do polis- 

sacarídeo P em 2 mL de DMS0- Hg e 18 mg do polissacarídeo P-l em 

2 mL de D£0 foram colocadas em um tubo de 1 cm de diâmetro e 

20 cm de comprimento e mantidas a 33°, para serem analisadas no 

e s p e c t r o f o t ô m e t r o , onde os desl oc am en to s químicos obtidos a 33° 

foram corrigidos para +1.0 p.p.m para a temperatura de 70° u- 

sando 0 ap.arelho de 100 MHz. 0s parâmetros espectrais foram: "s. 

w. 18519 Hz, a.q. 0,44 s, p.w. 21 ys e n.s. respectivamente 

88496 e 79488, dependendo da quantidade da amostra utilizada.

0 s deslocamentos químicos foram expressos em ô (p.p.m.) relati_ 

vos â ressonância do TMS, determinada em experimento separado.

As 1 i o s o f i 1 izações das soluções foram feitas em aparelho 

Virtis, modelo 10-145 MR-DA.

As dosagens de carboidrato total foram realizadas pelo

51
método fenol-acido sulfúrico a 490 nm utili za nd o- se  como p a 

drão solução de Q-glucose a 40 yg/mL; ácidos urônicos pelo méto
2 4

do de BITTER e MU I R usando-se ácido D-galactur õn ico como pâ

4  9

drao (11,40 yg/mL) e 0 fator de correção 0,75 ; 0-acetil pelo
6 9

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

tato (3 pmoles/mL); nitrogénio total (N) pelo método de micro
80 , 5 0

KJELDAHL ; proteínas (N x 6,25); hexosami nas pelo método de DISCHE ,

utilizando-se um padrão de glucosamina (15 yg/mL); fósforo pe-
1 9

lo método de BARTLETT com fosfato monobasico de sódio (36,2
34

yg/mL) como padrao; cálcio pelo método de CLARK e C0LLIP ; me
1 1 6

toxil segundo 0 método de SCHULTZ ; umidade em estufa a 100-



3.1.1 HIDRÓLISES

34

3.1.1.1 Hidrólises alcalinas para a liberação 

dos substituintes acetil e metoxil.

As amostras do polissacarTdeo P foram tratadas com so 1 jj 

ção 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 fração dializãvel foi concentrada para vo 

lume menor, deionizada com resina Dowex 50W X8 (forma H+ ), e 

filtrada. 0 filtrado aquoso foi extraído e xaustivamente com é- 

ter etílico e a fase etérea analisada por g.l.c., na coluna C, 

utilizando-se um padrão de ácido acético como referência.

Em outro experimento as amostras foram tratadas, d u r a n 

te 1 hora a temperatura ambiente com solução aquosa de NaOH 1,0 M 

0 hidrolisado foi aplicado em uma micro coluna de resina Dowex 

50W X8 (forma H+ ) e eluTdo com H £0 deionizada. 0 eluato aquoso 

foi analisado por g.l.c. na coluna D, utilizando um padrão de 

MeOH como referência.

3.1.1.2 Hidrólises ácidas

Hidrólises totais - As hidrólises totais foram feitas 

em tubo KIMAX, com os seguintes ácidos e concentrações:

a) acido t r i f 1uoracético (TFA) 1,0 M, durante 5 h 

a 1 0 0 °;

b) ácido sulfúri co a 72% (H2 S O 4 ), durante 1 h a



frio seguido de diluição para 8 % e aquecimento d£ 

rante 4 ou 18 horas em banho de ãgua fervente, d£ 

pendendo do tipo de amostra a ser hidrolisada;

c) ácido clorídrico (HC1) 6,0 M, em estufa a 105° , 

durante 18 horas.

Hidrólises parciais - As hidrólises parciais foram re^ 

lizadas em tubos KIMAX, com TFA 0,02 M, durante 2 horas em b a 

nho de ãgua fervente.

Os excessos de TFA e HC1 foram removidos por sucessivas 

evaporações a vácuo das soluções hidrolisadas, e o de H 2 S O 4 por 

meio de neutralização com carbonato de bário. 0 material i n s o 

lúvel foi removido por filtração.

3.1.2 REDUÇÃO E ACETILAÇÃO DOS M0N0SSACARÍDE0S 

OBTIDOS NAS HIDRÓLISES ÁCIDAS TOTAIS DAS AMOSTRAS.

120
As amostras foram reduzidas com NaBH^ a temperatura 

ambiente,por 16 horas e,em seguida tratadas com resina Dowex 

50W X8 , forma H+ , para eliminar os Tons d e s õ d i 0 . Apõs filtração, 

as soluções foram concentradas sob pressão reduzida, a 45°. 0

ácido bórico foi eliminado por codestilação com metanol na for 

ma do ester volátil borato de trimetila. Os alditõis r e s u l t a n 

tes foram acetilados com uma mistura de anidrido acético-piri -
1 41

dina (1 : 1  v/v) ,a temperatura ambi ente ,durante 16 horas,quajn 

do 0 processo foi interrompido pela adição de gelo moTdo. Os a_ 

çúcares acetilados foram extraídos com clorofórmio, a piridina 

residual foi eliminada da preparação por tratamentos sucessivos
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com CuSO^ 2,5% e a solução clorofõrm ic a lavada várias vezes 

com água destilada. Após a evaporação do excesso do solvente, 

os acetatos de alditõis foram analisados por g.l.c., colunas A 

e B,nas condições já descritas ante riormente.

3.1.3 OBTENÇÃO DO POLISSACARÍDEO P

3.1.3.1 Preparo do pó acetônico

Folhas verdes de Pereskia aculeata ( - 5 9 0  g) coletadas 

em março de 1982, no município de Viçosa, Minas Gerais, foram 

imersas em etanol , durante 72 horas, filtradas e 0 sobrenadaji 

te etanõlico desprezado .As folhas foram secas ao ar( - 93 g) e, em 

seguida, mergu lh ad as em acetona por 48 horas. Apõs filtração e 

secagem em capela, as folhas foram trituradas em Moinho Wiley, 

utilizando-se uma peneira de 20 mesh. 0 pó acetônico obtido 

foi, a seguir, extraído em extrator  Soxhlet usando uma m i s t u 

ra de benzeno-etanol (2:1, v/v), por 24 horas. 0 extrato r e 

sultante foi desprezado. 0 pó residual ( - 90 g) serviu para 0 

processo de extração do polissacaríd eo bem como para a d e t e r 

minação da umidade.

3.1.3.2 Extração do polissacarídeo com água

0 pó extraído com benzeno-etanol (86,5 g) foi submetido 

ao processo de extração com água ( - 9 0 0  mL) a 50°, sob a g i t a 

ção durante 24 horas. 0 so br en ad an te  viscoso foi isolado por 

centrifugação a 8000 r .p . m .,du rante 15 min>a temperatura a m b i 
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ente. 0 precipitado foi novamente submetido a mais duas e x t r a 

ções, como descrito acima, e os sobr en adantes foram reunidos 

(2,3 L) e, então, dialisados em agua corrente,dur ante  24 horas. 

Ao material dialisado (pH 4,7) acrescentou-se solução aquosa de 

NaOH, 0,1 M para corrigir o pH a 7,0. A seguir, adicionou-se 

lentamente e sob agitação solução aquosa de brometo de cetiltri^ 

metilamÔnio a 1% (Cetavlon), levando-se em conta as q u a n t i d a -
1 1 8 , 1 1 9

des do poli ssacarTdeo e do detergente . 0 sobrenadante e

o complexo insolúvel p o l i s s a carTdeo -deterqente foram separados

por centrifugação. 0 sobrenadante foi desprezado após a verifi_

51
cação da ausência de carboidrato pela dosagem de açúcar total . 

0 precipitado foi dissolvido em acido acético a 1 0 %, reprecipi t^ 

do com etanol (3 volumes) e lavado sequencialme nte com etanol e 

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

10,20 g de põ total, denominado de compone nt e P (Esquema 1 pã- 

gi na 55 ) .

3.1.3.3 Desproteinização segundo SEVAG131

Aproximadame nte 8 , 0  g do componente P em solução aquosa
1 3 1

( - 100 mL) foram desprotei ni zados com a mistura de SEVAG , d]j 

rante 18 horas,a temperatura ambiente. 0 processo foi repetido 

mais 6 vezes. ApÕs a de sp ro te inizaç ão a amostra foi p r e c i p i t a 

da com etanol (3 volumes). 0 pr ec ipitado foi lavado s u c e s s i v a 

mente com etanol e acetona e seco a vãcuo em aparelho de ABDER^ 

HALDEN, obtendo-se aproximada me nte 7,0 g de põ seco denominado 

de polissacarTdeo P que foi submetido as analises quTmicas e 

espectroscopi c a s .
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3.2 MATERIAIS E MÉTODOS ESPECIAIS

3.2.1 FILTRAÇÕES EM GÉIS**

3.2.1.1 Filtração em Gel de Sephadex G 200

Uma amostra do po li ssacarTdeo  P (50 mg) foi colorida com

azul de Procion M-3G, segundo o método de DUDMAN e BISHOp52. 0

polissacarTdeo colorido foi então aplicado em uma coluna (40,0 

x 2,0 cm, d.i.), contendo Sephadex G 200 e eluTdo com água des 

tilada, observando-se e aparecimento de trés bandas durante a 

e 1 u i ç ã o .

3.2.1.2 Filtração em Gel de Sepharose 6B

0 polissa carT deo P (45 mg) foi dissolvido em 0,5 mL de 

tampão Tris-HCl 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 De)£ 

tran e eluTda com o mesmo tampão. Frações de 2,5 mL foram c o l e 

tadas a temperatura ambiente, com coletor automático de frações.

51
Dosagens de açücar total foram realizadas em cada alTquota e o 

perfil de eluição enc ontra-se na Figura 2.

3.2.1.3 Filtração em Bio-Gel A5 M

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

com uma suspensão de Bio-Gel A5 M em tampão fosfato 0,1 M, pH



8,0, e calibrada com Blue Dextran. Na superfTcie do gel foi a- 

plicada uma solução do poliss ac ar íd eo original P (43 mg em 0,3 

mL de tampão) que foi eluTda com o mesmo tampão. Volumes de 

2,5 mL foram coletados a temperatura ambiente  e monitorados a 

280 nm (proteínas) e a 490 nm (açúcar total). Figura 1.

3.2.2 FRACIONAMENTO DO POLISSACARÍDEO P EM COLU
1 0 7

NA DE DEAE-CELULOSE, FORMA Cl“

A pro xim ad ame nte 1,5 g do pol i ssacarídeo P foi dissolvi^ 

do em ãgua (100 mL) e a solução foi aplicada no topo de uma 

coluna (24,0 x 4,0 cm, d.i.) contendo D E A E - c e 1 u 1ose (forma Cl ).

A coluna foi eluTda com ãgua (310 mL) ate apresen ta r reação ne
5 1

gativa para açúcar total . A solução aquosa foi concentrada a 

um volume reduzido e precipitada com EtOH (3 volumes). 0 precj_ 

pitado obtido foi separado por centri fu ga çã o, lavado sequenciaj 

mente com etanol e acetona e secado a vácuo, originando a f r a 

ção denominada F-l.

A seguir a coluna, foi c o n s e c u tivamen te eluTda com s o 

luções de NaCl 0,1 M ( 1 074 mL), NaCl 0,25 M (1150 mL),NaCl 0,5M 

( 180 mL ) , NaCl 0,75 M (110 mL), NaCl 1,0 M (104 mL),HCl 0,1 M 

(1685 mL) e HC1 0,25 M (765 mL). 0s eluatos foram dialisados , 

concentrados a um volume reduzido e pr ec ip it ad os  com etanol (3 

volumes), or ig inando-se as frações F-2, F-3, F-4, F-5, F-6 , F-7 

e F-8 , respectivamente. 0s resultados das análises efetuadas ,ejn 

contram-se na Tabela III.

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

endem as frações percentualme.nte majori tãrias do pol i ssacarTdeo P ,
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foram analisadas na forma de acetatos de alditõis conforme m e 

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 ANÁLISES DE METILAÇÃO

3.2.3.1 Análise de metilação das frações F-2 e F-3

68 70
Metodo de HAWORTH ’

Amostras das duas frações,F-2 e F-3 (31 mg de açúcar

total),foram dissolvidas em 10 mL de solução aquosa de NaOH a 

40%, contendo NaBH^. As soluções, a temperatura ambiente, foram 

agitadas sob atmosfera de nitrogênio durante 2 horas. Apõs, â 

dicionou-se acetona (3 mL) e sulfato de dimetila (3,5 mL). Esse 

último reagente foi adi ci onado ,g ota a gota ,ao longo de 1 2  horas 

e os processos permaneceram em agitação por mais 8 h. Apõs esse 

perTodo as misturas metilantes foram neutralizadas com acido a- 

cético concentrado, gota a gota, em banho de gelo, u t i l i z a n d o -  

se f enol f ta 1 ei na como indicador. As frações parc ia lm en te  metila^ 

das foram dialisadas em água corrente (25 h) e o processo de me 

tilação foi repetido mais uma vez.

Método de KUHN et alii

ApÕs secagem dos polissacarTdeos parcialme nt e metilados 

pelo método de HAWORTH as amostras adicionou-se N_, N-dimetilfor 

mamida (2 mL). As suspensões foram agitadas por 2 horas a frio 

e ,posteriormente,em banho-maria (98°) por 30 min. Depois dos mat£ 

riais estarem totalmente sol ubi 1 i z a d o s , foi adicionado i o d e t o d e
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metila ( 2 m L ) e rapidamente õxido de prata (Ag 2 0 ;o,2 g) deacor 

do com o método descrito por PURDIE e modificado por KUHN et

..70 j 85
alii . Nos quatros dias consecutivos foram adicionados A g 20 

(0 , 2  g por dia) e os sistemas mantidos sempre sob agitação e na 

ausência de luz. Vinte e quatro horas após a última adição de 

Ag^O os processos foram interrompidos e extraídos e x a u s t i 

vamente com d i c l o r o m e t a n o , seguido da filtração em funil de 

placa porosa F. 0 solvente foi evaporado até a secura e os ma 

teriais colocados em dessecador (12 h). Como a análise por I.V. 

indicou,ainda, fraca absorção acima de 3200 nm, o processo de 

metilação pelo método de KUHN et alii foi repetido mais uma vez. 

Os produtos meti lados foram hidrolisados, reduzidos e acetila- 

dos da mesma maneira como descrito no item 3.2.3.4 de MATERIAIS 

E M Ê T 0 D 0 S .

3.2.3.2 Análise de metilação do Polissacarídeo P

0 poliss ac arí deo P (310 mg de açúcar total) foi metila - 

do sucessivamente pelo método de H A W O R T H 68 (2 vezes) e de KUHN
85

et alii ( 2 vezes ) .

Em seguida o polissacarídeo me tilado foi dissolvido em 

clorofórmio e dividido em duas alíquotas iguais. Uma delas foi 

hidrolizada para a posterior conversão do po li ss ac ar íd eo meti- 

lado em acetato de alditóis parcia lm en te  meti 1 ado (i tem 3.2.3.4),

enquanto a segunda foi utilizada para o processo de carbox i- r£

9 5
duçao das unidades de ácido urÔnico .
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4 2

3.2.3.3 Carboxi-reduçao do polissacandeo P me

tilado

0 po li ss ac ar Td eo metilado e seco foi dissolvido 

em te tr ahidrofurano (15 mL) e a solução foi gotejada l e n t a m e n 

te, sobre uma suspensão de AlLiH^ no mesmo solvente (15 mL). A 

pós 24 h de reação o THF foi evaporado e o produto extraTdo e- 

xau st ivãmente com clorofórmio. 0 polissacarTdeo metilad o e car 

boxi-reduzi do foi dividido em duas alTquotas iguais. Uma foi 

tratada conforme o item 3.2.3.4. e a outra foi secada para ef£
6 7

tuar-se o processo de permetilaçao pelo método de HAKOMORI mo
1 1 3

dificado por SANDFORD e CONRAD . Para isso, o material foi di^ 

solvido em DMSO (2,5 mL) e tratado com meti 1 s u l f i n i 1 carbanion 

(0,7 mL), em atmosfera de nitrogênio, sob constante agitação,a 

temperatura ambiente, durante 12 horas. Formado o alcóxido, o 

iodeto de metila (1,0 mL) foi gotejado lentamente, sob a g i t a 

ção, e sob banho de gelo. Após 12 horas, adicionou -s e água ã 

mistura reativa e fez-se a extração com clorofórmio. ApÕs ex - 

tração exaustiva o material metilado carboxi-red uzido  e perme-

tilado foi concentrado a secura e hidrolizado pelo método de 
1 2 0

SELVENDRAN

3.2.3.4 Análise dos produtos de hidrólise ácida:

a) Das frações F-2 e F-3 metiladas;

b) Do polissacarídeo:

1) Meti 1ado (P );

2) Metilado e carboxi-reduzido (P°);
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3) Meti lado , ca rboxi-reduzido e permetilado (P ® ).

Âs amostras contidas em tubos KIMAX foi adicionado H^SO^ 

aquoso (0,75 mL) a 11%, sob banho de gelo, e agitadas ate total

s o l u b i 1 i z a ç ã o . Após 1 hora foram acrescidos 6 mL de H 2 0 desti-
12 0

lada, para diluir o ácido até 0,5 M . Os tubos foram c o l o c a 

dos em estufa a 1 0 0 ° por 18 h. 0 excesso de HgSO^ foi neutralj_ 

zado com BaCO^ e o filtrado deioniz ad o através de resina D0WEX 

50W X8 (forma H+ ). A seguir as amostras foram reduzidas com 

NaBH^ a temperatura ambiente, durante 14 ho ra s.0s Tons de sódio 

foram removidos pelo tratamento com resina D0WEX 50W X8 (forma 

H + ) e o ácido bórico elim in ad o sob a forma de borato de trime- 

tila, por c o - d e s t i 1 ação com metanol. A acetilação dos alditóis 

metilados foi realizada pela adição de anidrido a c é t i c o-pirid^  

na 1:1 (2,0 mL). 0s produtos metila do s, na  forma de acetatos de 

alditóis parcialmente meti 1 ados,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, P°, P# ). Resultados na Tabela I V (F -2 e F-3) e V(P, P°, P°).

3.2.1» HIDRÓLISE ÁCIDA PARCIAL D0 P0LISSACARÍDE0 

P, OBTENÇÃO DE P-l

0 po li ssacarTdeo P (235 mg) foi dissolvido em solução a - 

quosa de TFA, 0,02 M (10 mL) e colocado a 100°C, sob refluxo, d_u 

rante 2 horas. A seguir, ad ic io no u- se  EtOH (4 volumes) e o mate; 

ria! precipitado foi centrifugado, lavado sucessivamente com e- 

tanol e acetona. Após secagem a vácuo, o produto denominado de 

P-l pesou 115 mg. Tanto o sobren ad an te  alcóolico (S-l) como o 

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

teriais e métodos gerais (Resultados, Tabela II).

0 pol i s sacarídeo P-l foi, também, analisado após sucessivas
_  G 8 8 5

metilaçoes pelos métodos 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 POLISSACARÍDEO P-l COM GALAÇ

TOSE OXIDASE.

Uma amostra do polissacarTdeo P-l, c o n t e n d o r 8 mg de a- 

çúcar total, foi hidrolizada com TFA (1 M , 5 h , 1 0 0 ° ) e o  excesso 

de ácido foi removido após sucessivas evaporações a vácuo. 0 

hidrolisado foi aplicado em uma micro coluna de resina mista 

( M B - 3, 20-50 mesh , forma H+ e 0H” )e el uTdo com água deionizada. 0 e- 

luato aquoso foi u t i 1 izado i nicialmente para dosagem do açúcar 

total (3,0 mg/l mL) e, posteriormente, como substrato para a 

enzima, bem como para análise por g.l.c (coluna B) como a c e t a 

to de alditõis (80% D-Gal).

A atividade da galactose oxidase, e x t r a c e l u l a r , foi d e 

terminada pela dosagem do perõxido de. hidroginio formado pelo

1
método enzimãtico acoplado de AISAKA e TERADA . A decomposição 

da água oxigenada formada, em presença de peroxidase, neste mé 

todo acopla oxi dati vãmente a 4-ami noari.ti pi ri na ao fenol,resul^ 

tando num produto colorido, a q u i n o n e T m i n a , que apresenta ab -
5

sorçao máxima a 500 nm .

0 sistema de incubação, em um volume de 3 m L , continha 

45 ymoles de tampão fosfato pH 7,0; 1,5 ymoles de 4- animoanti- 

pirina; 21 ymoles de f e n o l ; 20 unidades de peroxidase; 50 yL
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.de enzima (4 yg de galactose oxidase extracelu la r com ativida_ 

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

A reação foi sempre iniciada pela adição de enzima. A- 

põs incubação a 30° por 60 min a coloração desenvolvida foi li_ 

da a 500 nm. A conversão das unidades de absorbãncia da a m o s 

tra (0,24) em yg de D~9a lactose, foi realizada pela relação dj_ 

reta com um padrão especifico (concentração 90 yg, absorbãncia 

igual a 0,2). Todos os controles sem enzima e sem substrato fo 

ram efetuados na determinação da co nc en tr aç ão  de Q-Gal preseji 

te no ensaio, no qual não foi observado o desenvolvimento de 

produto colorido.

3.2.6 OBTENÇÃO E ANÁLISE DOS 0LIG0SSACARÍDE0S

(FA).

0 polissac ar ídeo P (50 mg) foi hidrolisado com solução 

aquosa TFA 1 M (7 mL) em banho de ãgua fervente, durante 5 h£ 

ras. Após a remoção do excesso de ãcido o produto hidrolisado 

foi aplicado em uma coluna ( 15 x 2,0 cm, d.i.) contendo resj_ 

na AGI - X10 (200-400 mesh, forma AcO ). 0s açúcares neutros 

foram eluTdos com ãgua (30 mg), enquanto a fração ácida, den£ 

minada de FA (13 mg) foi removida com solução aquosa de ãcido 

acético a 30%. A fração FA foi então, metilada pelos métodos de
68 8 5

HAW0RTH (2 vezes) e pelo método de KUHN et alii (2 vezes). A 

amostra FA metilada foi carboxi-reduzi da com LiAlH^ conforme 

descrito para o polissacarídeo P (item 3.2.3.3), remeti 1 a - 

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

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

4 6

3.2.7 ANÁLISES POR ESPECTROSCOPIA DE RESSONÂNCIA 

NUCLEAR MAGNÉTICA.

As amostras foram analisadas por espectroscopia de res-

-  -  _  6 2  ,  1 OS
sonancia nuclear magnétic a de próton e de carbono treze ,

conforme descrito nos materiais e métodos gerais, cujos e s p e c 

tros podem ser vistos nas Figuras:

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

5 (^H-n.m.r do pol i ssacarTdeo P.);

6A -6C ( ^ C - n . m . r  das frações F-2, F-3 e F-7);

13
7A-7B ( C-n.m.r do polissaca rT deo P);

1 3
7C ( C-n.m.r do p olissacarTdeo P-l);

13
9 ( C-n.m.r do p olissacarTdeo P degradado, P p ) •

3.2.8 AJÍÁLISE DA LIGAÇÃO AÇÚCAR-PROTEÍNA NO PO-
8 6

LISSACARÍDEO P .

Ã 160 mg do polis sa ca rT deo P, foi ad icionado solução a- 

quosa saturada de B a (0 H ) £ (6 mL) e N a B H ̂  (20 mg) e a mistura 

foi aquecida em banho de água fervente durante 13 horas. ApÕs 

a neutralização com solução I^SO^ 0,5 M e remoção do precipita^ 

do por c e n t r i f u g a ç ã o ,o sobrenada nt e foi co nc entrado (2 mL) e 

dividido em duas alTquotas iguais. Â primeira adicionou-se 

NaBH^ (10 mg) e solução aquosa de NaOH 0,5 M (6 mL). A mistura 

foi em seguida aquecida em banho de água fervente durante 5 h£



ras. Após a hidrólise alcalina o material foi deionizado em re 

sina Dowex 50W X8 {forma H + ), filtrado, concentrado e desbora- 

tado por c o - d e s t i 1 ação com metanol. 0 produto residual foi hi- 

drolisado com TFA 1 M (1 mL) durante 5 horas. Após evaporação 

do excesso de TFA, a amostra foi acetilada com a n i d r i d o - a c é t i - 

co: piridina, 1:1 (1 mL),ex tr aí da  com clorofórmio e analisada 

por g.l.c.-m.s. na coluna F. (Resulta do ,F igur a 8A).

A segunda alíquota (1 mL) proveniente da degradação a l 

calina foi concentrada até a secura e hidrolisada com HC1 6 M 

(1 ml) em estufa, durante 18 h. Após a remoção do excesso de 

ãcido, o material foi croma tografado em placa de sílica gel 

G-60 (Merck) usando-se o solvente e o visual iz ad or  b, conforme 

descrito nos MATERIAIS E MÉTODOS GERAIS (item 3.1). Resultado 

na Figura 8 B.

3.2.9 PROCESSO DE 3-ELIMIMAÇÃO DO POLISSACARÍ-
1 0 1 1 0 2

DEO P, COM LÍTIO EM ETILENODIAMINA ’

A B-eliminação do po li ss ac ar íd eo P (260 mg) isento de 

umidade,foi efetuada, dissolvendo-se a amostra (30 mL) em etilenodiamina 

e deixando-se sob agitação durante (1 hora)./\ seguir, pequenos pedaços 

de lítio metálico foram ad ic ionados até aparecer coloração a- 

zul . A reação foi mantida a 20°, sob atmosfera de argonio, d u 

rante aprox im ad am ente  3 horas, com eventual adição de lítio mê  

tãl i co , mantendo-se a coloração azul. A reação foi i nterrompi da pe 

la adição de metanol seco, ocorrendo o desp arecimento da c o l o 

ração. A eti 1 enodi ami na em excesso foi removida por conceji 

tração a vácuo e o resíduo amarelo foi dissolvido em ãgua(35mL)

4 7



0 pH dessa solução foi corrigido para 7,0 , com ácido acético 

concentrado. Apõs diãlise primeiramente em água corrente e a 

seguir em água deionizada, o material foi concentrado até a se 

cura, colocado em dessecador (24 horas) e pesado (92 mg). Uma £  

lTquota da amostra degradada denominada Pp, ( 1 0  mg) foi hidroli_ 

sada e os produtos analisados na forma de acetato de alditõis, 

nas colunas A e B (Tabela II).

3.3 ANÁLISE DA DISTRIBUIÇÃO DOS GRUPOS 0-ACETÍ- 

LICOS NO POLISSACARÍDEO P.

A qu an ti ficação dos grupos O-acetTlicos foi feita pelo 

69
me todo de HESTRIN e pela análise do ácido acético liberado a 

pós a hidrólise alcalina, com solução aquosa de NaOH 1,0 M (item 

3.1.1.1 de MAT ERIAIS E MÉTODOS).

A localização dos grupos O-acetTlicos no polissacarí - 

deo P, foi feita pelos métodos:

25 3 8
1) de BOUVENG modi fi ca do  por CORRÊA et alii ;

2) Usando-se DMSO como solvente, metõxido de sÕ- 

dio metanõl ic o como agente d e s a c e t i 1 ante e

C D ̂ I como su b s t ituinte de grupos JD-acetíl i cos .
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5.3.1 LOCALIZAÇÃO DOS GRUPOS O-ACETÍLICOS PELO
25 „ . . 38

METODO DE BOUVENG MODIFICADO POR CORREA et a l n  .

Tratamento do po li ssacarTdeo com f e n i 1 isoeianato

Uma alíquota do po li ssacarTdeo P (120 mg), secada com a-

parelho de ABDER HA LD EN  foi dissolvida em piridina anidra (10 mL)

o 20
e tratada com f e n i 1 isoei anato (0,8 mL) durante 12 horas a 50 

0 polissacarTdeo foi precipitado com EtOH, centrifugado, lavado 

3 vezes com o mesmo solvente, secado a vácuo sob atmosfera de 

pentÕxido de fósforo e submetido a um segundo tratamento com fe 

n i 1 isoei anato, nas mesmas condições. 0 derivado f e n i 1 carbamato

foi analisado, por UV, IV e ^H-n.m.r .

Metilação e d e s a c e t i 1 ação

A amostra derivada foi dissolvida em tetr ahidrofurano a- 

nidro (5 mL) contendo NaOH pulverizado e seco (1 g). Manteve-se 

o sistema sob agitação e, ad icionou-se dimetil sulfato ( 1 ml ) 

gota a gota. P o s t e r i o r m e n t e , apõs 15 horas a temperatura ambieji 

te, o sistema foi resfriado em banho de gelo, e o excesso de

NaOH neutralizado com solução aquosa de H 2 S O 4 0,5 M, usando fe

nolftaleTna como indicador. A seguir, removeu-se 0 tetraidrofu- 

rano por destilação, e extráTu-se 0 derivado fenilearbamoilad o 

metilado com clorofórmio. A solução clorofÓrmica foi tratada com 

N a 2 S0^ anidro e 0 solvente evaporado. Colocou-se 0 material em 

presença de pentõxido de fósforo e todo 0 processo repetiu-se 

mais uma vez.
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Remoção dos grupos fenilcarbamoilas

A amostra f e n i 1 carbamato metilada foi dissolvi da e m D M S O  

(5 mL) e tratada com NaH. A reação permaneceu sob agitação d u 

rante 16 horas. 0 excesso de Ton metil sulfinil , formado no 

meio, foi decomposto pela adição de água e o polissacarídeo par 

cialmente metilado foi precipitado com etanol (3 volumes), cen

trifugado, lavado sucess iv am en te com etanol acetona e secado.

Hidrólise redução e acetilação do derivado par

cialmente metilado.

Os processos foram realizados conforme descri to no item

3.2.3.4 de MATERIAIS E.MÉTODOS.

Os derivados na forma de acetatos de alditóis parcial- 

cialmente metilados foram analisados por g.l.c. nas colunas A e 

B e por ç.l.c.-m.s nas colunas capilares E e F, resultados na Ta- 

bela VII .

3.3.2 LOCALIZAÇÃO DOS GRUPOS O-ACETÍLICOS USAN-

DO-SE DMSO COMO SOLVENTE, METÓXIDO DE SÓDIO METANÓLICO COMO AGEN

TE DESACETILANTE E CDjI COMO SUBSTITUINTE DE GRUPOS O-ACETÍLICOS.

Outra amostra de pol i ssacarídeo P (160 mg) foi dissolvi_

da em DMSO (7,5 mL) e, deixado sob agitação durante 3 horas. A s e

guir adicionou-se f e n i 1 isoei anato (1 mL) e colocou-se o material

o 20
em estufa a 50 , du ra nt e 24 horas . 0 pol issacarídeo fenil-



carbamoilado foi. precipi ta do  com etanol (3 volumes), c e n t r i f u 

gado, lavado com etanol e acetona e o precipitado colocou-se em 

aparelho de ABDERHALDEN para secar . Todo .o procedimento repetiu-se 

mais uma vez.

Desaceti1 ação e metilação do derivado fenilcarb^

moi 1a d o .

A amostra f e n i 1c a r b a m o i 1ada foi dissolvida em tetraidro 

fura no anidro (4 mL). A seguir adi ciou-se solução de metõxido 

de sódio metanõlico 0,1 M (2 mL). 0 sistema permaneceu durante 

4 horas sob refluxo e foi neutralizado com ácido acético. E v a 

porou-se o tetra id ro fu rano e a amostra foi colocada em desseca 

dor (12 horas). ApÕs esse perTodo solu b i 1 izou-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), A g 20 (1 g) e CD 3 I 

(2 mL) m.a n tendo-se q me i o de reação a 4o . 0 processo manteve-se 

sob agitação suave na ausência de luz durante 24 horas. No dois 

dias seguintes adicionou-s e Ag^O (1 g) a cada dia. Vinte e qua 

tro horas após a última adição de Ag^O, interrompeu-se a reação 

pela extração exaustiva com d i c l o r o m e t a n o , seguida de filtração 

em funil de placa porosa F. 0 filtrado foi evaporado até a s e 

cura e colocado em desseca do r ( 1 2  h).

Remoção dos grupos feni1carbamoi1 as e remetilação

0 produto f e n i 1 c a r b a m o i 1 ado metilado com CD^I foi d i s 

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

de íon pela adição de água; o meio foi neutralizado com a c i 

do acético e o p o l i s s a c a r í deo metilado foi precipitado com EtOH 

(3 volumes), centrifugado, lavado sucessi va me nte com etanol e 

acetona e colocado em dessecado r (12 h). A amostra foi, então, 

remetilada pelo mesmo processo anterior me nt e descrito, somente 

substituíndo-se o CDgl por CH^I. A sequência da hidrólise, r e 

dução e acetilação processou-se como jã 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).

3.4 VISCOSIDADE DO POLISSACARÍDEO P 59?120’128

Solução aquosa contendo 0,43 a% do polissaca rí deo P (pH 

4,7) foi utilizada para verificação da visc osidade a 25° em vis 

cosímetro de OSTW AL D analisando-se:

a) Vis co sidade absoluta;

b) Viscosidade relativa e reduzida após a adição 

de eletrõlitos (Na+ , K+ , I~, C l ” , Br ) em d i 

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

e 11C);

c) Viscosidade reduzida frente a variação de pH 

(Figura 11 A ).

d) Viscosidade relativa em relação a diferentes 

temperaturas (Figura 11 D ) .

As equações para os cálculos das viscos id ad es  são as se
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gu i n t e s :

1 ) Viscosidade absoluta (y) = w 0 — — —  »onde aos vâ
d 0 tQ

lores do solvente ãgua e atribuído o Tndice zero. Deter 

minan do- se  a densidade do polissacarTdeo (d = 0,9838 g/ 

mL) foi possível determinar a "y" do polissacarido P= 444 

centipoises (c.p.s);

2 ) Viscosidade relativa (y ) = ;

^o

3) Viscosidade reduzida (y ,) = » o n "
rea c y0

de — ----—  e a viscosidade especifica (vS p)>

A vis cosidade intrTnseca foi determinada em gráfico, na inter 

sècção do eixo dos valores de y ^  versus concentra çã o do polissacarT 

deo, onde c + o (Figura 1 1 E ).
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 OBTENÇÃO DO POLISSACARÍDEO P

A extração aquosa a 50°, do põ acetônico de folhas de 

Pereskia aculeata (Esquema 1, Resíduo III), originou um e x t r a 

to que após pr ecipitação etanõlica foi denominado de c o m p o n e n 

te P que apresentou um rendimento de 1,8% em relação as folhas 

verdes,e 11,8% em relação ao pÕ acetônico. Quando relacionado ã
12 3

extração efetuada com agua 11 80° , esses valores correspoin

dem a 2,13% e 19,7%, re sp ec tivamente. Entretanto, o processo de

extração foi realizado a 50°, porque sabe-se que a temperatura

alta pode causar migraçã o e/ou remoção dos grupos 0 -acetíli- 

110
cos e, a sua lo ca lização no poliss ac ar Td eo P, ê também um

dos objetivos deste trabalho. Os rendimentos encontrados, com

relação a base seca, foram considerados satisfatórios e são com

paraveis aos obtidos para carragenanas e alginatos (1-40%),que

a pr es en ta m propriedades físicas e físico-químicas semelhantes ãs
i1 4

do polímero de Pereskia aculeata

A solubilidade em H^O do componente P, serviu de indi - 

cativo de que o material extraído se enquadra entre as substãji
7 5 , 7 8

cias m u c i 1 aginosas que podem ser encontradas normalmente na
1 3 5

parede primária e na lamela média de alguns vegetais
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L H A S

B 590 g de folhas de Pereskia aculeata

EtOH, 72 h

RESÍDUO I EXTRATO I

Ac = 0; 48 h .

RE STDUO II EXTRATO II

C 6 H 6 : EtOH (2:1, v/v)

RESÍDUO III* EXTRATO III

H ? 0 (100 ml/IO 9 de pó), 50

RESÍDUO IV EXTRATO IV

EtOH (3 vo 1 )

So br enadante Preci pi ta do
a

( Componente P )

SEVAG (7 X) 

Po li ss ac ar Td eo P *

E S Q U E M A  1 - P R O C E S S O  DE E X T R A Ç Ã O  DA M U C I L A G E M  DE FO-

DE Pereskia aculeata MILL.

• - 90 g; 15,2% a p a r t i r  das folh as verdes;

A - 1 0 , 6  g; 1 1 ,8% a p a r t i r  do pó tr a t a d o  com

EtOH e 1,8% a p a r t i r  das folh as verdes;

* - 9,3 g; 1,6% a p a r t i r  das fo lh as  verdes.



A precipitação do componente P do meio aquoso ocorreu i__ 

me diatamente após adição de cetavlon e não houve fracionamento 

do material desde que o sobrenadante apresentou f e n o l - s u 1 f ú r i - 

co negativo. Assim optou-se pelo isolamento do componente P , d a  

solução aquosa, por pr ecipitação direta com etanol (3-4 v o l u 

mes).

Na pratica, observa-se que os po lissacarTdeos extraídos
3 3 , 1 3 2

de diversos õrgaos e/ou vegetais nem sempre apresentam a

mesma facilidade nos processos extrativos e de pur i fi c a ç ã o , Mui[ 

tos polímeros requerem o tratamento ãcido ou alcalino, além da 

solubilidade em solventes como o DMSO ou etanol ã quente e/ou
1 1 4 , 1 3 2

a complexação com sais de cobre e de EDTA o que faz com que o

custo operacional seja elevado.

4.2 COMPOSIÇÃO QUÍMICA DO POLISSACARÍDEO P.

0 componente P, após o tratamento desproteiniz ante  de

1 3 1  ^
SEVAG , passou a ser denominado de pol is sa ca rí deo P, que e 

constituído por uma heteroglicana, formada prin cipalmente por 

arabinose e galactose. Contém, ainda, 3,5 g? de proteína e o u 

tros constituintes a saber: cálcio (1,9 g%), fosfato (0,5 g%), hexosa^ 

mina (0,59 moles%), acetil (25 moles%) e metoxil (13,8 moles%) 

A composição em m o n o s s acarídeo arabi n o s e : galactose: ramnose: ã c i 

do qal acturõni co ap resenta a seguinte relação molar:. 5,1: 8-,2: 

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

DADOS ANALÍTICOS DO POLISSACARÍDEO P

Determi nações g%

Açúcar total 51 ,5

Ni trogêni o 0,56

Proteínas 3,5

Acido uronico* 11,7

Hexosamin a* 0 , 6

Cã l ci o* 1 ,9

Fosfato* 0,5

A c e t i 1 * 6,7

M e t o x i 1 * 2,9

Umi d ade 16,2

5 1
* e m  r e l a ç ã o  a o  a ç ú c a r  t o t a l

4.3 ESTUDO DA HOMO OU HETEROGENEIDADE DO POLIS-

SACARÍDEO P

O polissacarTdeo P foi investigado por várias técnicas, 

para determinar a sua homo ou heterogeneidade. A análise em fi_ 

ta de acetato celulose, em tampão borato, revelou o a parecime£ 

to de uma única banda.

Na Figura 1 o perfil de eluição do poli ssacarTdeo P em 

Bio-Gel A5 M indicou a predominância de um pico simétrico acom



5 í
panhado pela absorção a 490 nm, a ç ú c a r  total e a 280 nm (pr o

teína). 0 perfil dessa análise demonstra a presença de uma pro 

teoglicana que contêm 3,5% de proteínas em relação ao polissacarí- 

deo (Tabela I).
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V o l u m e  d e  e l u i ç c o  ( ml )

Fig. 1 - F i l t r a ç ã o  em B i o - G e l  A5 M do polissacarídeo P (co

luna 45 cm X 2 cm, d.i.). E l u e n t e  tampão fo_s 

fato 0,1 Mj pH 8,0). C o l u n a  c a l i b r a d a  com 

Blue D e x t r a n  ( * • • • •  ). Ca da tubo foi ana 

lisado pa ra c a r b o i d r a t o  (----------- ) e p r o t e í 

na ( --------- ) .
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Comparando a eluição do Blue Dextran e o seu P.M. obser 

va-se que o pol issacarTdeo P de Pereskia áculeata apresenta um 

P.M. pouco inferior a 2.10^ . Esses resultados confirmam as £  

nãlises em Sepharose 6B da Figura 2.

A filtração em gel de Sephadex G-200 do polissacarTdeo 

P colorido com Azul de Procion M-3G e eluTdo com água, revelou i_ 

nicialmente o aparecimento de três bandas difusas. Porém, devido a alta 

viscosidade bem como ã lentidão no processo de eluição da amo^ 

tra,não foi possTvel a separação e análise das respectivas fra^ 

ç õ e s .

Ii
■j.

E
c

CN
O

E
c

O
O'

<

V o l u m e  de eluição (ml)

Fig. 2 - F i l t r a ç ã o  em Gel S e p h a r o s e  6B do p o l i s s a c a r í -

deo P (c ol un a AO cm X 2 cm, d.i.). El u e n t e  

ta mp ão  t r i s - H C L  0,05 M, pH 7,2). A c o l u n a  foi

c a l i b r a d a  com Blue D e x t r a n  ( -----) e cada tia

bo foi a n a l i s a d o  para c a r b o i d r a t o  ( -----  ).



A solução aquosa do p o 1 issacarídeo P (1,5 g/100 ml) foi 

aplicada em uma coluna de DEAE-cel ul ose (forma C l ” ) e eluTda i_ 

nic ialmente com 1^0 (310 niL) atê apresentar reação negativa p£
51

ra o fenol sulfúrico , o eluato aquoso foi co nc entrado e o v o 

lume reduzido precipitado com EtOH (3 volumes). 0 precipitado 

obtido foi separado por centrifugação, lavado sequencialmente 

com etanol e acetona e secado à vãcuo, originando a fração F-l. 

A sequência da eluiçao foi realizada conforme descrito no item 

3.2.2 deMATERIAIS E MET0D0S, onde o f raci onamento do polissaca- 

rídeo P, nessa coluna de troca iônica, permitiu a separação de 

três frações principais (F-2, F-3 e F-7), por diferença e d e n 

sidade de cargas .

4.4 COMPOSIÇÃO QUÍMICA DAS FRAÇÕES F-2, F-3 e

F-7.

Essas frações ao serem analisadas indicaram composições 

químicas qualitativas semelhantes (ver Figura 3 e Tabelasl, II, 

III e IV).

As relações molares (Tabela II) dos monossacarTdeos fu- 

cose: arabinose: galactose: ramnose: ãcido galacturõnico são: 

1,0: 20 ,8 : 15 ,5: 1,5: 2,8 para a fração F-2; traços: 16,7: 22,2:

í,0: 5,5 para a fração F-3, e 1,5 : 25,4: 18,1: 1,0: 1,6 para 

a fração F-7. Porem, pelos dados a serem discutidos p o s t e r i o r 

mente essas frações são es tr uturalmente diferentes, c a r a c t e r i 

zando o pol is sacarídeo P como uma amostra heterogênea quanto ã 

natureza física, química e f í s i c a - q u í m i c a .
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Fig. 3 - P r o p o r ç ã o  dos c o m p o n e n t e s  das três p r i n c i p a i s

f r aç õe s ob t i d a s  a p a r t i r  do p o 1 i s s a c a r í d e o  P, 

após c r o m a t o g r a f i a  em D E A E - c e l u l o s e , forma

Cl (I I , a m o s t r a  total : &77Z* . c a r b o i d r a t o  tj>
, 5 2  _ _ _ _ _  f 8 0 \

tal ; E m a  . p r o t e í n a

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

lissacarideo P, e constituída por um mesmo núcleo central e



possui cadeias laterais semelhantes ãs demais frações minorita 

rias (F-2 e F-7), conforme observado pelos resultados de meti la çã o 

e espectroscopias de res so nâ nc ia  nuclear magnética. Assim, pa 

ra estudos de análise estrutural foi, também, considerado o 

polissacarTdeo P.

4.5 COMPOSIÇÃO DE P-l EM MONOSSACARÍDEOS

Quando submetido a degradação através da hidrólise á c i 

da parcial (TFA 0,02 M, 100^, 2 h), o po li ssacarídeo P poss ib ^ 

litou a formação do polissacarídeo P-l, que foi precipitado com 

e t a n o l . A relação molar dos mono ss acarTdeos (Tabela II) arabi- 

nose: galactose: ramnose: acido galacturÓnico é 0,5: 6,0: 1,4:

1,0. 0 sobrenadante alcoólico, fração hidrolisada S-l , apreseji 

ta relação molar arabinose: galactose 9:1. Isso demonstra que 

a maioria das unidades de arabinose foram removidas de P, o r i 

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

que constituem o(s ) núcleo(s) do(s) polímero(s).

4.6 ANÁLISE ESTRUTURAL D0 POLISSACARÍDEO P E DE 

SEUS COMPONENTES.

0 s resultados pr eliminares da estrutura do polissacarT- 

deo P e de seus componentes (F-2, F-3 e F-7) resultantes de frjj 

cionamento em DEAE, foram obtidos inicialmente pela análise de 

^H-n.m.r . Nas Figuras 4A-4C, espectros das frações F-2, F-3 e

6 2



F - 7 , respectivamente; e na Figura 5, espectro do p o l i s s a c a n  - 

deo P as resson an ci as a 6 2,3-2,6 c o rrespondem aos prõtons de 

grupos metTlicos de substituintes 0 - a c e t T l i c o s .

TABELA II 

COMPOSIÇÃO EM MONOSSACARÍDEOS DETERMINADA POR g.l.c.*, 

NA FORMA DE ACETATOS DE ALDITÓIS E POLARIMETRIA DAS DIFERENTES 

AMOSTRAS DA MÜCILAGEM DE PERESKIA ACULEATA

6 3

Amostra
Mo 1 %

L-Rha L-Fuc L-Ara D-Xil Q-Gal Acido Urônicoa

P 1 1 , 1 traços 31,7 traços <_n O 6,2 - 29°

S-l - - 90,0 traços 1 0 , 0 -

P-l 16,0 traços 4,0 - 68,5 11 ,5 + 49°

f a a 26,6 6, 0 32,4 - 35,0 -

F-2 2., 4 3,6 50,0 - 37,3
0

6,7 " 35,0

F-3 2 , 2 traços 36,8 - 48,8 12,2 + 89,6°

F-7 2, 1 3,2 53,3 - 38,0 3,4 " 37,9°

p-e 1 0 , 0 - 42,9 • 40,4 6,7

X na c o l u n a  À e B ;

4 c a r b o x i - r e d u z i d o , h i d r o l i s a d o ,  r e d u z i d o  e ace t i-  

1 ado ;

a pelo m é t o d o  de c a r b a z o l .



TABELA III 

DADOS ANALÍTICOS DAS FRAÇÕES OBTIDAS APÓS FRACIONAMENTO DO POLISSACARÍDEO P EM COLUNA 

DE DEAE-CELULOSE, FORMA Cl"

Frações Eluato
Amostra A.T* R® N Proteína Fosfato* Aceti1® Hexosamina* Metoxi1

(mg) (mg) g% moles%

F-l Aquoso nd 17,5 - nd nd nd nd nd nd

F-2 NaCl 0, 1 0 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 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 NaCI 1 , 00 M nd 6, 0 - nd nd nd nd nd nd

F-7 HC1 0 , 1 0 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

* D e t e r m i n a d o  pelo m é t o d o  f e n o l - á c i d o  s u l f ú r i c o

R R e n d i m e n t o ,  em r e l a ç ã o  ao p o 1 i s s ac a r í d e o  P;

9 Em r e l a ç ã o  ao a ç ú c a r  total;

nd Não d e t e r m i n a d o .
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F i g .  4 A  - E s p e c t r o  de LH - n . m . r  d a  f r a ç ã o  F -2, em ó x i d o  de d e u t é r i o  ( D ^ O ) .  Os d e s l o c a 

m e n t o s  q u í m i c o s  s ã o e x p r e s s o s  em 6 p . p . m .
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F i g . 4 B - E s p e c t r o  de ^ H - n . m . r  d a f r a ç ã o  F - 3, e m  ó x i d o  de d e u t é r i o  ( D ^ O ) .  Os d e s l o c a 

m e n t o s  q u í m i c o s  s ão  e x p r e s s o s  e m  <5 p . p . m .



F i g .  4C - E s p e c t r o  d e H - n . m . r  d a f r a ç ã o  F -7 ,  e m  ó x i d o  de d e u t é r i o  ( D ^ O ) .  Os d e s l o c a 

m e n t o s  q u í m i c o s  são e x p r e s s o s  e m  6 p . p . m .



F i g .  5 - E s p e c t r o  de ^ H - n . m . r  do p o 1 i s s a c  a r í d e o  P e d e P e r e s k i a  a c u l e a t a , e m  ó x i d o  de

d e u t é r i o  (D 0). Os d e s l o c a m e n t o s  q u í m i c o s  s ão  e x p r e s s o s  e m  6 p . p . m . cr»
00



A presença de 6 -deoxiaçúcar foi caracterizada  pelos s i 

nais de seus grupos metílicos em C - 6  em campo alto a 6 1,7 -
106

1,8 . Para o espectro da Figura 5, relacionando-se as áreas

dos sinais do C H ̂  de deoxiaçúcar e de C H ̂  de grupos 0 -acetíli- 

cos, a análise quantitativa demonstra que a área do sinalatribu 

ido ao CHg de grupos £-acetílicos corre sp on de  a 5 9 ,6% em rela^ 

ção a do CH^ do deoxiaçúcar. Esse resultado, transposto ã p e r 

centagem de ramnose no polímero (11,1% Tabela II), indica que 

hã cerca de 6,5% de grupos 0 - a c e t í 1icos , ou ainda 25 moles% em 

relação ao carboidrato total. Portanto, o valor de substituin- 

tes 0-acetí 1 i c o s , obtidos por ^H-.n.m.r, é muito próximo ao oJd 

tido pela dosagem química (Tabela I).

Outros resultados preliminares da estrutura foram obti-

13 13
dos por espectrosco pia de C-n.m.r. Nos espectros de C-n.m.r

das frações F-2, F-3 e F-7 (Figuras 6A - 6C) os sinais aparecem

bem definidos. Na região de 6 90-110 são característicos para

os carbonos anoméricos. Já as ressonâncias na região 6 6 8 - 8 5

correspondem as dos átomos de C-2 a C-5 enquanto na região ô 62

-67 são atribuídos a grupos alcoólicos primários não substituí

dos presentes em unidades de $-Q-Gal_p. Isso indica que o C - 6

dos grupos galactosil terminais, bem como os da cadeia interna

não estão substi tuídos gl i cosi di cadente , o que foi confirmado pe

la análise dos acetatos de alditõis parcialme nt e metilados (ver

resultados de meti 1 a ç ã o , T a b e l a IV ).

Todos os espectros das Figuras 6A - 6C mostram ressonâncias 

na região a 6 18,1-18,6, que correspondem ao grupo metílico de 

6 - d e o x i h e x o s e , enquanto os sinais presentes a 6 2 0 - 2 2 , 6  para a 

fração F-2 (Figura 6A) e F-3 (Figura 6B), correspondem  aos g rjj 

pos N-acetil e/ou 0-acetil.

6 9
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Fig. 6A E s p e c t r o  de C - n . m . r  da f r a ç ã o  F-2, em ó x i d o  de d e u t é r i o  (D^O), a 70 . Os 

d e s l o c a m e n t o s  q u í m i c o s  são e x p r e s s o s  em ô p.p.m.
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- 13 ~ ,
Fxg. 6B - E s p e t r o  de C - n . m . r  da f r aç ão  F-3, em óx i d o  de d e u t é r i o  (D^O), a 70°. Os

d e s l o c a m e n t o s  q u í m i c o s  são e x p r e s s o s  em ô p .p .m .



Fig. 6C 13 ~ /■
E s p e c t r o  de C - n . m . r .  da f r aç ão  F-7, em óx i d o  de d e u t é r i o  (D^O), a 70°.

Os d e s l o c a m e n t o s  q u í m i c o s  são e x p r e s s o s  em 6 p.p.m.

ro



A ressonância próxima a 6 78,3 (Figuras 6A - 6C) é equiv£

lente ao C-3 de unidades de L-ramnopiranosil, substituída em 0-2.0

sinal 6 105,2 presente na fração F-3 (Figura 5B) é consistente com o

do C-l de unidades de L-ramnosil. Todavia, ê difícil esta belecer a

sua configuração anomérica desde que as ressonâncias dos anôme-
60

ros a e 6 são muito próximas . Em geral os sinais químicos de

13 -
C para o C-l de unidades de ramnopiranose tem pouco valor de a-

nãlise, porém aqueles para C-3 e C-2 são considerados bastante
2 6

úteis

Na fração mais abundante, F-3 (Figura 6B), os sinais a 

6 69 ,4 ; 70,4; 73,3; 102,1 e r 172 são oriundos de unidades de aci

do a-galactur ón ico ligadas (1+4) presentes na amostra (ver aná

lise de metilação P°, Tabela V). Em comparação com o trabalho
8 3

de KEENAN et alii esses sinais pertecem às cadeias laterais e/ 

ou cadeias terminais moveis e não são representativas do esque 

leto do material. A alta percentagem de Gal£(12,2 moles%, Tab£ 

la II) nessa fração, bem como o conteúdo de metoxil (22,4 m o 

le s%, Tabela III), sugerem que o ãcido urÓnico estã esterif ic ^ 

do. Isso foi confirmado dete ct ando-se um sinal intenso a <5 54 ,4 

(Figura 6B), que é caract er ís ti co para o grupo CO^Me de u n i d a 

des de ãcido urônico e s t e r i f i c a d a s , enquanto as ressonâncias a 

ô 22 e 6 172 seriam provenientes, resp ec tivamente, da metila e 

da carbonila de subs ti tu i n tes C)-acetí 1 i cos . As ressonâncias de

grupos 0 -acetílicos são equivalentes âs enco ntradas em poliss^

7 7,79
rídeos de bactérias e em 0-acetil xilanas de vegetais sup£

110

riores

Por comparação com a fração F-3 (Figura 6 B), na fração 

F-2 (Figura 6A), também foi encontrado ãcido urônico esterifi- 

cado, porém, em menor proporção.
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Outros resultados da estrutura fina foram deduzidos por 

analise comparativa da es pe ctroscopia de C-n.m.r do polissa- 

carTdeo P e de seus componentes.

No espectro da Figura 7A, os sinais obtidos com a s o l u 

ção de P em D 2 O foram pouco definidos, prova ve lm en te  em função 

da alta viscosidade da amostra em água; todavia, evidenciou- 

se um: sinal em campo.baixo a 6 108,8 que corresponde ao

C-l de unidades de a - ^ - a r a b i n o f u r a n o s e . Usando-se DMSO como 

solvente, sinais bem definidos foram obtidos no espectro do pô  

lissa car Tde o P (Figura 7B), os quais correspondem ao C-5, C-4,

C-3,C-2 e C-l das unidades de a-L-a r a b i n o f ur a n o s e  a 6 61,2 ;
6 0

76,9; 81,8; 83,7 e 107,9, respecti va me nte . Observou-se que

esses sinais aparecem sobrepostos a alguns oriundo(s) do(s) nü

leo(s) do(s) p o l i s s a c a r T d e o (s ) cujo movimento mole cu la r é lim^ 
61

tado . Esse compo rt ame nt o é análogo ao descrito para uma soljj

ção de cartila gem  nasal bovina, constituída por uma proteogli-

cana e c o n d r o i tina-sulfato que, devido â mob il id ad e da molécula,

1 3
apresentou sinais em C-n.m.r, enquanto que no colageno, que

possui movimento molecular severamente limitado, as ressonân -

31
cias nao apareceram . Experimentos anteriores préviamente mejn

cionados de cro ma to gr af ia do po li ss ac ar Td eo P colorido com Azul

de Procion em coluna de Sephadex G-200, e em cromatografia em

DE AE -celulose indicaram que a amostra P é heterogênea. Também,

0 fr ac ionamento em DEAE apresentou três frações principais cu-

1 3
jos espectros de C-n.m.r em D £0 foram bem mais definidos (F_i_ 

guras 6A - 6C ) , quando comparados ao do po li ssacarTdeo  P (Figura 

7A). A fração F-2 (Figura 6A), que corr esponde â de menor r e n 

dimento (147 mg, 9 , 8 g % e m  relação a P, Tabela III), apresenta

7 4
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Fig. 7B - E s p e c t r o  de ^C-n.m .r do p o 1 i s s a c a r í d e o  P de P e r e s k i a  a c u l e a t a , em d i m e t i l -

s u l f ó x i d o  d e u t e r a d o  (D MS O- ^ h ), a 70°. Os d e s l o c a m e n t o s  q u í m i c o s  são e x p r e s -
6

sos em 6 p .p •m .
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em D 2 O cinco sinais principais, apr ox im ad am ente  comparáveis aos 

observados no espec tr o do p0 1 issacarídeo P em DMSO. Uma expli - 

cação para esse resultado seria que 0 tratamento de SEVAG, ao 

qual foi submetido 0 material aquoso extraído de Pereskia aau- 

leata, não removeu toda a proteína não co va lentemente ligada 

com a maioria do pol is sacarídeo formando, um complexo a l t a m e n 

te viscoso, semelhan te  à interação carb oi dr at o- 1ect in a . Como a 

proteína pode não ser específica para as unidades de arabinose

predominantes na fração F-2, ela permanece suficiente me nte mõ-

13 ~
vel para dar os sinais de C-n.m.r . Portanto, a definição nos

espectros após a passagem do p o 1issacarídeo P através da DEAE- 

celulose pode ser explicada se a coluna foi capaz de remover a 

proteína associada por pontes de hidrogênio (ver conteúdo p r o 

teico, Tabela III), origi na nd o pol is sa ca rí deos  não complexados, 

que são progre ss iva mente  eluídos com solução de NaCl e HC1 re£ 

pecti vamen te .

13 T
No espectro de C-n.m.r do poliss ac ar íd eo P-l (Figura

7C) outros sinais para C-l foram obtidos a 6 105,2 que bem p o 

deriam ser unidades de a - r a m n o p i r a n o s i 1 presentes no núcleo do 

polímero (ver Tabela V, dados de metilação). Esse mesmo e s p e c 

tro apresenta ressonância em campo baixo a S 105,9 e indica que
a  _  6 0^62

as unidades de gala cto pi ran ose tem a co nfiguraçao $

Desde que P-l apresentou um valor alto para a rotação eŝ  

pecífica ( + 4 9°) em relação ao poli ss ac ar íd eo P (-29°), a c o n 

tribuição das unidades de a r a b i n o f u r a n o s i 1 removidas pela hidro 

lise ácida parcial é negativa e, portanto, mostra que elas tem a 

forma a-L, enquanto que a análise de P-l com galactose oxidaseiji 

dicou que as unidades de galactose tem a forma Q.
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As rotações especificas para as frações F-2 ( - 35°) e F-7 

( - 3 7 , 9 ° )  indicam por analogia configuração a e 3 , r e s p e c t i v a 

mente para L*Araf e B “ Gal£. Para F-3 (+89,6°) o valor alto p o 

sitivo pode ser decorrente do alto conteúdo de ácido a-D-oal actu-
es ^

rônico, 1 2 , 2  mo i es % nessa fração.

Outras análises complementares da es trutura fina do po- 

lissacarTdeo foram feitas usando-se a técnica de metilação e a 

análise dos acetatos de alditõis parcialmente meti lados por 

g . 1 . c-m . s .

Para as frações F - 2  e F - 3 bem como para o polissa- 

carTdeo P (Tabelas IV e V), a obtenção de 2 , 3 , 5 - t r i -0-meti 1 ara^ 

binitol mostrou que a maioria das unidades de ^-arabinofurano- 

sil são grupos terminais não redutores, ocorrendo, ainda, o 3- 

0 - m e t i 1arabinitol . Assim, as unidades terminais não redutoras de Araf de

Vem estar ligadas gl i cosi di camente a unidades de arabinosil adjacejn 

tes 2,5 e/ou 2 ,4-di-0 - s u b s t i t u T d a s .

Esses mon os sa ca rT deos  poderiam ser, então, responsáveis 

pelo sinal de C-l a 6 101,5 na Figura 7B (P em DMSO) e a 6101,7 

na Figura 6B (F-3) que poderia ser de 3 - a r a b i n o p i r a n o s i 1 ou 3- 

a r a b i n o f u r a n o s i 1 (observar sinal de C-l de metil 3-Ara£ e 3- 

Araf , ref.60). Os'dados de me tilação obtidos na análise de P-l 

e da fração F-3 (Tabelas IV e V) sugerem a presença de unidades 

de 3 - a r a b i n o p i r a n o s e . 0 componente P-l contém unidades de a r a 

binosil não comp le ta me nt e removidas pela hidrólise ácida p a r 

cial e estas deram lugar a traços de acetatos de 2 , 3 , 4 - t r i - 0 -  

m e t i 1 a r a b i n i t o l , oriundos de grupos terminais não redutores com 

anel p i r a n o s T d i c o . Essas foram expostas sob hidrólise ácida par 

ciai, após remoção de unidades de a r a b i n o furanos e das posições
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TABELA IV

COMPOSIÇÃO MOLAR PERCENTUAL DOS ACETATOS DE ALDITÓIS PAR 

CIALMENTE METILADOS, ANALISADOS POR g.l.c.* E g.l.c-m.s**, DAS 

FRAÇÕES OBTIDAS APÓS FRACIGNAMENTO DE P,EM COLUNA DE DEAE-CELU- 

LOSE (Cl").

Fragmentos de 

Acetatos de O-Metil 

Aldi toi s

Frações ( m o l e s % )

F-2 F-3

2,3,5-Meg-Ara 40,8 38,6

2,3,4-Me^-Ara - 6,5

2 ,3-Me2"Ara 1 , 1 1 0 , 2

2,4-Me2"Ara - 1 ,9

3-Me-Ara 6,5 3,9

Pen ti to 1 16,9 1 0 , 2

3,4-Me2-Rha - -

2-Me-Rha 7,0 4,9

3-Me-Rha 0 , 8 1 ,4

2,3,4-Me2~Fuc - -

3-Me-Fuc 2 , 8 0,9

2,3,4, 6 - M e 4 -Gal 0,9 -

2,3,6 - M e 3 -Gal 5,1 5,3

2 , 6-Me2 -Gal 15,1 13,8

6 - Me - Ga 1 2,4 1 , 6

3 , 4 - N - M e 2 -Gal 0,5 -

3 , 4 , 6 - N - M e 3 -Gal - 0 , 6

* Nas c o l u n a s  A e B; ** Na c o l u n a  G



TABELA V
81

COMPOSIÇÃO MOLAR PERCENTUAL DOS ACETATOS DE ALDITÓÍS PAR 

CIALMENTE METILADOS, ANALISADOS POR g.l.c.* E g.l.c-m.sá DOS 

POLISSACARÍDEOS E OLIGOSSACARÍDEOS DE FOLHAS DE PERESKIA ACULE- 

ATA.

Fragmentos de 

Acetatos de 

O-Metil Alditõis

Amostras (moles%)

P p° P* P-l FA°

2,3,4-Me^-Ara - - - 0 , 1 5,2

2 , 3 , õ-Me^-Ara 2 0 , 0 21 , 0 14,0 - 13,0

3 , 5 - M e 2 _Ara 0,9 1 , 0 5,0 0 , 1 5,2

2 ,3 - M e 2 _Ara 0 , 6 0,5 4,0 - 9,0

3-Me-Ara 9,3 7,6 15,0 - -

2 , 3 , 4 - M e 3- Rha - - 9,0 3,7 3,9

3, 4-Me2~Rha - - - - 9,0

2-Me-Rha 1,9 2 , 8 5,2 - -

3-Me-Rha 5,2 7,8 7,5 1 2 , 8 15,6

2 , 3 , 4 , 6 - M e 4 -Gal 2,3 4,0 6,5 1 0 , 1 11,7

2 , 3 , 6 - M e 3-Gal 14,0 19,2 15,0 57,5 7,8

2 ,4,6 - M e 3"Ga 1 3,7 0,3 5,1 - -

2 ,6- M e 3 " G a 1 31 , 6 25,6 13,7 2,4 7,8

3 ,6- M e 2 - Ga 1 - - - 0,4 5,2

2 , 3 - M e 2-Gal - 0 , 8 - 0,9 6,5

2 , 4 - M e 2 -Gal - 0,4 - - -

2-Me-Gal - 1 , 2 - - -

2 , 3 ,6- M e 3" G1 u 3,7 0 , 1 - 0,3 -

Nas colu na A e B;

4 Na col una  E, a c o p l a d a  a m.s ;

O Me ti l a d o ,  c a r b o x i - r e d u z i d o ;

O M e ti la do , c a r b o x i - r e d u z i d o ,  re me t i l a d o .



0-2 e 0-4. A presença de Araf substituída em 0-2 (0,9%) em P, 

foi verificada, conforme indicadam os dados da Tabela V.

A estrutura da cadeia principal da fração F-3 e as p o 

sições nas quais ela é substituída pode ser explicada da mesma 

maneira que para o seu precursor o pol issacarídeo P, e pode ser 

determinada por comparação dos dados de metilação de P (Tabela 

V), do produto parcialmente degradado por ãcido (P-l, Tabela V), 

bem como dos produtos de metilação de F-3 (Tabela IV). Os fra£ 

mentos de m.s obtidos para P mo straram que unidades de galacto 

piranose estão presentes como terminais não redutores (2,3%) e 

como e s t r u t u r a s 4-0-(14,0%), 3-0-(3,7%) e 3 ,4-di- 0 - s u b s t i tuTdas 

(31,6%). A remoção da maioria das unidades de arabinosil origi^ 

nou P-l que contém pr in cipalmente grupos terminais não r e d u t o 

res de galactopiran ose (10,1%), e unidades de galactopiranose 4 

- 0 - subs tituTdas (57,5%). Portanto, a cadeia principal do polis- 

sacarTdeo P é formada por unidades de galactopiran oses  i n t e r l i 

gadas 6-(1+4). A diminuição na proporção de unidades de ga.l actopi ranose,

3,4-di-_0 substituTdas de P em relação a P-l e os dados acima, sobre a eŝ  

trutura das cadeias laterais de arabinosil, indicaram que unida^ 

des de arabinose estão ligadas ao 0-3 de unidades de B-D-£a1p
124

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

Ainda, na análise de metilação foi encontrado em P-l o 

derivado 2 , 3 , 4 - t r i - 0 - m e ti 1ramnitol (3,7%), sugerindo que a pe - 

quena proporção de grupos terminais não redutores de ramnopira- 

nose foram originadas pela hidrólise ácida parcial que removeu 

unidades de arabinose e/ou galactose da ramnopi ranose 3 ,4-di - 0_~ 

substituTda. Em função do aumento de 5,2 para 12,8% do d e r i v a 

do de 3 - 0 - m e t i 1ramnitol de P comparado a P-l, sugere-se que as
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unidades de ramnopiranosil 2,4 e 3,4-di-0 -susbtituídas devem ser r e 

lativamente estiveis a ácido e localizadas no núcleo da galac- 

topi r a n a n a .

« * - L - A r a f  
= 1 ~

1
2

*  — L— A r a f  — (1 - >  4 ) - f l - L - Â r a p  
= 1

I
V

3

- P - D  -  G a l p - ( i - >  4)  -

E s t r u t u r a  1

0 polis sacarTdeo P foi hidrolisado sob condições ácidas 

mais fortes do que aquelas usadas para a formação de P-l e, a 

mistura de oligossa car Tdeos contendo unidades de ácido urõnico, 

foi isolada por cromatografia de troca iônica, em resina de AGI 

-X10, forma AcO originando a fração FA. Os acetatos de alditÕis 

dessa fração foram analisados por g.l.c e revelaram a seguinte 

relação molar 1,0: 4,4: 5,4: 5,8 , respectivamente para as u n i 

dades de fucose: ramnose: arabinose: galactose ( Tabela II). A mistura 

dos oligossacarT deos  ácidos foi sucessiva me nte metilada, carbo- 

ximetil reduzida, remetilada e convertida em acetatos de 0-me- 

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

0 derivado 3 , 4-di-0^-meti 1 ramni tol , que não aparece c o 

mo produto P, constitui 9,0% entre os produtos encontrados para 

os oligoss ac arT deos  ácidos (FA°). Portanto, unidades de ácido 

galacturônico estão ligadas (1-^2) ãs unidades de ramnopiranose



do polissacarTdeo P. Isso foi confirmado pelas análises de metila- 

1 ação do polissacarTdeo P meti 1 ado e carboxi-reduzi d o , (P°) bem co 

mo do polissacarTdeo P metilado carboxi-reduzido e remetilado (P0 ) 

(Tabela V), onde observa-se que há um aumento de 5,2% (P) para 

7,5 e 7,8% (respectivamente P° e P° ) do derivado 2,4 - d i -0^-su b£ 

tituido de r a m n o p i r a n o s e .

Por outro lado, como já foi discutido anteriormente, os 

13
espectros de C-n.m.r do pol i ssacarTdeo P ( Fi gura 7B) da fração 

F-3 (Figura 6B) e do po li ss ac ar Td eo P-l (Figura 7C) apresentam, 

também, unidades de ácido a-gal acturôni co interligadas (l-»-4),cu 

jo sinal de C-l ocorre próximo a <5 100,6 , e não são r e p r e s e n 

tativas do núcleo da galactana.

A natureza das unidades de ácido g a l a c t o p i r a n o s i 1u r ô n i - 

co em P, foi confirmada por comparação dos derivados acetatos 

de 0 - m e t i 1galactitõis formados no produto da metilação de P com 

aqueles obtidos do pol issacarTdeo P me ti 1 ado e reduzido com LiAlH^, 

para transformar os grupos C ^ M e  a Ct^OH (polisscarTdeo P°). Como 

pode ser visto na Tabela V, a carboxi-redução ocasionou o a p a 

recimento de 2-()-Me; 2,3 e 2 ,4-d i-0-me ti 1 derivados, que c o r 

respondem âs unidades de ácido gala cturônico 3,4-di-0; 4-0 e 

3 - 0 - subs t i t u T d a s . Isso poderia sugerir a presença de unidades 

de ramnopiranose intercaladas entre as unidades de ácido gala£ 

turônico, conforme sugerido na estrutura 2 e, também, proposta 

pelos resultados de P metilado, carboxi-reduzi do e remetilado 

(P# , Tabela V).

As di screpãn.ci as na razão molar dos açúcares metilados 

das frações F-2 e F-3 (Tabela IV) em relação aos acetatos de al_ 

d i tõi s dessas mesmas frações (Tabela II) podem ser atribuTdas
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à B-eliminação causada por.base forte usada durante a meti 1 ação.

t t - L - K |S p o t -D -G ||p A

i  i
►3-« - Q - G a lp A - ( ! - * 2 ) - t t * ^ -R h a p - ( I - ^ ) -o c -L -R h a p - í l - * 3 ) -c c -L -R h a p ^  L -R h a p - ( 3 * — •

t  T  T  * ?  ' T
I Dk ^  vL X

* k - R h a P R R r  a - Q - G a lp A -

I I
R R : p  p  G a lP * - Q  G a lp A O « - 1 ) R

E s t r u t u r a  2

Esse é um fenômeno que tem sido relatado na metilação de polis^
1 5 , 2 2 , 9 3 , 1 0 4 , 1 2 8

s a c a r T deos acTdicos e que pode ocorrer tanto a-

través das unidades de ácido urônico, como através das unidades 

redutoras liberadas em meio alcalino, conforme o seguinte e s 

quema :

E s q u e m a  de 3 - e l i m i n a ç ã o



Assim, observamos que a unidade de ácido galacturõnico r e m o v i 

da de 0-4 do GaljDA apresenta um grupo redutor não substituído 

(R I), que, na forma de cadeia aberta, em solução aquosa de 

NaOH (metilação de HAWORTH) é B-eliminada. Durante o mesmo pro 

cesso pode ocorrer, também, a remoção do substituinte da p o s i 

ção 0-3 (arabinose, galactose ou acetil) produzindo um d e r i v a 

do de ácido galac tu ro ni co  insaturado (R II). Portanto, a unida^ 

de do ácido urÔnico é convertida, após B-el imi n a ç ã o , em um pro^ 

duto in sa tu ra do (abs orção a 232 nm)que hidrolisado, reduzido e 

acetilado no sistema a n a l i s a d o ,não é detectado por g.l.c-m.s, 

como acetato de alditol parc ia lm en te  metilado.

Na análise por metilação da fração F-3 (Tabela IV) o b 

servou-se, ainda que muitas das unidades de ramnose 2 , 4 - d i - 0 -  

substituTdas não estão localizadas na mesma posição relativa 

das unidades de ramnose 3 , 4 - d i - 0 - s u b s t i t u T d a s , em razão da m e 

nor degradação do derivado 2-0^-Me-Rha.

A análise através da degrad aç ão  alcalina do polissacarí 

deo P, (Materiais e Métodos item 3.2.8) serviu, também, para câ  

racteri zar  a ligação glicosídica entre a hidroxiprol ina e a ara 

binose pela detecção desse aminoãc id o por t.l.c , e de arabini_ 

tol penta-acetato por g.l.c-m.s (Figuras 8A-8B). Esse tipo de 

ligação pode ser encontrada em várias proteoarab in ogal ac ta na s
3 3 , 3 6 , 6 8

vegetais . Todavia, em funçao do procedimento utilizado

ser um método drástico não descartamos a poss ibilidade de que, 

t a m b é m ,outros aminoãcidos e mon os sa ca rT  deos possam estar envol_ 

vidos em ligações g l i c o s T d i c a s .

A presença do ácido urônico na forma de éster metTlico e 

importante para explicar a degradação das amostras através da
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Fig. 8A - E s p e c t r o  de m a s s a  ( i m p a c t o  e l e t r ô n i c o )  do a r a b i n i t o l  p e n t a - O - a c e t a t o ,  p r o d u t o  

do p o l i s s a c a r í d e o  P . a p ó s  d e g r a d a ç ã o  al ca l i n a .
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1 t 3

Fig. 8B - Cromatograma obtido por t.l.c do produto de 
hidrólise ácida (HC1 6 M, 18 h, 105°), no 
solvente e visualizador C.
1 - Amostra do p o 1issac arídeo P, após degra

dação alcalina;
2 - Padrão de prolina;
3 - Padrão de hidroxipro 1i n a .
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3 -eliminação que pode ocorrer durante a fase de metilação. E s 

sa degradação foi estudada no po 1 issacarídeo P, utilizando-se

1 0 1  1 0 2
como solvente a e t i 1enodiamina e como base o lítio metálico ' 

Observou-se, então que cerca de 64,5% do polímero original P 

foi 3-eliminado formando o resíduo P Q . Esse foi então analisa
p —

do como acetatos de alditõis (Tabela II) e apresentou ramnose:

arabinose: galactose: ácido g a l a c t u r ô n i c o , respectivamente, na

1 3
seguinte relaçao molar 1,5: 6,4: 6,0: 1,0 . 0 espectro de C

de Pg apresentado na Figura 9 e muito semelhante ao da fração

F-7 (Figura 6C) sugerindo que ambas as amostras apresentam es-

1 3
truturas semelhantes. Co mp arando-se o espectro de C de P Q (Fi

p —

gura 9) com o do po li ssacarídeo original (Figura 7A-7B) e com 

os das frações F-2 e F-3 (Figuras 6A-6B), observa-se que houve 

degradação, por p-eliminação, principalmente na região de c a r 

bono anomérico das unidades de ar ab inofuranose e galactopirano 

se. Para o espectro da Figura 9 (Pg)> relacion an do -se as áreas 

dos sinais na região do CH^ (6 18) de 6-deo xi aç úc ar  e de C-l de 

ácido g a 1 acturõnico (6 102,8), a análise quantitativa indica 

que a área do sinal equivalente ao C-l do ácido g a 1acturônico 

corresponde a 61,4moles% em relação ao CH^ do deoxi açúcar .Trans^

portando-se esses resultados ã perce nt ag em  de ramnose em P^ ( 10

1 3
moles%, Tabela II) observa-se que as analises de C e de g.l.c 

para essas unidades são equivalentes.

4.7 LOCALIZAÇÃO DOS GRUPOS O-ACETÍLICGS N0 POLIS
125

SACARIDEO P

0 estudo da localização de grupos 0-acetí li co s é impor-
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tante tanto do ponto de vista estrutural como do imunolõgico . 

Por outro lado a di stribuição de monos sa ca rí deos  terminais e d e  

seus substituintes pode contribuir para a classificação taxonÔ 

mica e estar relacionada com a especificidade.

Em s. typhimurium foi compro va do  que grupos 0-acetTlicos 

ligados ao 0-2 de unidades de Q-galactose, atuam como determi-
5 4

nantes constituindo o fator de antigenicidade 5-0 . Em Kles -

biela 0, grupo 9, esses s u b s t i t u i n t e s , foram encontrados nas 

posições 0-6 e 0-2,6 das unidades de galactose

Do ponto de vista estrutural observa-se que a adição de 

grupos 0-acetTlicos em um pol i s s a c a r T d e o , pode ocasionar signi^ 

ficativas modificações na sua estrutura secundária e terciária. 

Esses efeitos foram relatados em pol is sa ca rT deos  e x t r a c e l u 1 ares
1 0 5

produzidos por Avthrobactev viscosus e Pseudomonas elodea .As 

sim,a remoção desses substituintes pode estimular um estudo so 

bre o papel dos mesmos no controle das propriedades funcionais 

do polissacarTdeo,futuramente.

0 he teropolissacarTdeo P aprese nt ou  pela dosagem quTmi-

70 1 
ca , por analise de acido acético (g.l.c) e por H-n.m.r (Fi

gura 5) r 7 g % de grupos 0-ac et Tl ic os  em relação ao açúcar t o 

tal. Esse percentual relacionado ao peso equivalente do polis- 

sacarTdeo, extraTdo dos dados da Tabela II, indicou que 25 mo- 

les% são substituTdos por 0-acetil, cuja localização passaremos 

a d i s c u t i r .

A primeira tentativa para se localizar grupos 0-acetTli_ 

cos no polissacarTdeo P foi realizada pelo método de deBELDER
4 5

e N0RRMAN , no qual foi emprega do  o metil vinil éter, na p r i 

meira etapa de 0 - s u b s t i tuição dos grupos hidroxTlicos livres.
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Todavia, esse exp er im en to não foi bem sucedido. 0 método de
25

BOUVENG mostrou-se superior para o po li ssacarTdeo em estudo. 

Nesse último, a amostra foi solubilizada em DMF para a etapa se 

quencial de f e n i 1c a r b a m o i 1 ação com f e n i 1 i s o c i a n a t o , a qual foi 

mais eficiente quando a piridina a 50°, foi empregada como sol_ 

vente. As etapas seguintes de de-0-aceti 1 ação , C)-meti 1 a ç ã o , re 

moção dos grupos f e n i 1 carbamato com Ton metil sulfinil carba- 

nion, e hidrólise ácida foram realizadas pelo método modificado

- 38
por CORREA et alii . A mistura resultante, contendo aldoses e 

0-metil aldoses, foi reduzida, acetilada e os produtos na forma 

de acetatos de alditÕis parcialmente metilad os  foram analisados 

por g . 1 . c - m .s .

A melhor eficiência na separação dos derivados foi a l 

cançada empregando-se as colunas capilares de 0 V -17 + 0 V- 2 2 5 (1 

:3) e DB-210. A coluna de DB-210 foi utilizada pois p o s s i b i l i 

tou a separação de todos os derivados de 0 - m e t i 1arabinitol ace
12 5

tato, o que nao ocorre em outras colunas . Assim, os tempos 

de retenção detectados na coluna de DB-210 para os derivados a_ 

cima referidos estão ap resentados na Tabela VI.

Na metodologia empregada para a localização dos substi- 

tuintes 0 - a c e t T l i c o s , os vários 0-metil derivados obtidos indi^ 

cam a posição desses substituintes no h e t e r o p o l i s s a c a r T d e o . A- 

travês dos dados da Tabela VII, eles corres po nd em  ã acetatos de 

arabinitol 3-0(12%) e 2,3,5-tri-0-Me (2%); acetatos de ramnitol 2 

-0(l%)e 3-0-Me(11%) e acetatos de galactitol 2-^(3%), 3-0(1%) , 6-0(1%)

e 2,3-di-()-Me (1%). Foram, também, 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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TEMPO DE RETENÇÃO DE O-METILARABINITOL ACETATOS, OBTI

DOS DO POLISSACARÍDEO P, EM COLUNA CAPILAR (DB-210) A 195°.

TABELA VI

O- M e t i 1 -derivado
*

R t

2 , 3 , 5 - M e 3-Rib 1 ,00

2 ,3,5- Me3 ~Ara 1 ,03

2,3, 4 - M e 3_Ara 1 ,08

3,5-Me2_Ara 1 ,37

2,4 - M e 2 _Ara 1 ,60

3,4-Me2~Ara 1 ,67

2 ,3-Me2~Ara 1 ,68

2, 5 - M e 2 _Ara 1 ,75

5-Me-Ara 1 ,88

2-Me-Ara 2 ,24

3-Me-Ara 2,39

* R^, tempo de r e t e n ç ã o  r e l a t i v o  ao 1 , 4 - d i - O - a c e t i 1-2,3, 

5 - t r i - O - m e t i 1ri bi to  1. Sob es tas  m e sm as  c o n d i ç o e s  

os R de 2-Ç); 3-0. e 2 , 3 -d i -O-me t i lx i 1 i t o 1 a c et at os  

são 2,50; 2,47 e 1,74, r e s p e c t i v a m e n t e .



TABELA VII
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IDENTIFICAÇÃO E PERCENTAGEM DE ACETÃTOS DE ALDI - 

TÓIS PARCIALMENTE METILADOS NO POLISSACARÍDEO P ATRAVÉS DE: 1. 

ANÁLISE DE METILAÇÃO CONVENCIONAL; 2. LOCALIZAÇÃO DE O-ACETIL 

PELO MÉTODO DE BOUVENG MODIFICADO POR CORRÊA et alii; 3. INTRO

DUÇÃO DE 0-CD3 NO LUGAR DE GRUPOS O-ACETÍLICOS.

O-Me-deri v a d o s 0
Mo l es% e procedimentos

A
1

★
2

*
3

2 , 3 , 5-Meg-Ara 20 2 30

3 , 5 - M e 2 -Ara 1 - 5

2 ,3-Me2 -Rha - - 2

2-Me-Rha 2 1 1*

2 , 3 - M e 2 -Ara 1 - -

2 , 3 , 4 ,6-Me^-Gal 2 - 2

3-Me-Rha 5 11 -

3-Me-Ara 9 1 2 8

2 , 3 , 6 -Me3 -Ga 1 14 - 20

2 , 4 , ô-Me^-Gal 4 - 5

2 , 3 , 6 - M e 3 -Glc 4 - -

2 , 6 - M e 2 -Gal 32 1 21

2 , 3 - M e 2 -Gal - 1 -

6-Me-Gal - 1 -

2-Me-Gal - 1 -

3-Me-Gal - 1 -

Rha - 10 -

Ara - 40 -

Ga 1 - 16 -

O O r dem de e m e r g ê n c i a  em c o l u n a  de O V -17 + OV-225, 1:3;

A U s a n d o  a c o l u n a  de O V - 1 7  + OV-225, 1:3;

* Us a n d o  a c o l u n a  de DB-210;

• Não c o n t é m  "satélite".



de ramnopiranose, que estão principalmente substituídas em 0-2, 

4 no polissacarTdeo P, apresentam uma alta proporção de grupos 

0-acetTlicos na posição 0-3(11%).

A distribuição precisa desse substituinte nas unidades 

de arabinose e galactose, não foi possível evidenciar em f u n 

ção do processo de 3-eliminação que pode ter ocorrido durante a 

fase de metilaçao. Quanto às unidades de ácido g a 1acturônico,as 

mesmas não foram detectadas por g.l.c-m.s . Todavia os resulta^ 

dos obtidos serviram para condu zi r o experimento seguinte v i 

sando determinar a sua exata localização. Com esse propósito,o 

polissacarTdeo P foi dissolvido em DMSO e convertido em seu de 

rivado f e n i 1carbamato , que foi sucessivamente d e - 0 - a c e t i 1ado,£ 

sando-se metõxido de sódio metanólico, e d e u t e r o m e t i 1a d o , com 

AggO em DMF contendo CD^I. 0 grupo f e n i 1 carbamato foi removido 

e o polissacarTdeo resultante submeteu-se â análise de metila- 

ção convencional. Com essa meto dologia foi possTvel obter-se re 

sultados de metilação mais próximos dos obtidos para o poli ss ^ 

carTdeo P (Tabela VIII e Figura 10).

A ausência de 3 - 0 - m e t i 1ramnitol pode ser explicado pelo 

aparecimento do 2 ,3-di- 0 - m e t i 1r a m n i t o l , que pode ser oriundo da 

reação de 3-e 1 iminação do ácido galacturõnico ligado ao 0-2 da 

ramnose (ver esquema a seguir). Sabe-se que a 3-eliminação se 

processa em duas etapas e que, em RII (Página 98), a unidade gâ  

lacturonosil insaturada é eliminada, por um mecanismo ainda não
9 7

elucidado .

95



100.0

50.0 -

M /Z

Fig.

«3

117

101

87

71

58

65 I 81Lia.

129

Li -nlil

161

J li

149

145
177

193 203 222 236 247 267

r .203776

30 100 150 200
j-r-r
230

10 - E s p e c t r o  de m a s s a  ( i m p a c t o  e l e t r ô n i c o )  do 2 , 3 , 5 - t r i - 0 - m e t i l a r a b i n i t o  1

com seus f r a g m e n t o s  s a t é l i t e s  c o n t e n d o  (m as sa  + 3.u.m.a. ), cu jo s

m/z a p a r e c e m  e s c r i t o s  na v e r t i c a l .

vocn



97

ESPECTROMETRIA DE MASSA DE O-METILALDITÓIS ACETATOS E 

DE SEUS SATÉLITES, CONTENDO + 3 1J.M.A. RESULTANTES DA PRESEN 

ÇA DE UM GRUPO 0CD3 NO POLISSACARÍDEO P

TABELA VIII

C)-Metil-derivado Percentagem do satélite em relação a combinação 

do tamanho do satélite e o seu progenitor

2,3,5-Me3~Ara 45 (48; 5%), 87 (90; 12%), 101 (104; 16%),

117 (120; 13%), 129 (132; 14%), 145 (148:.. 22%), 

161 (164; 19%).

3,5-Me2"Ara 45 (48; 3%), 87 (90; 19%), 101 (104; 16%),

129 (132; 23%), 161 (164; 17%), 189 (192, 22%).

2,3-Me2~Rha 71 (74; 5%), 101 (104; 13%), 117 (120; 2%),

129 (132; 31%), 143 (146; 15%), 203 (206; 18%).

3-Me-Ara 87 (90; 7%), 129 (132; 8%), 189 (192; 8%).

2,3,4,6-Me4-Gal 45 (48; 3%), 75 (78, 11%), 101 (104; 7%), 

129 (132; 16%), 205 (208; 7%).

2 ,3,6-Me3-Gal 45 (48; 2%), 87 (90; 12%), 101 (104; 18%),

117 (120; 7%), 129 (132; 23%), 143 (146; 23%), 

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

233 (236; 9%).

2,4,6-Me3-Ga1 45 (48; 3%), 87 (90; 13%), 101; 11%),

117 (120; 7%), 129 (132, 8%), 189 (192; 14%).

2,6-Me2-Gal 45 (48; 1%), 117 (120; 5%), 129 (132; 1%).



9 8

E s q u e m a  de ^ - e l i m i n a ç ã o

Estas sequências de reações podem conduzir à presença do 

derivado 2 , 3 - d i-0-meti 1 ramni tol e indicam, também, a percentagem 

de ramnose ligada através de C-2 ao ácido gal ac tu rO ni co  (2%; Ta 

bela V I I ) .

Na espectroscopi a de fragmentação de massa apareceram pj_ 

cos satélites adicionais (+3 daltons) que corres po nd em  ã i n t r o 

dução de um grupo OCD^. As intens id ad es  de cada satélite a p a r e 

cem na Tabela VIII com as respectivas percentagens em relação a 

combinação do satélite e o fragmento progenitor. As posições da 

^-deuterometi 1 ação correspondem, nesse processo, ãs de 0^-acetil 

no polissacarTdeo original e podem ser determinadas usando-se o
76

mecanismo da fragmentaçao estabelecido por JANSSON et alii .

A quant if ic açã o aproximada de 0-acetil, em cada posição 

de uma dada unidade, foi efetuada pela determina çã o da percentji 

gem de altura (p.a.s ) de cada fragmento satélite deuterado do

0-metil alditol a c e t a t o ,rei acionado  com a soma de sua altura e 

a do fragmento progenitor. Os valores de p.a.s para os vários 

derivados presentes são es qu ematizados a seguir:
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1,3-D i-O-aceti1-2,3,5-tri-O-meti1 a rabi ni tol (OMe- 

2, =13%; O M e - 3 , 14%; OMe-5; 5%).

CMgOAc 

-OMe

MeO—  t  3  C H a ^ M e  | CHgOAc
— ► 5 CH2 = O M e  +  4  C - O A c  - h  2 C H = O M e

AcO—  m /t 45 S CH2
p. o s 3 %

r u  n u .  r o /z  129 m /z  117CHoOMe
2 p.o.s 14% p. Q.s t3%

As p.a.s dos fragmentos satélites 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 fragmento 161 (O Me -3,5).

A p.a.s do fragmento satélite com m/z 117 (13%) pode 

ser atribuída ao O M e - 2 ,se for assumi do que o impacto eletrônico 

(i.e.), quebra a molécula entre os átomos C-2 e C-3 e não e n 

tre C-4 e C-5. Entretanto, a ausência de 2-O-meti 1 arabi ni tol ^ 

cetato, detectado no experim en to  preliminar de localização de 

grupos O^-acetil, aqui não é satisfato ri amen te  explicada.

1 , 2 , 4 - T r i - O - a c e t i 1 - 3 , 5 - d i-O-m e t i 1arabinitol (OMe- 

3, 23%; OMe-5, 3%).

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

corresp on de m a OMe-5 e OMe-3, são de 3% e 23%, respectivamente.



1 0 0

ÇHjjOAe 

—OAc

MeO— ] 3  C H cd S m 0
— f  5  CH2 = O M a  4 . 4 | j —-O Ac

m /z  45 5  C H 2
p . o s 3 %

àcO-

CM20M9 m /z  129 
P.o 8 2 3 %

1,2,4,5-Tetra-0-aceti1-3-0-meti1arabini toi (OMe-3, 8%)

ÇHgOAc
♦

3  , 3
—  OAc

------► 2  , 4

C H = O M e
1
C— OAc 
II
c h 2MeO— • . 3

AcO— m / z 12 9
p . 0 -8 8%

CHgOAc

0 fragmento de m/z 129 corresponde ã fr agmentação entre 

os átomos C-3 e C-4 ou entre C-2 e C-3 e, portanto, contem OMe 

-3, onde a p.a.s do fragmento satélite é 8%.

1 , 4 , 5 - T r i -0-a c e ti 1 - 2 , 3 - d i - 0 - m e t i 1ramni toi (0 M e - 2 , 

27o-, OMe-3, 18%).

: h 2o a c

—  OMe 

— OMe

AcO-

AcO-

1 C H 2 OAc

2  C H = 5 m C

m /z  117 
p . o . 8 2 %

C H,

+
CH=OMe

A c O - 

AcO—

C H ,

4

5

6

m /z  2 0 3  
p 0 8 18 %



As p.a.s dos fragmentos satélites tendo m/z 117 e m/z 

203 contém OMe-2 e OMe-3 são 2% e 18%, respectivamente.

1 ,5-Di-acetil-2,3,4,6-tetra-0-meti1galactitol (OMe 

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

Nesse caso somente uma de te rm in aç ão  aproximada da d i s 

tribuição de deutério em grupos OMe pode ser efetuada nesse mé 

t o d o .

1 0 1

CHj0Ac

----- OM e

MeO—  

MeO-

4  C H a
6 CH2 = O M e  +  5 è-

II

$ M e
OAc

■O Ac m /z  4 5  
p . a .s  3 %

6 CH2 

m /z  129 
p . O . B  1 6 %

cHgOM e

MeO-

C H = £ « e  3  

4

— OAc 5

ÓHgOMe 6 
m /z  2 0 5  
P 0.3 7 %

Os fragmentos com m/z 45 e m/z 129 contém 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 satélite com p.a.s de 7% e concorda com o valor com 

binado para OMe-4 e 0Me-6, onde o de 0Me-3 ê ap ro xi madamente 

2%, resultante da diferença de 21% (7% x 3)-19%(3% + 16%).



1 0 2

1,4,5-Tr t-Q-aceti1-2,3,6-tri-0-metilgalacti tol

( O M e - 2 , 7%; O M e - 3 , 7% e OMe-6, 2%)

ÇHgOAc

Ç H = O M e 3

M eO — I ÇHgOâc A c O —

Ac O—
— *O A c  5

— OAc m /z  4 5  

p . o . fi 2 %
m / z  117 

p . 0 . 8  7 % C ttg O M * 6

m /z  2 3 3  
p . o .s  9 %

CH2OMe

0 fragmento com m/z 45 tem OMe-6 e possui um fragmento 

satélite com p.a.s de 2%. 0 satélite do fragmento m/z 117 p£ 

deria ser originado da quebra entre os átomos de C-2 e C-3 ou 

entre C-4 e C-5. A p.a.s de 7% representa o grupo OMe-2. Já 

o satélite do fragmento m/z 233 é oriundo da quebra entre C-2 

e C-3 e apresenta OMe-3 e OMe-6, cuja p.a.s para: OMe-3, c a l c u 

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

1 , 3 , 5 - T r i - O - a c e t i 1 - 2 , 4 , 6 - t r i - O - m e t i 1galacti tol

(OMe-2, 14%; OMe-4, 8%\ OMe-6, 3%).

<:h 2 o a c

 OMe

A cO — +
 ► 6  CH2  =  OMe +

CHgOAc

M eO ------- II
6  C H 2 2  OMe

—  OAc m / z  4 5  
p . o.s 3 %

m / z  129  
P o . s  8 %

C H 2 6M e

As p.a.s dos satélites de fragmentos progenitores com 

m/z 1 89, 1 29 e 45, correspondem ao OMe-2, OMe-4 e OMe-6 com uma 

percentagem de 14-.%, 8% e 3%, respectivamente.
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1 ,3,4 ,5-Tetra-O-aceti1^2,6-di-0-meti1galactitol 

(0Me-2, -5%; 0Me-6,

CHjjQAc 

-OMe

A c O -

A cO -

I C H 9OAc 
♦ I z  +

6 C Hg —OMe +  2  CH<=OMe

    m / z  45 m / z  117— OAc
p.fl.í 1% p . 0.8 5 %

CHgOMe

A p.a.s do satélite do fragmento com m/z 45 contendo 

OMe-6 é 1%. Em função da menor massa para o Ton, a quebra e n 

tre os átomos C-2 e C-3 ocorre prefere nc ia lmen te , do que entre 

os átomos C-4 e C-5, fornecendo o fragmento com m/z 117, que co£ 

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

Com os resultados obtidos, nesses dois métodos desenvo^ 

vidos para distribuição  de grupos 0 - a c e t T l i c o s , fica claro que

0 primeiro método, usando-se piridina como solvente, forneceu 

muitos detalhes da localização desses substituTntes em várias 

unidades da estrutura do h e t e r o p o l i s s a c a r í d e o . Ao invés de e s 

tarem localizados em uma única posição de cada unidade,eles eri 

contram-se ligados ã vários o x i génios das unidades m onossacar^ 

dicas diferentes, com excessão, para as unidades de arabinopi- 

ranose e ramnopi ranose 2 ,4-di-0^-substi tuídas onde aparecem s o 

mente como 3-()-acetato.

Contudo permanece a incógnita: seriam os grupos 0-acetjT 

licos localizados em diferentes posições na biossíntese do po-

1 i ssacarTdeo vegetal ou ocorre ri am  pr im ei ramente numa única pc) 

sição e posteriorm en te sof reriam mi gração?
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4.8 ANÁLISE DA VISCOSIDADE

0 esclarecime nto das razões pelas quais um organismo é 

levado a sintetizar ma cr omoléculas tão complexas e especificas, 

muitas vezes sob um comando genético aprimorado, é que tem m o 

tivado a investigação da estrutura fina desses polímeros. Por 

outro lado, em razão da extensão das características f u n c i o 

nais exibidas pelos p o l i s s a c a r T d e o s , e que determinam muitas das 

suas propriedades reolõgicas, combinações de polímeros são com 

frequência utilizadas para obter uma determinada função. Como 

a mi sei bi 1 i dade de polTmeros em solução aumenta com a diminuição da 

concetração de cada um e, é rara em altas concentrações, no exemplo do 

polissacarTdeo P, naturalment e constituído por mais de uma uni^ 

dade polimérica, esse comp or ta me nt o em solução foi analisado, 

também, em termos de viscosidade.

Para o polissacarTdeo P de P. acul ea ta , foi observado 

que os valores de vi sc osidade mais alta ocorrem na faixa de pH 

4,4 a 5,6 (Figura 11 A). Esse resultado pode ser decorrente da 

existência de grupos carboxTlios dissociados que, nessa faixa 

de pH, podem apresentar o efeito repulsivo de cargas com o me:s 

mo sinal (força c o u l o m b i a n a ) . Ocorrendo a repulsão a cadeia do 

polissacarTdeo se estende e pode existir um aumento na c a p a c i 

dade de interação com a á g u a , b e m  como a formação de pontes de 

hidrogênio i n t e r m o l e e u l a r e s . Observa-se, na prática, que os gnj 

pos carboxTlicos tendem a se ionizar em pH acima de 4. Abaixo 

de pH 3,0 a concentração hidr ogeniònica aumenta e a manutenção



dos grupos carboxi 1 i.cos ionizados e reprimida . No polissaca- 

rídeo P esses grupos ácidos podem ser oriundos tanto das unid^ 

des de acido urõnico não e s t e r i f i c a d a s >bem como de grupos fos

fato, desde que os Tons fosfato, fortemente ãcidos, e que e s 

tão presentes na a m o s t r a ( 0 , 5  g%, Tabela I), também mantém a

carga iõnica, até mesmo em baixos valores de pH; o que então

- • _  13 9
permite a molécula um alto grau de hidratação .Como a v i s c o 

sidade intrTnseca é dependente da forma da molécula e da sua 

capacidade de hidratação, ela pode ser interpretada como uma
i  0 3

medida de força da interaçao entre os solutos e o solvente

~  -r + 4 "
A adiçao de catTons monovalentes (Na e K ) em d i f e r e n 

tes concentrações molares tendem a diminuir a viscosidade da so 

lução (Figuras 11B-11C) em função do aumento da força iõnica e 

da competitividade entre os Tons e a(s) mo lécula(s), que inte

ragem com o solvente. A alteração na vi sc osidade relativa pode 

ser decorrente de uma modif ic aç ão  na estrutura terciária da(s) 

molécula(s), que por sua vez influencia a viscosidade intrínse^ 

ca. A presença de Tons pode fazer com que haja uma maior inte

ração partTcula-partTcula  decorrente da menor interação do(s)

3 0
p o l T m e r o (s ) com a água .

Quanto aos ãnions mo no va le nt es  Cl , Br e I (ánions da 

série de Hofmeister), os que alteram a viscosidad e no sentido 

de menor decréscimo são Cl <Br <1 e, como os Tons positivos a 

cima descritos, também, podem conduzir a uma m odificação da e£
__ 5 8 , 9 6 , 1 0 0

trutura terciária . Muitos sao os exemplos nos quais a â

dição de eletrõlitos ã amostra pode ocasionar formas e tamanhos 

diferentes que afetam diretamente a visc osidade das soluções. 

Outro efeito foi observ ad o forn ec endo-se energia cal orTfica que

105
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pH

Fig. H A  ~ E f ei to  do pH sobre a v i s c o s i d a d e  r e d u z i d a  

do po 1 i s s ac a r i d e o P; da m u c i l a g e m  de Peres_ 

kia a c ul ea ta , a 25°.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
[ M ]2 sol

Fig. 1LB - E f ei to  da adi ç ao  de e l e t r ó l i t o s ,  em d i f e r e n t e s

m o l a r i d a d e s ,  sobre a v i s c o s i d a d e  r e l a t i v a  do

p o 1 i s s a c a r í d e o  P; da m u c i l a g e m  de Pe reski a a c u 

l e a t a , a 25° .
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tes m o l a r i d a d e s ,  sobre a v i s c o s i d a d e  r e d u z i 

da do p o l i s s a c a r í d e o ;  P, da m u c i l a g e m  de Pe- 

r e s k i a  a c u l e a t a , 25°.
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condiciona valores de viscosidade bem pouco diferentes dos obtidos
65

a 259 (fi gura 11 D ) .

H-

?í>

6»Q

5.0

4.0 

30

2P  

1 0

— fh
0 15 20 25 30 35 40 45 50

Tem peratura ( ° C )

F i g . 1 1D Ef ei to  da v a r i a ç ã o  da t e m p e r a 

tura sobre a v i s c o s i d a d e  r e l a 

tiva do p o l i s s a c a r í d e o  P, da m_u 

c i l a g e m  de P e r e s k i a  a c u l e a t a .

Nos estudos da viscosidade intrínseca O; p o l i s s a c a r í 

deo P em solução aquosa, apresentou um valor bastante alto quaji
3 3

do comparado a outras proteogl i cana s . Esse resultado pode àó 

vir da forma e da fle xi bilidade dos substituintes na macromolê 

cuia, desde que eles têm a propriedade de influenciar no seu 

comportamento físico-químico quando em soluções aquosas. Sabe-



se que parâmetros como tipo de ligação dos substituintes , se- 

quencia de unidades, grau de ramificação do(s) p o l í m e r o (s ),con 

teúdo de ácido uronico e de acetil ocasionam diferentes visco-

k i
sidades para os polissacarídeos

109

F i g .  1 1 E  - D e t e r m i n a ç ã o  da v i s c o s i d a d e  i n t r í n s e c a  do

p o l i s s a c a r í d e o  P, da m u c i l a g e m  de P e r e s k i a  

a c u l e a t a .

Avaliando os resultados da (Figura 11E), observamos que 

o pólissacarTdeo P a 1 % em água resultou em uma solução com uma 

viscosidade de 1000 centipoises a 25°. Polis sa ca rí deos  de goma 

g a t t i , goma de tragacante, goma de locust bean, goma arábica



arabinogalactana de larix, algumas carragenanas e alguns d e r i 

vados de alginatOj nas mesmas concentrações e temperatura,apre
58 ,1 iu

sentam viscosidade menores (máximo 750 cps) . A solução do 

polissacarídeo P somente apresenta viscosidade inferior quando 

comparada ao alginato de amõnio (2000 cps), goma de karaya 

(3000 cps), goma de guar (4500 cps) e certos tipos de carrage- 

nanas (1420 cps)

1 1 0
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CONCLUSÕES

1 . O pÕ acetÕnico de folhas verdes submetidos ã e x t r a 

ção com agua a 50° deu origem ã mucilagem de folhas Peveskia a 

culeata com um rendimento de 11,8%. Após o tratamento de SEVAG 

foi denominado pol i ssacarídeo P,que é constituído por um compl exo â 

r a b i n o g a l a c t a n a - p r o t e í n a , com a seguinte relação molar: 5,1:

8,2: 1,2: 1 , 0 ,  respectiva me nte para os mono ssacarTdeos arabi- 

nose: galactose: ramnose: ácido galacturônico; contém, também, 

cálcio, fosfato, hexosamina, metoxil e acetil.

2. A separação do poli ssacarídeo P em 3 principais f r a 

ções por cromatograf i a em DEAE-cel ul ose e suas análises por eŝ

1 3
pectroscopia de C, bem como a cromatografia em gel de Sepha- 

dex da molécula colorida com Azul de Procion M-3G, indicaram 

que o pol is sacarídeo P é p o l i d i s p e r s o .

1 3 -
3. Nos espectros de C das tres principais frações o b 

tidas em DEAE, F-2, F-3 e F-7, os sinais bem definidos e n 

tre 6 62,2-62,7 indicam que o C-6 dos grupos galactosil t e r m i 

nais, bem como os da cadeia interna não estão su bs ti tuT dos , coji 

firmando os dados de metilação.

-  13
4. A analise por C-n.m.r. das frações F-2, F-3 e F-7



em D 2 0 indicaram os mesmos sinais observados no espectro do po 

lissacarídeo P em DMSO. Isso demonstrou que o tratamento de SE 

VAG do polissacarTdeo Pnã o removeu toda a proteína não covalente- 

mente ligada com a maioria do polissacarTdeo, formando um com- 

plexo altamente viscoso semelhante ã interação entre carboidra^ 

to-lectina. Assim, após passagem em D E A E - c e l u l o s e , originaram- 

se pol is sa ca ri deos  não complexados, que apre sentam movimentos

mole cu la re s elevados das cadeias laterais de arabinose. 0 es-

13 2
pectro de C do poliss ac ar Td eo P em DMSO- Hg foi bem mais d e 

finido que em D 2 O, ob se rvando-se que alguns dos sinais de a-L- 

Araf aparecem sobrepostos aos oriundos do(s) núcleo(s) do c o m 

plexo, cujo movimento molecular 5 limitado.

13
5. Os resultados dos espectros de C do polissacarTdeo 

P e de P-l , bem como de seus produtos de met il aç ão , indicaram 

que o(s) núcleo(s) do(s) p o l i s s a c a r T d e o ( s ) são formado(s) por 

uma galactana 3-(l-*4), que apresenta algumas unidades de gala£ 

topiranose substituTdas em 0-3 por unidades de arabi no pi ra nose

2,4-di-jD-substi tuTdas . Assim, na class if ic aç ão  de ASPINALL, se 

enquad ram no grupo I como a r a b i n o - 4 - g a l actana e com tal tipo 

estrutura poderia ser utilizada em diferentes produtos diéticos.

6. A análise por g.l.c-m.s dos acetatos de a l d i t õ i s p a r  

cialmente metilados, dos oligoss ac ar Tdeo s ácidos (FA) metilados, 

carboxi-reduzi dos e remetilados; do poli ssacarTdeo m e t i l a d o ( P ) ;  

do polissa ca rTd eo metilado carboxi-reduzi do (P°); do polissaca- 

rTdeo metilado, carboxi-reduzi do e remetilado (P ); e de P - l  

me t ilado demon st rar am  que as unidades de ácido gal acturÔni co eŝ  

tão ligadas (1^2) ãs unidades de ramnose que, por sua vez,se ejn 

contram ligadas ao 0-4 do ácido g a l a c t u r õ n i c o , fazendo parte dos

1 1 2
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núcleos dos p o l i s s a c a r T d e o s .

7. Os sinais a 6 100,6 nos espectros de "C de P, P-1 e 

F-3 corresp onde m ã unidades de acido ot-Q-gal acturõni co ligadas 

(l-*4) como cadeias laterais e/ou cadeias terminais móveis, e 

que não são representati vas dos núcleos da galactana.Em F-3, o s i 

nal a ô 54,4 indica: que o acido galacturÓnico esta e s t e r i f i c a 

do por metanol .

8. Desde que P-1, produto da hidrólise ácida parcial de 

P, apresenta um valor alto para a rotação especifica (+49°) em 

relação ao polissacarTdeo P (-29°), a contribuição das unidades de 

arabinofuranosil removidas pela hidrólise ácida parcial é n e g a 

tiva e, portanto, mostra que eles têm a forma L, enquanto que a 

análise com galactose oxidase de P-1 indicou que as unidades de 

galactose têm a forma D.

9. As frações F-2 (-35°), F-7 (-37,9°) indicaram c o n f i 

guração a e 3 re sp ec tivamente para Araf e Gal£. Para a fração 

F-3 (+89,6°) o valor positivo alto pode ser decorrente do eleva^ 

conteúdo de ácido a- Q- ga lacturÓnico (12,2 moles%).

10. A análise da ligação entre o polissacarTdeo e a pro- 

teTna demonstrou ligação covalente entre arabinose e hidroxipro 

1 i n a .

11. As discrepãncias nas razões molares dos açúcares me- 

tilados das frações F-2 e F-3 em relação aos acetatos de a 1 di - 

tÓis dessas mesmas frações são atribuTdas a 3-eliminação c a u s a 

da por base forte usada durante o processo de metilação. 0 tra-

1 3



tamento com iTtio metálico comprovou o processo de B-eliminaçào

onde 64,5% do polissacar Tdeo P foi degradado. No espectro de 

1 3
C-n.m.r do produto P^ verificou-se que houve 3-elirai nação pri n

cipalmente na região do carbono anomêrico das unidades de Araf

13
e Gal£. Também a esp ec tr oscop ia por C demonstrou que a a n á l i 

se quantitativa de 6-deoxi açúcares corresponde aquela verifica^ 

da por g.l.c como acetatos de alditõis.

12. Para a quan ti fi ca çã o dos grupos O-acetílicos a d o s a 

gem química foi tão eficiente quanto ã espectroscopi a de ^H-n.m.r 

A localização de grupos O-acetTlicos foi realizada pelo método 

de BOUVENG modif icado por CORRÊA et alii, usando-se piridina c_o 

mo solvente, e por me tilação parcial do material com iodeto de 

metila deuterado. Na separação dos acetatos de 0-metil arabini- 

tol por g.l.c-m.s,a coluna DB-210 provou ser a mais eficiente .

Na análise dos acetatos de alditõis parcialmente metilados e a- 

cetatos de alditõis deutero 0 - m e t i 1a d o s , verificou-se que os 

grupos 0-acetil enc on tr am-s e ligados a várias posições de unid^ 

des de arabinose e galactose e pref er encialmente na posição 0-3 

da arabinop iran ose e r a m n o p i r a n o s e .

13. Na análise de viscosidade a adição de sais em diferentes

concentrações e a variação depH''condicionaram diferentes valores de vis

cosidade, porém in a l terável com a temperatura. a visco

sidade intrínseca do polissacarTdeo P a 25°, em pH 4,4 - 5,6 ,

corresponde a 790 centipoises, e deverá ser complementada com as 

mesmas análises sendo efetuadas em conce nt ra çõ es  mais diluTdas. 

Nessa sequência o estudo da viscosidade deverá ser a v a 1i a d o , tam

bém, pela remoção dos substi tui ntes £-acetil e 0^-metil, tanto no 

pol i ssacarTdeo P como na fração F-3, cujas avaliações poderão l_e 

var a uma análise comparativa com os polis sa ca rT deos  de in te res

se comercial, futuramente.

1 1 4
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