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RESUMO

Entre os polissacarideos de reserva dos vegetais destacam-se as galactomananas e
mananas, as quais sdo caracteristicas das familias Leguminosae e Palmae,
respectivamente. A maioria das galactomananas de vegetais sdo polissacarideos
constituidos-de uma-cadeia linear de unidades D-manose unidas por ligagdes glicosidicas
B(1—4) com substituigdes por unidades de D-galactose ligadas a(1—6) ao longo da
cadeia principal, enquanto que sdo consideradas PB(1—4)-D-mananas puras o
polissacarideo vegetal que contém 95% ou mais de manose. Os endospermas das
sementes de Leguminosae, Adenanthera pavonina, Cassia fastuosa, Delonix regia ¢
Leucaena leucocephala foram isolados e submetidos a extragdes seqiienciais com H,0O
(4°C, 25°C ¢ 60°C) ¢ NaOH 2M ¢ 4M, ambas a 25°C. Em C. fastuosa ¢ D. regia foram
obtidas galactomananas com diferentes razdes Man:Gal, 2,5:1 a 10:1 e 3,0:1 a 6,8:1,
respectivamente. A redugdo no conteudo de galactose foi acompanhada pela diminuigao
dos valores de rotag@o Optica especifica. Os residuos finais das extragdes apresentaram
em torno de 95% de manose, sendo considerados como mananas puras. Os
polissacarideos foram submetidos a analise de metilagdo, apresentando como derivado
principal 2,3,6-Mes-Man (90%). A estrutura das mananas foi confirmada por RMN-"C. A
partir dos endospermas das sementes de 4. pavonina e L. leucocephala foram isoladas
galactomananas com relagdo Man:Gal de 1,6:1, independente das condig¢des de extragdo.
As galactomananas apresentaram estrutura convencional, analisada por metilagao ¢ RMN-
BC. O residuo final das extragdes foi analisado ¢ mostrou a presenga de glucose como
componente majoritario. Nas espécies C. fastuosa e D. regia, pertencentes a subfamilia
Caesalpinioideae, foi caracterizada a ocorréncia de uma “familia” dc galactomananas c
uma manana pura. Por outro lado, nas sementes de A. pavonina e L. leucocephala,
- pertencentes & subfamilia Mimosoideae, foi observada a presenga de apenas um tipo de
galactomanana. A composic¢do do residuo destas espécies sugere a presenga de celulose,
ao invés de mananas.
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1. INTRODUCAO

Uma nova planta formada por reprodug@o sexuada inicia como um embrido
dentro de uma semente. A semente desenvolve-se do 6vulo fecundado e, quando
madura, ¢ o meio de dispersdo da espécie. Assim, a semente ocupa uma posigao critica
na vida de uma planta superior. O sucesso com o qual o novo individuo ¢ estabelecido
no tempo e lugar, ¢ o vigor da plantula ¢ em grande parte determinado pelas
caracteristicas fisiologicas e bioquimicas da semente. A chave deste sucesso esta nas
respostas da semente ao meio e nas reserva disponiveis para sustentar a jovem planta
nos estagios iniciais de crescimento, antes dela tornar-se um organismo independente,
autotréfico. Além disso, para o0 homem, as sementes representam uma grande fonte de
nutrientes. Cerca de 10% de todo o alimento para o consumo humano vem diretamente
de sementes, principalmente de cereais e legumes (BEWLEY; BLACK, 1986).

Dentre as substincias de reserva da semente destacam-se, pela sua abundancia e
multiplicidade de usos, os carboidratos, que podem ocorrer sob a forma
oligossacarideos, como a sacarose ¢ rafinose, ou ainda como polissacarideos
(AVIGAD; DEY, 1997).

Durante a evolugdo da planta diferentes carboidratos foram selecionados como
substancias de reserva. O mais amplamente distribuido € o amido, seguido das frutanas
¢ dos polissacarideos de reserva de parede. Cada um destes compostos de reserva
apresenta caracteristicas que os tornam mais convenientes para a planta em
determinadas situagGes. Primeiramente, nenhum destes possui terminais redutores
livres, uma vantagem quando comparados com o acimulo de monossacarideos livres,
0 que poderia levar a glicosilagdo ndo especifica de elementos celulares. A atividade
osmdtica destes polissacarideos também ¢ importante. Sendo insolivel, o amido ¢
.menos ativo osmoticamente que as frutanas, € seu maior empacotamento também o
torna menos reativo. As frutanas, por outro lado, pelo seu estado mais desempacotado,
se tornam mais uteis no controle do potencial osmético da célula (BUCKERIDGE et
al., 2000).

Em muitas sementes as paredes celulares dos tecidos de reserva estdo

espessadas e contém polissacarideos que sdo mobilizados durante a germinagdo. Estes



sdo os polissacarideos de reserva de parede que, além da fungdo de reserva, também
estdo relacionados a rigidez (mananas no endosperma de sementes de palmeiras),

relagdes hidricas (xiloglucanas em cotilédones ¢ galactomananas em endosperma de
leguminosas) e expansdo celular (galactanas dos cotilédones de Lupinus angustifolius).
E possivel distinguir trés grandes grupos de polissacarideos de reserva de parede:
mananas, o qual inclui as mananas puras, galactomanas e glucomananas; xiloglucanas

e galactanas (REID, 1985).
1.1 Galactomananas

As duas principais fontes de galactomananas séo: (a) o endosperma de sementes
dos vegetais, a maioria proveniente da familia Leguminosae, e (b) fontes microbianas,
em particular, lcveduras ¢ outros fungos (DEA; MORRISON, 1975).

Nos vegetais, as galactomananas também sdo encontradas nas sementes das
familias Annonaceae, Compositae, Convolvulaceae, Ebenaceae, Lagoniaceae,
Malvaceac, Palmae, Solanaceae, Tiliaceae, Umbelliferac, ¢ provavelmente
Cuscutaceae. A maioria das galactomananas de plantas s@o polissacarideos
- constituidos de uma cadeia linear de unidades D-manose unidas por ligagdes
glicosidicas B(1—4) com substitui¢des por unidades de D-galactose ligadas o(1—6) ao
longo da cadeia principal (DEY, 1978; SCHERBUKHIN; ANULOV, 1999).

O laboratério de Quimica de Carboidratos Vegetais do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular desta Universidade jé isolou e caractcrizod
galactomananas de diferentes espécies de leguminosas nativas. Ja foram estudadas as
galactomananas de sementes de Mimosa scabrella (GANTER et al, 1992),
Strypnodendron barbatiman (REICHER et al, 1991), Schizolobium parahybae
(GANTER et al., 1995) e Schizolobium amazonicum (PETKOWICZ et al., 1998),
entre outras.

Algumas galactomananas apresentam estruturas que diferem da estrutura
classica. Em Cassia absus, a galactomanana apresenta ligagdes (1—3) na cadeia
principal, € podem ocorrer substituigoes em O-2, além daquelas convencionais ligadas.

em O-6 (DEA; MORRISON, 1975). GUPTA (1986) demonstrou que a galactomanana



de Melilotus indica apresenta 36% de ligagdes (1—>4) ¢ 10% de ligagdes (1—>2) na
cadeia de manose. Além disso, estdo presentes unidades de a-D-galactose ligadas
(1—>4), unidas a O-6 na cadeia da manana. Apresenta ainda cadeias laterais de
unidades B-D-manose ligadas (1—4), unidas a O-4 de uma unidade de a-D-galactose,
que se liga a cadeia principal por ligagdo (1—6).

ISHURD et al. (2005) isolaram, das sementc dc Retama raetam, uma
galactomanana cuja cadeia principal apresenta unidades de manose ligadas
majoritamente P(1—3), existindo, ocasionalmente, ligagoes PB(1—4). As cadcias
laterais de unidades galactopiranosil estdo ligadas em O-6.

A bioquimica ¢ fisiologia da sintese € mobilizagdo das galactomananas foram
extensivamente estudadas nas sementes de Trigonella foenum-graecum, Cyamopsis
tetragonolobus, Trifolium repens e Ceratonia siliqua (REID; BEWLEY, 1979; REID;
EDWARDS, 1995).

O endosperma de Trigonella foenum-graecum € completamente preenchido
com galactomanana e ¢ considerado nao vivo; as unicas células vivas do endosperma
estdo presentes na camada de aleurona que contorna o tecido de reserva. O
polissacarideo € depositado na parede celular do endosperma e ocorre até o
preenchimento total da célula. Citoplasma e vactiolo desaparecem e sdo substituidos
por uma massa de galactomanana, num processo que ocorre célula a célula; as células
do endosperma préximas ao embrido sdo as primeiras a serem preenchidas. Ja no
endosperma de Ceratonia siliqua as células do tecido de reserva sdo vivas e as
galactomananas estdo presentes na parede celular espessada (REID, 1985).

A sintese das galactomananas no endosperma ocorre com a geragdo de dois
nucleotideos-agticar: GDP-glucose e UDP-glucose. Estes compostos sdo
transformados pela 2-epimerase ¢ 4-epimerase em GDP-manose ¢ UDP-galactose,
respectivamente, os quais sdo os doadores das unidades monossacaridicas para a
constru¢iio das cadeias do polimero. Este processo ¢ mediado por duas transferases:
manosil transferase (na presenca de Mg2+, Mn** e Ca®*) e galactosil transferase (Mg?).
Foi descrito um aceptor glicosil endégeno (primer), mas sua naturcza ¢ pouco
compreendida (DEY, 1978).



Durante a germinagfo, a biodegradagfio das galactomananas requer a presenga
de trés enzimas: o-galactosidase, para remo¢do das cadeias laterias de a-D-galactosc;
B-mananase, uma endoenzima que hidrolisa cadeias de mananas ligadas B (1—4) em
oligossacarideos; ¢ P-manosidase, uma glicosidase para hidrolise completa dos
oligossacarideos formados (DEY, 1978; REID; BEWLEY, 1979).

A quebra das galactomananas no endosperma de Trigonella foenum-graecum
incia-se 16h apés a germinagdo, € ¢ completa em 24 horas (REID; BEWLEY, 1979).
Os produtos desta quebra sdo rapidamente absorvidos pelo embrido e convertidos em
sacarose ¢ amido. A degradagdo da galactomanana no endosperma ¢ realizada pela
acdo da o-galactosidase, B-mananase ¢ (-manosidase, produzidas pela camada de
aleurona. Em Ceratonia siligua, as trés enzimas citadas estdo presentes no
endosperma. Inicialmente ocorre uma dissolugdo da parede ao redor das células
endospérmicas, devido a secre¢do das enzimas hidroliticas. A produgdo das enzimas
inibe o acumulo dos produtos degradados no endospcrma, assim os produtos
degradados sd@o transportados aos cotilédones € a inibi¢do ¢ atenuada (REID, 1985;
McCLEARY; MATHESON, 1975). SCHAEFER (2000) mostrou que nas sementcs de
Schizolobium parahybae, a galactomanana comecga a ser degradada no endosperma a
partir do quarto dia apds a germinagéo, sendo totalmente consumida pelo embrido apos
12 dias.

A presenga de galactomananas como principal carboidrato de rcserva cm
sementes de Leguminosas ¢ considerada uma importante ferramenta taxondmica
(HEGNAUER; GRAYER-BARKMEUER, 1993). O grau de substituigdo de galactose
nas galactomananas varia de 20 a aproximadamente 100% e ¢ controlado
gencticamente. A relacdo manose:galactose ¢ taxonOmica dependente, ou scja,
espécies relacionadas taxonomicamente apresentam relagdes manose:galactose
semelhantes. Altos valores de relagdo manose:galactose séo relacionadas com tdxon
primitivo (subfamilia Caesalpinioideae), enquanto uma quantidade maior de galactose
¢ caracteristica de espécies mais avangadas (subfamilia Faboideac) (SCHERBUKHIN;
ANULOV, 1999; BUCKERIDGE; DIETRICH, 1990).

Quando dispersas em agua, as galactomananas formam solugdes de alta

viscosidade. As galactomananas secas s&o habeis em embeber dgua em quantidades



que excedem sua propria massa, resultando na formagdo de solugbes de alta
viscosidade com aparéncia de um gel (DEA; MORRISON, 1975). Devido a natureza
ndo idnica das galactomananas, estes polissacarideos mantém sua viscosidade
aproximadamente constante em uma ampla faixa de pH. E aceito que a viscosidade das
solugdes de galactomananas seja essencialmente controlada pelo tamanho molecular,
sendo que o nivel de substituicdo representa pouco ou nenhum papel (DEA;
MORRISON, 1975).

As moléculas de galactomananas no estado solido apresentam-se em uma
conformagdo do tipo “fita”, relativamente estendida e flexivel. A introducdo de cadeias
laterais de galactose promove uma redugdo nas dimensdes das cadeias. O grau .de
substituicdo tem grande influéncia na solubilidade destes polissacarideos. As
substituigdes em O-6 de unidades de D-manose por grupos D-galactose resulta em um
aumento na capacidade de hidratacio, aumentando a solubilidade destes
polissacarideos. Um nivel minimo de substituicdo de 10% de galactose ¢ necessério
para a solubilidade em agua a temperatura ambiente. A propor¢do manose:galactose
também ¢ extremamente importante na capacidade de interagdo molecular ¢
susceptibilidade a degradagdo enzimatica (DEA; MORRISON, 1975; DEA, 1987;
DEY, 1978; McCLEARLY, et al., 1985; PETKOWICZ et al.,1998).

Em solugdo aquosa as galactomananas apresentam-se em uma conformagdo do
tipo enovelada (“random coil”), um estado que s6 € revertido a formas mais ordenadas
em condi¢gdes favordveis de agrega¢do ou interagdo com outras espécies (DEA;
MORRISON, 1975; ROBINSON et al., 1982).

As galactomananas das seméntes de guar (Cyamopsis tetragonolobus), de
alfaborro ou “locust becan” (Ceratonia siliqua) sdo amplamente usadas na industria,
principalmente na alimenticia. Os principais usos das galactomananas sdo em produtos
derivados do leite (espessante em sobremesas, e, em particular, sorvetes e como
substitutos de gordura), produtos em pé (sobremesas e pudins), panificagdo (misturas
para bolo e glac€), produtos dietéticos, formulagbes de leite para criangas, temperos,
molhos, sopas ¢ alimentos enlatados (REID; EDWARDS, 1995).

As galactomananas de guar e alfaborro também sdo utilizadas na industria de

papel, sendo adicionadas durante o processo de obtengdo da polpa celulésica com a



finalidade de repor o suplemento natural de hemicelulose, que ¢ removido no processo
de deslignificagdo, contribuindo nas propriedades de hidrata¢do da polpa e resisténcia
da folha de papel (WHISTLER, 1973).

Na industria de cosméticos as galactomananas s@o utilizadas como espessantes
e estabilizantes em cremes e lo¢gdes (WHISTLER, 1973).

Na industria farmacéutica, além do uso direto como fibras dictéticas, as
galactomananas sdo utilizadas na fabricagdo de comprimidos alterando a velocidade de
liberagdo da substincia ativa (BAVEJA ef al, 1991). UGHINI et al (2004)
verificaram o potencial de uso de uma mistura de galactomanana e xantana como
matriz de liberagdo controlada de diclofenato de s6dio em tabletes e cépsulas. Em
comparagdo com o produto comercial de liberagdo de diclofenato de sédio, o sistema
xantana:galactomanana funcionou como retardador da liberagdo tanto em capsulas
como tabletes.

Sabe-se que a adi¢do da galactomanana de guar em refei¢cdes ricas em
carboidratos reduz o aumento poés-prandial de glucose e insulina no sangue em
individuos saudéaveis e diabéticos. Além disso, melhorias no metabolismo de
carboidratos ¢ lipideos em pacientes insulino dependentes ¢ insulino ndo dependentes
foram conseguidas usando preparagdes farmacéuticas de guar e alimentos adicionados
da mesma goma. A agdo fisiologica do guar parece depender principalmente da
capacidade da goma de hidratar rapidamente e assim aumentar a viscosidade do bolo
alimentar no estdmago ¢ no intestino delgado. A alta viscosidade no intestino delgado
diminui a digestdo e absorg¢do de carboidratos, o que tende a reduzir a hiperglicemia
pos-prandial (ELLIS et al., 1991).

RAMESH et al. (2002) demonstraram que a galactomanana de Trigonella
foenum-graecum & capaz de ativar a fagocitose em macrofagos peritoniais, além de

promover o crescimento de células HB4C5 e inibig¢do da secre¢do de IgM.



1.2 Mananas

As mananas podem ser encontradas, nos vegetais, em parede celular ou
endosperma de sementes maduras de plantas ndo leguminosas, ¢ podem ter fungdo
estrutural ou de reserva (STEPHEN, 1983).

A parede celular de muitas leveduras apresenta mananas ligadas
covalentemente a proteinas, onde representam um componente estrutural. Neste caso
as a-D-manopiranas sdo predominantes, exibindo uma variedade de tipos de ligagdes,
tanto em estruturas lincares como ramificadas (GORIN; BARRETO—BERGTER,
1983).

Mananas puras sdo relativamente raras em plantas. Sdo consideradas D-
mananas puras os polissacarideos que contém 95% ou mais de manose (ASPINALL,
1959). Sdo encontrados no endosperma de sementes de Palmae, onde atuam como
material de reserva (AVIGAD & DEY, 1997). Os polissacarideos de Phytelephas
macrocarpa, chamados de mananas de “ivory nut” constituem as mananas de planta
mais estudada e melhor caracterizada que se conhece (STEPHEN, 1983). Duas
mananas com a mesma estrutura quimica, mas que diferem na solubilidade, estdo
presentes nestas sementes: a manana A, granular, que pode ser extraida com alcali e a
manana B, fibrilar, que ndo pode ser extraida diretamente, ¢ ¢ separada da cclulose por
precipitagdo com sblug:ﬁo de cobre amoniacal. O tamanho das cadeias também varia
entre as duas mananas, tendo sido determinado um grau de polimerizagdo de 20 para a
manana A e 80 para a manana B (TIMELL, 1957; MEIER, 1958; BACIC et al., 1988).

Por razdes termodindmicas, uma B-D-(1—4)-manana, em solugdo, deve adotar
uma conformagdo tipo “fita extendida”, onde os grupos alcodlicos primarios projetam-
se alternadamente para ambos os lados da cadeia linear. Tais polissacarideos sdo
caracterizados pela eficiéncia de suas pontes de hidrogénio e concomitante perda de
solubilidade em agua (REES, 1972; STEPHEN, 1983).

As B-D-(1—4)-mananas assemelham-se a celulose estereoquimicamente, exceto
pela configuragdo axial do O-2 na manose, em oposi¢do a equatorial na glucosc.
Porém, as mananas possuem uma massa molecular extremamente pequena quando

comparadas a celulose e suas microfibrilas sdo muito mais sensiveis a tratamentos



quimicos ¢ fisicos (NIEDUSZYNSKI; MARCHESSAULT, 1972; YUl et al., 1992;
MILLANE; HENDRIXSON, 1994).

A presenga deste polissacarideo também ja foi constatada em sementes de café
(WOLFRON et al., 1961), tomate (GROOT et al., 1988), pimenta (WATKINS et al.,
1985), altace (HALMER; BEWLEY, 1979) e centeio (JACOBSEN; PRESSMAN,
1979).

Mananas lincares ligadas B(1—4) estdo presentes em grdos de café verdes e
torrados. A partir de extragdes aquosas das sementes torradas de café (Coffea arabica)
NAVARINI et al. (1999) isolaram uma B(1—4) manana com poucas substitui¢des por
galactose e arabinose. Alguns autores consideram que as mananas presentes nas
sementes de café podem ser responsaveis pela viscosidade de certos extratos de café,
uma vez que o tratamento com mananases reduz significativamente a viscosidade
destes extratos (OOSTERVELD et al., 2004).

A Unica semente, que contém manana, cuja mobilizacdo do carboidrato foi
estudada em detalhes € Phytelephas macrocarpa (REID, 1985). Nestas sementes, um
pequeno embrido conico desenvolve-se lentamente e seu cotilédone € transformado em
um haustorio, o qual absorve os produtos de degradacdo das reservas que se segue
ap6s a germinagdo. Nestas sementes, uma B-mananase € uma PB-manosidase foram
detectadas proximas ao haustorio. Foi proposto que o haustorio ndo seria responsavel
pela produg@o destas enzimas. Ao invés disso, as enzimas seriam ativadas nas células
endospérmicas, que sdo vivas e metabolicamente ativas, por um sinal ainda ndo
conhecido derivado do haustorio (BUCKERIDGE et al., 2000).

A polpa mucilaginosa da folha da planta Aloe vera consiste de células mortas,
sem organelas. Da mucilagem (ou gel), principal componente da polpa, foi possivel
isolar uma manana parcialmente acetilada, sendo que muitos dos beneficios desta
planta sdo atribuidos aos polissacarideos presentes no material (NI et al., 2004).

O endosperma de sementes verdes de algumas espécies da familia Palmae
contém galactomananas, ao passo que, as sementes maduras de todas as espécies desta
familia que foram estudadas, consistem de mananas contendo apenas uma pequena
proporg¢do de unidades de galactose. Para KOOIMAN (1971), isto pode sugerir que a

maior parte das unidades de galactose seja removida durante a maturagdo destas



sementes, resultando em uma parede celular que ¢ muito menos sujeita a inchamento e
dissolugdo em agua. Este processo ocorreria concomitantemente com a transigio do
endosperma da fase hidratada, gelatinosa, para a fase desidratada na maturidade.

SAMPEDRO et al. (2004) testaram os efeitos antiproliferativos de uma manana
isolada dc Aloe saponaria. A manana inibiu a resposta proliferativa em células
normais e tumorais.O polissacarideo inibiu a expressio de CD3", indicando que a
manana inibe principalmente a resposta profilerativa de linfocitos T.

PETKOWICZ et al. (2001) isolaram, pela primeira vez, em leguminosas, uma
manana pura a partir do endosperma de Schizolobium amazonicum (Leguminosae-
Caesalpinioideae). Os padrdes de difragdo de raio-X e difragdo de elétrons foram
tipicos deste polissacarideo. As andlises de metilagdo e espectroscopia de RMN-">C
confirmaram a cstrutura vdc uma manana pura.

SCHAEFER (2000) isolou uma manana pura do endosperma de Schizolobium
pafahybae. Foi demonstrado também que durante a germinag¢do desta semente, a
manana ndo foi consumida pelo embrido, sugerindo que este polissacarideo possui
fungdo estrutural no endosperma das sementes.

Considerando-se que a presenga de mananas em espécies da familia
Leguminosae € um fato novo, o presente trabalho tem o objetivo de investigar se a
presenca deste polissacarideo ¢ uma caracteristica exclusiva do género Schizolobium

ou se ocorre em outras espécies de leguminosas.
1.3 Familia Leguminosae

A familia Leguminosae, uma das maiores dentre as dicotiledoneas, compreende
mais de 600 géneros que reinem mais de 13000 espécies, espalhadas por todo o
mundo especialmente regides tropicais ¢ subtropicais (JOLY, 1993).

Sdo plantas de habito muito variado, desde grandes arvores das matas tropicais,
a arbustos, subarbustos, ervas anuais ou perenes ¢ também muitas trepadeiras; vivem
nos mais variados ambientes, em diferentes altitudes e longitudes. As folhas sdo

sempre de disposi¢do alterna, compostas. Folhas e foliolos de todas as ordens sempre
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com pulvinos (articulagdes) na base, seja do peciolo, que permitem movimentos
diuturnos aos foliolos e folhas (JOLY, 1993).

As flores sdo variadas, sempre ciclicas ¢ fruto variado em geral legume, seco
deiscente por duas valvas ou do tipo lomento, segmentando-se ou seco ¢ indeiscente
ou de pericarpo mais ou menos carnoso. As sementes sdo, as vezes, envolta cm
mucilagem ou polpa doce, ou com arilo ou ainda com testa durissima. Todas sdo
plantas que vivem simbioticamente com certas bactérias, capazes de fixar o nitrogénio
do ar, encontradas nos nddulos, nas raizes (JOLY, 1993).

Esta familia compreende, de acordo com a classificagio de ENGLER (1964),
trés subfamilias: Caesalpinioideae, Faboideae e Mimosoideac. CRONQUIST (1981)
classifica as leguminosas como ordem Fabales, a qual engloba trés familias:
Caesalpiniaceae, Fabaceae ¢ Mimosacaceae. A classificagcdo adotada neste trabalho
scra a dc ENGLER (1964).

1.3.1 Subfamilia Caesalpinioideae

Esta subfamilia compreende cerca de 150 géneros. Sdo leguminosas arbustivas,
‘arboreas ou trepadeiras das matas, raramente sdo ervas. Apresentam folhas compostas,
em geral, simplesmente pinadas ocorrendo também duplamente pinadas. Fruto em
geral legume, as vezes falsamente septado, as vezes com uma s6 semente que cai
envolta do endocarpo fibroso que funciona como asa (JOLY, 1993).

Esta subfamilia estd muito bem representada no Brasil. O género com maior
namero de espécies € Cassia, conhecido por suas flores amarelas; outros géneros
freqiientes sdo: Caesalpinia, Dimorphandra, Bauhinia, Copaifera, Hymenaea, dentre
outros. Dentre os géneros introduzidos e cultivados destacam-se Delonix, Tamarindus

e certas espécies de Cassia (JOLY, 1993).

1.3.1.1 Cassia fastuosa

A Cassia fastuosa, vulgarmente conhecida por cassia, também conhecida como

marimari, parica, maripixuma, ¢ uma arvore da subfamilia Caesalpinioideae, que
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apresenta comumente 8 a 12 metros de altura, podendo atingir até 40 metros, com
tronco de 1,5-6 dm de diametro, podendo chegar a Im. A espécie é encontrada em
florestas de terra firme, sobrevivendo entre capoeiras, é uma arvore sombreira em
pastos, originalmente nativa de beiras rios e clareiras naturais (LORENZI, 1992).
Apresenta folhas bipinadas compostas por 10 a 12 foliolos, flores longas-
pediculadas amarelas, legumes lenhosos e quadrangulares. Cada legume apresenta 40 a

50 sementes, com massa total variando de 8 a 10g (LORENZI, 1992).

FIGURA 1 - Flor (a) e fruto (b) de Cassia fastuosa

1.3.1.2 Delonix regia

Flamboyant ¢ o nome vulgar da espécie Delonix regia, pertencente a subfamilia
Caesalpinioideac. E uma arvore de médio porte que cresce em regides quentes a
umidas da India, Africa e América (zonas tropicais). Empregada na arborizagdo de
parques e jardins, e muito apreciada pelas qualidades ornamentais de suas flores. As
folhas apresentam de 10 a 14 pares de pinas opostas, com 20 a 25 foliolos curtos e
peciolados. Suas flores sdo vermelhas e alaranjadas e suas vagens s3o compridas e
grandes, contendo em média 20 sementes, com valvas que se enroscam € abrem na

maturagio, langando as sementes a curta distancia (BAILEY, 1954; BRAGA 1976).
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FIGURA 2 - Flor e fruto de Delonix regia

1.3.2 Subfamilia Mimosoideae

Esta subfamilia, que € a menor dentre as leguminosas, compreende cerca de 40
géneros. S@o plantas arbustivas ou arboreas, de folhas freqiientemente duplamente
pinadas. Flores reunidas em densas inflorescéncias esféricas, capituliformes ou
alongadas. Fruto seco, tipo legume, ou indeiscente, com sementes mergulhadas em
polpa doce, ou do tipo lomento (JOLY, 1993).

Representantes desta subfamilia sdo abundantes nas regides tropicais. Dentre os
géneros que se encontram no Brasil destacam-se pelo nimero de espécies: Mimosa,

Calliandra, Inga, Pithecellobium, Parkia e Piptadenia (JOLY, 1993).

1.3.2.1 Adenanthera pavonina

Popularmente conhecida como carolina, Adenanthera pavonina pertence a
subfamilia Mimosoideae. E uma planta nativa da Asia e Africa tropical, que foi
transplantada para toda a América tropical. Apresenta até 15 metros de altura e é

empregada na arborizag¢do de parques e jardins. As folhas, pecioladas, apresentam de
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dois a cinco pares de pinas opostas, com seis a dez foliolos curtos e peciolados.
Apresentam flores amarelo-palidas ou raramente brancas. Suas vagens sdo compridas,
estreitas, curvado-falconadas, com valvas que se enroscam na maturagdo, langando as

sementes a curta distancia (BAILEY, 1954; BRAGA 1976).

Adenanathera pavonina

Fabaceae - Mimosoideae
D. Carr

FIGURA 3 - Fruto e sementes de Adenanthera pavonina

1.3.2.2 Leucaena leucocephala

A Leucaena leucocephala, conhecida como leucena, ¢ uma planta da subfamilia
Mimosoideae. Arbusto ou arvore pequena, entre 5 ¢ 10 m de altura. Folhas alternas
bipinadas, com 25 ¢cm de comprimento; entre 4-9 pares de pinas, com 8-10 cm. Entre
11-17 pares de foliolos, de 9-12 mm, opostos, lanceolados, acuminados; de coloracdo
verde-acinzentada. As vagens sdo agrupadas, lineares, achatada, com 10-15 cm de
comprimento ¢ 2 cm de largura, marrom-escura, com um bico no dpice; cada vagem
contém aproximadamente 20 sementes de coloragdo marrom brilhante, oblonga-oval,

achatada, com 6 mm de comprimento (LORENZI, 1992).
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Leucaena leucocephala
Fabaceae - Mimosoideae

FIGURA 4. Flor e fruto de Leucaena leucocephala
1.3.3 Subfamilia Faboideae

Esta subfamilia compreende cerca de 400 géneros, sendo a maior entre as
leguminosas. As folhas deste grupo geralmente sdo trifoliadas e as flores fortemente
zigomorfas com uma grande pétala, superior, externa. O fruto, em geral, é legume
raramente indeiscente (JOLY, 1993).

Pertencem a esta subfamilia todos os legumes, tais como Phaseolus (feijao),
Lens (lentilha), Cicer (grdo-de-bico), Glycine (soja), Arachis (amendoim), entre
outros. Dentre os géneros nativos se destacam: Erythrina, Mucuna, Desmodium,

Andira, Sophora e Clitoria (JOLY, 1993).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Investigar a presenga de galactomananas € mananas no endosperma de

sementes de espécies das diferentes subfamilias de leguminosas.

2.2 Objetivos especificos

¢ Isolar o endosperma de sementes de Adenanthera pavonina, Cassia fastuosa,
Delonix regia e Leucaena leucocephala.

e Extrair as galactomananas presentes no endosperma de Adenanthera pavonina,
Cassia fastuosa, Delonix regia e Leucaena leucocephala através de extragoes
aquosas ¢ alcalinas. |

¢ (Caracterizar as galactomananas isoladas.

e Investigar a presen¢a de mananas no residuo final proveniente das extragdes
aquosas e alcalinas do endosperma.

e (Caracterizar as mananas isoladas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Métodos Gerais

Foi utilizado etanol com grau de pureza comercial para a precipitagdo dos
polissacarideos das solugdes, apresentando os demais solventes e reagentes utilizados
grau de pureza PA-ACS.

Os polissacarideos obtidos por precipitagdo com etanol foram separados da fase
liquida por centrifugagdo, lavados com etanol absoluto, e secos em estufa a vacuo.

Para remogdo dos solventes foi utilizado evaporador rotatério, a vacuo, em

temperatura inferior a 50°C.

3.2 Obtengdo das sementes

As sementes de Delonyx regia € Leucaena leucocephala foram adquiridas junto
ao IPEF (Instituto de Pesquisas Florestais).

As sementes de Adenanthera pavonina foram gentilmente cedidas pelo Dr.
Renato Moreira, da Universidade Federal do Ceara.

As sementes de Cassia fastuosa foram coletada em Curitiba, em espécimes
utilizadas na arboriza¢do da cidade. A espécie foi identificada pelo Departamento de
Botanica da Universidade Federal do Parand. Uma exsicata da espécie esta depositada

no Herbario (UPCB) do mesmo Departamento, sob niimero 5904.

3.3 Extrag@o dos polissacarideos
|
Inicialmente as sementes foram submetidas a fervura em 4agua, por
aproximadamente 20 minutos, para inativacdo enzimatica e embcbig¢do. Apods, o
endosperma foi separado do tegumento ¢ seco em estufa a vacuo. Para obtengdo das
galactomananas, os endospermas isolados foram submetidos a extragdes aquosas

seqiienciais: 4°C, 25°C e 60°C, sendo a altima extragdo aquosa realizada duas vezes.
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FIGURA 5 - Fluxograma de extragdo dos polissacarideos do endosperma das sementes
de leguminosas.
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Em seguida foram realizadas uma extragdo com NaOH 2M ¢ duas extragdes
com NaOH 4M na presenga de NaBH, (Figura 5). As fragGes originadas foram
centrifugadas em equipamento SORVALL T6000D a 10000 rpm por 30 minutos ¢ o
sobrenadante precipitado com a adigdo de dois volumes de etanol comercial.

O material precipitado foi lavado com alcool absoluto trés vezes ¢ cntdo scco
em estufa a vacuo. |

Para a obteng¢do das mananas o residuo das extragdes foi submetido a extragdes

com alcali até que todos os polissacarideos soluveis fossem extraidos.
3.4 Determinagdo da composi¢do monossacaridica

As hidrolises acidas foram realizadas por dois métodos:

a) TFA 1 M, durante 5 horas a 100°C. Ao término da hidrolise o excesso de acido
foi removido por evaporagdo (ADAMS, 1965; BIERMANN, 1989).

b) H,SO4 72% (p/p), durante 1 hora, em banho de gelo, seguido de diluigdo para
7% a 100°C, durante 6 horas. Ao final da hidrélise o acido foi neutralizado com
carbonato de bario e o sal resultante removido por filtragdo (BIERMANN,
1989).

Os monossacarideos resultantes da hidrolise foram entdo reduzidos com
boroidreto de sddio (NaBH4), em meio aquoso, a 25°C (WOLFROM; THOMPSON,
1963a). Em seguida foi adicionado ao material uma resina cationica Lewatit S-100
para a remogdo do cation sédio (Na") e para decompor o excesso do agente redutor. A
seguir o material foi filtrado, evaporado até a secura e lavado sucessivamente com
metanol para a remogdo do 4cido boérico remanescente por co-destilagdo com metanol,
na forma de borato de trimetila. Apds completa secura, os alditéis foram acetilados
com anidrido acético — piridina (1:1 v/v) durante 16 horas a temperatura ambiente (25
°C) (WOLFROM; THOMPSON, 1963b). Esta reacdo foi interrompida com a adigdo
de gelo moido e os alditois acetatos foram extraidos com cloroformio. A piridina
residual na fase cloroformica foi eliminada com sucessivas lavagens com sulfato de

cobre 5% e 4gua de forma intercalada. A fase cloroférmica foi lavada diversas vezes
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com agua destilada, evaporada a 25°C para posterior analise por cromatografia liquido-
gasosa.

Para as andlises de cromatografia liquido-gasosa (GLC) utilizou-s¢ um
cromatografo HEWLETT PACKARD 5890 A 11, equipado com detector de ionizagdo
de chama, utilizando nitrogénio como gas de arraste, com fluxo de 2 mL/min. Foi
utilizada uma coluna capilar [30 m x 0,25 mm (d.i.)] DB-225, com espessura de filme
0,25 pm, sendo a temperatura do detector 300°C € do injetor 250°C (SLONEKER,
1972).

3.5 Analises polarimétricas

As andlises de rotagdo Optica foram efetuadas a 25 °C, em polarimetro digital
PDA 8200-ACATEC, com caminho optico de 1,0 dm. As amostras foram
solubilizadas em dgua ou solugdo de uréia 50%. Os valores experimentais do dngulo
de desvio da luz plano-polarizada o, fornecidos pelo aparelho, foram utilizadas para o
célculo da rotagdo Optica especifica, [oc]zsp das solugdes , conforme a equagio:

[0]*b = a/(Lc) x 100, onde:

L = comprimento do caminho 6ptico (dm)

¢ = concentragdo da solugdo (g%)

3.6 Cromatografia de exclusdo estérica acoplada a detectores de espalhamento de luz
laser multidngulos e de indice de refragdo (HPSEC-MALLS/RI)

As amostras foram solubilizadas em solu¢do de NaNO, 0,1 M contendo NaNj a
fim de que a concentragdo de polissacarideo fosse 1 mg/mL. As amostras foram
filtradas através de membranas de acetato de celulose de 0,2pm. As analises foram
efetuadas em um cromatoégrafo de exclusdo estérica de alta pressio (HPSEC),
equipado com um detector de indice de refragcdo diferencial WATERS modelo 2410
(RI) e detector de espalhamento de luz em multidngulos (MALLS) WYATT
TECHNOLOGY modelo DAWN DSP com 18 canais, aéoplados em série. O angulo
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de 90° € o canal utilizado devido a sua maior sensibilidade. Utilizaram-se quatro
colunas de gel permeagcdo WATERS em série, com limites de exclusdo de 1.10°%, 4.10°,
8.10% ¢ 5.10°. O eluente utilizado foi uma solugdo de NaNO, 0,1 M contendo NaNj;
200 ppm, com fluxo de 0,6 mL/min, pressdo de 920 psi a 30°C, monitorado através de
bomba peristaltica WATERS 515. ‘

A taxa de varia¢do do indice de refragdo com a concentragdo (dn/dc) foi
determinada para as amostras homogéneas, sendo que para cada amostra foram
utilizadas 5 concentragdes. Para isto foi preparada uma solugfo na concentragio de 0,5
mg/mL em NaNO, 0,1M, filtrada em membrana de 0,22um e a partir desta solugdo
foram feitas diluigdes para concentragdes de 0,2; 0,4; 0,6 ¢ 0,8 mg/mL. A massa molar
foi determinada a partir do perfil de eluigdo e valores de dn/dc. Os calculos foram

efetuados pelo software ASTRA.

3.7 Analise de metilagdo

As galactomananas secas foram metiladas pelo método de CIUCANU e
KEREK (1984). Cerca de 10 mg do polissacarideo foi solubilizado em DMSO,
seguido da adi¢do de 200 mg de NaOH seco e pulverizado. O sistema foi agitado
durante 10 min em aparelho Vortex, adicionando-se em seguida 0,5 mL de iodeto de
metila, repetindo-se a agitagdo por 10 min. A reagdo foi interrompida pela adigdo de
gelo e 4cido acético. O polissacarideo metilado foi extraido com cloroférmio e lavado
com agua.

Para a metilagdo das mananas foi utilizado o método de Haworth, conforme
descrito por HIRST e¢ PERCIVAL (1960), no qual o polissacarideo (10 mg) foi
solubilizado em 10 mL de NaOH 40% em presenga de NaBH;. Em intervalos de 30
min, por 10 vezes, foram adicionadas aliquotas de dimetil sulfato e¢ o sistema
permaneceu sob agitacdo, a temperatura ambiente, por mais 18h, ¢ apds o altimo
acréscimo do agente metilante, o processo descrito foi repetido. Apds a ultima adigdo,
foi acrescentado S0 mL de agua e o sistema levado a ebuli¢do por 30 min sob refluxo.
Apoés o resfriamento, o meio foi neutralizado com acido acético, em banho de gelo,

dialisado por 92h e seco a vacuo.
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Os polissacarideos metilados foram hidrolisados com H;SO; 72% (p/v),
reduzidos, acetilados e analisados por cromatografia liquido gasosa acoplada a
cspectrometria de massa (GLC-MS). As analises por GLC-MS foram realizadas em
cromatografo gasoso,'modelo VARIAN 3300 acoplado a um espectrometro de massa
FINNIGAN-MAT, com injetor a 50°C e “rampa” de 40°C por minuto até¢ 220°C,
equipado com coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm d.i) revestidas com

DB-225 ou DB 210 e hélio como gés de arraste (1 mL/min).

3.8 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

As determinagdes de RMN foram realizadas no aparelho BRUKER, modelo
AVANCE DRX-400, com ressondncia de lBC, de 400MHz, utilizando a temperatura
de 50 ou 70 °C. As amostras foram solubilizadas em D,O (para galactomananas) ou

uréia 50% em D,0 (para mananas).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O endosperma seco das diferentes sementes, previamente inativadas, foi
submetido a extragdes seqiienciais com agua e alcali conforme indicado na Figura 5
(pagina 17). |

O fluxograma de extragdes utilizado foi o mesmo para as quatro espécies
estudadas. Para identificagdo das fragOes resultantes das extragdes para cada espécie
utilizou-se a inicial do nome cientifico da espécie seguida do nimero romano que

identifica a seqiiéncia da extrag@o, conforme indicado na tabela abaixo:

TABELA 1 - Resumo da nomenclatura de identificagéo das fragGes isoladas ¢ residuos finais

a partir das extragdes aquosas e alcalinas das diferentes espécies estudadas.

Fracdo Adenanthera Cassia Delonix Leucaena
originada pavonina fastuosa regia leucocephala

Extragdo H,0 4°C I Al Cl DI L1
Extragdo H,0 25°C 11 All Cll D1l LIl
Extragdo H,0 60°C 11 Alll Clil D 111 L I
Extragio H,0 60°C v A1V Clv D1V L1V
Extragio NaOH 2M \Y AV Cv DV LV
Extragdo NaOH 4M VI A VI CVI D VI L VI
Extragdo NaOH 4M VII AVII cvi D VIl L VIl

Residuo Final R AR CR DR LR
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4.1 Isolamento e caracterizagdo de polissacaridecos do endosperma de sementes de

Cassia fastuosa (cassia)

O percentual de endosperma nas sementes de cassia foi 60%, o que pode ser
considerado um valor elevado. Este valor € superior ao descrito por WHISTLER ¢
SMART (1953) para as Caesalpinoideae (8-40%).

As extragdes seqiienciais do endosperma (Figura 5; pagina 17) revelaram a
presenga de polissacarideos com altos percentuais de manose € galactose, indicando a
ocorréncia de galactomananas, conforme mostrado na Tabela 2.

O rendimento total de galactomanana soluveis em dagua corresponde a
aproximadamente 56% do endosperma seco. O alto percentual de galactomananas no
endosperma € uma caracteristica da subfamilia Caesalpinioideae, enquanto que baixos
conteiidos de galactomananas s@o tipicos da subfamilia Faboideae. O rendimento em
galactomananas soliveis no endosperma da cassia € superior ao descrito para

Ceratonia siliqua, utilizada como fonte comercial de galactomanana (DEA;
MORRISON, 1975).

TAEBLA 2 - Composi¢do monossacaridica das fragdes obtidas das extragdes seqiienciais do

endosperma das sementes de Cassia fastuosa.

Composi¢do monossacaridica

mol (%)"

Fragdo Rend. ® Rha Ara Xyl Man Gal Gle
Cl 21,2 tr tr tr 67,8 26,9 53
Cll 8,7 - tr tr 76,0 24,0 tr
CIII 23,2 tr tr tr 76,3 19,3 4,4

Clv 3,2 tr tr tr 82,9 17,1 tr
CcV 54 tr tr tr 85,4 12,6 2,0
CVI 4,0 tr 2,2 tr 79,6 11,8 6,4
CVII 1,6 tr 1,9 tr 85,7 8,4 4,0

(a): monossacarideos neutros determinados por GLC
(b): em relagdio ao endosperma seco (g%)
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As extragdes do endosperma de Cassia fastuosa deram origem a
galactomananas com valores crescentes de relagdo manose:galactose (Tabela 3). Essa
redugdo na proporgédo de galactose diminui a solubilidade dos polissacarideos.

Na literatura, a maioria das descrigbes de galactomananas de leguminosas
envolvem a caracterizagdo de um Unico tipo de polissacarideo (CHAUBEY;
KAPOOR, 2001). Entretanto, a ocorréncia de uma “familia” de galactomananas no
endosperma de sementes de uma mesma espécie ja foi descrita para Gleditisia
triacanthos (MANZI et al., 1984) e Schizolobium amazonicum (PETKOWICZ et al.,
1998). |

A medida que decresce o conteudo de ramificagdes de a-galactose na cadeia da
B-manana, a rotagdo Optica especifica altera-se desde valores positivos para as
galactomananas mais substituida para valores negativos e decrescentes com a redug@o
da quantidade de galactose.

NOBLE et al. (1986) correlacionaram a rotagdo Optica especifica com o
conteido de galactose para uma séric de galactomananas com diferentes graus de
substituicdo. LESCHZINER ¢ CEREZO (1969) ¢ KOOIMAN (1971) desenvolveram
equagbes empiricas correlacionando a composigdo de galactomananas com suas

rotagdes.

TABELA 3 - Relagfio manose:galactose e rotago optica especifica das galactomananas

obtidas do endosperma das sementes de Cassia fastuosa.

Fragdo Man:Gal [a]®s
CIl 2,5:1 + 28,4°
Cll 3,2:1 +20,5°
cla 4,0:1 +9,5°

Civ 4,8:1 -52°
CcVv 6,7:1 -16,7°
CVI 6,8:1 . -30,7°

CVII 10:1 -31,7°




25

Para o isolamento da manana do endosperma de Cassia fastuosa foram
necessdrias duas extragdes adicionais, além das extragbes seqiienciais realizadas
previamente.

A hidrélise do residuo das extragGes realizadas com endosperma das sementes
dc Cassia fastuosa mostrou a presen¢a de manose como componentec majoritario. A
composi¢do monossacaridica obtida foi de 95,1% de manose ¢ 4,9% de galactose,
indicando-se tratar dc uma manana. Este polissacarideo foi analisado por metilagio ¢
por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN).

A composi¢do monossacaridica desta fragdo apresentou apenas tragos de
glucose, indicando a auséncia de celulose no endosperma das sementes de Cassia
fastuosa. A rotagdo Optica especifica da manana solubilizada em uréia (50%) foi de
—111,9°. O valor de rotagdo Optica obtido para a manana de cassia ¢ muilo mais
negativo do que os valores determinados para outras mananas conhecidas: [a]ZSD = -
38,2° para a manana B de “ivory nut”; [oc]st = -48° para a manana de Borassus
flabellier ¢ [oz]zsp = -41° para a manana de Porphyra umbicalis. Esta diferenga deve-se
provavelmente a maior massa molecular do polissacarideo isolado de Cassia fastuosa.
Além disso, as diferengas no tipo de solvente utilizado (NaOH para as mananas de
“ivory nut” e Borassus flabellier e anidrido formico para a manana de Porphyra
umbicalis) podem promover diferentes arranjos conformacionais nas moléculas, os
quais também podem afetar os valores de rotagdo dptica.

A andlise de metilagdo do residuo indica se tratar de uma B(1—4)-D-manana
(Tabela 4). O polissacarideo metilado apresentou os seguintes derivados: 89,7% de
2,3,6 - Me; — Man (unidades de manose ndo substituidas); 3,0% de 2,3,4,6 - Mey —
Man (terminais redutores); 4,2% de 2,3 - Me, — Man (unidades de manose substituidas

por galactose).
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TABELA 4 — Anilise por metilagdo da manana de Cassia fastuosa na forma de acetatos de

alditéis parcialmente metilados.

Derivados metilados mol%* M.S. (m/z)*

234,6-Mes-Man 3,0 87,101,117,129,145,161,171,179,189,205
234,6-Mes-Gal 3,1  87,101,117,129,145,161,171,179,189,205
2,3,6-Me;-Man 89,7 87,99,101,113,117,129,131,141,159,173,179,189,203,211,217

2,3 - Me; — Man 4,2  85,101,111,117,127,142,153,159,171,187,201,209,217

(a) GLC-MS em coluna capilar de OV-225.

A manana solubilizada efn solugdo de uréia 50% em D,0O foi submetida a
analise por espectroscopia de RMN-"C. O espectro estd mostrado na Figura 7. O
espectro apresenta seis sinais principais que correspondem a uma f(1—4)-D-manana
(Tabela 5). Os sinais menores se devem provavelmente a presen¢a de unidades de
galactose.

A atribuigdo dos sinais foi feita comparando-se com dados da literatura, obtidos
para uma manana em NaOD 5% (GORIN; MAZUREK, 1975) ¢ para a manana de
Schizolobium amazonicum em uréia 50% em D,0 (PETKOWICZ et al., 2001).
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FIGURA 6 - Espectro de RMN -'>C da manana de Cassia fastuosa em uréia 50% (em D,0).

TABELA 5 — Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN -"*C para a manana do endosperma

das sementes de Cassia fastuosa.

0 (ppm)
Cl1 Cc2 C3 C4 C5 Cé6

~4)-BMan-(1- 102,2 72,2 73,7 78,5 77,2 62,7

4.2 Isolamento ¢ caracterizagdo de polissacarideos do endosperma de sementes de

Delonix regia (flamboyant)

O contetido de endosperma das sementes de flamboyant foi inferior ao
determinado para cassia, correspondendo a 35% do peso seco das sementes, neste caso
dentro da faixa descrita por WHISTLER ¢ SMART (1953) para as Caesalpinioidcac (8
a 40%).

Fragdes com altos teores de manose ¢ galactose foram encontradas nas

extragdes do endosperma de Delonix regia, indicando a presenga de galactomananas
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(Tabela 6). As galactomananas soliiveis em agua corresponderam a aproximadamente
45% do endosperma seco de flamboyant, um conteido semelhante ao obtido por

PETKOWICZ et al. (1998) para a espécie de Schizolobium amazonicum (50%).

TABELA 6 - Composi¢do monossacaridica das fragdes obtidas das extragdes seqiienciais do

endosperma das sementes de Delonix regia.

Composi¢do monossacaridica

mol (%)°
Fragdio Rend.®  Rha Ara Xyl Man Gal Gle
DI 4,7 - tr tr 74 24.8 1,2
DIl 4,4 - tr tr 75,6 22,5 1,9
DIII 23,3 - tr 1,6 78,9 19,5 tr
D1V 12,2 - tr 1,1 79,8 19,1 tr
DV 8,8 - 1,1 2,3 79,7 16,9 tr
D VI 6,5 - 1,5 tr 82,6 15,9 tr
D VII 5,0 - 1,6 3,0 82,1 12,1 1,2

(a): monossacarideos neutros determinados por GLC
(b): em relagdio ao endosperma seco (g%)

Observa-se que a cada extracdo a quantidade de galactose dccresce, ou scja, a
relagdo manose:galactose aumenta (Tabela 7). Nas galactomananas originadas nas
primeiras extragdes a relagdo manose:galactose € menor, indicando que as extragdes
mais brandas extrairam as galactomananas mais substituidas. A presenga de
galactomananas com diferentes graus de substitui¢do indica que o endosperma das
sementes de Delonix regia contém uma “familia” de galactomananas, assim como o
endosperma de Cassia fastuosa.

Apesar da importdncia da relagdo Man:Gal nas propriedades e aplicagdes das
galactomananas, a ocorréncia de uma “familia” de galactomananas em uma mesma
espécie tem passado desapercebida em muitos casos. KAPOOR (1972) descreve a

ocorréncia de uma unica galactomanana em sementes de Delonix regia com relagio

Man:Gal de 2:1.
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A influéncia da galactose no comportamento optico das galactomananas
isoladas de flamboyant pode ser observada na Tabela 7. A medida que decresce o
conteido de ramificagdes de a-galactose na cadeia da B-manana, a rotagdo Optica
especifica altera-se desde valores positivos de 36,9° para a galactomanana mais
substituida, decrescendo com a redugdo do conteudo de galactose, assumindo valores
negativos, até —9,0° para a fragdo menos substituida. A diminui¢do nos valores de
rotagdio Optica especifica confirma a redu¢do do nimero de unidades de a-D-galactosce

a medida que a for¢a de extragdo aumenta.

TABELA 7 - Relagdo manose:galactose e rotagdo Optica especifica das galactomananas

obtidas do endosperma das sementes de Delonix regia.

Fragio Man:Gal [o]?
DI 3,0:1 +36,9°
DII ‘ 3,4:1 +32,0°

DIII 4,0:1 +15,3°
DIV 421 | +10,6°
DV 4,8:1 -2,7°
D VI 5,2:1 -3,3°
D VII 6,8:1 -9,0°

Duas extragdes adicionais foram realizadas, além daquelas descritas na Figura 5
(pagina 17), para o endosperma das sementes de flamboyant, afim de que todos os
polissacarideos soliveis fossem retirados € o residuo fosse analisado.

A composi¢gdo monossacaridica do residuo de Delonix regia indicou como
principal componente manose, indicando a presenga de uma manana. Glucose ndo foi
encontrada nesta frag@o, indicando a auséncia de celulose no endosperma destas. O
polissacarideo isolado apresentou 95,1% de manose ¢ 4,9% de galactose, sendo
considerado uma manana pura.

A rotagdo Optica especifica deste polissacarideo apresentou um valor negativo
de [a]*p = -51,0°, valor proximo aos ja descritos na literatura, para a manana de

Borassus flabellier ([oc]25 p = -48°) e para a manana B de “ivory nut” ([o]p = -38,29).
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A metilagdo do polissacarideo revelou a estrutura de uma manana ligada
B(1-4). O derivado majoritario, 2,3,6-Me;-Man, indica unidades da cadeia principal
de manose ndo substituidas. Os derivados 2,3-Me,-Man ¢ 2,3,4,6-Mes-Man indica

unidades de manose substituidas e terminais redutores, respectivamente.

TABELA 8 — Analise por metilagdo da manana de Delonix regia na forma de acetatos de

alditois parcialmente metilados.

Derivados metilados mol%* M.S. (m/z)"

2,34,6-Mes-Man 2,6 87,101,117,129,145,161,171,179,189,205
23,4,6-Mes-Gal 3,5 87,101,117,129,145,161,171,179,189,205
2,3,6-Mes-Man 89,7 87,99,101,113,117,129,131,141,159,173,179,189,203,211

2,3 - Me; — Man 4,2  85,101,111,117,127,142,153,159,171,187,201,209,217

(a) GLC-MS em coluna capilar de OV-225.

A ressonincia magnética nuclear de '°C confirmou a estrutura do
polissacarideo. Os deslocamentos obtidos para a manana de flamboyant sdo proximos
dos valores determinados “in vivo” por JARVIS (1990) para a manana de Phoenix
dactylifera e aqueles obtidos por PETKOWICZ et al. (2001) para a manana de

Schizolobium amazonicum.
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FIGURA 7 - Espectro de RMN- "*C da manana de Delonix regia em uréia 50% (em D,0).

TABELA 9 — Atribuico dos sinais do espectro de RMN- "*C para a manana do endosperma

das sementes de Delonix regia.

6 (ppm)
Cl C2 C3 Cc4 C5 C6
—4)-pMan-(1- 100,3 70,3 71,7 76,6 75,2 60,8

4.3 Isolamento e caracterizagdo de polissacarideos do endosperma de sementes de

Adenanthera pavonina (carolina)

O endosperma corresponde a 15% da semente de carolina. O embrido é o
principal constituinte das sementes de Adenanthera pavonina, perfazendo 45% do
peso seco das sementes. FAROQUI e KAPOOR, citados por BUCKERIDGE et al.
(1995) investigaram as sementes de 14 espécies de Mimosoideae e apenas quatro

continham 13-30% de endosperma com rendimentos de 10 a 20% em galactomanana.
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O endosperma seco ¢ isolado foi submetido a extragdes seqiienciais conforme
descrito na Figura 5, pagina 17 e a composigdo monossacaridica das fragdes obtidas
consta na Tabela 10. As extragdes forneceram polissacarideos compostos
predominantemente de manose e galactose tratando-se de galactomananas.

As galactomananas soluveis em agua perfazem cerca de 32% do endosperma
seco. Este valor é semelhante ao descrito para Cyamopsis tetragonolobus, também
pertencente & subfamilia Mimosoideae, ¢ utilizada como fonte de galactomananas
comercial. Segundo DEA ¢ MORRISON (1975), o conteudo de galactomananas em

relagdo ao endosperma para esta espécie seria de cerca de 34%.

TABELA 10 - Composi¢do monossacaridica das fra¢gdes obtidas das extragdes seqiienciais do

endosperma das sementes de Adenanthera pavonina.

Composigdo monossacaridica

mol (%)"

Fragdo Rend. ® Rha Ara Xyl Man Gal Gle

Al 15,6 tr 2,5 1,6 57,5 36,5 1,9
All 6,8 - 1,4 tr 58,2 36,9 3,5
Alll 5,1 - tr tr 60,4 36,0 2.5
A1V 49 - 2,9 tr 61,4 36,7 -
AV 35,1 - tr tr 58,2 38,9 29
AVI 0,9 - 1,7 tr 61,8 36,5 -

AVII 0,8 - 6,7 - 57,9 35,4 -

(a): monossacarideos neutros determinados por GLC
(b): em relagfo ao endosperma seco (g%)

Diferentemente da cassia € do flamboyant, a relagdo manose:galactose
manteve-se constante para todas as fragdes obtidas (aproximadamente 1,6:1),

independente da for¢a da extragdo (Tabela 11).
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TABELA 11 — Relagdo manose: galactose das fragGes obtidas das extragdes seqiienciais do

endosperma das sementes de Adenanthera pavonina.

Fragdo

Al

All

Alll

AlV

AV

A VI

A VIl

Man:Gal

1,6:1

1,6:1

1,6:1

1,6:1

1,6:1

1,7:1

1,6:1

Para a carolina, pertecente a subfamilia Mimosoideae, apenas um tipo de

galactomanana compde o endosperma, contrastando com as espécies pertencentes a

subfamilia Caesalpinioideae estudadas neste trabalho. Os resultados obtidos sugerem

que, essa caracteristica da presenca de “familias” de galactomananas podc scr

exclusiva da subfamilia Caesalpinioideae.

A rotagdo Optica do polissacarideo forneceu um valor de [a]*’), = +108,2. Eslc

valor ¢ alto quando comparado com galactomananas de outras espécies com relagdo

manosc:galactose proxima: [a]zSD = +40,2 para Cassia renigera (Man:Gal=1,6:1) ¢

[«]*p = +48,8 para Lagonichium farctum (Man:Gal=1,9:1)
O polissacarideo obtido foi analisado por HPSEC-MALLS/RI para anélise de

homogeneidade. O perfil de eluig¢do estd mostrado na Figura 8.
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FIGURA 8 - Perfil de eluigdo obtido por HPSEC-MALLS/RI. (RI — detector diferencial de
indice de refragdo; MALLS - detector de espalhamento de luz laser em multiangulos - angulo

90°).

A presenga de um tnico pico, detectado por ambos os detectores (MALLS e RI) indica

que a amostra ¢ homogénea. A massa molar calculada pelo software ASTRA a partir
do perfil de homogeneidade e do valor do dn/dc foi de 2.26x10° g/mol.

Os dados de metilagdo (Tabela 12) mostram uma estrutura convencional para a
galactomanana de Adenanthera pavonina. O derivado 2,3,6-Me;-Man indica uma
cadeia principal de manose ligada (1—>4). O composto 2,3.4,6-Mey-Gal indica a
presenga de ramifica¢des, comprovado pela presenga do derivado 2,3-Me,-Man em
quantidade equivalente. O derivado 2.3.4,6-Mey-Man corresponde a terminal ndo

redutor.
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TABELA 12 — Andlisc por metilagiio da galactomanana dc Adenanthera pavonina na forma
de acetatos de aldit6is parcialmente metilados.

Dcrivados metilados mol%® M.S. (m/z)*

234,6-Mcs-Man 5 87,101,117,129,145,161,171,179,189,205
2,3,4,6-Mes-Gal 258 87,101,117,129,145,161,171,179,189,205
23,6-Me;-Man 41,5  87,99,101,113,117,129,131,141,159,173,179,189,203,211

2,3 - Me; — Man 27,7 85,101,111,117,127,142,153,159,171,187,201,209,217

(a) GLC-MS em coluna capilar de OV-225.

O espectro de RMN-"C da galactomanana (Figura 9) confirmou a estrutura do
polimero. Na regido do carbono anomérico € possivel distinguir trés sinais, os quais
correspondem a unidades de B-D-manopiranosé substituida em O0-6 (6 100,9), B-D-
manopiranose ndo substituida em O-6 (8 100,7) e unidades de a-D-galactopiranose (&
99,5). A atribuigdo dos sinais consiste na Tabela 13. A atribuigdo dos sinais foi feita

por comparagdo com o espectro de outras galactomananas descritas na literatura

(GANTER et al., 1995; PETKOWICZ et al., 1998).
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FIGURA 9 - Espectro de RMN-"3C da galactomanana de Adenanthera pavonina em D;0.

TABELA 13 - Atribuigio dos sinais do espectro de RMN- "*C para a galactomanana do

endosperma das sementes de Adenanthera pavonina.

3 (ppm)
C1 C2 C3 C4 C5 Cé6
a-D-galactopiranose 99,5 69,3 70,3 70,2 71,9 62,0
. B-D-manopiranose 100,9 70,8 71,9 77,4 75,8 61,5
ndo substituida em O-6
B-D-manopiranose 100,7 70,4 71,9 77,6 74,1 67,3

substituida em O-6

Da mesma forma que para os endospermas de cassia e flamboyant foram feitas
duas extragdes adicionais com NaOH 4M, além daquelas descritas na Figura 5. O
residuo resultante das extragdes seqiienciais do endosperma de Adenanthera pavonina

foi hidrolisado e analisado na forma de acetato de alditol (Tabela 14).
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TABELA 14 — Composig¢@o monossacaridica do residuo final das extragdes de Adenanthera

pavonina.
Monossacarideo | Rha Ara Xyl Man Gal Gle
mol (%)* 2,1 3,3 tr 26,1 8,9 59,6

(a): monossacarideos neutros determinados por GLC

Pode-se observar que o monossacarideo predominante foi a glucose, sugerindo
a presenca de celulose no residuo final das extragoes. Este resultado se distinguc do
encontrado nas espécies da subfamilia Caesalpinoideae analisadas neste trabalho, onde
encontramos uma manana como residuo das eXtrag:()es do endosperma.

Analises de metilagdo e ressonancia magnética nuclear ndo foram possiveis de

serem realizadas, pois a quantidade de residuo ndo foi suficiente para tais analises.

4.4 Tsolamento e caracterizagdo de polissacarideos do endosperma de sementes de

Leucaena leucocephala (leucena)

A galactomanana de leucena tem sido utilizada por diferentes autores para
produgdo de derivados sulfatados visando aplicagdo em testes de atividade bioldgica
(HUSSEIN; HELMY; SALEIN, 1998; ONO ef al., 2003) e na formagdo de complexos
com cations metéalicos (LOMBARDI; MERCE, 2003).

O tegumento e o embrido correspondem a maior parte da semente de Leucaena
leucocephala, correspondendo a 38% e 40% do peso seco da semente. O endosperma
perfaz somente 18% da semente.

O endosperma seco ¢ isolado das sementes de Leucaena leucocephala foi
submetido a extragdes seqiienciais conforme descrito na Figura 5, pagina 17. A
presenca de galactomananas € evidenciada pelos altos contetidos de manose e
galactose, indicados na Tabela 15. As galactomananas soliveis em agua correspondem

a aproximadamente 52% do endosperma seco.
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TABELA 15 - Composigdo monossacaridica das frages obtidas das extragdes seqiienciais do

endosperma das sementes de Leucaena leucocephala.

Fragdo
LI
L1l

L III
L1V
LV
L VI
L VII

Rend. ®

27,0
7,0
15,5
2,6
6,0
4,7
1,5

Composigdo monossacaridica

mol (%)*

Rha Ara Xyl Man Gal Glc
- 2,8 tr 59,1 36,1 2,0
- tr 1,2 60,0 36,1 2,7
- tr - 61,4 38,6 tr
- tr tr 60,7 38,2 1,1
- 1,4 tr 59,2 38,0 1,4
- 1,8 tr 58,1 39,1 1,0
- 8,2 1,2 54,7 33,1 2,8

(a): monossacarideos neutros determinados por GLC
(b): em relagdio ao endosperma seco (g%)

A anédlise da Tabela 16 mostra que a relagdo manose:galactose manteve-se

constante para todas as fragdes obtidas. A relagdo manose:galactose da galactomanana

presente no endosperma de Leucaena leucocephala é de 1,6:1.

TABELA 16 — Relagido manose: galactose das fragGes obtidas das extragdes seqiienciais do

endosperma das sementes de Leucaena leucocephala.

Fragdo

LI

LII

L III

LIV

LV

L VI

L VII

Man:Gal

1,6:1

1,6:1

1,6:1

1,6:1

1,6:1

1.5:1

1,6:1

A rotagéo Optica do polissacarideo forneceu um valor de [a]®) = +46,4, valore

, . . .. . . 2
proximo ao determinado para a galactomanana da espécie Cassia renigera ([a]”p =

+40,2), cuja relagdo manose:galactose ¢ a mesma da leucena.

O polissacarideo obtido foi analisado por HPSEC-MALLS/RI. O perfil de

eluig¢do obtido estd mostrado na Figura 10, indicando que a amostra ¢ homogénea.
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FIGURA 10 - Perfil de eluigdo obtido por HPSEC-MALLS/RI. (RI — detector diferencial de
indice de refragdo; MALLS- detector de espalhamento de luz laser multidngulos — angulo de

90°).

A massa molar calculada a partir do perfil de homogeneidade e do valor do
dn/dc foi de 1,35 x10° g/mol.

A andlise de metilagdio para o polissacarideo indicou-se tratar de uma
galactomanana. O polissacarideo metilado apresentou 40,8% do derivado 2,3.6 - Me; —
Man, correspondente a unidades de manose ndo substituidas; 30,4% de 2.3 - Me, —
Man, o qual corresponde a unidades de manose substituidas; 27.8% de 2,3,4.6 - Me, —

Gal (ramificagdes de galactose) e 1,0% de 2,3.4.6 - Me, — Man (terminais redutores).
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TABELA 17 — Anilise por metilagdo da galactomanana de Adenanthera pavonina na forma

de acetatos de aldit6is parcialmente metilados.

Derivados metilados mol%* M.S. (m/z)*

2,3,46-Mes-Man 1,0 87,101,117,129,145,161,171,179,189,205
2,346 -Mes-Gal 27,8 87,101,117,129,145,161,171,179,189,205
23,6-Me;-Man 40,8 87,99,101,113,117,129,131,141,159,173,179,189,203,211

2,3 - Me; —Man 30,4 85,101,111,117,127,142,153,159,171,187,201,209,217

O espectro de RMN-"C da galactomanana confirma a estrutura do polimero
(Figura 11, Tabela 18).

101.60
100.42
78.439
78.380
78.130
73.082
72.890
71.640
71.563
71.160
70.176
72622
62857
62.241
62.513

FIGURA 11 - Espectro de RMN-'*C da galactomanana de Leucaena leucocephala em D,0.
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TABELA 18 - Atribuigdo dos sinais do espectro de RMN- "*C para a galactomanana do

endosperma das sementes de Leucaena leucocephala.

6 (ppm)
C1 C2 C3 C4 Cs Cé6
a-D-galactopiranose 100,4 70,2 71,6 71,2 72,9 62,5
-D-manopiranose 101,6 71,6 73,1 78,5 75,0 62,2
ndo substituida em O-6
B-D-manopiranose 101,6 71,6 73,1 78,5 78,1 62,9

substituida em O-6

O residuo final das extragdes do endosperma de Leucaena leucocephala, apéds

duas extra¢des adicionais com NaOH 4M, foi hidrolisado e analisado na forma de

acetato de alditol e a composigdo monossacaridica obtida esta indicada na Tabela 19.

TABELA 19 - Composigdo monossacaridica do residuo das extragdes de Leucaena

leucocephala.
mol%?
Fragdo Rha Ara Xyl Man Gal Gle
Resfduo ° tr 1,7 4,5 22,7 10,1 55,0

(a): monossacarideos neutros determinados por GLC
~ (b): apds mais duas extragdes com NaOH 4M

O monossacarideo predominante foi glucose, sugerindo a presenga de celulose.
Analises de metilagdo e ressondncia magnética nuclear ndo foram realizadas, pois a
quantidade de residuo ndo foi suficiente para tais analises.

Podemos observar que as espécies Cassia fastuosa e Delonix regia, ambas
pertencentes 4 subfamilia Caesalpinioideae, forneceram a partir dc diferentes
condi¢goes de extracGes, uma “familia” de galactomananas. Este fato também foi
observado por MANZI et al. (1984) para Gleditisia triacanthos, a qual também

pertence a subfamilia Caesalpinioideae.
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As espécies Adenanthera pavonina ¢ Leucaena leucocephala, por outro lado,
forneceram galactomananas com relagdo Man:Gal constante. Essas espécies pertencem
a subfamilia Mimosoideae.

Além disso, do residuo final das extra¢des de Cassia fastuosa e Delonix regia
obtiveram-se mananas puras, enquanto que a analise do residuo final das espécies
estudadas pertencentes a subfamilia Mimosoideae indica a presenga de celulose em
ambos.

As relagdes Man:Gal obtidas para as diferentes espécies estudadas mostram que
as galactomananas de espécies de Caesalpinioideae sd@o as menos substituidas,
confirmando a sugestdo de que no curso da evolugdo houve um aumento na proporgio
de galactose (BUCKERIDGE et al., 1995). Adicionalmente, considerando o padrdo
evolucionario aceito para Leguminosae, no qual as Mimosoideae seriam derivadas das
Caesalpinioideae, pode-se sugerir que durante a evolu¢do houve uma redugdo no grau
de polidispersdo das galactomananas. A sintese de uma “familia” de galactomananas
foi substituida pela sintese de um nico tipo de polissac‘arideo.

Os modelos de parede celular existentes e os dados obtidos por SHAEFER
(2000) para as sementes de Schizolobium parahybae, que mostram que a manana nao ¢
consumida na germinagdo sugerem que este polimero tem fungdo estrutural,
provavelmente substituindo a celulose. A auséncia da manana ¢ a presenga de
quantidades elevadas de glucose nas espécies da subfamilia Mimosoidcac analisadas
sugerem que durante a evolugdo houve uma alteragdo no padrdo de parede celular
presente nas cé€lulas do endosperma de sementes da familia Leguminosae, com a
substitui¢do da manana por celulose.

Estudos com maior nimero de espécies € com exemplares da subfamilia
Faboideae sdo necessarios para comprovar a hipdtese de que a presenga de mananas e
de uma “familia” de galactomananas seria caracteristico da subfamilia

Caesalpinioideae.
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5. CONCLUSAO

= A partir do endosperma das sementes de Cassia fastuosa ¢ Delonix regia,
pertencentes a familia Leguminosae, subfamilia Caesalpinioideae, foram obtidas, por
extragdes aquosas ¢ alcalinas seqiienciais, galactomananas com diferentes graus de
substitui¢do. Mananas puras foram isoladas no residuo das extra¢oes das duas espécies

e caracterizadas por metilagdo e espectroscopia de RMN- B,

" A partir do endosperma das sementes de Adenanthera pavonina ¢ Leucaena
leucocephala, pertencentes a familia Leguminosae, subfamilia Mimosoideae, foram
isoladas, por extragdes aquosas e alcalinas, galactomananas com reclagdio Man:Gal
constante. O residuo das extragdes das duas espécies apresentou como componente

majoritario glucose, sugerindo a presenga de celulose.
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PARECER DA COMISSAO DE AVALIACAO
DO TRABALHO DE CONCLUSAO DA DISCIPLINA
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Aos 20 dias do més de janeiro de 2006, a Comissdo de Avaliagdo da Monografia de
Estagio Curricular do Curso de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parang,
composta por Profa. Carmen Lucia de Oliveira Petkowicz, Profa. Elaine Rosechrer Carbonero
e Prof Renato Bochicchio, reuniu-se para proceder a avaliagdo da Monografia “Mananas e
galactomananas de sementes de espécies da familia Leguminosae”, de autoria do(a) académico
Jodo Francisco Bento.
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Profa. Orientadora
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