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RESUMO

Um estudo comparativo foi feito entre os polissacarídeos de 
folhas de Coffea arabica L., var. Mundo Novo, empregando-se culti­
vares resistentes e susceptíveis ao fungo causador da ferrugem do 
cafeeiro, Hemileia vastatrix Berk & Br.

A partir de fólhas livres de componentes lipofílicos e subs­
tâncias pécticas obteve-se uma população bruta de polissacarídeos 
extraídos com solução aquosa de KOH a 24% (p/v), dos quais a fração 
solúvel apõs neutralização a pH 5,0 (hemiceluloses totais B) e suas 
sub-frações obtidas mediante complexação com iodo e base quaterná­
ria de amónio foram objeto de determinação estrutural fina.

Nestas frações hemicelulõsicas, aplicando-se técnicas hidro- 
líticas ácidas, alcalinas e enzimãticas, análises espectroscõpicas, 
eletroforéticas e cromatogrãficas em polímeros nativos ou previa­
mente submetidos â metilação ou degradação de SMITH, determinou-se 
as seguintes propriedades comuns aos dois tipos de cultivares:

a) presença, em proporções variáveis, dos monossacarídeos 
L-arabinose, D-xilose, L-ramnose, D-manose, D-galactose, D-glucose, 
ácido D-glucurônico e 4-0-metil-D-glucurônico, como integrantes das 
estruturas polimêricas;

b) grande proporção de grupamentos terminais não redutores, 
indicativa de alto grau de ramificação das hemiceluloses, envolven­
do resíduos arabinofuranosil, xilopiranosil, glucopiranosil e ga­
lactopi ranos i1;



c). a presença de 2f3,6t'trjL-0-inetlT^l'ucitol nos hidrolisa- 
dos de frações metlladas, indicando que a ligação mais abundante 
envolvendo D-glucose ê do tipo J*>, 1 —  4, a ocorrência de deriva­
dos metilados dos tipos 4,6- e 3,4-di-0-substituidos, respectiva­
mente para D-glucose e D-galactose envolvidas em pontos de ramifi­
cação;

d) na análise dos produtos de degradação de SMITH determi­
nou-se o glicerol como produto predominante e provindo principal­
mente de resíduos xilopiranosil de segmentos lineares envolvendo 
ligação glicosldica do tipo 1-^4 e de resíduos hexopiranosil 
ou arabinofuranosil terminais não redutores. Eritritol e treitol 
foram outros poliõis detectados em menores proporções;

e) a ligação de compostos fenólicos a polímeros hemicelu- 
lõsicos, sendo que a caracterização do derivado ácido di-O-acetil- 
cafeico evidencia a participação do ácido clorogênico na referida 
ligação;

f) as frações hemicelulõsicas são passíveis de degradação 
enzimática por parte de hidrolases isoladas do fungo Hemileia vas- 
tatrix. A depolimerização máxima é alcançada entre 20 e 28 horas 
de incubação a 409C e revelou-se mais eficiente com enzimas extra­
celulares do que com as intracelulares.

Por outro lado, encontrou-se os seguintes resultados dife­
renciais entre as hemiceluloses B dos dois cultivares estudados:

a) a detecção de 2-acetamido-2-deoxi-D-galactose apenas em 
cultivares susceptíveis â H. vastatrix;

b) maior grau de ramificação•nas frações hemicelulõsicas 
de cultivares resistentes à H. vastatrix, evidenciado pela maior 
porcentagem do derivado mono-metilxilitol.

Finalmente, comprovou-se que a ligação covalente entre



carboidrato e proteína ae proteoglicanas de cultivares susceptí^- 
veis â H . vastatrix envolve a participação de L^arabinose e L-hi- 
droxiprolina através de uniões do tipo 0-glicos£dica.



1

1 - I H T R O D D Ç Ã O

O Brasil ocupa uma folgada liderança entre os 47 países 
produtores de café. Para a safra 83/84 estã prevista uma colhei­
ta de 91,7 milhões de sacas de 60 quilos, devendo nosso País con­
tribuir com 30 milhões de sacas, ou seja, cerca de 32% da produ­
ção mundial. Destas, 17 milhões destinar-se-ão à exportação, o 
que propiciará uma receita cambial entre 2 e 2,2 bilhões de dó­
lares. Portanto, no contexto geral das exportações brasileiras, 
o café deverá contribuir neste ano com 8 a 9% do orçamento de 
divisas do nosso comércio exterior. A Colômbia, segundo maior
produtor, tem sua safra atual calculada em 16 milhões de sa-

110,181,225,249 cas. ' ' '
A citação destes dados é oportuna para destacar a impor­

tância da lavoura cafeeira. O seu desempenho é acompanhado de 
perto pelas autoridades agrícolas e econômicas, pois qualquer 
fator capaz de prejudicá-lo deve ser imediatamente afastado ou, 
quando isto não for possível, ter seus efeitos minimizados.

A ferrugem, causada pelo fungo Hemileia vastratrix Berk 
& Br., é um desses fatores. Seu combate constitui-se em preo­
cupação constante e várias instituições ded.icam-se ao seu estu­
do, quer pesquisando fungicidas mais eficazes, quer desenvol-

62 — vendo cultivares resistentes. Em qualquer desses aspectos é
indispensável conhecer-se a constituição química, a fisiologia



e os mecanismos de defesa do cafeeiro, bem como o bioquimismo, 
os modos de ação e os processos de propagação do fungo.

Este trabalho ê uma contribuição no sentido do melhor 
conhecimento químico da folha do cafeeiro e dos mecanismos de 
ação do fungo causador da ferrugem.

1.1 - ENQUADRAMENTO TAXONÔMICO DO CAFEEIRO

Divisão: Angiospermae
Classe: Sympetalae (Metachlamydeae)
Bub-classe: Dicotyledoneae 
Ordem: Gentianales 
Família': Rübiaceae 
Sub-família: Coffeoideae
Tribo: Ixoreae
Gênero: Coffea
~ ~ ^ . ... T 231,268Especie: Coffea arabica L.

A confirmação da espécie foi feita por comparação de 
nosso material seco, com exsicatas de herbário do Departamento 
de Botânica da Universidade Federal do Paraná. A variedade 
Mundo Novo foi confirmada no Instituto Agronômico de Campinas, 
pelò Dr. Alcides Carvalho.

O cafeeiro, C. arabica L., ê um arbusto capaz de atin­
gir até 4 metros de altura. Suas flores são brancas e seus
frutos podem ser cápsulas, drupas ou bagas, contendo duas se-

73 152 209 279 —mentes. ' ' ' As folhas são inteiras, lanceóladas. , acu-
minadas, ligeiramente coriãceas, com pecíolo curto e coloraçao
verde escura. Acham-se parcialmente unidas na base, por meio
de estipulas interpeciolares efêmeras.^'^^

A variedade Mundo Novo, surgiu no Município de Novo Mun-



do, hoje Urupis, Estado de São Paulo, em 1943. Sua seleção tem 
sido realizada no Instituto Agrônomico de Campinas, desde 1943, 
produzindo linhagens altamente produtivas. É obtida pelo cruza­
mento natural de uma variedade de C. arabica, procedente da Su-

52matra, com a variedade Bourbon vermelho.

1.2 - PAREDE CELULAR

A estrutura da parede celular vegetal tem sido alvo de 
muitos estudos devido a sua importância biológica. Dela depen­
dem a morfologia e o desenvolvimento das células vegetais, bem 
como as interações entre as plantas hospedeiras e os agentes 
patogênicos. O seu desenvolvimento está condicionado à neces­
sidade de alongamento da parede celular primaria, que por sua
vez depende de forças de turgor e de hormônios de crescimen-

203 233 - -to. ' Â estrutura da parede celular em diferentes orgaos
de uma mesma planta ou de plantas diferentes apresentam carac­
terísticas moleculares próprias relacionadas, possivelmente, 
com suas diversas funções.

Sabe-se que a célula vegetal é constituída por um pro- 
toplasto envolvido por um invólucro protetor, a parede celu­
lar, O protoplasto revestido internamente pela membrana plas- 
mãtica, ê constituído por elementos protoplasmáticcs (citoplas­
ma, núcleo, mitocôndrias e plastídeos) e elementos não proto- 
plasmáticos;. (vacúolos, cristais, grãos de aleurona, etc.). A pa­
rede celular contém, além de moléculas de polissacarídeos (ce­
lulose, hemicelulose, pectinas e mucilagens), também proteínas, 
lipídeos e lignina. Sua estrutura apresenta-se fundamentalmen­
te formada por três regiões distintas: a) lamela média, forma­
da de pectato de cálcio e magnésio; b) parede celular primária;



c) parede celular secundária. Sobre esta última encontram-se 
impregnações de diferentes naturezas: cutina, suberina, ligni-
na, sílica, mucilagens, ceras e carbonato de cálcio.

A lamela média, lâmina de pectato de cálcio e magnésio, 
tem como constituinte um material cimentante e sua função é li­
gar paredes de células vizinhas entre si.

A parede celular primária, com uma organização defini­
da, é a mais importante, pois desempenha um papel ativo durante 
todo o crescimento celular. Sendo característica de te­
cidos jovens, ê encontrada em coleõptiles, hipocõtilos, inter­
nos de muitos caules e em tecidos cambiais. Cerca de 90% do 
material estrutural deste tipo de parede, acha-se constituido 
por polissacarídeos e 10% por uma proteína estrutural, rica em
hidroxiprolina, a extensina, cuja função foi descrita por

179 -LAMPORT. A hidroxiprolina na parede celular primaria cons­
titui cerca de 30% dos amino-ácidos totais e 2 a 10% da parede

176 —celular vegetal. LAMPORT determinou a natureza da ligação
glicosídica entre os resíduos de hidroxiprolil e unidades de
arabinose, que ocorrem através do grupo hidroxil.

Em muitas plantas superiores a parede celular primá­
ria possui características comuns; âs vezes, uma semelhança 
estrutural e, outras vezes, diferenças relacionadas com as 
funções de maturação celular.

Na parede celular primária, as microfilbrilas de celu­
lose entrecruzam-se sobre a lamela média de maneira inicialmen­
te frouxa e desordenada, adquirindo posteriormente uma ordena­
ção paralela em sentidos diferentes, constituindo as 4 subcama-

179,300das S, , S„, S_ e S., observadas em microscopio eletronico.1 2  3 4
A ordenação dessas microfibrilas de celulose resultam em proprie­



dades elástica e plástica para a célula.
A parede celular secundária forma-se guando a célula pa­

ra de crescer, mostrando composição e ultra-estrutura variável
de célula a célula.

As células vegetais no decorrer de seu desenvolvimento
mostram mudanças em sua forma, função e estrutura, ocorrendo,

- - 217portanto, variações rapidas de seus constituintes.
Apesar das diferenças existentes entre si, as paredes

celulares possuem uma integração quanto à sua composição quími-
, . - 111ca e seu grau de orgamzaçao.

Os polissacarídeos constituintes da parede celular, po­
dem ser reunidos era 3 grupos distintos, segundo a sua solubili­
dade e a sua composição química: substâncias pécticas, hemicelu- 
loses e celuloses. Além dessas ocorrem substâncias não polis- 
sacarídicas tais como compostos polifenólicos (lignina, ácido 
clorogênico e seus derivados, ácido ferrúlico e seus derivados) 
e proteínas (Fig. 1)

Fig„ 1 - Componentes da Parede Celular



Como este trabalho prende-se principalmente ao estudo 
de componentes hemicelulõsicos que formam complexos com proteí­
nas e compostos fenõlicos, ê feita, a seguir, uma revisão de al­
gumas de suas características.

Hemiceluloses

O termo "hemicelulose" foi introduzido por SCHULZE, em 
1891, para caracterizar polissacarldeos extraídos detecidos ve­
getais com álcali.

Hemiceluloses podem ser definidas como polissacarldeos 
de parede celular e intercelular extraidos de tecidos lignifi- 
cados e não lignifiçados de plantas. O termo pode ser estendi­
do também a carboidratos existentes em endosperma de cereais,
constituindo os polissacarldeos não amiláceos, descritos como

^ • . 3 0 7gomas de cereais ou pentosanas.
286TIMELL, por sua vez, define hemiceluloses como sendo 

polissacarldeos de baixo peso molecular, que nos tecidos vege­
tais encontram-se associados com a celulose.

41BAUER et al. sugerem que o termo hemicelulose seja 
usado sõ para aqueles polissacarldeos de parede celular que se 
unem às microfibrilas de celulose por ligação não covalente.

As: hemiceluloses constituem os maiores componentes da 
parede celular primária e secundária e podem ser encontrados em 
parede celular de cotilédones, de endosperma, de caule e de fo­
lha de uma grande variedade de plantas. Distribuem-se em vários 
tecidos e células da madeira, de traqueldeos, de fibras, etc.

Funcionalmente interconectam as fibrilas de celulose aos 
polissacarldeos pécticos da parede celular. Esta função baseia-se 
na capacidade que tem as hemiceluloses de se ligarem não covalen-
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temente à celulose e covalentemente ao material .pêctico, atrave's 
de ligações glicosídicas de seus terminais redutores.^' 220' 2^2

As hemiceluloses são, principalmente, constituídas de xila- 
nas, xiloglucanas, arabinoxilanas, arabinogalactanas, mananas, ga- 
lactanas, arabinanas e glucanas não celulósicas, variando de teci­
do para tecido. Estão presentes como os maiores componentes da pa­
rede celular e sua composição varia com o crescimento e maturação 
do vegetal. Em mesofilo de folhas, tecido endospirmico e paredes 
celulares primárias ocorrem hemiceluloses, que provavelmente asse­
melham-se àquelas encontradas em gramas.

Em folhas desenvolvidas de capim branco, aveia, cevada, 
trigo e capim dos pampas, os valores de hemiceluloses variam entre 
21 a 37%, enquanto que para a celulose os valores oscilam entre 
27 a 36%. Em gramas, o maior aumento em componentes hemicelulõsi- 
cos ocorre nos períodos de crescimento. Em caules e folhas jovens
a composição hemicelulosica ê semelhante, porém, em folhas mais

~ 307velhas encontram-se maiores proporçoes de arabinose e galactose.

Xiloglucanas

São as constituintes principais da parede celular primária 
de Dicotyledoneae. Estruturalmente, apresentam uma cadeia princi­
pal de resíduos de D-glucopifanose ligados J3, 1-^4, com ramifi­
cações terminais de resíduos de D-xilopiranose ligados 1 — 6 
(Fig. 2).
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Fig. 2 - Estrutura das xiloglucanas, seg. ALBERSHEIM 
et al.13

As xiloglucanas ligam-se covalentemente às pectinas e por
pontes de hidrogênio à superfície de fibrilas de celulose. -̂*-'293

13 14 -ALBERSHEIM ' observou que as fibrilas de celulose unem-se a xi-
loglucar.a por pontes de hidrogênio, porém num só sentido, pois em 
sentido oposto encontram-se as cadeias laterais de galactose e de 
fucose. Esse mesmo autor observou também que em parede celular pri­
mária as xiloglucanas unem-se a arabinogalactanas e, estas, a ram- 
nogalacturonanas.

Xiloglucanas provenientes de diferentes fontes tem apresen­
tado a mesma unidade repetitiva de heptassacarídeo formado de resí­
duos de celotetraosil, ao qual acham-se unidos cadeias laterais de
3-monoxilosil com ou sem substituintes de galactosil ou fucogalac- 

206tosil. As Monocotyledoneae apresentam uma xiloglucana com estru­
tura semelhante a essa, porém, com menor proporção de seus consti­
tuintes .



Sua função biológica i desconhecida. Não se sabe se
são precursoras ou produtos de transformação provenientes de 

2 6celulose. Seu papel mais definido acha-se relacionado com o
149 293alongamento de tecidos vegetais induzidos pela auxina. '

Em Monocotyledoneae, tais como, trigo, aveia, arroz, 
cana de açúcar, foi observado que a estrutura dos polissacarí- 
deos da parede celular primária pode ser construída com base
nos princípios fundamentais aplicados às células de sicamore

14 ~ „(Acer pseudoplatanus). O mesmo não ocorre com polissacarí-
deos de parede celular secundária, onde a composição e estru­
tura variam de célula para célula.

Xiloglucanas foram isoladas de vima grande variedade de 
vegetais como, por exemplo, de parede celular de hipocõtilo de
Phaseolus aureus/ ^  de Phaseolus vulgaris, de sementes
j m • j 271,301 , „ . ^ . 80,146 ,de Tamanndus indica, ' de Tropaeolum majus, de
Annona muricata, ^ ^  de Brassica campestris, Brassica

121 276alba, de casca de Picea engelmanni, de madeira de Picea
2 76 29rubens, de células de calo de Acer pseudoplatanus, de Gli-

cine max,^^ de Vigna sesquipedalis, hipocótilo de fei­
M 160,161, , , 162,262,263 , _ .. ,jao Mung, de endosperma de arroz, de folhas de

Nicotiana tabacum, ^ ^ d e  cultura de células de tabaco,^
de folhas de c o u v e , d e  parede celular de a r r o z , d e  pare-

~ 63 136de celular do embrião de alface, de Berberis vulgaris, de
„ 276células cambiais de Populus tremuloides e de Tilea americana.

As xiloglucanas quando tratadas com iodo 0,15M e iodeto
de potássio, formam complexos de coloração castanho escura ã

~ 29violeta, exceção feita ao dè Acer pseudoplatanus, devido provavel­
mente â presença de proteínas nas preparações estudadas.



GOULD et al.^^ e KOOIMAN,'*'^ estudando a formação de 
complexos com iodo de substâncias amilõides, provenientes de 
Brassica alba e de Tamarindus indica, observaram que as molécu­
las ou ions de iodo penetram nos interstícios formados entre as 
moléculas das xiloglucanas, associando-se com as cadeias de glu­
cose de celulose. Por hidrólise enzimãtica da xiloglucana de 
T. indica, KOOIMAN obteve unidades de glucopiranosil e de xilo- 
piranosil, ligadas como cadeias laterais a C-6 da unidade de
glucopiranosil. Por esse resultado concluiu que essa xiloglu-

- 29cana e estruturalmente semelhante ao de sicamore e de outras
_ 146sementes amilõides como, por exemplo, a de Tropaeolus majus

« -Q . ^ . . 265,266e Brassica campestns,
305BARRY & ALBERSHEIM, trabalhando com Phaseolus vulga­

ris, isolaram uma xiloglucana que se encaixa perfeitamente dentro
41do modelo estrutural proposto por BAUER et al. ao qual atri- 

buiram uma importante função de ponte de ligação entre polissa- 
carídeos da parede celular.

Como o sicamore e o feijão, embora pertençam a famílias 
muito distantes na taxonomia vegetal, apresentaram hemiceluloses 
com estrutura molecular comum, é provável que o mesmo possa ocor­
rer com outras plantas.

As xiloglucanas tem sido encontradas predominantemente 
em sementes de vegetais, todavia algumas delas foram isoladas tam­
bém de madeiras de algumas Angiospermae, tais como Acer rubrum,

276Bétula papeyifera, Fagus grandifolia e Ulmus americana.
Xiloglucanas isoladas de parede celular de Phaseolus au­

reus, Glicine max, de hipocótilo de Vigna sesquipedalis e de 
cotilédones de Phaseolus vulgaris, apresentaram um esqueleto co-
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mum às demais xiloglucanas, com cadeias laterais de xilose, ga-
lactose’e fucose. Jã em Simmondsia chinensis a xiloglucana não

295possui fucose como cadeia lateral.
Observou-se também que as arabinoxiloglucanas isoladas 

de folhas de Nicotiana tabacum e de cultura de células de taba­
co são estruturalmente semelhantes entre si e entre o encontra-
j . _ . . - 6 , 264do no sicamore e no feijão.

Em Brassica campestris foi isolacfe uma xiloglucana com um 
esqueleto comum aos demais, porém com cadeia lateral formada por 
unidades deyS-glucopiranosil ligadas através de 1— *-6 e com uni­
dades terminais de galactòpiranosil.

Em parede celular de bulbo de Allium cepa foi identifica­
da ura xiloglucana, contrariando o que era esperado para Monoco-

_ 193tyledoneae, isto e, arabinoxilanas.
Ainda, de parede celular de S. tuberosum, isolou-se uma

xiloglucana que difere das isoladas de Solanaceae, por ter ara­
- 239 241binofuranose como grupo terminal nao redutor. '

Assim, observa-se que todas as xiloglucanas estudadas
possuem um esqueleto comum, formado por unidades de y3-D-glucopi-
ranosil ligados através 1— *-4 diferenciando-se entre si quanto
a natureza química de suas cadeias laterais.

Como as cadeias dasxiloglucanas acham-se, possivelmente,
conectadas às fibrilas de celulose no interior da parede celular
por ligações de hidrogênio, ê improvável que tal conexão ocorra
no ponto da parede celular onde haja a regulação do alongamento 

173celular. /J
173LABAVITCH e RAY acharam, no entanto, que um polímero 

como xiloglucana poderia sofrer vima modificação rápida na parede 
celular, em resposta ao tratamento pela auxina.
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Em sementes de ervilha foi observado que as características 
de alongamento celular induzidas por Scido são semelhantes àquelas 
induzidas pela auxina, ocorrendo uma diminuição no pH do meio de 
incubaçao. Essa observaçao de que íons H podem alterar a resis­
tência ou velocidade de síntese das ligações dentro da parede ce­
lular, leva a crer que tais ligações podem ser as mesmas que con-

13 149 -trolam a velocidade de alongamento celular. ' Tal hipótese
tem sido sustentada por KEEGSTRA et al. e por RING & SELVENDRAN. 
241

Gluçuronoxilanas
As gluçuronoxilanas possuem um esqueleto formado por unida­

des de xilopiranose unidas por ligações tipo /3,1 4, encontran­
do-se muito distribuidas em plantas superiores. Estes compostos 
possuem a cada 10 unidades de xilopiranose, unidades de acido 
4-0-metil-D-glucurônico ligadas a C-2 ou C-3 da cadeia principal e, 
frequentemente, cadeias laterais formadas por unidades de arabino- 
furanose ligadas Ji,1 —  3 ou por unidades de D-glucopiranose li­
gadas Jò, 1 -*• 2. Os números e tipos de unidades que participam 
das ramificações são característicos de diferentes grupos de plan­
tas. Algumas gluçuronoxilanas, por exemplo, aquelas encontradas

30 7 78 91em madeira dura (Betula verrucosa e Mimosa escabrella ' ) en­
contram-se na natureza geralmente acetiladas nas posições C-2, C-3'

, 120,223,300ou em ambas. (Fig. 3)

...D-Xil (B 1— 4) fD-Xil (B 1-4)1 _D-Xil (B 1— 4) D-Xil (B 1— 4)... p -  L- p -  J -7 p -  p
3(2) ' ^ 2^

t  tAcetil ^  1̂
4-0-Me-D-GlUp

Fig, 3 — Estrutura parcial de uma hemicelulose do tipo 
glucuronoxilana. 120
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As glucuronoxilanas foram isoladas em grande quantidade de
tecidos endospërmicos e de tecidos nao endospërmicos de muitas Gra-
mineae economicamente importantes. Em gramas e cereais as glucuro-
noxilanas não endospërmicas possuem estruturas semelhantes, embora
no milho, fibras e casca de vagem possuam uma estrutura mais comple-

60 *307 308xa. Arabinoxilanas foram muito estudadas em Gramineae, ' '
onde ocorre um maior teor em arabinose do que naquelas isoladas de

113 -Leguminosae. As glucuronoxilanas foram também isoladas de hemi-
— 298celulose A de folhas de cafeeiro susceptíveis à ferrugem. 

Arabinoxilanas
As arabinoxilanas foram as primeiras hemiceluloses endospër­

micas isoladas e estudadas detalhadamente.
Em Dicotyledoneae 19% da parede celular primaria é consti-

tuida por hemicelulose do tipo xiloglucana, enquanto que apenas 5%
83é formada por glucuronoarabinoxilana.

Em Monocotyledoneae ocorre o contrario, isto é, 25% da pa­
rede celular primária é constituida por glucuronoarabinoxilana e 
somente 2% por xiloglucana.

As glucuronoarabinoxilanas de ambas as fontes são provavel­
mente semelhantes, pois, nos dois casos, apresentam-se formadas 
por iam esqueleto de unidades de D-xilopiranosil unidas através de 
ligações tipo —  4 , com cadeias laterais ácidas ou neutras
unidas a C-2 ou a C-3.

Como o esqueleto de arabinoxilana é semelhante ao encontra­
do em xiloglucana, supõe-se que esteja ligada â celulose por uma
interação semelhante àquela encontrada em xiloglucana de sicamore. 
163 307' Portanto, a função das arbinoxi lanas encontra-se -relacio­
nada com a estrutura da parede celular.
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Arabino-4-Q-metilglucuronoxilanas foram isoladas das 
mais variadas fontes, como, por exemplo, da hemicelulose da ma­
deira,286 de parede primária de Acer pseudoplatanus,83 de pare-

X 8 5de celular de aleurona de cevada, de cascas de Cinnamomun 
• 122  ̂ 27,58,155,156ínners, de gramas, ' ' de palha, endosperma e folha
, . . 3,28,240,262,263  ̂ „ 312,313 ,de trigo, de casca de graos de sorgo, de
uma grande variedade de tecidos de Monocotyledoneae,'82' '*'8^' 888
de caules e folhas de C. plectostachyus, de casca da Plantago

164  ̂ j i i j j 262,263 ,ovata, de parede celular de endosperma de arroz, ' de
i • 57,60,173,294 „ ^ ,coleoptile e caule de aveia, de folhas novas e bro-

. , , . 190,191,306 , _ ,. _ 277tos de bambu, de folhas de couve.
L-arabino-D-xilose pode ocorrer tambim como um componen­

te neutro associado à celulose, encontrado, por exemplo, em várias 
mucilagens procedentes de sementes ácidas, como o linho e o plan­
tago. Como o produto obtido da degradação de L-arabinose-D-xilo- 
se de semente de linho foi o 4-0-metil-B-D-xilopiranosil-D-xilo-
se, supõe-se ser o seu núcleo semelhantes ao de polissacarídeo

31 32do tipo D-glucuronoxilana. '

É muito provável que ligações não covalentes que
únem cadeias de arabinoxilanas entre si, ou entre elas e fibras 
de celulose, sejam as responsáveis pela resistência das paredes.'*'88 

BURKE et al.68 estudaram comparativamente paredes celu­
lares de Monocotyledoneae e Gimnospermae e constataram algumas 
semelhanças estruturais.

1.3 - PROTEÍNAS DA PAREDE CELUIAR

Entre os constituintes não celulósicos da parede celu - 
lar ocorre em muitas plantas superiores e inferiores uma proteína 
rica em trans-4-hidroxiprolina, chamada extensina, descoberta

14



por STEWARD & THOMPSON em hidrolisados de tecidos vegetais.
Em paredes celulares que proliferam de modo desorganizado (pare­
de celular primária) constatou-se uma maior presença de hidroxi-

174prolina do que em paredes de tecidos organizados. A contínúa 
chegada de hidroxiprolina à parede celular pode ser determinada
através do seu desaparecimento do citoplasma, o que foi confirma-

224 - 74do por OLSON em cultura de celúlas de tabaco e por CLELAND '
75,76 .em coleoptile de aveia.

A extensina ê uma glicoprotejLna que se deposita na célu­
la durante a maturação da parede celular primária. O grupo prostê- 
tico é constituido principalmente de galactose e arabinose. Esta 
última une-se ao grupamento hidroxil da hidroxiprolina por liga­
ções tipo O-glicosídicas, que são estáveis ao tratamento de ãlca-
i • 24,167,175,201,258,261 - , . . .lis. ' A galactose, por sua vez, liga-se possi-

■» •• 179velmente por uma união covalente â serina. '

Glicoproteínas com ligação arabinose-hidroxiprolina 
estão amplamente distribuídas no reino vegetal tendo sido consta­
tadas em algas vermelhas, hepáticas, cavalinhas, musgos, samam-

178baias, bem como Mono e Dicotyledoneae
Hidroxiprolina ê melhor conhecida como um componente do 

colágeno ou de uma proteoglicana de plantas com sementes. Esse
- 174aminoacido tem sido encontrado em cultura de células vegetais,

177,232,281 , £ , 262,314 . ,’ ' em endosperma e farelo de arroz, em tecidos de
235vegetais em crescimento, em folhas de Vicia faba, em gomas e

farinha de trigo, em mucopolissacarideo de sementes, em
79 105algas vermelhas, em mucilagem de Rode 11a. Todavia, sua presença

— — 198não tem sido confirmada em parede celular de aleurona de grãos de cereais.
Mucopolissacarideos extraídos de sementes e de calo de

15
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Sicamore apresentam uma ligação proteína-carboidrato do tipo hi-
droxiprolil glucosídeo ou galactosídeo. '232 Esse tipo de li­

- - 134 135 199 285gaçao foi encontrado também em algumas algas ' * ' e em
109endosperma de trigo.

KEEGSTRA et al.̂ **3 propuseram um modelo para a parede 
celular primária em que a proteína estrutural liga-se a material 
péctico através da fração arabinogalactana (Fig. 4).

■ m m in ui ml ui ui m ui tu ui

Ramno-
goíocturonono

Arabino- 
^  galoctano

„Galactano

Xiloglucono

iiiiiiiTfi ^ .
-2» ?

T T T í r n T ^Proteína

r̂Tefro-
orabinoskleo

hi in m ui in m li» lULULUf Hl Ul IIIIIIIII itl ULULE

Fig. 4 - Estrutura de parede celular de sicamore, proposta por 
KEEGSTRA et al.^^ As áreas circulares representam as 
frações da parede liberadas por enzimas degradativas. 
Endopoligalacturonase liberou as fr. PG-1B e PG-2; en- 
doglucanase liberou as fr..C-l e C-2 e pronase liberou 
a fr. PR-2.

176 —LAMPORT sugeriu que 30% dos aminoãcidos da parede ce­
lular de tomate acha-se constituída de hidroxiprolina, que esta-



ria em grande parte (70%) covâlentemente unida a glicosldeos. O
mesmo autor considera que as proteínas ricas em hidroxiprolina
possuem uma função estrutural, atuando como pontos de ligações

174entre as moléculas de polissacarídeos da parede celular. Em
virtude de ocorrerem em quantidades significativas é provável 
que essa glicoproteína influa na resistência da parede celu­
lar. Como essa resistência sofre variações nas fases de cresci­
mento em extensão, tal glicoproteína foi denominada de

 ̂ . 174,204extensina.
Pouco se sabe sobre a síntese ou degradação da extensi-

^ -■  ̂ • 68,84na. Segundo alguns autores, ela se forma nos polissomas.

248SADAVA & CHRISPEELS consideram que a prolina presente 
no oligopeptídeo ê a precursora na formação da hidroxiprolina. A 
hidroxilação da prolina ocorre em posição trans-4 de peptidilpro- 
lina, catalizada por uma enzima citoplasmãtica.

84 - -DASHEK constatou que a extensina e transportada a pa­
rede celular por um mecanismo envolvendo membranas lisas.

6 7CHRISPEELS, em experiências com discos de parênquima
- . 14floematico de cenoura, usando C-prolina, observou que a exten­

sina ê rapidamente transferida para dentro da parede celular, não 
se conhecendo quais as enzimas responsáveis pela glicosilação. 
ou pela degradação específica.

Hidroxiprolil glicosídeos isolados por degradação alcalina
ou enzimática foram identificados como tri ou tetrassacarídeos de

175 176 178 204arabinose ligadas ao C^ da hidroxiprolina. ' ' ' Os quatro
resíduos de arabinose unem-se por três diferentes tipos de ligações 
â hidroxiprolina. LAMPORT constatou que a ligação entre a
arabinose e a hidroxiprolina ê do tipo 0-glicosídica, enquanto as



demais ligações glicosidicas são do tipo 1*2- e 1,3-,cataldzadas 
por diferentes enzimas.

A estrutura de glicoproteínas da parede celular observa-
135da em Acer pseUdoplatanus, por HEAT e NORTHCOTE, estã em

** 176concordância com LAMPORT.
158 67 84KARR, CHRISPEELS e DASHEK observaram que glicopro­

teínas citoplasmãticas ricas em hidroxiprolina são precursoras
de glicqproteínas da parede celular.

257 258SELVENDRAN et al., ' em experiências com PhasèoTus
coccineus, isolaram duas glicoproteínas com diferentes teores
de hidroxiprolina. Os mesmos autores constataram que a glico-
proteína mais pobre nesse aminoãcido liga-se à fração hemicelu-
lósica da parede celular.

53 54 55BROWN & KIMMINS 7 7 isolaram de sementes de Phaseolus
vulgaris glicoproteínas pobres em hidroxiprolina, Nelas constata­
ram que a arabinose e a galactose uniam-se â hidroxiprolina e 
serina, respectivamente. A arabinose estaria unida â hidroxipro­
lina. por -ligações do tipo (l-*-2)-, (1—*~3) ou (1-H5). A ligação (1—*-5)- da ar abi 
nose provavelmente, fixa glicoprotelnas pobres em hidroxiprolina â 
matriz da parede celular, atuando como pontos de ligações entre 
moléculas de polissacarídeos, conforme jã mencionada para a 
extensina*

LAMPORT'*'^ e TALMADGE^^ sustentam que glicoproteínas
unem-se às hemiceluloses através de cadeias laterais de galacto-

~ ^  ̂ 4. 135,201,258,262 .se e nao de arabinose. Outros autores, no entan­
to, propõem que essa proteína rica em hidroxiprolina esteja dire­
tamente ligada à celulose. Ao que parece essa glicoproteína de­
ve -estar firmemente ligada à parede celular, pois sua extração
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sõ é possível xnediante reagentes fortes. A natureza das liga­
ções, bem como sua distribuição, geralmente variam de planta pa­
ra planta.

178LAMPORT sugere uma possível relação entre a extensão 
de glicosilação de hidroxiprolina e a posição filogenética da 
planta.

Glicoproteínas do tipo hidroxiprolina-arabinose foram 
registradas em parede celular dos seguintes vegetais: Lycoper-
sicon sculentum, Acer pseudoplatanus, Nicotiana tabacum,~̂~*
m, i • 226 * • 174 „ x. 174Phaseolus coccmeus, Apium graveolens, Centaurea cyanus,

174 54,55,56 32Rosa sp., Phaseolus vulgaris, Linum perenne, Oryza
. . 174 , 174 . . 18,24,86,210satxva, Gxnkgo biloba, Solanum tuberosum, ' ' '

r,- 4-’ 174 t • 201 ,«.1 ^ 200 « 4-Pxsum satxvum, Lupinus sp , Chlamydomonas, e Datura 
stramonium. ^

A hidroxiprolina pode ligar-se a resíduos de ̂ -arabino-
18 Tfuranose como, por exemplo, em lectinas de batata ou a resí­

duos de Q^-arabinofuranose, como ocorre na proteoglicana de
315 -r -earroz ou a resíduos de galactopiranosídeo, como era arabino-

109 278 199galactan^s ' ou em parede celular de Chlamydomonas.
A presença de hidroxiprolina foi constatada em parede

celular de algas Chlorophyceae, inclusive em espécies inferiores
como em Chlamydomonas e Chlorella, em algumas Cyanophyceae e em

- 177 227 -Bacillariophyceae (diatomaceas). ' Nesta ultima foi detec­
- 215tada uma dxhidroxiprolina ligada a parede celular.

Apesar do teor relativamente baixo de hidroxiprolina en­
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contrado em muitas algas, as proteoglicanas envolvidas desempe—
emelhantes i 
199,200,285

174nham papeis semelhantes aqueles de plantas superiores ou de
aTgas verdes.



- 141 142 143Ja em folhas de Cannabis sativa, ' ' de Urtica
dioicay e m  cápsulas de Papaver somniferum,144 em folhas de

9 153Nicotiana tabacum, mucilagem de P. cruentum, e Opuntia Fi­
. . 229 .cus-indica, foram isoladas glicoproteinas do tipo serina-0-

galactosídeo.
Devido as dificuldades de extração e purificação de ma­

terial glicoproteico, ainda não foi identificada uma sequência
completa dos seus aminoãcidos e, sim, apenas fragmentos que mos-

*e 176tram cerca de quatro resíduos de hidroxiprolil.
A lectina de batata,"^glicoproteína rica em hidroxi- 

prolina e arabinose é semelhante à encontrada por LAMPORT. 
Possivelmente essa glicoproteína atua como um sítio de reconheci­
mento para enzimas de hidroxilação,e glicosilação, através de uma
diferente sequência de aminoácido.

18ALLEN et al. propuseram que a lectina de batata perten­
ce a um grupo de glicoproteinas vegetais solúveis que incluem
precursores de extensina da parede celular.

103ESQUERRÊ-TUGAYÊ et al. demonstrafcam que glicoproteinas 
ricas em hidroxiprolina podem atuar como agente de defesa contra pa- 
tõgenos vegetais. Estudando o alongamento celular em epicõtilo 
de ervilha e hipocôtilo de alface, observaram uma associação de 
proteínas ricas em hidroxiprolina com esse mecanismo, pois a 
maioria delas acumulava-se nas proximidades do corte realizado 
nesses tecidos.

CHRISPEELS et a l . ^ ,1(̂  constataram que em cortes reali­
zados em discos de cenoura aerados, a aeração aumentava a sínte­
se e secreção de proteínas ricas em hidroxiprolina, sugerindo 
estar esse mecanismo relacionado com a reformulação estrutural da



parede ou talvez com a resistência à doença seguida de ferimento. 
Observaram também que esse tipo de glicoproteina pode ser consi­
derada uma provável precursora para a ligação covalente de prote­
ínas da parede celular.

Uma arabinogalactana unida a uma proteína rica em hidro-
117 -xiprolina foi isolada de Phaseolus vulgaris. A analise dos

aminoãcidos dessa arabinogalactoproteína mostrou que são ricos 
em hidroxiprolina e serina, semelhantes à extensina da parede 
celular^^ e à lectina de batata.^ Assemelha-se ainda às pro­
teínas citoplasmáticas ricas em hidroxiprolina isoladas por 

177 _LAMPORT e às glicoproteínas extracelulares isoladas por HORI 
& SATO.145

As proteínas ricas era hidroxiprolina desempenham papéis
importantes nos vegetais, como, por exemplo, na composição da es-

174 179 285 -trutura da parede celular, ' ' em funções de reconhecimen-
12to e de defesa contra processos infecciosos provocados por agen-

 ̂  ̂ - . 103,104tes patogênicos.
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1-4 - RELAÇÃO HOSPEDEIRO-PATÔGENO

A relação hospedeiro-patõgeno (bactéria ou fungo) pode ser 
traduzida pela habilidade com que o agente infeccioso produz enzi­
mas capazes de degradar os polissacarídeos da parede celular do
v * • 10hospedeiro.

A parede celular vegetal é uma estrutura complexa que fun­
ciona como barreira à invasão de células estranhas. A passagem a­
través da mesma por agentes patogênicos, pode ocorrer por meios 
mecânicos, por enzimas capazes de agir sobre os seus constituin­
tes ou por lima combinação de meios físicos e enzimãticos.

É provável que a atuaçao de um conjunto de enzimas degradati— 
vas seja capaz de romper todas as ligações glicosldicas.^' ^

0 sucesso com que uma infecção se instala no hospedeiro depen­
derá dessas enzimas. O estado infeccioso ê, desse modo, traduzi­
do através de interações que ocorrem entre as estruturas molecu­
lares de ambos, patõgeno e hospedeiro, a nível da superfície ce­
lular.

Alguns patõgenos são altamente seletivos em relação ao hos­
pedeiro, enquanto outros atacam grande nümero de espécies vege-
. . 12 tais.

A complexidade da natureza da relação hospedeiro-patõgeno 
ainda não está de todo esclarecida, em particular no que se refe­
re ao desenvolvimento de resistência. Constatou-se que esta rela­
ciona-se com a concentração de hidroxiprolinas, de fitoalexinas.



de compostos fenôlicos e com o aumento da atividade das enzimas
que irão bloquear as necessidades nutritivas do parasita, impe-

311dindo ou dificultando a sua instalação.
A maioria das infecções envolve tecidos parenquimãticos, 

que por sua vez são revestidos por células epidérmicas cujas pa­
redes externas podem conter impregnações de cêra, cutina, suberi- 
na e lignina, que constituem também fatores de resistência, pois 
dificultam a penetração de agentes patogênicos. Em células ligni- 
fiçadas ou suberifiçadas a entrada do agente patogênico, geral­
mente, ê feita através de espaços intercelulares ou de lesões jã 
existentes na planta. íatõgenos que não conseguem penetrar na 
planta através de superfícies intactas, vão infectã-la através de 
aberturas naturais, como, por exemplo, os estômatos.

Em parasitas obrigatórios a penetração no hospedeiro ocorre 
por meios mecânicos, através do estreitamento prévio das hifas com 
a subsequente formação dos haustõrios. A ocorrência de alterações 
na composição da parede celular do hospedeiro, durante a infecção# 
é muito importante no que diz respeito ao mecanismo de resistência 
do mesmo. Em casos de parasitas facultativos, a penetração só é 
significativa quando envolve celuloses e hemiceluloses.

Quando substâncias fenõlicas constituem respostas â infec­
ção, ê muito importante o papel desempenhado pela parede celular 
do hospedeiro. É o caso, por exemplo, da degradação da lamela mé­
dia causada por definhamentos vasculares, mediante a ação cie Verti- 
cillum sp. e de enzimas que atuam diminuindo o tamanho dos políme­
ros pêcticos. Como a susceptibilidade, da planta hospedeira frente 
a essas enzimas varia de espécie para espécie, explica-se os dife­
rentes tipos de resistências constatados em vegetais.

Alterações na susceptibilidade da planta hospedeira podem

23



ser causadas pele* presença de cálcio, cujos sais insolubilizam po­
límeros pêcticos. Substâncias reguladoras do crescimento vegetal, 
como a aüxina, também relacionam-se com a resistência, pois pare­
cem apresentar as mesmas propriedades do íon cãlcio.

123 20RHALL & WOOD e MOUNT et al. observaram que as enzimas
atuam diminuindo a permeabilidade do protoplasto, aumentando com 
isso a probabilidade de crescimento do patõgeno e tornando os te­
cidos não infectados mais vulneráveis. Como o processo de degrada­
ção libera grande quantidade de energia, o patõgeno a utiliza para 
aumentar a sua virulência.

ALBERSHEIM et al.^ sugeriram que a parede celular, bem co­
mo seus produtos de degradação, podem controlar a síntese das en­
zimas e afetar a resistência da planta. Esta hipótese baseia-se na 
complexidade da parede celular, no que concerne â variedade de po­
límeros homogêneos e heterogêneos e da presença ou não de ácidos 
urônicos. As enzimas degradativas atuam sobre os polissacarídeos 
da parede celular de acordo com suas especificidades.

Em toda relação hospedeiro-patõgeno deve-se considerarmos 
19 A habilidade com que os patõgenos vegetais produzem en­

zimas hidrolíticas que vão degradar os polissacarídeos da parede 
celular. Nas plantas resistentes essas enzimas são incapazes de 
degradar tais polissacarídeos.

29 O controle do meio na produção de enzimas degradativas 
de polissacarídeos por patõgenos vegetais. O que se pode perceber 
é que os carboidratos presentes no meio em que se encontra o patõ­
geno vegetal regulam a produção das enzimas degradativas. Essas 
enzimas extracelulares são estáveis e quase sempre produzidas
por indução. Seus indutores específicos parecem ser monossaca-

12 15rídeos simples. ' Por isso, qualquer mudança que ocorra na com-
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posição, estrutura ou acessibilidade de carboidratos do hospedei­
ro, pode alterar guali e quantitativamente a secreção das enzimas 
pelo patõgeno, constituindo um importante fator na determinação 
da susceptibilidade â degradação dos polímeros. Esse sítio é deli­
neado pelo próprio agente patogênico.

Quando ocorre mudanças na parede celular primaria, a atua­
ção das enzimas degradativas ê alterada e com isso aumenta a pro­
teção da planta hospedeira. Do mesmo modo, as mudanças que ocorrem 
durante a formação da parede celular secundaria, inibem a habili­
dade das enzimas produzidas de degradar polímeros da parede celu­
lar do hospedeiro. Isso explica, por exemplo, os níveis relativa­
mente altos de resistência constatados em partes velhas das plan­
tas. Enzimas degradativas de polissacarídeos apresentam especifici- 
dades estritas ã ligações glicosídicas de configuração o^ou e 
ao átomo de carbono envolvido na mesma.

Quando uma infecção se instala as enzimas degradativas de 
polissacarídeos e de substâncias pêcticas são detectadas jã no 
início do processo. Em macerados de vegetais, por exemplo, as en­
zimas produzidas pelo fungo Sclerotinia fructigena foram a glico-
sidase endo-galacturonase e a liase. Em lesões de hipocõtilo de fei-
_ 291jao, causadas por Rhizoctonia solanii, VAN ETTEN et al., re­

gistraram endopoligalacturonase e uma celulase. Esses autores no­
taram, desde o inicio da infecção, a existência de enzimas que 
degradam xilanôs, galactanâs, galactomananâs, arabanas, ácido po-
ligalacturônico e carboximetilcelulose.

99 -ENGLISH & ALBERSHEIM observaram que certas enzimas sao
capazes de degradar todos os polissacarídeos isolados de parede 
celular de hospedeiro resistente. Os experimentos foram feitos 
com o fungo C. lindemuthianum, que secretava uma o^-galactosidase
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no meio de cultura,# hidtolisando a galactose da parede celular 
da variedade susceptível de feijão, em cinco dias de cultivo. Em 
variedades resistentes de feijão houve pouca hidrólise, mesmo a- 
põs dezoito dias de cultivo. Dai supôs-se que o regulador da vi­
rulência do patôgeno e resistência do hospedeiro deve estar rela­
cionado com o controle da produção de enzimas degradativas e não 
com a sua atividade.

Constatou-se, no entanto, que a endopoligalacturonase ê a
primeira enzima secretada pelo patôgeno ao dar início ä infecção

11 99 154em culturas de parede celular de Dicotyledoneae. ' '
Entretanto, as paredes celulares de Dicotyledoneae tem as­

sociadas a elas proteinas capazes de inibir a ação das endopoli- 
galacturonases secretadas por patõgenos vegetais, ̂ -08,154 ini­
bindo porêm outras enzimas. Provavelmente, isso ocorre com todas 
as endopoligalacturonases envolvidas com a degradação de parede 
celular de Dicotyledoneae. Por exemplo, uma preparação protêica, 
purificada e homogênea de hipocótilo de feijão inibiu com a mesma 
eficiência as endopoligalacturonases secretadas por três fungos 
patogênicos: Colletotrichum, 1indemuthianum, Helminthosporium may- 
dis e Aspergillus niger. Esse sistema inibidor de endopoligalactu­
ronase, possivelmente, funciona como um mecanismo específico de

- 12resistência da planta hospedeira.
Embora não tenha sido comprovada a existência de sistemas 

imunolôgicos em plantas, ê provável que os antígenos da superfí­
cie dos patõgenos sejam reconhecidos por proteinas de hospedeiros 
resistentes, resultando numa interação que ativa a defesa do hos­
pedeiro.

Quando polissacarídeos de parede celular estão envolvidos 
no mecanismo de resistência de processos infecciosos, essas macro- 
molêculas possuem estruturas específicas e a biossíntese de cada
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uma .del^s deye gejr controlada. Assin), o material de parede celular 
de várias partes morfológicas., como raízes, hipocÔtilos, primeiros 
nôs e folhas primarias, tem composição característica de carboidra- 
tos, gue ê idêntica dentro de uma mesma espécie, mas gue varia em 
espécies do mesmo gênero ou de gêneros diferentes.

Como já citado anteriormente, as respostas da planta ã in­
fecção podem ser traduzidas através da produção de fitoalexinas,
de etileno,^^ de enzimas lançadas a superfície do hospedeiro (qui­
. . i 1,71,118,148,230 , - , . „tmases, /^l, 3-glucanases), de reações hipersensi-
veis, de mudanças no metabolismo do hospedeiro, de produção de ini­
bidores de enzimas do patõgeno, de processos de lignificação total, 
do aumento de compostos fenôlicos e seus produtos de oxidação, que 
podem funcionar como inibidores de enzimas não específicas, em 
particular as pectolíticas.

A quitinase de tomates parece participar da lise de micê-
lios de Verticillium album-atrum, que ocorrem durante a infecção

, 230por esse fungo.
Por sua vez, os patõgenos desenvolvem sua própria defesa 

contra a atividade lisolítica de enzimas de seus hospedeiros atra­
vés de inibidores. Se estes tiverem capacidade suficiente para 
neutralizar todas as enzimas do hospedeiro que lhes sejam nocivas, 
a planta ficará sem esse mecanismo de defesa.

Entre os compostos fenôlicos, o ácido cafêico desempenha um 
importante papel na defesa contra as larvas do bicho da seda (Bora- 
bix mori) e infecções por Streptococcus faecalis AD-4, constatado

^ j - 168era folhas de amoreira.
129  1*18 139  228  - —Vários pesquisadores ' ' ' observaram a liberaçao

de ácido ferrülico, ácido diferrülico (isômero trans) e £-curoárico
de paredes celulares de Gramineae guando extraídas cora álcali.
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Em paredes celulares de Loliitm multlflorum tratadas com celulasè,
contendo hemicelulases, verificou-se a liberação de uma sêrie de
ésteres de âcidcsfenSlicos com carboidratos, solúveis em água,

1 2 -| 07inclusive âcido ferrülico e £-cumârico. '
302 290WHITMORE e UCHIYAMA et al. detectaram a presença de

compostos fenSlicos, possivelmente âcido ferrülico, ligados a 
carboidratos (arabinose e xilose), ao que parece, na forma de és­
teres. O mesmo tipo de composto foi identificado entre frações

- - + 228solúveis em âgua, extraídas de parede celular de arroz. Peque­
nas quantidades de âcido cafêico e p-cumârico, formando complexos
com carboidratos, foram isoladas de parede celular de coleõptile
. . . 111 de trigo.

— 192 -MANINGAT & JULIANO obtiveram âcido ferrülico por extra­
ção da parede celular do germe de arroz com solução aquosa a 0,6% 
de sulfato de dodecil sõdico (SDS) em mercaptoetanol. Compostos
fenSlicos do tipo âcido ferrülico foram ainda detectados em teci­

.. - 290dos de calo de arroz, como uma resposta a infecção por fungos.
0 interesse do estudo dos compostos fenSlicos prende-se ao 

fato dos mesmos estarem associados â resistência a processos in­
fecciosos .

Conforme JOHNSON & SCHALL,^^ estes compostos parecem estar
envolvidos na resistência ã infecção causada por Streptomyces sca-

172 - -bies ou, segundo KUC, com a imunidade a varios fungos patogêni­
cos. Batatas infectadas por Phytophora infestans apresentaram maio­
res quantidades de âcido clorogênico nas variedades resistentes do

4.- 4 151que nas susceptíveis.
Cumarinas e compostos fenõlicos, formados em resposta à fer­

rugem de caule de trigo, desempenham um importante papel pela seu 
efeito sobre o metabolismo do âcido indol-acêtico.
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219 - -NEWTON et al. , em experiencias com trigo, tambem de­
monstraram a existência de correlação entre o conteúdo de compos­
tos fenõlicos e a resistência à ferrugem. Da mesma forma, o ácido 
clorogênico parece desempenhar um papel na resistência de batata 
e cebola, frente a diferentes tipos de infecções.151,171

A importância do ácido clorogênico deve-se mais â sua con­
centração em áreas localizadas, do que ao seu conteúdo total. Era 
batatas, por exemplo, a maior concentração foi encontrada próximo 

às lenticelas, que servem como porta de entrada para o parasita, e 
ao redor do tecido danificado. 0 mecanismo de proteção dado pelo 
ácido clorogênico, possivelmente, está acompanhado por outros si­
multâneos, pois, a tirosinase acumula-se no mesmo local e parece 
desempenhar igual função. Essa enzima, presente nos tecidos afe­
tados, promove a oxidação do ácido clorogênico a quinonas, que pa­
recem ser mais toxicas aos agentes patogênicos. Assim, em varieda­
des resistentes de batatas dèterminou-se uma maior proporção de
quinonas em relação ao ácido clorogênico, do que em variedades

- . 171,172susceptívels.
A presença de altos níveis de ácido clorogênico foi ainda

246verificada em farinha e semente de girassol por SABIR et al. e,
218em luzerna, por NEWBY et al., onde detectaram que proteinas de 

baixo peso molecular e compostos fenõlicos formam ligações do ti­
po amida, através de suas valências secundárias. Essa hipótese 
foi também sustentada por O ’NEILL & SELVENDRAN.226

Também em parede celular de Lolium multiflorum, sob a ação 
de y^-glicosidase, destacaram-se entre os produtos liberados, alêm
de glucose, xilobiose, xilose e arabinose, ácido ferrúlico e ácido

128 * - p-cumãrico. Possivelmente o ácido ferrúlico da parede celular
ê um precursor da lignina, pois, com o envelhecimento, a planta
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em geral apresenta um maior conteüdo desse composto fenólico.129 
O teor em lignina parece ainda estar relacionada de maneira signi­
ficativa com a diminuição da degradação de carboidratos da parede 
celular pela celulase. Isto explica a baixa digestibilidade de
Gramineae altamente lignificadas fornecidas como alimentos a rumi-

. 130nantes.
A susceptibilidade de varias Gramineae (cevada, trigo e gra­

ma castellana) ao afídeo Metopolophium dirhodum, às bactérias, aos 
fungos e insetos varia em função da concentração de ãcido hidroxâ- 
mico cíclico que ê encontrado nas plantas. Altas concentrações des­
se ácido foram detectadas em sementes jovens, o que permitiu con­
cluir-se que é nesse estágio de desenvolvimento que as plantas são 
mais susceptíveis ao ataque de agentes patogênicos. Assim, em cul­
tivo de cereais, um controle natural da população de afídeos pode­
ria ser obtido através da utilisação de variedades com alta concen­
tração de ãcido hidroxãmico.^

O fungo da ferrugem ê um dos mais importantes agentes infec­
ciosos de plantas. Devido a total dependência de seus hospedeiros
- - 1 8 7é considerado um parasita obrigatório.

ALLEN^ foi quem registrou as primeiras experiências sobre 
inibidores da germinação de esporos do fungo da ferrugem, motivado 
pelos grandes prejuízos que a mesma causa à agricultura mundial.

Esses fungos, conhecidos por ferrugem devido à cor castanho 
avermelhada dos uredosporos, possuem um ciclo de vida complexo, no 
qual cinco diferentes tipos de esporos podem ser formados. Alguns 
deles completam seu ciclo em duas diferentes plantas hospedeiras, 
não relacionadas. É o caso, por exemplo, de Puccinia graminis, que 
além de atacar gramas e cereais, cresce também em espécies de Ber­
beris. ̂ 56



Os taninos também contribuem para a resistência, o que foi
constatado através de experiências realizadas com carvalho e car-

247rapicho, infectados por Ceratocystis fagacearum.
A inibição da atividade pectinolítica por substâncias fenõ- 

licas que ocorre, principalmente, por derivados de ácido cinâmico foi 
observada em raizes de Lycopersicon sculentum, quando infectadas

O Cpor Colletotrichum coccodes e Pyrenochaeta lycopersici.
Em variedades de arroz susceptíveis à Cochliobulus myabea- 

nus, observou-se O acumulo de catecois oxidados e de outros fenois 
tóxicos ao fungo durante o processo infeccioso, indicando que tais 
substâncias participam do mecanismo de defesa da planta.

Em cotilédones de Lactuca sativa infectados por Botrytis
lactucae, ocorreu a morte rápida das células no local de penetra-
~ 188 ção, bem como a produção de fitoalexinas.

Dois inibidores de uredosporos de ferrugeiq do trigo, Pucci-
nia graminis, foram isolados e identificados como isômeros cis e

187trans de metil ferrulato, sendo o primeiro a forma ativa.
 ̂ 186 ~Em uredosporos desenvolvidos em feijão, boca de leão e

187girassol, foram isolados inibidores pertencentes ao metil-3,4- 
dimetoxicinamato, que estão sujeitos a variações sazonais que ocor­
rem dentro das espécies. Os diferentes fungos da ferrugem possuem 
ainda sensibilidades diferentes a um dado inibidor, caracterizadas 
por um alto grau de especificidade estrutural, intimamente relacio­
nada com derivados de dihidroxicinamatos metilados, com grupos me- 
til-ester e 3-metoxi. Observou-se que essa atividade inibitória
desaparece quando o grupo carboxila do ãcido cinâmico ê convertido

~ 272em funçao amida.
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A presença de fenoloxidases tem sido relacionada cora a 
resistência às infecções, atribuindo-se-lhes um importante papel
na oxidação dos compostos fenõlicos, originando as quinonas, tõ-
. 140,214xicas ao patogeno.

Experiências realizadas com cultivares de aveia demonstra­
ram que o processo infeccioso causado por Helminthosporium victo- 
riae estaciona nas variedades resistentes, devido provavelmente 
ao aparecimento de fitoalexinas. O mesmo não ocorre nas variedades 
susceptíveis, onde a infecção se alastra sem obstáculos.

As fitoalexinas são compostos do tipo flavonõide ou isopre-
nõide, de baixo peso molecular, resultantes de interações metabõ-

269 ~licas entre o hospedeiro e o agente infeccioso. Elas estão pre­
sentes tanto em plantas saudáveis como em plantas infectadas, ocor­
rendo nestas em maiores concentrações. Geralmente, o aumento de 
sua concentração ocorre em resposta a estímulos fisiológicos ou à
agentes infecciosos, porem, nunca em resposta a lesões mecânicas.

36Ocorrem sempre em maiores quantidades em cultivares resistentes.

Foi observado que a concentração de fitoalexinas depende 
do agente infeccioso, do cultivar da planta hospedeira e da fase 
da infeccção. Verificou-se também que as células próximas da lesãc 
são as mais vulneráveis ao ataque do patõgeno, pois produzem me­
nor concentração de fitoalexinas do que as células infectadas. 
171,172

Os patõgenos podem ativar ou elicitar uma resposta hiper- 
sensitiva em seu hospedeiro através de moléculas próprias, chama­
das eliciadores.

Em interações hospedeiro-patogeno também foi observado um
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aumento da atividade da fenilalanina amonea liase, possivelmente 
relacionada com a produção de fitoalexinas. Jã gue essa enzima 
controla o fluxo de fenilalanina em direção a compostos fenôlicos, 
ela possivelmente estã envolvida, também, na produção de lignina
e de outros compostos fenôlicos relacionados com a resistência

. , 124 vegetal.
0 papel das fitoalexinas na resistência ainda não estã bem 

esclarecido, porquanto elas respondem de maneira não específica 
às infecções.

260SEMPIO, em experiências com complexos trigo/Erysiphe, 
feijão/Uromyces, alface/Bremla e trigo/Puccinia, verificou que a 
relação fotossíntese/respiração varia em cultivares susceptíveis 
e resistentes. Ele demonstrou que plantas susceptíveis apresen­
tam diminuição na atividade fotossintética e aumento na atividade 
respiratória, enquanto que as plantas resistentes apresentam am­
bas as atividades em níveis elevados.

Quando as folhas jovens de trigo foram infectadas pelo Bo­
trytis cinerea, ocorreu como resposta a esse fenômeno um aumento 
no teor de lignina ao redor da lesão, precedido de um aumento das
atividades enzimâticas de amónia liase e 0-metil-transferase. O

- „ . 194agente responsável por esse aumento ê desconhecido.
A analise dos carboidratos da parede celular em cultivares 

susceptíveis e resistentes tem sido objeto de inúmeras pesquisas,
no sentido de determinar suas diferenças e possíveis explicações

. 88,100,283dos fenomenos imunologicos. '
Diversos tipos de alterações no conteúdo de carboidratos 

da parede celular foram observados em plantas infectadas. Essas 
alterações dependem da ação de diversas enzimas do tipo poliosí- 
deos hidrolases e as variações mais significativas foram detecta-
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das no conteúdo de arabinose e xilose da parede celular do hospe-
■r 35 ~deiro susceptível. Observou-se que quanto maior a virulência do

patógeno, mais significativa ê a alteração ocorrida no conteúdo 
de arabinose.

Em degradação enzimãtica da madeira de Alnus rubra e Popu- 
lus balsamifera, observou-se que o conteúdo em carboidratos dimi­
nuiu mais rapidamente do que o teor em lignina, sendo portanto uma 
hidrólise dirigida à celulose e hemicelulose. Em Pinus, no entan­
to, a lignina constitui um maior impedimento à degradação de car-
w 4. 100boidratos.

Foi observado que nos órgãos infectados, geralmente, o pri­
meiro composto degradado pelos fungos ê a glucose, seguida de ga­

- ~ 34lactose e xilose, ao que parece, devido a açao da celulose.
As hemiceluloses possivelmente constituem a principal fonte 

de carbono para o fungo em madeira, pois através das hemiceluloses 
e glicosidases, ocorre sua despolimerização e transformação em pro­
dutos metabolizãveis.

Quando hemiceluloses da madeira foram üsadas como substrato 
de enzimas extracelulares de Co ri o1us ve rs i color e Poria placentu-
la, ocorreu, inicialmente, uma clivagem ao acaso pelas hemicelulo-

137ses, resultando monossacarídeos no final do processo. Entretan­
to, quando esses polissacarídeos foram isolados do caule de cicu­
ta, observou-se que aquelas mesmas enzimas degradavam mais a hemi­
celulose A, constituída predominantemente de xilanas, do que a B,

137formada por heteropolissacarídeos.
Na interação hospedeiro-patógeno de uma variedade de melão 

infectada por Colletotrichum lagenarium foi registrada um aumento 
no teor de hidroxiprolina da parede celular do hospedeiro suscep­
tível, supondo-se ser essa ocorrência a primeira resposta da plan 
ta à infecção.^ E s s e  aumento foi verificado também em trigo,
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quando infectado por Eryslphe graminis, em casos de plantas infec­
tadas por fungos, em viroses, e ainda quando a malformina

- 59era aplicada a planta hospedèira.
ESQUERRÊ-TUGAYÉ^^^'trabalhando com o mesmo sistema hos- 

pedeiro-patõgeno citado acima, observou um aumento de hidroxiproli- 
na na parede celular do epicótilo e pecíolo infectado. Porém, quan­
do usou sementes de melão infectadas pelo mesmo fungo, o aumento de 
hidroxiprolina foi 10 vezes maior do que naqueles órgãos. Foi ve­
rificado também um aumento concomitante no teor de arabinose, indi­
cando uma elevação no conteúdo de extensina da parede celular. Em 
plantas infectadas não' ocorre um aumento de pròlina citoplasmãtica, 
que após hidroxilação são transferidas pela glicosil-rtransferase à 
parede celular, e sim um aumento do conteúdo de extensina. O meca­
nismo pelo qual esse aumento ocorre ê desconhecido.

A quantificação de hidroxiprolina em plantas infectadas tem 
sido difícil, pois geralmentè uma parte da mesma é degradada duran­
te o processo extrativo. Todavia, ao que parece, numa mesma famí­
lia, o teor e as características moleculares da hidroxiprolina são 
contantes.

8 8Segundo DIAS et al. folhas infectadas, quando expostas 
ao sol, além de apresentarem um maior número de lesões produzidas 
por uredosporos de H. vastatrix, demonstraram conter um menor teor 
de carboidratos do que folhas infectadas mantidas â sombra.

De uredosporos da ferrugem do cafeeiro foram isoladas duas 
enzimas, pectinase e celulase, que provavelmente, junto com as he-
micelulãses, hidrolizam polissacarídeos da parede celular durante

. . . 195o processo infeccioso.
Os inibidores da ferrugem cafeeira provavelmente pertencem 

ao grupo dos derivados de ácido cinâmico. Em folhas de ca-

35.



36.

feeirõ xesistentes à Ceratocystis fimbriata foram observados ini­
bidores de igual natureza química.

Em folhas de cafeeiro resistentes inoculadas com H. vasta-
914trix, observou-se maior atividade das polifenoxidases. Ê pro­

vável que o ácido clorogênico em cafeeiro funcione como substrato 
para fenoloxidases responsáveis pelo escurecimento de tecidos ve­
getais lesados.

O teor de ácido clorogênico no cafeeiro varia de espécie pa­
- - 19ra especie ou dentro de uma mesma especie. Em sementes verdes de

café o seu teor varia de 5 a 8% e na variedade Mundo Novo foi detec­
tado 7,1%. Verificou-se que esse teor aumenta com a maturação da se­

- - 296 -mente, porem diminui com a germinaçao. Em experiencias realiza­
das com folhas de cafeeiro, susceptíveis e resistentes ã ferrugem,
constatou-se que a quantidade de ácido clorogênico era menor naque-
i 214 las.

Enquanto o fator de resistência à ferrugem nas espécies Coffea 
canephora e Coffea liberica ê atribuido ao ácido clorogênico exis­
tentes na casca,^ na seleção Bourbon, de Coffea arabica, sua natu­

- 64reza e desconhecida. Em plantas imunes (Coffea canephora e Coffea
1ibérica) ã Ceratocystis fimbriata foi encontrado um teor altamente
significativo de polifenõís totais em relação ãs plantas susceptí-

316veis (Típica, Bourbon e Caturra) a esse fungo.
316317 ~Segundo ZULUAGA et al, ' a resistência acha-se associa­

da a um maior teor de ácidos fenólicos, enquanto que, a susceptibi­
lidade a um maior teor de compostos do tipo flavonõide. Na caracte­
rização deste último detectou-se um núcleo de quercetina ligado a
um monômero ou polímero de açúcar.

96 —ECHANDI & FERNÃNDEZ observaram um aumento na resistência
apresentada pelo cafeeiro à Ceratocystis fimbriata, quando na plan­
ta ocorria vim aumento do nível de ácidos fenõlicos do tipo clorogêni­
co, cafêico, ferrúlico e p-cumãrico.



A prop3ga,ção da, infecção egtã relacionada também com a pre­
sença de glucosamina, existente na parede celular do patõgeno, cu­
jo teor pode dar idêia da sua virulência.

Outros mecanismos de defesa da planta à infecção podem ser 
representados, ainda, por enzimas existentes na parede celular do 
hospedeiro, como, por exemplo, peroxidases, invertases ãcidas, 
B-galactosidases e ribonucleases.

1.5 - A HEMILEIA VASTATRIX Berk et Br.
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As lesões causadas em folhas de cafeeiro pela H.vastatrix 
são conhecidas no Brasil como ferrugem ou ferrugem alaranjada. A­
lém dela, existe outra, conhecida por ferrugem farinhosa ou pulve­
rulenta, que é provocada pela Hemileia caffeicola Maubl. et Roger,

— , , j . £ , 66,238ate agora registrada apenas em países africanos.
A origem da ferrugem cafeeira é muito controvertida. Certos 

autores consideram que surgiu na Etiópia ou Uganda, provavelmente 
em tempos pré-históricos. Outros, acreditam-na ser originária da 
África Central. Todavia, o primeiro registro bibliográfico sobre a 
ocorrência da doença, data de 1861, e relata sua existência em 
cafeeiros silvestres na província de Nyanza, no Quênia.52,66,238 

Sob o aspecto botânico, o agente causador da ferrugem ala­
ranjada possui o seguinte enquadramento taxonômico:

Divisão: Fungi
Classe: Basidiomycetes
Sub-classe: Phragmobasidiomycetidae
Ordem: Uredinales (Pucciniales)
Família: Pucciniaceae 
Tribo: Hemileiae



Gênero: Hemileia
„ 98Especie: Hemileia vastatrix Berk et Br.

A ferrugem foi constatada no Brasil, pela primeira vez, pe­
lo fitopatologista ARNALDO MEDEIROS, na Fazenda Assunção, Municí­
pio de Aureliano Leal, no Estado da Bahia.^2/243

Ela ataca praticamente todas as espécies conhecidas do gê­
nero Coffea, tendo sido constatado que a C. arabica é das mais 
susceptíveis. Esta espécie é a que encontra-se mais difundida no 
Brasil.

A propagação da ferrugem é causada pelo homem, pelas chuvas 
e, mais raramente, pelos ventos e insetos. Ela ataca de preferên­
cia as folhas e, muito esporadicamente, os frutos e as extremida­
des dos ramos jovens

O esporo ou uredosporo, ao atingir a epiderme abaxial da fo­
lha, exige condições favoráveis de umidade e temperatura para ger­
minar e infectar a planta. Sua penetração dá-se através dos estô- 
matos. As primeiras lesões aparecem após 7 a 12 dias da infecção, 
ocorrendo a esporulação após 15 a 20 dias. Em cada pústula da fer­
rugem estima-se que se desenvolvem cerca de 150.000 uredosporos.
As hifas de infecção crescem em direção ao tecido paliçadico, fi­
xando-se ai e transformando o conteúdo celular em densa massa gra­
nulada, de coloração amarelo-pãlida, com 1 a 3 mm de diâmetro, com - 
um aspecto ligeiramènte oleoso quando observada por transparência. 
(Figs. 5.1, 5.2, 5.3 e 5.4). Em poucos dias tornam-se amarelo-ala- 
ranjadas e pulverulentas, podendo cobrir grande extensão do limbo. 
Em folhas velhas, o centro da lesão apresenta-se muitas vezes ne- 
crosado. A pulverulência amarelo-alaranjada é constituida por espo­
ros do patõgeno e é o único sinal externo da enfermidade. Em culti­
vares resistentes as manchas são menos desenvolvidas. (Fig. 6)
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Do ciclo de vida da H. vastatrix, no cafeeiro, sõ se conhe­
cem as fases uredosporos, teliosporos e basidiosporos, não tendo-
se constatado a formação de aeciosporos e picnosporos, que ocorrem

251na ferrugem do trigo, por exemplo.
Os uredosporos são geralmente unicelulares, reniformes, pi­

ramidais, com uma face plana e as outras convexaà (Fig. 7).
O controle químico da ferrugem foi feito pela primeira vez 

no Ceilão, por MARSHALL WARD, usando sulfeto de sódio. Posterior­
mente desenvolveram-se fungicidas cúpricos, que, apesar de mais e­

. . - . - - .. 52,243,284ficientes e economicos, so possuem efeito preventivo.
Melhores resultados no controle da ferrugem tem . sido al­

cançados por geneticistas, desenvolvendo cultivares resistentes. 
Nesse sentido, destacam-se os trabalhos do Departamento de Genéti­
ca, do Instituto Agronômico de Campinas, onde foram desenvolvidos 
os híbridos Catu, por cruzamento de C . arabica com C. robusta, e
Catimor, por cruzamento de Ç. arabica com C . canephora, ambos imu-

_ 65,243,2nes ao fungo.
Como este trabalho objetiva o esclarecimento da ação enzi- 

mática apenas da H. vastatrix em folhas de cafeeiro, no seu desen­
volvimento o termo ferrugem será utilisado para identificar esse 
parasitismo especifico.

1.6 - PROPOSIÇÃO

Entre os polissacarídeos que compõe a parede celular das 
folhas do cafeeiro, as hemiceluloses A e B, desempenham importan­
te papel estrutural e são consideradas o substrato mais disponí­
vel para o desenvolvimento do fungo da ferrugem.

A hemicelulose A ê predominantemente uma 4-0-metil-glucuro-
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noxilana e foi estudada por WENZEL & CORREA.
Quanto â hemicelulose B, inexistem estudos esclarecedores 

sobre sua composição química e estrutural.
Visando o preenchimento, ao menos èm parte, dessa lacuna, 

é que se desenvolveu o presente trabalho, que tem por objetivos 
específicos:

- esclarecer alguns aspectos estruturais e de composição 
química de 10 frações de hemicelulose B de folhas de 
cafeeiro, susceptíveis (SUS) e resistentes (RE) â ferru­
gem;

- estudar a ação enzimãtica da H. vastatrix sobre as hemi- 
celuloses de folhas de cafeeiro; e,

- caracterizar uma peptidoglicana e alguns compostos fenõli- 
cos isolados nos processos de extração e fracionamento.

29 8



Fig. 5.1 — Uredosporos de S. -yasbatrix com 5 tubos germinativos. 
Equinulações da parede em destaque, (x 700).^

Fig. 5.2 - Tubo germinativo em desenvolvimento, (x 300).
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Fig. 5.3 - Tubo germinativo de uredosporo sobre o estômato da 
folha, em inicio do processo de penetração.
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Fig. 5.4. - Corte transversal de folha de C. arabica L., mostrando 
micêlio e haustõrios da H. vastatrix nos tecidos e a
câmara sub-estomatal tomada por fascículos. Observa-se

-  „ 66também esporoforos e uredosporos super-estomatais.
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(2,5 x)

Fig. 6 - Folha de cafeeiro atacada pela ferrugem: face superior
(A) e face inferior (B).42



Fig. 7 - Uredosporos de H. vastatrix. (550 x).^
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2 - MATERIAL E MÉTODOS

2.1 ~ MATERIAL

As folhas de Coffea arabica L. var. Mundo Novo, susceptíveis 
foram coletadas na Fazenda das Areias, Município de Boa Esperança, 
Minas Gerais, no mês de julho. As de cultivar resistente, de espe­
cificidade genética SH^, foram fornecidas pelo Instituto Agronômi­
co de Campinas, também coxetadas em julho.

Os reagentes químicos utilisados possuiam as seguintes pro­
cedências e especificidades:

Etanol, éter etílico e acetona, usados na extração, eram da 
Ecibra, "técnica".

Ãcido D-glucurônico, ácido D-galacturônico, L-ramnose, L-ara- 
binose, D-xilose, D-manose, D-galactose e D-glucose, padrões, do 
Man Research Laboratories (USA), "prõ-anãlise".

Ãcido tricloroacêtico, amido solúvel, glicerol, metaperioda- 
to de sódio, iodeto de metila, dimetil sulfato, cloreto de D-galac- 
tosamina, cloreto de D-glucosamina, cloreto de D-manosamina, ceta- 
vlon (N-cetyl-MjNjN-trimethyl ammonium bromid) e piridina, da Merck 
alemã, "prõ-anãlise" .

Albumina bovina, da Sigma (USA).
Blue dextran, da Pharmacia Fine Chemicals (Suécia).
Acetato de celulose (Cellogel, da Chemetron (Itália).
Azul de Procion M-3G, da Cia. Imperial de Ind.Quim.do Brasil.



ECNSS^M e OV^225 em Gás Chrom Q para g,l.ct, da Supelco (USA).
Os demais reagentes químicos utilisados apresentavam especi­

ficidade "prõ-anâlise".

2.2 - MÉTODOS

2.2.1 - MÉTODO DE EXTRAÇÃO

As folhas, apõs a colheita, foram inicialmente despigmenta- 
das com etanol absoluto (3 x) e acetona (1 x), e dessecadas ao ar.
Em seguida, submetidas ao moinho Wiley (40-60 mesh). Os pós obtidos, 
374 g da SUS e 80 g da RE, foram extraidos em Soxhlet, primeiro com 
uma mistura em partes iguais de metanol e clorofórmio, durante 72 h. 
e depois, com acetona, durante 24 h. Essas extrações livraram o ma­
terial de pigmentos, lipídios, ceras e compostos fenõlicos fracamen­
te ligados.Os extratos foram descartados. O material, após nova des­
secação, foi extraido com água a 809C, durante 2 h. ( 3 x 1 1 ) ,  fil­
trado a vácuo através de funil de BÜchner, usando-se um tecido de 
algodão. Os filtrados reunidos foram tratados com etanol (3 vol.) 
dando um precipitado que foi recuperado por centrifugação. Apõs se­
cagem a vácuo obteve-se o material pêptico P-I (SUS = 47,52 g e RE = 
10,20 g). O resíduo da extração com água quente foi então extraido 
com solução aquosa de oxalato de amónio e ácido oxãlico (0,25% de 
cada), a 80-859C, durante 1 h. (3 x) e filtrado a vácuo através de 
funil de BÜchner e tecido de algodão. O filtrado (3,8 1) foi diali- 
sado contra água corrente e tratado cart etanol (3 vol.), obtendo-se o material 
pêptico P-II (SUS = 7,07 g e RE = 1,50 g). O resíduo proveniente dos trata­
mentos e extrações prévias, foi extraido com vima solução aquosa de 
KOH a 4%, contendo 0,5% de boroidreto de sódio (2 x, 1 litro cada
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vez), durante 72 h, e fluxo contínuo de nitrogênio.^,48,299 q , 
extrato alcalino foi filtrado a vãcuo através de Büchner, com te­
cido de algodão, e o resíduo lavado varias vezes com âgua destila­
da. Os filtrados combinados foram resfriados com gelo e ajustados 
a pH 5 com ãcido acético a 50%, obtendo-se um precipitado (hemice- 
lulose A) que foi separado por centrifugação e um sobrenadante 
(hemicelulose B) . Após dessalicificação por diãlise e precipitações eta- 
nõlicas e secagem, foram obtidas as frações de hemiceluloses A(4) 
(SUS = 9,12 g e RE = 1,90 g) e B(4) (SUS = 11,38 g e RE = 2,46 g) .
O resíduo proveniente da extração com KOH a 4% foi extraido com 
solução de KOH a 24%, durante 72 h., em fluxo continuo de nitrogê­
nio, à temperatura ambiente. Os extratos e ãguas de lavagens
combinados foram acidificados com ãcido acético a pH 5 e as hemice­
luloses A(24) (SUS = 14,31 g e RE = 2,81 g) e B(24) (SUS = 16,23 e 
RE = 5,10 g), foram obtidas como o descrito para as hemiceluloses 
A(4) e B (4). Fig. 8. A seguir, as hemiceluloses B (24) (SUS, 5,14 g
e RE, 4,07 g) foram suspensas em ãgua destilada e desproteinizadas

_ 71A(12 x) pelo métòdo de SEVAG, modificado por STAUB.

2.2.2 - MÉTODO DE FRACIONAMENTO

As hemiceluloses B (24) desproteinizadas foram dissolvidas 
em cloreto de cálcio 3,7 M, sob agitação magnética durante 19 h. e 
tratadas com solução iodo-iodetada, de acordo com o método de GAIL­
LARD., obtendo-se um precipitado (polissacarideo mais
linear) e um sobrenadante (polissacarldeo mais ramificado). O pre­
cipitado, apõs separação por centrifugação, foi suspenso em ãgua 
quente com agitação magnética durante 24 h. Em seguida, tratado com 
tiossulfato de sõdio e centrifugado (30', 3.000 r-p.m.), separando-se um precipi-
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Folhasjâe cafê susceptíveis (SUS) e resistentes (RE) 
Extraçãojcora etanol 
Extraçãojcom acetona 
Moagem em} Moinho Wiley
Extraçãojcom MeOHsCHCl^(1:1) em Soxhlet 
Extraçãojcom Acetona em Soxhlet

PôlCetônico (SUS:374g e RE:80g)
Extração com ãgua, 2h à 80-859C (3x)

Extrato Resíduo
Extração com solução aquosa de oxalato de 
amôneo: ãcido oxãlico (0,25% de cada), lh 
â 80-85% (3x)

Extrato Resi.duo

Dialise. Concentração, Pre |
, , _ - \ Extratocipitaçao com EtOH (3vol.)

Extração com KOH 4%, 18-2Oh à 
temp. amb. sob N^(2x)

Res

Lavagem com EtOH, Aoetona, Êter Etí­
lico seco

Jx
SUS:47,52g 
RE: 10,20g

va^uo.

P-II 
SUS:7,07g 
RE: l,50g

duo
Extração com KOH 24% 
â temp. amb. sob N

Extrato Reälduo

Neutralização com CH^COOH 50% ate pH 5. 
Centrifugação (20.000g., 30'). Dialise. 
Concentração. Precipitação com EtOH (3vol.)

"Erecip.
*4

S0S:9,12g
RE: l,90g

Sobrei tad. Precip.
4 ^24

SUS:11,38g SUS:14,31g
PE: 2,46g PE: 2,81g

Sdhrènad.
B24

SUS:16,23g
PE: 5,10g

(2x)

Fig. 8 - Fracionamento dos polissacarldeos da Parede Celular de folhas.de cafeeiro.



B - I I  B - Î I I

SUS»0,33g SUS!0,53g
RE! 0,88g RE! 0,40g

Fig. 9 - Fracionamento das Hemiceluloses B24



tado (B-Il e um sohrenadante. Este foi precipitado com solução aquou 
sa a 1% de cetavlon. Apôs centrifugação obteve-se as frações polis- 
sacaridicas B—XX e B—III. O sohrenadante, apôs novo tratamento com 
tiossulfato de sôdio e dfãlise em ãgua corrente por 12 hs., foi pre­
cipitado com solução aquosa de cetavlon, fornecendo, por centrifuga­
ção, as frações polissacaridicas B-IV e B-V (Fig. 9).

Dessa forma, foram obtidas 5 frações hemicelulõsicas do culti­
var SUS e 5 frações do cultivar RE, que foram codificadas como B-I, 
B-II, B-III, B-IV e B-V, cujos rendimentos constam da Tabela I.

Como os métodos de extração e de fracionamento das hemicelulo- 
ses foram repetidos, pôde—se observar a boa reprodutibilidade dos mes­
mos.

2.2.3 - MÉTODOS ANALÍTICOS GERAIS 

2. 2.3.1 ~ ELETROFORESE

A homogeneidade das frações polissacarídicas foi verificada
através de eletroforese, em fitas de acetato de celulose (CELLOGEL),
apôs coloração das amostras com Azul de Procion M-3G, pelo método de

94DUDMAN & BISHOP. O experimento foi realizado em aparelho Fanem, 
250-350 V, 2,5 mA por fita, 10 minutos, com câmara de imersão da 
Chametron e tampão borato Q,2 M, pH 9,2.

2. 2.3.2 - POLARZMETRIA

As rotações óticas foram determinadas era polarlmetro Perkin 
Elmer, modelo 141, a 259C, a partir de soluções aquosas a o,5% de 
polissacarideo, com a raia D de sôdio e caminho ôtico de 0,1 dm.
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2 . 2 .3 . 3 ~ ESPECTROFOTOMETRIA 
2.2.3,3.1 - REGIÃO VISÍVEL
Em aparelho Coleman Jr., mod. 6A, e em espectrofôtometro 

de duplo feixe DB da Bechman Inst. Co.
2. 2. 3. 3.2 - REGIÃO DO INFRA-VERMELHO

T5Em aparelho Bechman Inst. Co., mod. Acculab 10. As pasti­
lhas foram feitas com 200 mg de brometo de potássio e 3 a 5 mg de 
polissacarídeo, e foram obtidas em prensas (Carver Lab. Press, mod. 
C-Fred S. Carver Inc.), sob vácuo e pressão de 19.000 psi. Também 
foram feitos filmes do material em solução clorofõrmica em célula de NaCl.
Essas análises foram feitas para acompanhar os ensaios de metila- 
ção, até que não mais houvesse bandas de absorção em 3.400-3.600 
cm-"*" e também para a identificação do composto fenôlico, usando- 
se um padrão autêntico de ácido clorogênico.^

2.2.3.3.3 ~ REGIÃO DO ULTRA-VIOLETA
Em aparelho UV-VIS Varian, mod. 635, para compostos fenõlioos.
2.2.3.3.4 - RESSONÂNCIA NUCLEAR MAGNÉTICA PROTÕNICA 
Em aparelho Varian XI-100-15, para compostos fenõlicos,

isolados por cromatografia preparativa e analisados por g.l.c.
As soluções do composto fenôlico foram preparadas a 20% em D2O, à 
temperatura ambiente, com padrão externo de tetrametilsilano.

2.2.3.4 ~ ÍNDICE DE pH
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As determinações de pH foram efetuadas em aparelho Clamann 
& Graimert MV 85.



2 . 2 . 3 .5 w  EVAPORAÇÕES
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Foram realizadas a vácuo, â temperatura de 30-409C, com ex­
ceção dos metanolisados das frações metiladas, que foram evaporadas 
â temperatura ambiente.

2.2.3.6 - ANÃLISES CROMATOGRÃFICAS

A cromatografia em papel (c.p.) foi realizada em papel What­
man números 1 e 3 MM, pelo método de desenvolvimento ascendente e 
descendente, nos seguintes sistemas de solventes:

Ascendente: a) benzeno:n-butanol:piridina:água (1:5:3:3, v/v, 
fase superior); b) acetato de etila:ãcido acético:ácido fõrmico:ã- 
gua (18:3:1:4, v/v, fase superior); c) acetato de etila:ácido acêti- 
co:água (9:2:2, v/v); d) acetato de etila:piridina:ãcido acético: á­
gua (5:5:1:3, v/v).

Descendente: h) n-butanol:piridina:água (5:4:3, v/v, fase su­
perior) .

Os cromatogramas foram revelados com nitrato de prata alcali-
147,287 no. '

As análises cromatográficas em camada delgada (t.l.c.) foram 
realizadas em placas de sílica gel 60, de 20 x 20 cm, com 0,25 mm 
de espessura, empregando os seguintes sistemas de solventes: e) 
n-butanol:ácido acêtico:água (6:2:2, v/v); f) fenol:ãgua (3:1, v/v); 
g) acetato de etila:eter de petroleo:clorofórmio (3:3:1, v/v).

A visualização foi feita com solução de ninhidrina (0,1% em
8 7 -  -acetona, p/v), e ácido sulfúrico a 5% em metanol (v/v).

Nas análises por cromatografia gasosa (g.l.c.) foi utilisa- 
do um cromatografo Varian mod 2.440, com détector de ionização de



chama, e nitrogênio como gãs de arraste e velocidade de desloca­
mento da carta de 20 cm/h. As colunas utilisadas foram: Coluna A:
3% de ECNSS-M sobre GÃS CHROM Q de 100-120 mesh, em tubo de aço 
inox de 200 X 0,15 cm (d.i.), com detector de chama a 2509C, câma­
ra de injeção de 2309C e fluxo de gãs de arraste de 60 ml/min. Fo­
ram empregadas temperaturas de 1909C para analise de acetatos de
alditôis de açúcares, conforme SAWARDEKER et al.252,275 e 1709C pa­

- 182 ra acetatos de alditôis parcialmente metilados, segundo LINDBERG.
Coluna B: 3% de OV-225 sobre GÃS CHROM Q de 100-120 mesh, em tubo
de aço inox de 200 x 0,15 cm (d.i.), com detector a 2509C, câmara
de injeção a 2309C e fluxo de gãs de arraste de 60 ml/min. Foram
empregadas temperaturas de 1709C para os derivados par-

182cialmente metilados de acetatos de alditôis , segundo LINDBERG, e
1909C para acetatos de alditôis de açúcares, conforme SAWARDEKER et
. 252,275 al. '

A percentagem relativa dos derivados analisados por g.l.c.
- 252foi determinada pelo processo de triangulaçao.

Os tempos de retenção (T) relativos dos produtos parcialmen­
te »metilados e acetilados foram calculados em relação ao l,5-di-0- 
acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil-D-glucitol, e para os derivados de 
alditôis acetatos os valores de T foram calculados em relação a uma 
mistura de padrões acetilados conhecidos.

A cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS) foi 
realizada em coluna capilar de 25 m de comprimento, empacotada com 
OV-225. A programação da temperatura usada foi de 509C até 1809C, 
aumentando 409C por minuto até a temperatura mãxima e varredura de 
40 a 420 cada segundo a 70 elêtron/volt. Usou-se 1,5-di-0-acetil- 
2,3,4,6-tetra-0-metil glucitol, como padrão interno, A fragmentação 
de massa obtida da analise de cada pico foi comparada com os valo-



44. 1 44. 4. 44,45,150res citados na literatura. ' '

Os derivados parcialmente metilados procedentes das frações 
hemicelulôsicas (SUS e RE), bem como os compostos fenõlicos isola­
dos por cromatografia preparativa, foram analisados em g.l.c. e 
GC-MS, na forma de acetatos de alditóis.

55

2.2.3.7 - DETERMINAÇÕES QUANTITATIVAS

As determinações de carboidrato total foram realizadas pelo
- 93 -metodo de DUBOIS et al., usando-se um solução de D-xilose (40

pg/ml) como padrão.
Ácidos urônicos foram determinados pelo método de BITTER &
43 _ _ _MUIR, usando-se o acido D-glucuronico como padrao.
Açúcares redutores foram analisados pelo método de SOMOGYI 

2X6 267& NELSON, ' usando D-glucose como padrão (1 pg/ml).
Hexosaminas foram determinadas pela reação de ELSON-MORGAN,

modificada por BLIX,^ e também pela reação de BOAS,~^ usando-se
como padrão uma solução de 2-amino-2-deoxi-D-galactose (2,25 pg/ml)

X 8 5Proteinas foram ensaiadas pelo método de LOWRY et al., 
usando-se soro de albumina bovina como padrão (20 mg%).

dahl.
Nitrogênio total foi determinado pelo método de micro-Kjel- 
157

O-acetil foi determinado pelo método de HEXTRIN, modificado
92 -por DOWNS et-al., usando-se glucose hexa-acetato como padrao

(3 pg/ml).
- ~ 39Fósforo foi determinado pelo método de BARTLETT, usando-

se o fosfato monobãsico de sõdio como padrão (36,2 pg/ml).
Sulfato foi ensaiado pelo método da benzidina, segundo ANTO-

2 XNOPOULOS, usando-se sulfato de sõdio anidro como padrao (22,5 ug/ml).
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2.2.3,8 - HIDRÓLISE ÁCIDA

As hidrólises ácidas parciais e totais foram realizadas nas 
seguintes condições:

Hidrólise parcial - As frações polissacarídicas foram tra­
tadas com ácido sulfürico 0,05 N, em tubo selado, com aquecimento

4 -em banho maria a 809C, durante 4,30 h., segundo ADAMS. A solução 
foi resfriada a 09C em banho de gelo e o precipitado insolúvel foi 
separado por centrifugação e descartado. Ao sobrenadante foi acres­
centado etanol atê obtenção de uma solução com uma concentração de 
85%. Como houve formação de um precipitado e de um sobrenadante, 
submeteu-se a nova centrifugação. Em seguida, tanto o sobrenadante 
quanto o precipitado obtidos, foram evaporados até secura. Os resí­
duos foram novamente hidrolisados com ácido sulfürico 0,1 N, duran­
te 5 h., em banho de água fervente.

Hidrólise total - Foram utilisadas diferentes técnicas de 
conformidade com o componente em análise:

- Com ácido sulfürico 1 N. Realizada em banho de água ferven­
te, durante 5 h. , em ampolas seladas. Em seguida, neutralizadas com 
carbonato de bário e centrifugadas para a remoção do sulfato de bá­
rio formado. O sobrenadante foi deionizado com resina Dowex 50 W X-8‘
f.H+ (2Q0—400 mesh) . Usada para descartar interferentes insolúveis e 
dosear sõ os carboidratos totais.

— Cora ácido sulfürico a 72% (v/v). Realizada à temperatura am­
biente, durante 2 h. , seguindo-se diluição a 8% e refluxo a 1009C, 
durante 5 h . Neutralização com carbonato de bário e centrifugação.
A solução sobrenadante foi deionizada com resina Dowex 50 W X-8 f.H+
(200-40Q mesh) . Para determinação de carboidratos totais e caracte­

— * 259rização de compostos fenõlicos.



- Com ácido trifluoroacêtico (TFA) 1 N. Realizada em banho 
de água fervente, durante 5 h.,, era ampolas seladas. Era seguida, o 
ácido foi eliminado por evaporação a vácuo, até secura; seguiram-se 
sucessivas evaporações com pequenas quantidades de água destilada 
(3 xl. Para determinação de carboidratos totais.

— Com ácido clorídrico 4 N. Realizada em banho de água fer­
vente, durante 6 h., em ampolas seladas. O excesso de ácido foi eli­
minado por evaporação a vácuo, até secura, adicionando-se em segui­
da água destilada C3 x) e evaporando—se novamente a£e secura.^^
Para determinação de hexosaminas.

Com ácido clorídrico 6 N. Realizada em estufa a 1009C, du­
rante 24 h-, em ampolas seladas. O excesso de ácido foi eliminado po] 
evaporação a vácuo, até secura, e removido totalmente através de su­
cessivas evaporações com pequenas quantidades de água destilada 
(4 xl. Para determinação qualitativa de aminoãcidos.

- Com ácido clorídrico concentrado, contendo 50% de ácido 
propiõnico. O tratamento foi feito em ampolas seladas, a vácuo, em 
banho de água fervente, durante 1 h. 0 precipitado formado foi se­
parado por centrifugação e descartado. O sobrenadante foi evapora­
do até secura e submetido a sucessivas evaporações com pequenas 
quantidades de água destilada (3 x), para remover o excesso de áci­
do. Utilisada para a determinação qualitativa de aminoácido, prin­
cipalmente de triptofano.
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2.2 .3 .9 - REDUÇÃO E ACETILAÇÃO DOS MONQSSACARÍDEOS

Os monossacarldeos resultantes das hidrólises acidas foram 
reduzidos com boroidreto de sõdio à temperatura ambiente, durante 
8 h. Apõs deionização com resina Dowex 50 W X-8 f.H+ (200-400 mesh) 
e remoção do ãcido bõrico por repetidas evaporações com metanol 
(5 ml, 3 x), os alditôis resultantes foram acetilados com anidrido 
acético (2 ml) e piridina (2 ml), segundo WOLFROM & THOMPSON.

2.2.4 - MÉTODOS ANALÍTICOS ESPECIAIS

2.2.4.1 - DETERMINAÇÃO RELATIVA DOS MONQSSACARÍDEOS NEUTROS

Amostras (10 mg) das diferentes frações polissacaridicas fo­
ram submetidas à hidrólise ácida total com ácido sulfúrico 1 N ou 
com TFA 1 N (2 ml), e os hidrolisados foram analisado por c.p., 
solvente a. Em seguida, os produtos de hidrólise foram analisados 
por g.l.c., na forma de acetatos de alditôis (colunas A e B), como 
indicado na Tabela II. Ainda entre os produtos de hidrólise foi 
detectado um composto fenôlico, analisado como segue: Os hidroli­
sados reduzidos e acetilados foram cromatografados por t.l.c. pre­
parativa, solvente <j, localizando-se as manchas por observação sob 
lâmpada UV. O componente fluorescente, com Rf 0,57, foi removido 
da placa, solubilizado em clorofórmio, filtrado e analisado por 
g.l.c. ( coluna A) e por GC-MS, comparando-se com um padrao autên­
tico de ãcido clorogênico, tratado e analisado em idênticas condi­
ções (Tabela II). Os derivados acetilados do componente fenôlico e



do ãcido clorogênico for^ro posteriormente analisados por espectro-
1metria de N.M.R. H e por espectrofotometria I.-V. e U.V.

2. 2.4. 2 - AN&LISE DOS AMINOÃCIDOS

As frações polissacaridicas (20 mg) foram hidrolisadas com 
ãcido clorídrico 6 N e analisadas por t.l.c. em cromatografia mono­
dimensional, solventes e e f_. Os produtos de hidrólise foram também 
analisados em cromatografia bidimensional, usando-se os mesmo sol­
ventes. A revelação foi executada com solução de ninhidrina a 0,1%

. 87em acetona.
Paralelamente, foi feita uma hidrólise total com ãcido clo­

rídrico e propiônico, a fim de evitar-se a quebra de moléculas de 
aminoãcidos. Os hidrolisados foram cromatografados em t.l.c., sol­
vente e e visualizados com solução de ninhidrina a 0,1% em aceto­
na.

As análises quali e quantitativas de aminoãcidos foram tam­
bém efetuadas em um analisador automático de aminoãcidos, na Esco­
la Paulista de Medicina, após hidrólise das frações com ãcido clo­
rídrico 6 N, contendo 0,5% de fenol, a vãcuo, a 1109C, durante 72 h. 
Os valores médios das análises feitas em duplicata no analisador 
automático de aminoãcidos, encontram-se na Tabela IV.

2.2.4.3 - FILTRAÇÃO EM GEL DE SEPHAROSE

As frações polissacaridicas SUS (25 mg) foram solubilizadas 
em tampão tris-HCl 25 mM (pH 7,2) e aplicadas a uma coluna de sepha- 
rose 6B (2 x 38,5 cm), a qual foi eluida com o mesmo tampão, com uma 
velocidade de fluxo de 1,25 ml/h.23,69 Foram coletados eluatos de
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2 ml,, em um coletor de frações, onde forajn dosados carboidratos to­
tais pelo método do Fenol^Scido sulfúrico e proteínas totais pelo 
método de LOWRY. A coluna foi previamente calibrada com Blue Dex­
tran (P.M. = 2.000.000). Os valores de densidade õtica foram gra­
ficados versus volume (Fig. 13).

2 -. 2. 4.4 - ISOLAMENTO, METILAÇÃO E ANÃLISE DOS ÃCIDOS ALDO- 
BIÜRÕNICOS

As frações polissacarldicas (50 mg) foram hidrolijpadas com 
TFA 1 N e os produtos de hidrólise foram concentrados e aplicados 
a uma coluna (2 x 15 cm) de resina AGl-X 10 (AcO ) (200-400 mesh).
A coluna foi lavada com ãgua para remover os açúcares neutros e, 
em seguida, com ãcido acético a 30% para eluição dos componentes 
acldicos. Apõs concentração até secura para remoção do ãcido, o 
resíduo foi redissolvido em ãgua (1 ml) e analisado por c.p., re­
velando componentes com Rxj^ 0,64 e 0,30 (solvente c) e 0,42
e 0,08 (solvente b) . Apõs cromatografia preparativa em papel e 
subsequente eluição, o componente com 0,64 foi convertido em
metil ester metilglicosldeo, por tratamento com metanol contendo 
3% de gãs clorídrico (2 ml), a refluxo, durante 8 h e reduzido com 
boroidreto de sódio. Seguiu-se uma deionização e hidrólise com 
TFA 0,5 N, durante 5 h., a 1009C e o hidrolisado foi analisado 
por g.l.c. na forma de acetato de alditõis, buscando a presença 
de pentose, de hexose e de hexose parcialmente metilada.

Paralelamente, a mistura de oligossacarIdeos ácidos de 
cada fraçao heraicelulõsica foi carboxi-reduzida como acima des­
crito e analisada por g.l.c. na forma de acetato de alditõis 
(Tabela III).
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Os ácidos aldobiurônicos (5 mg), apôs metilação de HAKOMORI,
125 , '■foram carboxi—reduzidos com boroidreto de sõdio em metanol, no­
vamente metilados, hidrolisados e analisados por g.l.c. (coluna B), 
na forma de acetatos de alditõis, parcialmente metilados.

2 , 2 , 4 , 5 - AN&LXSES P Q R  METILAÇÃO

As análises por metilação foram efetuadas pelos métodos de
HAWORTH e de HAKOMORI.

- 132 » „ „Método de HAWORTH: Ãs frações hemicelulôsicas (20 mg),
dessecadas sob pentõxido de fósforo, foram adicionados boroidreto 
de sõdio (10 mg) e hidróxido de sõdio a 45% (3 ml) e as soluções 
agitadas durante 4 h., sob nitrogênio, até completa solubilização. 
Em seguida, adicionou-se acetona (1 ml) e sulfato de dimetila 
(1,2 ml). A adição deste último reagente, gota a gota, durou 4 h., 
no final da qual a mistura foi agitada por mais 12 h. Todo esse 
tratamento foi conduzido à temperatura ambiente. A neutralização 
dos reagentes metilantes foi realizada com ácido sulfúrico 5 M, 
gota a gota, em banho de gelo, adicionando-se uma gota de fenolf- 
taleina, para controle do ponto de viragem. As frações parcialmen­
te metiladas foram dialisadas em água corrente durante 24 h. Este 
procedimento foi repetido mais 2 vêzes para cada fração.

o c i  o cr ^Método de HAKOMORI: ' As frações polissacarídicas par­
cialmente metiladas foram submetidas â permètilição, segundo HAKO-

250 -MORI, modificado por SANDFORD & CONRAD. O metodo consiste na
formação de um alcõxido do polissacarídeo pela adição de metil- 
sulfinil carbanion, antes da adição do agente metilante, iodeto de 
metila.70,/7,82 Inicialmente, as frações polissacarídicas parcial­
mente metiladas foram dessecadas sob pentõxido de fósforo e, a se­
guir, colocadas em um balao de Claisen de três bocas, equipado com



62

termômetro, condensador e rolha de borracha, por onde foram intro­
duzidos 2 ml de dimetilsulfõxico, sob fluxo continuo de nitrogênio. 
Esse sistema foi deixado sob agitação, em temperatura ambiente, du­
rante 12 h., para solubilização das frações polissacarídicas.

Eit) seguida, adicionour\se anion metil^sulfinil (0^00046 equivalen­
tes) com agitação magnética., sob nitrogênio, durante 12 h. Apôs a 
formação do alcõxido, as soluções foram resfriadas a 209C, em ba­
nho de âgua, e os polissacarídeos foram metilados com iodeto de me- 
tila (0,4 ml), gota a gota, sob agitação, não permitindo que a tem­
peratura ultrapassasse 259C. A mistura reagente foi dialisada em 
água corrente por 12 h. e os produtos metilados foram extraidos 
várias vêzes com clorofórmio, secados com sulfato de sôdio anidro e 
evaporados atê a secura. O espectro de infra-vermelho dos polissa­
carídeos metilados não mostrou bandas de absorção em 3.400-3.600 
cm indicando a ausência de grupos hidroxilas, confirmando esta­
rem as frações polissacarídicas totalmente metiladas.

2.2.4.6 - HIDRÓLISE, REDUÇÃO E ACETILAÇÃO DO POLISSACARÍ- 
DEO METILADO

As frações polissacarídicas metiladas (7 ml) foram prê-hi- 
drolisadas com ácido fôrmico a 85%, em banho de água fervente, du­
rante 2 h. A mistura foi resfriada e concentrada, sob pressão redu­
zida, atê a obtenção de um xarope que foi hidrolisado com ácido 
sulfürico 0,25 M, em banho de água fervente, durante 14 h. Os hi- 
drolisados foram neutralizados com carbonato de bário e analisados 
na forma de acetatos de alditõis, parcialmente metilados, por 
g.l.c. (colunas A e B) e por GC-MS, como indicado na Tabela V, 
e, ainda', por t . 1. c . (solvente çf).^'^^ Fig. 28.2.



As frações hemicelulõsicas (50 mg) foram oxidadas pelo meta- 
periodato de sõdio (15 ml) na ausência de luz, a 49C, durante 120 h. 
O excesso de periodato foi decomposto com etilenoglicol (2 ml) e os 
reagentes foram então removidos por diãlise. Os produtos foram redu­
zidos com boroidreto de sÕdio, durante 12 h., â temperatura ambien­
te e dialisados. ApÕs cada oxidação e redução os produtos degradados 
foram hidrolisados com ãcido clorídrio 0,5 N, â temperatura ambien­
te, durante 8 b., concentrados atê secura para remoção do ãcido e 
dialisados em ãgua destilada sob agitação magnética. A Cada etapa 
de oxidaçao os materiais foram concentrados e os processos de oxida— 
çao, diãlise e redução, foram repetidos por mais duas vêzes. Os pro­
dutos dialisãveis e os nao dialisâveis foram, era seguida, concentra­
dos e hidrolisados com TFA 1 N, a 1009C, durante 5 h. e analisados
por g.l.c. (coluna B) e por t.l.c. (solvente <j)., na forma de aceta-
4- .q j ~4_** * 2, 25, 95,119.,131, 273 m . . ___ TTTT ,to de alditois. ' ' ' ' ' Tabelas VI e VII. Fig. 28-1.

2.2.4.8 - HIDRÓLISE ÃCIDA PARCIAL DA FRAÇÃO B-I (SÜS)

O polissacarídeo (0,5 g) foi hidrolisado com TFA 0,5N, por 
2 h., a 1009C, e o precipitado formado foi removido por centrifu­
gação. O sobrenadante foi concentrado atê a secura para remover o 
ãcido residual, redissolvido em ãgua (2 ml) e aplicado a uma colu­
na de 3,5 x 22 cm de carvão celite (1:1). O material foi eluido 
primeiro com ãgua (1 1 ) e então com soluções etanõlicas aquosas 
de 5, 10, 15, 30 e 50% (v/v, 1 litro cãda vez). Foram coletadas 
frações de 50 ml e analisados os carboidratos totais, açucares re­
dutores e proteinas. Uma porção de cada um desses eluatos foi

2.2.4.7 ~ DEGRADAÇÃO TIFO. SMITH
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hidrolisado com ácido clorídrio 6 N e analisado para aminoâcidos 
em t.l.c. (solventes e e f). Fig.15 . Outra porção foi hidrolisada 
com TFA 1 N, a 1009C, durante 5 h. e os produtos analisados por
g.l.c. (coluna B) , na forma de acetato de alditõis, Tabela VIII.

2.2.4.9 - HIDRÓLISE ALCALINA DA FRAÇÃO B-I (SUS)

O polissacarídeo (50 mg) foi tratado com uma solução aquosa 
saturada de hidróxido de bãrio (5 ml), à refluxo, durante 15 h.
Após a neutralização da solução com ácido sulfürico 1 N e filtra­
ção, o filtrado fói evaporado até a secura. O resíduo foi dissolvido 
em solução de ácido acético 0,1 N (2 ml) e aplicado a uma coluna 
de 1 x 32 cm de Bio Gel P-2 (200-400 mesh), o qual foi eluido com 
a mesma solução. As frações (2 ml) foram analisadas para carboidra- 
to total pelo método do fenol-ácido sulfúrico e para proteinas to­
tais pelo método de LOWRY. Os aminoâcidos foram analisados por 
t.l.c., solvente e. Fig. 16. Os eluatos reunidos foram dissolvidos 
em NaOH 5 N (1 ml) contendo boroidreto de sódio e mantidos a 1009C, 
durante 5 h. Em seguida, adicionou-se 9 ml de água destilada para 
diluir o álcali e a mistura foi dessalificada por extração, primei­
ro com etanol e depois com piridina. Parte do eluato foi analisado 
para aminoácido em t.l.c. (solvente e), Fig. 17. Outra parte foi 
cromatografada em c.p. (solvente a), Fig. 18, bem como por g.l.c., 
na forma de acetato de alditõis (coluna A). Os eluatos 6 e 7 foram 
misturados, reduzidos com boroidreto de sódio, acetilados e anali­
sados por espectrofotometria de UV e IV.



2.2.4.XQ ~ AÇÃO DAS ENZIMAS EXTRA E INTRACELULARES

Os uredosporos de H t vastatrlx, portadores do fator "V5" de 
virulência, foram coletados de pústulas de folhas de C. arabica, 
variedade Mundo Novo, fornecidas pelo Instituto Agronômico de Cam­
pinas. Com auxílio de microscópio, foram verificados, previamente, 
se esses esporos recebidos não possuiam contaminações por Verticil- 
lum hemileiae, parasita da ferrugem, ou por bactérias, através da
técnica de coloração de Gram ou por Azul de algodão 0,05% em lac- 

89tofenol. Os esporos contaminados foram rejeitados.
Preparo do extrato de enzimas extracelulares - Os extratos 

foram obtidos por meio de lavagens dos esporos (1,42 g) com solu­
ção tampão de acetato de sódio 0,025 M (6 ml) e pH 5,5, sob agitação bran­
da, durante 10 minutos, e separados em centrífura refrigerada. A 
integridade dos esporos foi observada microscopicamente indicando 
que não houve ruptura dos mesmos durante as lavagens. Posterior­
mente, o extrato foi filtrado através de uma seringa com filtro 
"Millipore" cem menbrana de 0,02 um e o precipitado foi transferido para um gral 
de porcelana em gelo. O sobrenadante, contendo as enzimas extracelulares (6 ml), 
foi dialisãdo em água destilada a 49C, durante 24 h.

Preparo do extrato de enzimas intracelulares - Apôs a ex­
tração das enzimas extracelulares, os esporos foram recebidos em 
um gral de porcelana, em gelo, e macerados em óxido de alumínio e 
solução tampão de acetato de sódio 0,025 M, pH 5,5. Este tratamen­
to intermitente de congelamento, maceração e descongelamento, foi 
repetido 8 vêzes. A seguir, foram centrifugados em centrifuga re­
frigerada, a 9.800 r.p.m., durante 15 minutos. O sobrenadante (11 ml) 
(enzimas intracelulares) foi dialisado a 49C, durante 18 h., 3 vê-
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Ação das enzimas - A atividade das enzimas extra e intracelu­
lares foi medida por incubação das mesmas (300 pl = 3 pg), a 409C, 
solubilizadas em acetato de sõdio 0,25 M e pH 5,5, com as frações 
hemicelulõsicas SUS e RE (300pl = 6 mg), solubilizadas em acetato 
de sõdio 0,5 M e pH 5,5, nos seguintes tempos: 0, 6, 20, 28 e 44 h. 
Nos produtos da hidrólise dosou—se o açucar redutor pelo método de 
SOMOGYI—NELSON. Os valores de ug de glucose foram graficados versus 
tempo de incubação, conforme indicado nas Figs. 24 e 25. Os produ­
tos de hidrólise correspondentes ao tempo de incubação de 20 h., fo­
ram analisados por c.p. descendente (solvente h) e visualisados com 
solução de nitrato de práta alcalina (Figs. 20 a 23). Os produtos 
de hidrólise correspondente ao tempo de incubação de 28 h., foram 
analisados por g.l.c., na forma de acetato de alditõis (coluna B). 
Tabelas IX e X e Fig. 26. Nessas analises foram usados padrões de 
L-ramnose, L—arabinose, D-xilose, D-manose, D-galactose, D-glucose 
e ácido D-glucurônico, e os valores obtidos foram repetitivos nas 
experiências realizadas.
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3 — RESULTADOS E DISCUSSÕES

As hemiceluloses B, contidas na fração ainda não purificada 
CB-24) , apôs desproteinização pelo método de SEVAG^^ (12 x) , apre­
sentaram além da reação de LOWRY positiva, também um grande número 
de aminoácidos, constatados por t.l.c., sugerindo a presença de pro- 
teinas ligadas a polissacarídeos (.peptidoglicanas) . Este fato também 
foi observado por HENDERSON & HAY,^^ em experiências com folhas de 
Berberis vulgaris.

O fracionamento das hemiceluloses B, de ambos os cultivares, 
pelo método de GAILLARD, separou as frações polissacarídicas mais 
lineares ou levemente ramificadas que se complexaram com o iodo na 
presença de ion cálcio, das frações polissacarídicas altamente rami­
ficadas. Além disso, pela análise dos derivados metilados, observou- 
se que unidades de D-glucose e de D-xilose, encontram-se unidas por 
uma ligação do tipo 1 — *-4, concordando com GAILLARD et al.^^'^^' 

Ui» gUe a f0rTQaçã0 do complexo com o iodo só ocorre quando 
num polímero de açúcar houver uma seqüência de, no mínimo, 3 unida­
des desses monossacarídeos, ligados 1— *-4.

A propriedade que tem os sais de amôneo quaternário de preci­
pitarem os polissacarídeos ácidos em meio levemente alcalino, foi 
utilisada para a obtenção das frações hemicelulõsicas ácidas B-I 
(SUS e REI, B—II (SUS e RE] e B-IV (SUS e RE) e as frações hemicelu-



lÔslcas neutras B^III tSUS e. REI e B-V CSUS e RE) . A utilização >do 
sal de amôneo quaternário, cetavlon, permitiu a obtenção de frações 
heraicelulosicas bem homogêneas, o que contribuiu para a precisão 
dos experimentos analíticas realizados.38*254,255

Embora inesperado, as 4 frações hemicelulõsicas esperadas 
"neutras", apresentaram valores variãveis de ãcido urõnico, porém 
em quantidade significativamente inferior ao das frações ácidas 
CTabela Xl .

As frações polissacarídicas obtidas apresentaram uma elevada 
complexibilidade estrutural, conforme se observa na Tabela II. Basi­
camente constituem-se de galactoglucoarabinoxilanas (B-I, SUS e RE)# 
arabinoglucoxilanas (B-II, SUS e RE), arabinoxiloglucanas (B-III,
SUS e RE e B—'V, SUS), glucoarabinoxilanas (B-IV, SUS e RE) e arabi-
nogalactoxiloglucanas (B-V, RE). Como a eletroforese em acetato de

94 -celulose, segundo DUDMAN & BISHOP, mostrou uma ünica banda para 
cada fração, ê provável que se trate de heteropolissacarídeos com­
plexos .

Devido a forte pigmentação escura da maioria das frações, a
rotação ôtica específica sô pôde ser determinada em B-III e B-V,
SUS e RE, incolores. Enquanto a fração B-III apresentou valores de
rotações Óticas relativamente próximos para os cultivares SUS e RE, 

25
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° C = +469 e 25 = +48,19, respectivamente, os cultivares
da fração B-V apresentaram rotaçoes óticas acentuadamente diferen-

25tes 25£ = +41,79 e = +23,69. Isto demonstrou que somen­
te a fração B-V, SUS e RE, são diferentes tanto no que se refere ã 
composição em monossacarídeos, como na rotaçao ótica (Tabelas I e
II). Estes valores de rotação ôtica assemelham-se aos de hemicelulo-

. . . , . _ . 6 , 159 . , 1 6 0 , 1 6 2 , 2 0 5 , 2 0 6 , 2 6 4 , 2 6 6 , 2 9 5 .ses isoladas de outras fontes. '



TABELA I
Propriedades e composição química das frações hemicelulõsicas.

B-I
SUS RE

B-II
SUS RE

B-III 
SUS RE

B - I V

SUS RE
B -V

SUS RE

Rendimento (%) 47.1 35.4 6.4 21.6 10.3 9.8 20.4 7.4 8.2 2.1

Carboidrato total (%)* 48.0 40.5 40.0 58.0 56.5 54.0 30.5 37.5 51.0 21.0
Acido urônico (%)** 8.5 15.5 9.0 7.0 4.0 3.5 15.0 14.5 6.0 5.2

Hexosamina (%)*** 4.0 0.0 4.5 0.0 5.0 0.0 9.0 0.0 6.0 n.d.
Proteinas (%) 5.5 8.5 6.0 6.5 0.0 1.5 0.5 5.5 1.0 1.2

NiJtrogênio total- (%) 0.5 0.6 0.4 0.3 0.4 0.3 0.3 n.d. 0.4 n.d.
25
D n.d. n.d. n.d. n.d. + 46.0 + 48.1 n.d. n.d. +41.7 +23.6

Fosfato 0.02 0.0 0.001 0.0 0.074 0.0 0.25 n.d. 0.074 n.d.

Sulfato 0.02 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.05 n.d. 0.0 n.d.
* Determinado pelo método do fenol-sulfürico;
** Método carbazol e os valores calculados como % de ãcido glucurônico sobre açücar total.
*** Método de BLIX e reação de BOAS e os valores calculados como % de galactosamina sobre açücar total, 
n.d. =* não determinado.

cr»VD



TABELA II
Hidrolisados das frações hemicelulõsicas, 
analisados como acetato de alditõis por g.l.c.

Proporção relativa (%)*

B-I
SUS RE

B-II 
SUS .

B-III B-IV 
RE SUS RE SUS RE

B-V
SUS RE

L-ramnose 5.30 2.00 4.60 0.0 0.0 0.0 3,40 0.0 0.0 3.00
L-arabinose 24.55 28.33 24.22 30.00 7.78 9.19 32.50 31.77 15.00 18.00
D-xilose 41.10 38.90 36.04 34.60 39.70 33.70 36.27 40.61 33.48 23.77
D-manose tr tr 1.20 0.0 1.50 0.96 0.50 0.0 1.80 1.60
D-galadtose 10.30 12.30 4.70 2.73 4.30 5.35 3.20 5.80 5.9Q 20.90
D-glucose 17.23 17.91 29.19 32.22 46.71 50.79 24.07 21.58 42.98 31.78
Âc.4-0-Me-glucurônico 6,50 9.60 6.50 4.60 2.00 2.10 10.50 11.50 3.70 n.d.
Âc. glucurõnico 2.00 5.70 2.50 2.30 2.00 1.20 4.20 3.20 2.40 n.d.
Composto fenõlico 2.00 3.00 3.00 5.30 1.50 0.80 2.80 2.50 2.60 2.50

Ârea dosjpicos dado por g.l.c., em colunas A e B, a 1909C n.d. = nao determinado, 
tr = traços.

o



Todas as frações apresentaram uma handa de absorção no es­
pectro de infra-vermelho era 887cia'~1, indicando que, provavelmente 
as unidades de D—glucose encontram—se em configuração . Assim, 
as frações B—ITI e B-V, de ambos os cultivares, assemelham-se es­
truturalmente âs xiloglucanas jã estudadas. 159,160,162,163,205 .

COmo a extração das frações hemicelulõsicas de cafeeiro, 
de sicamore, de jojoba, de Leguminosae e de Gramineae, sõ ê possí­
vel usando—se solução aquosa de KOH a 24%, è provável que suas mo­
léculas estejam fortemente ligadas a microfibrilas de celulose a- 
travês de interação xllose—glucose. A utilização de solução aquosa 
de KOH a 4% não foi suficiente para a extração desses polissacarl- 
deos em quantidades apreciáveis.

As frações hemicelulõsicas ácidas apresentaram uma maior 
proporção de ácidos urônicos do que as neutras, conforme demonstra 
a Tabela I. Esses compostos foram identificados por cromatografia 
em papel e gasosa^ como sendo ácido D-glucurônico e ácido 4-0-me- 
til-D-glucurônico. Os oligossacarideos ácidos, após hidrólise par­
cial e separação era coluna de AGl-X 10 (AcO ), foram carboxi-redu- 
zidos, analisados e identificados por g.l.c. na forma de acetato 
de alditôis como ramnose, arabinose, xilose, 4-0-metil-glucose, 
glucose e ácido cafêico, este era grande proporção. Isto demonstra 
a presença de ligações de ácidos urônicos não sõ com xilose, mas 
também cora ramnose e arabinose (Tabela III). Os ácidos aldobiurô-
nicos, carboxi-^reduzidos e permetilados pelo método de HAKOMORI,
125 -foram analisados por g.l.c., na forma de acetato de alditois,
constatando—se a presença de 2,3,4,6-tetra-Q-metil-D-glucose, 
3-0-metil-D-xilose, 2,3-di-Q-metil-L-arabinose e 3,4-di-0-metil-L- 
ramnose. Por esses resultados conclui—se que os ácidos D-glucurô­
nico e 4—Q—metil—D—glucurônico, acham—se provavelmente ligados em 
C-2 da xilose, em C-4 da arabinose e em C-2 da ramnose, confirman-
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TABELA III
Composição dos ãcidos aldobiurSnicos resultantes 
da hidrólise dos polissacarldeos com TFA 1 N, 1009C, 
.5 hs e separados em coluna .de resina AG1-X 10 (AcO )•

Proporção *relativa (%)

B-I B-II B-III B-IV B-V
SUS RE SUS RE SUS RE SUS. RE SUS RE

L-ramnose 22.0 28.9 27.5 36.0 27.0 27.1 28.5 17.3 23.1 n.d.
L-arabinose 5.4 4.5 3.6 4.3 8.3 5.7 4.3 10.5 6.3 n.d.

D-xilose 32.0 38.5 4.5 29.5 11.4 25.7 4.0 65.5 9.0 n.d.

4-0-Me-Glucose 30.2 17.7 45.7 19.7 26.6 26.3 44.7 5.1 37.0 n.d.

D-glucdse 10.1 10.4 18.7 10.3 26.6 15.0 18.5 1.4 24.4 n.d.

Compostos fenõlicos 12.0 32.0 54.0 17.8 82.4 53.0 50.2 2.3 62.3 n.d.

Ârea dos picos dado por g.l.c., em colunas B, a 1709C. 
n.d. = não determinado.



do resultados anteriormente obtidos.
Uma variação significativa na relação xilose:ãcido urônico, 

foi observada na fração B-I (SUS e RE). É provável que essa fração 
hemicelulõsica constitua um dos substratos para o desenvolvimento 
do fungo da ferrugem, visto que foi ativamente hidrolisada. Figs.
24 e 25.

A presença simultânea dos ácidos 4-0—metil-D-glucurônico e
D-glucurônico foi constatada em xilana de Gramineae,^' » 3 0 7

297 298como na hemicelulose A de folhas de cafeeiro. ' *
Os teores de nitrogênio total determinados pelo método de

micro-Kjeldhal, Tabela I, foram inferiores aos encontrados por WEN-
298 297ZEL e por WENZEL & CORREA para as hemiceluloses A e B de fo­

lhas de cafeeiro. Isto se deve, provavelmente, aos diferentes méto­
dos de extração (KOH a 15%, 6 h.) e de fracionamento utilizados. Os 
autores^^'^^ justificam esses valores como procedentes somente de 
proteinas, porém hoje sabe-se que o conteúdo de nitrogênio total nas 
frações hemicelulõsicas susceptíveis procedem não sõ de proteinas 
como também de aminoaçúcares.

As frações hemicelulõsicas, quando submetidas â hidrólise com 
HCl 6 N, apresentaram aminoácidos que variaram quali e quantitativa­
mente de uma fração para outra, conforme indica a Tabela IV. Pode-se 
notar que as frações B-I, B-II e B-IV (ácidas), contém um maior 
teor proteico do que as B-III e B-V (neutras) e os aminoãci- 
dos predominantes nas diversas frações foram principalmente á­
cido aspãrtico, ãcido glutâmico, alanina, glicina, prolina, e 
hidroxiprolina. O conteúdo em hidroxiprolina nas frações B-I 
(SUS) e B-V (SUS) foi bastante significativo, porém como para­
lelamente não houve um aumento e sim uma diminuição no conteúdo 
de arabinose nessas frações (Tabela II), e as folhas de cafeeiro
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TABELA IV
Aminoãcidos das frações ftemicelulõsicas

Aminoãcidos

Moi %

SUS
B-I

RE
B-

sus
II

RE SUS
B-III

RE
B-

SUS
IV

RE SUS
B-V

RE
Lys 2.2 2.7 1.8 3.5 1.0 1.0 2.0 2.5 1.3 n.d.
His 1.1 3.8 1.0 2.1 * * •1.0 1.4 * n.d.
Arg 1.3 * 1.0 1.4 tr * * 1.0 tr n.d.
Asp 7.0 6.5 4.5 7.0 2.3 5.2 4.8 5.6 5.3 n.d.
Tbr 2.2 2.1 1.3 2.3 * 2.3 * 1.8 * n.d.
Ser 3.0 3.1 1.9 3.6 1.3 4.6 2.2 3.5 2.0 n.d.
Glu 7.4 7.5 5.0 8.5 2.3 5.5 5.4 6.0 4.0 n.d.
Pro 4.2 5.0 3.1 5.5 * 4.1 * 2.8 ★ n.d.
Gly 4.9- 4.3 2.9 4.5 1.8 4.9. 3.4 5.6 3.0 n.d.
Ala 5.2 4.9. 3.2 5.2 1.5 6.9. 3.4 3.3 2.0 n.d.
Vai 3.7 4.5 3.7 5.2 * 4.8 3.6 2.5 * n.d.
Ile 2.0 2.1 1.7 2.3 1.0 1.7 1.8 1.3 * n.d.
Leu 2.9 4.6 3.0 4.8 1.5 4.2 3.0 2.3 1.0 n.d.
Tyr 1.9- 2.0 1.2 2.3 * 1.7 * 1.2 * n.d.
Phe 2.3 2.0 1.3 1.8 * 2.3 * 1.0 * n.d.
Met 1.0 1.0 tr 1.0 tr * tr * tr n.d.
Hyp 13. 0 pres. 2.1 pres.. * tr 5.8 pres. 11.5 n.d.
*<!%? n.d. = não determinado, 
pres. 53 presente.



su&ceptlyeis, em estudo, estavam parcialmente infectadas, não se
pode afirmar ainda que esse iminoãcido esteja envolvido no pro-

1Q2cesso infeccioso.
Glucosaminas tem sido detectadas como um componente de vá­

rias glicoproteinas vegetais, porem, galactosaminas sõ foram real­
mente constatadas e identificadas em caules e folhas de Cannabis 
sativa.141-3aa-

Somente nos polímeros de carboidratos isolados de cultivar 
SUS se detectou a presença de aminoaçúcar, o 2-acetamido-deoxi-
D-galactose, Tabela I. A ausência desse aminoaçücar em cultivar 
RE não era esperada,, e nada foi encontrado a respeito de sua pos- 
sivel ligação com processos infecciosos em plantas. Sua ausência 
não pode ser atribuida a diferentes épocas de colheitas dos ve­
getais estudados, já que foram colhidas no mesmo mês. É possível 
que esse fato esteja relacionado a peculiaridades diferenciais 
entre cultivares SUS e RE de cafeeiro (Fig. 10).

Todas as frações hemicelulósicas foram metiladas pelo méto­
do de HAWORTH (3 x) e permetiladas pelo método de HAKOMORI. Op­
tou-se por essa metodologia devido ao fato dos polissacarídeos

- - 236contendo proteinas serem pouco solúveis em dimetil sulfõxido.
A metilação foi considerada completa após a verificação da ausên-

  cm-1cia de absorção de OH livre na região entre 3.400 a
1 373.600Cm do infra-vermelho. Os polissacarídeos metilados foram

hidrolisados e analisados por g.l.c. e GC-MS, na forma de aceta- 
tos de alditõis. Pelos resultados dessas análises, Tabela V f ob­
serva-se que os derivados 2 , 3 , 5-tri-O-rnetil-L-arabinitol, 2,3,4- 
tri-O-metil-D-xilitol, 2,3,4,6-tetra-O-metil-D-glucitol e 2,3,4,6- 
tetra-O-metil-D-galactitol são provenientes de unidades terminais 
não redutoras. O derivado 2,3,5-tri-O-metil-L-arabinitol foi detec-
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Fig. 10 - C.p. do aminoaçúcar presente nas frações SUS, 
apôs hidrólise com HC1 4 N e separação em co­
luna Dowex 50 x 8 f. H+ . Padrões: GlcNK^ — 
glucosamina; GalNH2 = galactosamina e 
ManNI^ - manosamina.
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tado em maiores proporções nas frações B-I, B-II e B-IV (ácidas), 
porem, comparando-se os cultivares SUS e RE, esses mesmos deriva­
dos aparecem em maiores proporções nas frações RE, exceto na B-I e 
B-V, o que sugere um maior grau de ramificação por L-arabinose 
nas hemiceluloses oriundas de cultivares RE. O 2,3,4,6-tetra-0- 
metil-D-glucitol foi detectado em proporções semelhantes em ambas 
as frações (SUS e RE), com exceção da fração B-III. Nesta, esse de­
rivado aparece em dobro no cultivar RE, indicando acentuado grau 
de ramificação por unidades de D-glucose. O derivado 2,3,4-tri-0-

metil-D-xilitol foi identificado em maiores quantidades nas fra­
ções SUS B-I, B-II, B-III e B-V, do que nas respectivas frações 
RE, indicando portanto que as frações SUS são mais ramificadas por 
unidades de D-xilose. Detectou-se, ainda, entre os produtos de hi­
drólise dos polissacarídeos metilados a presença do derivado 2,3- 
di-O-metil-L-arabinitol, o qual ocorre em maior proporção nas fra­
ções SUS, com exceção da B-I. A presença de formas furanosídicas 
de L-arabinose foi ainda corroborada pela facilidade com que estas 
unidades monossacarldicas foram liberadas na hidrólise ácida par­
cial realizada em condições brandas (H^SO^ 0,05N, 809C,<4,30 h). Por ou­

tro lado, a presença de 2,4-di-0-metil-L-arabinitol é prova incon­
testável da presença de unidades de L-arabinopiranose 3-0- substi- 
tuidas, ligadas, provavelmente, a aminoãcidos (hidroxiprolina).
A identificação do derivado 2,3-di-O-metil-D-xilitol sugere que as 
cadeias lineares constituidas por unidades de D-xilose encontram- 
se interligadas através de união do tipo ̂ , 1 — >-4. As proporções 
relativas indicam pequenas variações no tamanho destas cadeias de 
um cultivar para outro, com exceção da fração B-.IV, onde são pra­
ticamente iguais para ambos os cultivares. O derivado 3-0-metil-D- 
xilitol, encontrado em maior proporção nas frações B-I, B-II e



B—IV CâcidasL, do cultiyax REf resulta de um acentuado grau de ra— 
mificaçao por unidades de D-^xilose dessas frações polissacaridicas. 
A maior ramificação dos polímeros existentes no cultivar RE pôde 
tambem ser aventada pelo resultado do doseamento colorimêtrico a 
que se submeteu o põ cetônico, que indicou 2,55% e.1,46% de grupos 
O-acetil, respectivamente, nos cultivares RE e SUS.. Esse doseamen­
to foi efetuado em virtude desses grupos serem eliminados pelos 
tratamentos alcalinos efetuados durante a extração.

As unidades de D-glucose, por sua vez, encontram-se predo­

minantemente interligadas atrayés de união tipo ,1 -*-4, tendo em 
vista a presença de 2, 3, 6-tri-O-metil-D^-glucose em quantidades re­
lativamente grandes entre os produtos de hidrólise de todas as fra­
ções hemicelulõsicas metiladas. As frações B-III e B-IV (neutras), 
provavelmente, são as que contém as maiores cadeias lineares de 
D-glucose fè ,1— ► 4 , pois são as que apresentam maiores proporções 
deste derivado. Comparando-se o conteúdo deste derivado entre os 
cultivares SUS e RE, observa-se que as frações B-I e B-II, apresen­
tam valores próximos, enquanto que as frações B-III, B-IV e B-V, 
apresentam variações significativas, mormente a fração B-III. O de­
rivado 2,3-di-O-metil-D-glucose apresenta-se em maior quantidade 
nas frações B-II e B-III de ambos os cultivares e na fração B-V, 
do cultivar SUS. Verifica-se, por outro lado, maior predominância 
deste derivado na maioria das frações RE, exceto na fração B-V.
Isto leva a crer que as frações hemicelulõsicas de cultivares RE 
são as mais ramificadas no que se refere as unidades de D-glucose.
O derivado 2,6-di-O-metil-D-galactose, no entanto, sõ foi detecta­
do entre os produtos metilados hidrolisados das frações B-I(SUS e 
RE), B-IV(SUS e RE) e B-V(RE). A ocorrência destes dois últimos 
compostos metilados sugere pontos de ramificação, nos quais as uni-
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TABELA :V
Analise por metilação das frações hemicelulõsicas

T* Acetato alditóis Frag.primários Proporção relativa'(%) **
B-I B- II B- III B-•IV B--V

Col.A Col.B m/e SUS RE SUS RE SUS RE SUS RE SUS RE

0.35 7 0.48 0.99 0.81 0.4
0.48 0.41 2,3,5-Me3-L-Ara 45/117/161 5.84 4.19 9.22 12.09 2.98 5.19 15.54 9.77 3.24 7.08

0.62 ? 4.06
1.03 ? 1.87

1.40 1.10 2,4-Me2-L-Ara 117/233 8.61 8.54 9.00 6.00 2.80 2.50 9.96 15.00 3.86 8.62
1.07 2,3-Me2-L-Ara 117/189 3.10 12.60 6,00 5.00 2.00 1.50 7.00 7.00 4.01 2.30

0.68 0.54 2,3,4-Me3-D-Xil 117/161 5.49 3.99 10.68 5.50 17.43 9.10 7.82 8.95 11.52 6.20
1.54 1.19 2,3-Me2-D-Xil 117/189 33.65 28.47 21.38 23.43 21.67 17.60 16.43 16.87 20.27 15.60

1.35 ? 0.77 2.71 2.29 0.70 2.35 1.40 2.22 2.02
1.43 7 43/57/149/167 2.50 1.42 3.69 1.58 0.99
1.62 7 43/57/71/113/149 1.80
1.92 7 43/57/71/87/101/113 2.26 4.82
2.09 ? 1.12
2.12 ? 2.18
2.14 ? 1.82 1.60 1.92 1.49 2.49 0.52 2.96

2.92 2.15 3-Me-D-Xil 189/189 2.96 3.44 3.98 5.70 0.60 7.00 12.02 16.79 1.69 1.97
1.00 1.00 2,3,4,6-Me4-D-Glu 45/117/161/205 2.56 1.93 3.00 2.72 1.00 2.00 5.00 5.92 2.43 1.37

2.21 ? 0.58
2.50 2.32

2.41
2.87
3.10
3.45

2,3,6-Me3-D-Glu7
?
?7

45/117/233
43/57/149

10.23
0.36
0.90

9.01
0.37
0.63

13.02
0.80

13.08 22.77
1.89

28.90 9.26 5.24 21.80
0.32

16.87

4.40 3.73
4.00

3,6-Me2-D-Glu 
?

45/189/233
43/57/71/83/113 1.89

1.17 2.29 0.64 1.41 1.53
5.39 4.50 2,3-Me2-D-Glu 117/261 2.93 4.20 9.79 13.22 15.83 16.88 5.90i 5.89 11.02 5.54
5.27 4.26 3,4-Me2-D-Glu 189/189 0.13 0.03
5.10 4.21 2,4-Me2-D-Glu 117/189 0.71
3.83 3.38 2,6-Me2-D-Glu 45/117 0.15
1.25 1.19 2,3,4,6-Me4-D-Gal 45/117/161/205 1.48 2.62 2.21 2.40 1.47 3.01 2.50 3.00 7.88 8.00
3.41 2.89 2,3,4-Me3-D-Gal 117/161/189/233 0.18 1.78 0.51 1.34 0.33 3.92 0.63 1.23 0.91 5.40
3.65 3.14 2,6-Me2-D-Gal 45/117 1.24 1.62 1.80 0.38 15.50
4.35 2.60

5.66
6.07
6.95

3,6-Me2-D-Gal
?
?7

45/189/233
43/57/71
43/57/113/149/167/279
43/57/71/87/113

0.11
0.74
1.91

2.30

1.14 1.39
1.70

1.35 0.77 1.82 5.05

* Tempos de retenção relativo ao 1,5-di-0-acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil-D-glucitol, usado como padrão.
★ - * ^Calculado em relaçao a area dos picos obtidos por g.l.c.

vo
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dades de D-glucose estão ligadas através de Q-<-4 e Q-̂ 6 e as de 
D-galactose, através de ( W e  Q-4 , A presença de 2,3,4—tri-Q-metil- 
galactose, detectada em maior proporção nas frações RE, sugere uma 
ligação do tipo 1 — 6 atruvês de unidades de D-galactose. O deri­
vado 3,6—di-0-mettl—D—galactose, presente nas frações B-I(SUS), 
B-IXCSUS e RE}, B-XIXCREl, B-IV CSUS E REI e B-V (.SUS), pode ser 
resultante de interligações internas ou mesmo produto de desmeti- 
lação durante a hidrólise. A ausência de ramnose entre os deriva­
dos metilados pode ser explicada por sua decomposição em condições 
experimentais ou pela pouca sensibilidade do aparelho utilizado a 
esse monossacarídeo. A Tabela V mostra, ainda, vãrios produtos 
não identificados, presentes em quase todas as frações. A anali­

se dos fragmentos obtidos por GC-MS, indicam a possibilidade de 
que a maioria sejam oriundos de compostos fenólicos derivados de 
ácido clorogênico (comparar esses fragmentos com os da Fig. 32).

Os dados de metilação sugerem, portanto, que estas frações 
polissacarídicas possuem estruturas complexas, altamente ramifica­
das, não sendo possível postular-se uma estrutura correspondente 
a cada fração estudada. Porém, pode-se afirmar que as frações B-III 
e B-V (neutras) apresentam um esqueleto principal formado por uni­
dades de D-glucose, unidas por uma ligação tipo ,1— >-4, mais li­
near do que a encontrada nas correspondentes frações polissacarí- 
dicas B-I, B—II e B-rv (ácidas). Além disso, as frações B-III e 
B-V (neutras) âpresentam ainda uma maior proporção de unidades de 
2,3,4-tri-O-metil-D-xilose, indicando com isso que as mesmas pos­
suem um maior número de pontas não redutoras e, por isso, mais ra­
mificadas por unidades de D-xilose, em relação ás frações B-I,
B-II e B-IV (ácidas). Já as unidades de L-arabinose, quer furano- 
sídicas quer piranosídicas, encontram-se em maior quantidade nas



frações B-I.f B—II e B-IV (ácidas) , yindo ao encontro do maior con1- 
teÜdo de aminoâcidos encontrados nessas frações. Isso sugere, por­
tanto, serem estas frações peptidoglicanas, o que foi confirmado 
pelo perfil de eluiçáo dos materiais em coluna de Sepharose 6B - 
Fig. 13. A presença de maior conteúdo nessas frações de 3-0-metil- 
D-xilose indica pontos de ramificação 0-4 possivelmente por unida­
des de D-xilose. A presença do composto 2,3-di-0—metil-D-glucose 
entre os derivados metilados indica que o esqueleto de glucana pos- 
sue substituições era Q-6, significando ser a fração B-III (SUS e 
RE) a mais representativa deste grupo. As unidades de D-galactose 
encontradas em proporções semelhantes nas estruturas químicas de 
todas as frações SUS e RE, encontram-se, provavelmente, em cadeias 
laterais, com pontos de ramificações em 0-2 (2,3,4,6-tetra-0-metil- 
D-galactose), 0-3 e 0-4 (.2,6-di-O-metil-D-galactose) . A diferença no 
conteúdo de D-galactose nas frações B-V, SUS e RE, detectada por hidrólise 
ácida total (Tabela II) , está coerente ccm os resultados de meti-

lação (2,6-di-O-metil-D-galactose) e indica maior proporção de uni­
dades de D-galactose unidas por ligação 0-3 e 0-4 na estrutura da 
fração isolada do cultivar RE. Como vimos anteriormente, estas fra­
ções mostram, ainda, sensível diferença em suas rotações óticas es­
pecíficas. Além disso, a degradação enzimãtica (H . vastatrix) des­
sas hemiceluloses (B-V, SUS e RE), indicaram que os monossacarídeos 
glucose, galactose, arabinose e o ácido D-glucurônico , foram os mais 
facilmente hidrolisados. Figs. 20 a 23. Tabelas IX e X.

A relação L-arabinose:D-glucose:D-xilose:D-galactose, encon­
trada na arabinoxiloglucana (B-V, SUS) é de 15:43:33,5:6, asseme-

162lhando-se ao polímero encontrado na cevada e em folhas de taba­
co . Já em galactoarabinoxiloglucana da fração B-V(RE),
essa mesma relaçao é de 18,0:31,8:23,7:20,9, verificando-se, por­
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tanto, uma yariação significativa no teor de D-galactose era rela­
ção ao cultivar SUS dessa mesma fração. As arabinoxiloglucanas 
CB-III, SUS e RE) apresentaram a relação L-arabinose:D-glucose:
D—xilose:D—galactose, semelhante a das xiloglucanas de cevada e 
tabaco. Assim sendo, pode—se dizer que os polímeros procedentes 
dos cultivares SUS e RE, das frações B-III e B—V, são semelhantes
àqueles isolados de outros vegetais,
263,265,266,29.0,295 . . *rsto e, ura esqueleto formado por unidades de
D-glucose, ligadas através fò ,1— e cadeias laterais formadas 
provavelmente por unidades D-xilose, liqadas 1— »-6, ao esqueleto 
glucana. Essa xiloglucana apresenta ainda ramificações por L-ara­
binose e por D-galactose (Fig. 11).
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Fig. 11 - Estrutura provável da arabinoxiloglucana.
Através dos resultados da raetilação observou-se que as glu- 

coarabinoxilanas possuem cadeias lineares de glucana formadas por 
unidades de D-glucose, ligadas 1— *-4, e de xilanas, constituidas 
por D-xilose, unidas 1 — »-4, devido a presença de 2,3,6-tri-0-metil- 
D-glucose e de 2,3-di-O-metil-D-xilose, conforme a Tabela V. Essas 
cadeias, tanto de D—glucose como de D-xilose, apresentara ramifica-
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ções indicadas pela presença de 2 ,3-di-G^metil-r-D^glucose e de 
3-Q-metil-D—.xtlose,. entre os derivados metilados.

Já a hidrólise Scida parcial da fração B—I(.SUSl, com TFA, 
apôs eluição da coluna de carvão celite Cl: II com âgua e, em se­
guida, com soluções etanôlicas a 5, 10, 15, 30 e 50%, rendeu oli- 
gossacarldeos que, analisados por c.p. e por g.l.c., constatou-se 
serem principalmente di, tri e tetrassacarldeos. Essas analises 
demonstraram também a ocorrência de oligossacarídeos de maior pe­
so molecular, demonstrando a estrutura extremamente complexa do 
polímero.(Tabela VIXI e Fig. 141.

Por outro lado, os oligossacarídeos obtidos com soluções 
etanôlicas a 10, 30 e 5Q%, apresentaram somente hidroxiprolina 
(coloração amarelai como aminoãcido, embora aqueles obtidos com 
soluções etanôlicas a 30, 50 e 30 + 50% tenham migrado um pouco

menos devido a problemas de contaminantes (Fig. 15). Ê provável que 
essa hidroxiprolina seja remanescente do processo de extração das 
hemiceluloses com KOH a 24%, enquanto que outro arainoãcidos, entre 
eles a serina, provavelmente tenham sido degradados via -elimina­
ção, nas condições experimentais. Mais adiante foi caracterizada a 
natureza da ligação glicosil-aminoâcido, envolvida no peptidoglica- 
no, constatando-se ser do tipo 0-glicosIdica, entre L-arabinose e 
hidroxiprolina.

A hidrólise ácida parcial e as análises por metilação demons­
traram que as glucoarabinoxilanas possuem uma estrutura muito com­
plexa, provavelmente como esquematizada na Fig. 12.
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Fig. 12 - Estrutura provável da glucoarabinoxilana.

O consumo de periodato das frações polissacarídicas apre­
sentou um valor bastante alto devido serem esses polímeros cons­
tituídos, alem de açucares, também de aminoãcidos e compostos

ri * 95fenõlicos, passíveis de serem oxidados pelo periodato.
A formação de glicerol como principal álcool da primeira 

degradação de SMITH e de eritritol (Tabela VII) , está em acordo com 
os resultados de metilação e de hidrólise ácida suave. Assim sendo, 
o glicerol provêm principalmente de ligações (1— -4) de D-xilopi-

ranose e também de unidades terminais não redutoras de h-arabino- 
furanose e de hexopiranose. Analisando-se as Tabelas VI e VII verifica-se 
que a proporção de glicerol, após 3 degradações sucessivas de 
SMITH, foi maior nas frações RE.

A obtenção de maior conteúdo de eritritol foi verificada 
no cultivar SUS nas frações B-II, B-III e B-V, e no culti­
var RE nas frações B—I e B—IV, apôs o tratamento das mesmas com 
periodato de sódio (3 xl.



TABELA VI
Produtos obtidos apôs 3 sucessivas degradações de SMITH, 
das frações polissacarldicas, por g.l.c., na forma de 
acetato de alditôis.

~  * Proporção relativa (%)

Componentes ND
B-I

D
B­

ND
II

D ND
B- III

D
B­

ND
IV

D
B­

ND
V

D
SUS HE SUS RE SUS RE SUS RE SUS RE SUS RE SUS RE SUS RE SUS RE SUS RE

Glicerol 8.1 20.0 19.0 16.5 0.0 13.1 11.6 23.0 0.0 10.0 13.5 18.5 0.0 9.5 10.0 :22.0 4.2 21.7 7.0 28.3
Eritritol 7.0 4.0 22.5 29.2 8.8 6.6 40.0 15.8 13.5 12.7 36.0 23.2 1.5 6.0 19.5 19.0 3.2 10.2 38.5 29.0
Treitol 2.0 tr 3.1 8.8 7.0 tr 15.8 8.0 tr 2.0 6.5 15.2 2.5 5.5 17.5 12.0 tr tr 8.0 tr
L-ramnitol 13.9 16.2 11.0 12.0 10.5 22.5 7.0 12.0 30.5 14.7 12.0 8.0 16.5 10.0 15.0 9.0 26.5 20.0 7.0 8.0
L-arabinitol 32.d 13.0 18.5 12.4 24.5 26.0 12.0 14.7 15.7 9.5 10.3 3.1 26.5 29.0 14.0 15.5 19.5 12.0 18.5 8.5
D-xilitol 4.5 7.0 2.2 7.3 17.5 5.7 4.6 8.5 tr 3.8 4.5 3.0 6.0 3;0 3.0 2.2 11.7 6.5 6.5 5.1
D-manitol tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
D-galactitol 17.5 19.7 11.7 6.1 20.5 14.1 0.0 12.0 15.5 8.0 3.1 7.5 21.0 14.5 0.0 9.5 18.7 11.5 5.0 9.5
D-glucitol 14.0 19.5 11.5 7.0 11.2 11.8 9.0 7.2 24.1 39.0 13.5 21.1 26.0 22.2 19.5 10.5 16.0 18.0 8.5 11.5
Ccmp. f enolioos 18.5 23.5 3.0 18.0 92.2 21.5 4.5 3.5 98.0 41.0 32.2 22.2 82.5 14.0 21.5 18.5 95.0 40.6 35.0 33.5

Calculado em relação â ãrea dos picos obtidos, usando-se mistura conhecida de padrões acetilados. Col. OV-225 a 1909C. 
ND sa não dialisãvel? D = dialisãvel; tr = traços.



TABELA VII
Produtos das 3 degradações sequenciadas de SMITH, 
analisadas por g.l,c., na forma de acetato de alditõis.

Proporção relativa (%)

la. degrad.
Arabinoxilana (.B~I, SUS)
2a. degrad. 3a. degrad. la. degrad.

Xiloglucana. (B-III, SUS)
2a. degrad. 3a. degrad.

ND D ND D ND D ND D ND D ND D

Glicerol 12.4 63.8 0.0 10.4 9.7 16.1 13.0 18.0 21.6 28.0 24.1 39.3
Eritritol 9.1 23.3 3.6 19.9 2.2 16.3 26.0 41.6 40.0 51.4 20.8 32.8

Treitol 9.7 12.9. 8.0 20.0 2.0 6.3 2.6 7.0 4.2 5.3 16.3 17.0
L-ramnitol 7.5 0.0 5.7 11.0 6.8 6.7 5.4 0.0 0.0 2.9 3.0 3.0
L-arabinitol 21.1 O.Q 27.5 11.5 6.0 5.6 9.5 6.9 12.3 3.7 15.5 3.8
D-xilitol 27.2 0.0 10.0 9.0 10.5 20.1 9.1 6.5 10.5 3.7 1Í.5 3.8
D-manitol tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr
D-galactitol 7.0 0.0 6.0 5.0 28.1 8.2 3.5 1.2 0.0 0.0 tr 0.0

D-glucitol 6.0 0.0 39.0 11.9 34.4 20.1 30.5 18.7 11.1 4.9 6.6 0.0
Comp.fenólicos 5.3 28.8 7.2 2.0 2.3 7.8 1.7 1.6 5.7 1.5 23.8 26.7

Calculado em relação â ãrea dos picos obtidos por g.l.c. 
tr = traços.

coluna B.; ND = não dialisãvel; D * dialisãvel.

00(T\
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Fig. 13.1 - Filtração em Sepharose 6 B da fração B-I (SUS) .
A seta representa o volume morto determinado com 
Blue Dextran. Os eluatos foram analisados para 
carboidratos e proteinas.
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13.2 — Filtração era Sepharose 6 B da fração B-II (SUSl.
A seta representa o valor morto determinado com 
Blue Dextran. Os eluatos foram analisados para 
carboidratos e proteinas.



Ab
so

rb
on

ci
a 

a 
48

0 
nm

8-9

Fig. 13.3 — Filtração em Sepharcse 6 B da fração B—IIICSUS).
A seta representa o valor morto determinado cora 
Blue Dextran. Os eluatos foram analisados para 
carboidratos e proteinas.
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Fig. 13.4 - Filtração em Sepharose 6 B da fraçao B-IV(SUS).
A seta representa o volume morto determinado com 
Blue Dextran. Os eluatos foram analisados para 
carBoidratos e proteinas.
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Fig. 13.5 - Filtração em Sepharose 6 B da fração B-V (SUSl.
A seta representa o volume morto determinado com 
Blue Dextran. Os eluatos foram analisados para 
carboidratos ,e proteinas.
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Já o treitol foi obtido em maior quantidade no cultivar 
SUS das frações B-II, B-III, B—XV e B—V, e no cultivar RE na fra­
ção B-I, apÔs 3 sucessivas degradações de- SMITH.

A obtenção desses dois compostos resultou da oxidação de 
unidades de D-glucose e de D-galactose, ligadas através^ , 1— ► 4 .
Isto indica que as frações polissacarídicas do cultivar SUS pos­
suem cadeias lineares de maior comprimento, formada por unidades 
desses dois açúcares.

Frente â oxidação pelo periodato de sôdio, as frações RE 
mostraram-se menos vulneráveis que as SUS, indicando serem aque­
las mais ramificadas. Estes resultados estão em concordância com 
os obtidos por metilação, isto é, comprovam as estruturas ramifi­
cadas e muito complexas das hemiceluloses B das folhas do cafeeiro.

As frações SUS foram submetidas a filtração em gel, em co-
23 69luna de Sepharose 6 B, previamente calibrada com blue dextran.

Pela análise dos perfis de eluição (Fig. 131, observa-se que polis- 
sacarídeos e proteinas foram eluidos concomitantemente, indicando 
uma associação molecular entre os dois polímeros. Isto foi observa­
do nas frações B-I, B-II e B-IV CFig. 131. A fração B-I apresentou
um melhor perfil de eluição e foi posteriormente analisada. LAMPORT, 
175 176' estudando glicoproteinas da parede celular de plantas, de­
monstrou a presença de ligações do tipo (b-glicosil entre L-arabi- 
nose e 4-trans—hidroxi-L-prolina em cadeias polipeptídicas, a fun­
ção deste composto e ainda sua ampla distribuição no reino vegetal.

As glicoproteinas parecem desempenhar um papel fundamental 
na estrutura da parede celular vegetal, pela estabilizaçao do es­
queleto polipeptídico, conferindo-lhe uma estrutura muito rígida.

Os oligossacarídeos obtidos da fração B-I (.SUS) por hidróli­
se ácida parcial, separados em coluna de carvão celite 1:1 e elui-



TABELA VIII
Oligossacarldeos resultantes da hidrólise ãcida parcial da 
fração B^I (SUS), reidrolisados e analisados por g.l.c., na 
forma de acetato de alditóis.

Eluatos etanôlicos L-ramnose L-arabinose
Monossacarídeos 

D-xilose D-manose
(%)

D-galactose D-glucose

5% 2.7 34.1 4.6 0.0 0.0 58.5
10% 0.0 11.2 30.5 0.0 32.1 26.3
15% 7.1 9.9 21.3 tr 25.1 36.6
30% 11.0 5.0 25.3 tr 9.9 48.7
50% 28.5 4.3 4.9 tr 41.5 20.8

Analises efetuadas em coluna B, â temperatura de 1859C. 
♦Calculado em relação à ãrea dos picos? tr = traços.
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M-P E loq . Et OH 5 %  E tO H IO %  E tO H l5%  E t0 H 3 0 %  E t0 H 5 0 %

SOLVENTE: n-ButO H. ockto ocdtico . H^O (6 0  - 2 0 : 20)

Fig. 14 " C.p. ascendente dos oligossacarideos. A fração B-̂ I (SUS) 
foi hidrolisada com TFA e seu produto cromatografado 
em coluna de carvão:celite (1:11 e separado por eluiçao, 
primeiro com ãgua e depois cora sol. etanõlicas a 5, 10, 
15, 30 e 50%. Estas eluições foram submetidas â c.p., 
solvente a.
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Fig. 15 ^ T.l.c. para arainoãcidos. A fração B^I (SUS] foi hidrolisa- 
da com TFA e seu produto cromatografado em coluna de 
carvão:celite (1:1] e separado por eluição, primeiro com 
ãgua e depois com sol. etanõlicas a 5, 10, 15, 30 e 50%. 
Os eluatos foram hidrolisados com HCl 6N e analisados 
era t.l.c., solvente e, com padrao de hidroxiprolina.
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Fig. 16 - Perfil de eluição do hidrolisado da fração B-I (SUS), 
em Bio Gel P-2, de carboidrato-proteina. A fração foi 
submetida a hidrólise alcalina com Ba(OH)2 > neutrali­
zada com CH3COOH e aplicada E coluna, sendo eluida pe­
lo mesmo ácido em sol. 0,1N. Os eluatos foram anali­
sados para carboidrato total pelo método do fenol-ãci- 
do sulfúrico (- • -) e proteinas pelo método de LOWRY 
•(-□-) e t.l.c. (.figura menor).
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âos, primeiro cora Sgua e depois com soluções etanÔlicas a 5, 1Q,
15, 3Q e 5(1%, foram analisados £or c.p., solvente a (Fig. 14) e 
separados em duas porções. Uma delas, apõs hidrólise com HC1 6 N 
e anãlise em t.l.c., solventes e e f, apresentou hidroxiprolina 
Ccoloração amarelai. Fig. 15. A outra, foi hidrolisada com TFA 1 N e os pro­
dutos analisados em g.l.c. na forma de acetatos de alditõis, indi­
cando a presença de L—ramnose, D—xilose, D—galactose e D—glucose 
em todos os oligossacarideos (Tabela VIII:). Como este experimento 
não definiu qual o monossacarídeo envolvido na ligação hidroxipro-
lina-carboidrato, suhmeteurse a fração B-I(SUSl â hidrólise alca-

17JB ~lina segundo LAMPORT para que ocorresse a precipitação das
proteinas não envolvidas na ligação citada. O produto da hidróli­
se, solubilizado em ãcido acético Q,1 M fói aplicado em coluna de 
Bio Gel P-2 e eluido com o mesmo solvente, a fim de separar os pep- 
tidooligossacarldeos (Fig. 16) . Da hidrólise alcalina realizada 
obteve-se dois perfis de eluição. O primeiro deles foi correspon­
dente ao peptidooligossacarideo e, o segundo, aos aminoãcidos li­
vres não envolvidos na ligação carboidrato-proteina. a. anãlise em 
t.l.c. desses aminoãcidos não revelou hidroxiprolina. Observando- 
se o segundo perfil de eluição, nota-se que a hidrólise alcalina 
não afetou em nada ou em muito pouco a porção glicosldica do polí­
mero. Os eluatos correspondentes ao primeiro pico foram reunidos e, 
a seguir, submetidos a uma hidrólise alcalina com redução simultâ­
nea do componente carboidrato. Os produtos da hidrólise, por c.p. 
(solvente a) e por g.l.c., na forma de acetato de alditõis, mos­
traram L-arabinitol e, por t.l.c. (solvente e), hidroxiprolina 
(coloração amarela). Figs. 17 e 18. Embora em glicoproteinas de 
parede celular normalmente ocorra a presença de galactose-serina 
e arabinose-hidroxiprolina, nas analises realizadas só se obteve
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Fig. 17 ^ T.l.c. dos aminoãcidos da fração B-I (SUS) . ApÕs hidró~ 
li-se com Ba (OH)2/ os peptidooligossacarídeos foram cro- 
matografados em Gio Gel P-2.e eluidos com CH3COOH.. 0, IN. 
O produto, apôs nova hidrólise alcalina e redução com 
NaBH^, foi analisado em t.l.c., solvente e.
Hip — hidroxiprolina padrão; ser = serina padrão; e,
D = eluato.
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Fig. 18 - C.p. do monossacarídeo da fração B-I CSUSl envolvido na 
ligação glicosil-aminoãcido. Apôs hidrólise com Ba(OH) 
os peptidooligossacarídeos foram cromatografãdos em 
Bio Gel P-2, eluidos com CH^COOH, 0,1N. O produto, apôs 
nova hidrólise alcalina e redução com NaBH^, foi anali­
sado por c.p., solvente a.
A = arabinitol padrão; D = desconhecido; X = xilitol pa­
drão .
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arabinose-hidraxiprolina. Ê possiyel que a serina tenha sofrido 
uma ^ —eliminação nas condições, experimentais ou mesmo que não 
ocorra esse tipo de aminoâcido em peptidoglicana de folhas de ca­
feeiro.

A analise por metilação (Tabela VI, da fração B-I (SUS) in­
dicou a presença de dois derivados significativos de arabinosil, 
um na ponta não redutora C2,3,5-tri-O-metil-L-arabinitol) e, o ou­
tro, como um derivado unido através ligação 1— *-3. Este derivado, 
provavelmente, está envolvido na ligação glicosil-aminoãcido da 
peptidoglicana (Fig. 19).

(Ara)n (Ara)n
1 "T"
i 14 ̂  4

Hip ---  Hip----  H i p    Hip ...

1  I(Ara)n (Ara)n

Fig. 19 - Estrutura parcial de peptidoglicana, segundo
179LAMPORT

Embora não tenha sido detectado um aumento significativo no 
conteúdo de arabinose (Tabela I), jã que as folhas do cultivar SUS 
apresentavam-se parcialmente infectadas, presume-se que durante a 
infecção ocorra esse aumento. Concomitantemente deve acontecer um 
aumento no conteúdo de hidroxiprolina, como uma resposta imediata 
ao processo infeccioso, embora tenham sido infrutíferos os experi­
mentos realizados no sentido de quantificá-la no cultivar RE. A
peptidoglicana á*etectada na fração B-I(SUS) provavelmente asseme-

102lha-se ãs glicoproteinas isoladas por ESQUERRÊ-TUGAYÊ & MAZAU,
por LAMPORT,175,176'178 por ASHORD et aí.,24 por KEEGSTRA et al.,
168 por AKIYAMA & KATO 5'6 e por ALLEN et al.17,18* É provável que
essa peptidoglicana tenha ativa participação no processo infeccioso,

102pois existem registros nesse sentido em produtos de igual natureza.



1Q1

As frações hemicelulósicas apresentara uma variação no con­
teúdo de monossacarídeos de um cultivar para outro, mais acentua­
da na fração B-V, conforme mostra a Tabela II. Assim, a xilose e 
a glucose aparecem em maiores proporções no cultivar SUS, enquan­
to que a galactose e majoritária no cultivar RE. Os valores de ro­
tação ótica específica confirmam essa variação encontrada na fra­
ção B-V, = +41,79 e ~ +23,19, para os cultivares
SUS e RE, respectivamente, bem como as análises de metilação e de 
degradação de SMITH.

As hemiceluloses A e B_ CSUS e RE) quando submetidas á hi­
drólise por enzimas extra e intracelulares da H. vastatrix, apre­
sentaram um tempo ótimo de incubação em torno de 20-28 h. Após 28 
h. houve queda brusca da curva de hidrólise possivelmente por ini­
bição da atividade enzimática por acümulo de compostos fenõlicos.
183184 —' Em ordem crescente de proporção, D-galactose, D-glucose,
L-arabinose e o ácido D-glucurônico , foram os açucares resultantes 
da hidrólise pela ação de enzimas extracelulares (20 h. de incu­
bação) . Também em ordem crescente, D-glucose, D-galactose, L-ara­
binose, D-xilose e ácido D-glucurônico, resultaram da hidrólise por 
enzimas intracelulares (20 h. de incubação), como exposto nas 
Figs. 20 a 23.

Apôs 28 h. de incubação, os produtos da hidrólise enzimã- 
tica (enzimas. exbracelularesl, analisados por g.l.c., mostraram 
que. D-galactose, D-glucose, L-ro^abinose e L^ramnoçe foram os açú­
cares liberados mais facilmente pelas frações RE., enquanto que, 
D-glucose, L-arabinose e D-galactose, foram os mais facilmente 
liberados nas frações SUS, Tabelas IX e X. Fig. 26.

As atividades hidrolíticas das enzimas indicadas nas Tabe­
las IX. e X e Figs. 24 a 26, demonstram uma superioridade da ação



Produtos resultantes da ação de enzimas extracelulares 
sobre as hemiceluloses A e B analisados por g.l.c. na 
forma de acetato de alditôis.

TABELA IX

Monossacarídeos (%)*
Frações L-ramnose L-arabinose D-xilose D-manose D-galactose D-glucose

SUS RE SUS RE SUS RE SUS RE SUS RE SUS RE

H.A 0.0 24.9 25.6 19.9 0.0 0.0 tr 0.0 1.5 11,5 72.8 43.7

B-I 0.0 56.0 38.4 0.0 15.3 6.3 tr 0.0 8.4 27.3 37.7 10.4

B-II 0.0 51.1 28.3 33 .8 0.0 20.4 tr 0.0 27.4 17.2. 44.3 34.0

B-III 0.0 0.0 lO.a: 18.6. 7.8 7.6 0.0 tr 3.8 83.Q 78.1 65.3
B-IV 0.0 0.0 46.8 37.8 0.0 24.9 tr 0.0 20.3 12.5 32.8 24.7

B-V 0.0 0.0 25.8 42.7 10.7 13.3 tr tr 1.9 10.8 61.5 33.1

★  ' «Area dos picos dados por g.l.c. (coluna B ) , analisados na forma de acetatos de a l d i t õ i s .  Tempo de incubaçad 28 hs a 40ÇC.

tr = traços.



TABELA X
Produtos resultantes da ação de enzimas intracelulares 
sobre as herniceluloses A e B analisados por g*l.c. na 
forma de acetato de alditõis.

Monossacarldeos (%)*
Frações L-ramnose L-arabinose D-xilose D-manose D-galactose D-glucose

SUS RE SUS RE SUS RE SUS RE SUS RE SUS RE

H.A 0.0 17.6 38.7 0.0 12.8 0 . 0. tr 0.0 18.6 6.5 28.8 75.5

B-I 0.0 67.9 31.0 0.0 14.0 0.0 tr 0.0 tr 6.7 55.0 25.4

B-II 0.0 0.0 37.3 9.0 0.0 0.0 tr 0.0 0.0 15.0 62.7 75.0

B-III 0.0 0.0 33.4 4.7 0.0 0.0 tr 0.0 0.0 94.8 66.5 0.0

B-IV 0.0 0.0 45.8 0.0 9.8 0.0 tr 0.0 12.8 34.3 31.4 65.3

B-V 0.0 10.3 40.4 0.0 0.0 8.1 tr 0.0 0.0 19.4 59.6 61.5

 ̂ rj
Area dos picos dados por g.l.c. (coluna B) , analisados na forma de acetatos de alditõis .Tempo de incubaçao 28 hs a 409C.

tr = traços.
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Fig. 20 — C.p. descendente, solvente h., dos monossacarídeos resul­
tantes da açáo das enzimas extracelulares sobre as fra­
ções RE, apôs 2 Oh., de incubação a 409C.
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Fig. 21 - C.p. descendente, solvente h., dos monossacarídeos 
resultantes da ação das enzimas extracelulares 
sobre as heraiceluloses A (H.A) e B (frações SUS), 
apõs 20 h. de incubação a 409C.



Fig. 22 - C.p. descendente, solvente h, dos monossacarIdeos resul­
tantes da ação das enzimas intracelulares sobre as herai- 
celuloses A (H.A) e B (frações SUSl, apõs 20 h. de incu­
bação a 409C.
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Fig. 23 - C.p. descendente, solvente h, dos monossacarldeos resul­
tantes da ação das enzimas intracelulares sobre as fra­
ções RE, apõs 20 h. de incubação a 409C.
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Fig. 24.1- Atividade da enzima extracelular sobre as frações B-I e. B-V, 
SUS (-•-) e RE (-□-), medida pela liberação de açúcares 
redutores (SOMOGYI-NELSON), nos seguintes tempos de incubação: 
0, 6, 20, 28 e 44 h.
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Fig. 24.2 - Atividade da enzima extracelular sobre as frações B-II e B-III, SUS
(-•-) e RE (-□-), medida pela liberação de açúcares redutores
(SOMOGYI-NELSON), nos seguintes tempos de incubação: 0, 6, 20, 28 e 44 h.g



l±q
 

G
lu

co
se

Hemicelulose A

Tempo (horas) Tempo (horas)

Fig. 24.3 - Atividade da enzima extracelular sobre a hemicelulose A e a fração 
B-IV, SUS (-•-) e RE (-□•-), medida pela liberação de açucares re­
dutores (SOMOGYI-NELSON), nos seguintes tempos de incubação: 0, 6, 
20, 28 e 44 h. 110
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Fig. 2 5.1 - Atividade da enzima intracelular sobre as frações B-I e B-V, SUS e
RE (-D -) , medida pela liberação de açúcares redutores (SOMOGYI-NELSON),
nos seguintes tempos de incubação: 0, 6, 20* 28 e 44 h.
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Fração B-3Z

Fig. 25.2 - Atividade da enzima intracelular sobre as frações B-III e B-IV, SUS (-•-) e
RE (-□-), medida pela liberação de açucares redutores (SOMOGYI-NELSON), nos
seguintes tempos de incubação: 0, 6, 20, 28 e 44 h.
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Fig. 25.3 - Atividade de enzima intracelular sobre a hemicelulose A e fração B-II,
SUS (-•-) e RE (-□-), medida pela liberação de açúcares redutores, (SOMOGYI- 
NELSON), nos seguintes tempos de incubação: 0, 6, 20, 28 e 44 h.
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Fig. 26 - Produtos da hidrólise enziraática, a 40<?C., analisados por g.l.c. na forma de acetâto de 
alditõis (coluna B).. R = ramnose; A = arabinose; X = Xilose; Gal = galactose e 
G •= glucose. Coluna cheia = produto da hidrólise química do polissacarídeo original. 
Coluna branca = produto da hidrólise enzimãtica parcial (28 h. de incubação).



das hidrolases extracelulares, por maior eficiência na hidrólise 
dos polimeros de D-^-glucose e de D*r<ja lacto se das frações SUS e RE, 
do que as hidrolases intracelulares.

Assim, presume—se que D-glucose, D-galactose e L—arabinose 
são os principais açucares utilisados como fonbè de carbono pelo 
fungo da ferrugem, seguidos da D-xilose. Esses monossacarideos 
foram principalmente hidrolisados nas frações B—I e B-V, como 
mostram as Figs. 20 a 23 e 26, bem como as Tabelas IX e X.

Esses resultados concordam com os registrados na Tabela II,
com os obtidos por AURIOL & TOUZÊ"^ e, ainda, parcialmente, com

283 197os alcançados por TATAREAU & AURIOL e por MCNAB et al. ao
analisarem a ação enzimãtica de Colletotrichum lindemuthianum, 
sobre parede celular e polissacarideos extracelulares de uma sus­
pensão de cultura de sicamore.

Observa-se, portanto, que as enzimas extracelulares são 
mais ativas sobre substratos hemicelulõsicos do que as intrace­
lulares, deduzindo—se dai a sua importância no inicio do processo 
infeccioso.

Pelo exposto pode-se concluir que os polimeros hemicelulõ­
sicos quando hidrolisados pelo fungo da ferrugem, durante a infec­
ção, sofrem a ação de enzimas, principalmente hemicelulases, en­
tre as quais, galactosidases, glicosidases, arabinases, xilosida- 
ses e glucuronases, acarretando uma maior variação à nivel de ga­
lactose, glucose, arabinose e, menor variação, â nivel de xilose.
O mesmo fenômeno deve ocorrer "in vivo". Esses resultados corro-

19 5boram os obtidos por MAXEMEIUC & DIETRICH, por AURIOL & TOUZÊ
o re por AURIOL e, ainda, parcialmente, pelos alcançados por

s> n  197NACACHE & DIETRICH, por MCNAB et al. e por TATAREAU & AURIOL.
283
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Tal como nos processos infecciosos, durante o crescimento
da planta tamBêm ocorre uma alteração â nível de D—galactose,

217D-glucose, L-araBinose e D-xilose.
Os compostos fenôlicos, derivados do ãcido clorogênico, fo­

ram detectados em todas as frações CSUS e RE). O valor computado 
para compostos fenôlicos na TaBela II não expressa o teor real que 
normalmente ocorre na planta, pois esses compostos alem de apre­
sentarem uma grande resistência â hidrólise ácida total, uma par­
te deles, fortemente ligados ao polímero de açúcar, foi extraido 
junto com as hemiceluloses por meio da solução de KOH 24%. Além 
disso, o tratamento prévio dos materiais com mistura metanol-clo- 
rofôrmio (1:11, â refluxo, extraiu tamBêm aqueles compostos fenõ- 
licos fracamente ligados aos polissacarldeos.^'^ Por outro la­
do, as folhas do cultivar SUS foram coletadas parcialmente infecta­
das, explicando parcialmente os resultados obtidos.

Entre os produtos resultantes da ação hidrolítica de enzi­
mas extra celulares, ocorreu uma maior liberação dos compostos 
fenôlicos nas frações de heraicelulose A(SUS) e em algumas frações 
da hemicelulose_B (B-I, B-II e B-IV, todas SUS), do que nas cor­
respondentes frações do cultivar RE. Jã a ação hidrolítica das en­
zimas intracelulares resultou em uma maior liberação desses com­
postos nas frações de hemicelulose A e B do cultivar SUS, em rela­
ção âs mesmas frações RE, concordando cora os resultados obtidos na 
hidrólise ácida total. Isto sugere que algumas plantas respondem 
com ura aumento de compostos fenôlicos, derivados do ácido clorogê­
nico, aos processos infecciosos.

Muitas plantas ao sofrerem ataque por um agente patogênico 
protegem-se elevando, concomitantemente, o conteúdo de certas subs­
tâncias, tais como compostos f e n ô l i c o s , 64,85,151,166,168,171,
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Muírt^s plantas ao sofrerem ataque por um agente patogêni­
co, protegem—se elevando, concamitanteraente, o conteúdo de certas
substâncias, tais como compostos fenÔli'cos,^,®^, '̂*',^ ^ ,^ ® ,^ ^ # 
1 7 2 ,2 1 1 ,2 3 4 ,2 9 2 ,3 1 6  H ld r o x íp ro lta a ,5 9 .,7 2 ,1 0 1 ,1 0 2 ,1 0 4 ,1 6 5  e W le _

289no ou, ainda, aumentando a atividade de determinadas enzimas,
como a B-1,3—glucanase, q u i t i n a s e , p e r o x i d a s e s ,
214 - .. . 194 ... i - . .. 140,214fenil-amonealiase, nbonuclease e fenol-oxidases.
Nas análises realizadas, as frações SUS apresentaram apenas uma 
leve variação no conteúdo de compostos fenõlicos, bem como propor­
ções significativas de Rxdroxiprolina (Tabelas 11 e IV), confir­
mando resultados descritos na literatura.

Os compostos presentes em folhas de cafeeiro devem ocorrer,
"in vivo", como ãcido clorogênico, porem, "in vitro", isto ê, nos 
experimentos realizados, foi detectado como ãcido di-O-acetil-ca-
fêico. Sabe-se, no entanto, que o ãcido cafêico se origina do clorogê* 
nico por hidrólise, conforme a Fig. 27.

CHOH
CH =  CH-C*° H O - H C f ^ N CHOH

H+ ou H”
H ,0 17 11 O«

H1CW CH>
OH HĈ  COOH

Acido Cafêico Acido Qulnico

Fig. 27 - Hidrólise ãcida ou alcalina do ácido clorogênico.

A caracterização do ãcido cafêico (Tabela XI) foi efetuada pe­
los seguintes processos: t.l.c., solvente ç[, com padrão de ãcido clo­
rogênico, dando o mesmo = 0,57; g.l.c., coluna B, o mesmo T = 10,4;
em g.l.c. a mistura dos dois compostos mostrou um único pico, com T = 
10,4; o espectro I.V. dos dois compostos foram idênticos (Fig. 29); 
análise do espectro U.V. dos compostos solubilizados em etanol mostrou 
deslocamento prÕximo a 274—275 nm. (Fig. 30); e, espectro de massa e 
ressonância de protons (Figs. 31 e 32)..



Caracterização do composto fenõlico de hemiceluloses B (SUS e RE)
TABELA XI

t.1;C. g.l.c. U.V. I.V. N.M.R.^H GC-MS
(Rf) (T) (nm) (cm- )̂ (p.p.m.) (m/e)

Composto fenõlico isolado
das Hemiceluloses B 0.57 10.4 274 1060-80, 2223,3990,4165 

1220-80, 4220,4471. 
1380,1440-80,
1720-50,2850,
2940

57,71,113,149,
167,279

Acido clorogênico padrão 0.57 10.4 274 1060,1220-50, 2223,4165,4220, 
1380,1440-80, 4471. 
1740-60,2850,
2940.

57,71,113,149,
167,279



____ I_____I_____I_____I_____ I---- 1
Ac.cl. Ac.cof. B-Ig B-Hs B-IIIg B-iVgB-3£g B-Ip B-3Ep B-HT̂

Solvente! ocetato de etila (3) ♦ eter de petroleo (3) 4 CH Cl3 ( I ) 
Amostras: Resultantes da degrod. Smitti contraloda (Material não dial.)

Fig. 28.1 - T.l.c., solvente dos compostos fenõlicos nos ma­
teriais não dialisãveis das frações SUS e RE, resul­
tantes das 3 degradações de SMITH. Padrões: Âcido 
clorogênico (Ac.cl.l e ácido cafêico (Ac.caf.), 
submetidos a igual tratamento.
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Fig. 28.2 - T.l.c., solvente cj, dos compostos fenõlicos nos ma­
teriais resultantes da metilação (3 HAWORTH e 1 HA-
KOMORI) e hidrólise seg. LINDBERG. Padrões: Ãcido
clorogênico (Ac.cl.l e ãcido cafeico (Ac.caf.l, sub­
metidos a igual tratamento.
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I FREOUENCY (CM )
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Fig. 29.1 - Espectro infra-vermelho do composto fenôlico isolado 
das frações hemicelulôsicas SUS e RE. ^
A - Apôs 3 sucessivas oxidações com NaIC>4, hidrolxse,

redução com NaBH4 e acetilação.
B - Apôs hidrólise com H2SC>4 a 72%, por 2 h.. temp- am

biente, diluição a 8% e refluxo a 1009C, 5 h.
Redução com NaBH4 e acetilação.
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Fig. 29.2 — Espectro infra-vermelho do composto fenõlico isolado 
das frações hemicelulósicas SUS e RE.
C — Apôs hidrólise cora BaCOH}^ e separação em coluna 

de Bio Gel P~2, cora eluição em CH^COOH 0,1N. Os 
éluatos foram submetidos a hidrólise alcalina com 
redução simultânea e acetilados.

D — Padrao de acido clorogênico submetido a idênticos 
tratamentos e analisado concomitantemente, dando 
sempre as mesmas absorções.
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Fig. 30 - Espectro ultra-violeta do derivado de ãcido clorogênico 
isolada da fração B-III.tSUSl, apõs 3 sucessivas oxida­
ções com NalO^, hidrólise, redução com NaBH^ e acetila- 
ção. O padrão (Pl de ãcido clorogênico foi tratado nas., 
mesmas condições que a amostra (A) e analisado paralela­
mente.
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de âcido clorogênico isolado da fração B-IIICSUS), 
apos 3 sucessivas oxidações com NalO^, hidrólise , 
redução com NaBH^, acetilação e isolamento por croma* 
tografia preparativa. O padrão CP) de Scido clorogê­
nico foi tratado nas mesmas condições e analisado 
paralelamente.



Fig. 32.1 - Fragmentação de massa do derivado de ácido cloroginico isolado da' fração B-III (SUS),
resultante de 3 sucessivas oxidações com NalO^, hidrólise, redução, acetilação e
isolamento em cromatografia preparativa.
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Fig. 32.2 - Fragmentação de massa do derivado de ãcido clorogênico isolado da fração B-I 
resultante da hidrólise com H2S04 a 72%, redução, acetilação e isolamento em 
cromatografia' preparativa.
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JAt%í*yês. de 3 degradações sucessiyas de SMITH1 obseryou-se 
que uma parte do Scido clorogênico permanecia ligada a um oligos- 
sacarideo não totalmente oxidado pelo periodato (Fig. 28.11, jã 
que a parte livre da molécula desse composto deve ter sido elimi­
nada apõs extração exaustiva com uma mistura de roetano-clorofõr- 
mio (.1:1} * Entre os produtos de hidrólise dos derivados metilados,

também foi detectado esse mesmo composto (Tabela V e Fig. 28.2). 
Isso leva a supor que o mesmo liga—se a molécula de açúcar por 
uma união muito forte, provavelmente, por uma ligação do tipo 
O-glicosidica ou do tipo eter. Justifica—se isso pelo fato de que 
o referido composto, além de ter sido submetido, inicialmente, a 
uma extração alcalina com KOH a 24%, foi posteriormente submetida 
â ação do periodato (3 x) e, por ultimo, â metilação em meio for­
temente básico (NaOH a 40% e metilsulfinilcarbanion). Mesmo apõs 
esses tratamentos, os compostos fenõlicos ainda permaneceram li­
gados a polissacarideos.

O fT*7 iMORRISSON e HARTLEY identificaram, todavia, ligações
covalentes lãbeis a alcali entre fenõis e carboidratos, provavel­
mente do tipo ester.

Além desses tipos, podem ocorrer também ligações mais fracas
183do tipo pontes de H, detectadas por LOOMIS & BATTAILE e por 

SABIR et al.^^ Este últimos, observaram que era girassol, uniam-
se por pontes de H â proteinas de baixo peso molecular.

2 98 «• ~WENZEL considerou o resíduo insolúvel obtido por digestão
da fração hemicelulõsica de folhas de cafeeiro com H^SO^ a 72% co­
mo sendo lignina ligada â polissacarideos da parede celular. Ho­
je, sabe-se que a maior parte desse composto ê formado por um de­
rivado fenõlico de ácido clorogênico. WENZEL encontrou para esse 
composto uma absorção era torno de 280nra, no espectro de U.V., se-
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melRante ao agut encontrado (274nia) , para composto fenÓlico de áci­
do clorogênico. O referido composto deu a reação de LOWRY positiva.

Na hidrólise ácida parcial das frações polissacarldicas um 
derivado fenõlico identificado por g.l.c. na forma de ãcido cafêico 
acetilado, foi isolado como componente das frações de oligossacarí- 
deos ácidos separadas em coluna de resina AGI - X—10 CAcO”*} , Tabe­
la III.

Ê provável que compostos fenólicos derivados de ãcido cloro­
gênico atuem como um dos fatores de resistência em ferrugem de ca­
fé, inibindo a ação das enzimas extra e intracelulares, já que
muitos derivados desse composto foram isolados como inibidores da

. - , , „ . . . 85,9.6,211,212,272. _ _ .germrnaçao de esporos de H. vastatrix. ' ' Esse efei­
to inibitório do composto fenõlico sobre as enzimas, possivelmente, 
explica a queda brusca da curva de hidrólise observada nas Figs.
24 e 25.

üma outra função atribuída aos compostos fenólicos seria de 
servirem como pontes de ligação entre moléculas de polissacarídeos 
e glicoproteinas na parede celular. ** *

A análise química das lo frações hemicelulõsicas isoladas 
mostrou que possuem estrutura molecular muito ramificada e comple­
xa. Os resultados da análise enzimãtica dessas frações, faz supor, 
que, principalmente as hemiceluloses contidas era B-I (.SUS) e B-V 
CSUSl, são as mais utilisadas pelo fungo da ferrugem como fonte de 
carbono e que os raonossacarideos de escolha são galactose, glucose, 
arabinose e xilose (Tabelas IX e X e Figs. 20 a 23 e 26).

As constatações sobre a constituição das hemiceluloses B da 
folha de cafeeiro, aliadas ás da hidrólise enzimãtica, permitem 
concluir, sem desconsiderar outros fatores, que, possivelmente, 
a susceptibilidade â infecção está relacionada com a estrutura
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menos ramificada da molécular com a presença de arainoaçÜcares 
C2—amiiíO'-2-deox^D-^alactose) , a um menor conteüdo em galacto— 
se e um aumento dos compostos fenôlicos.
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4 - CONCLUSÕES

1 — As hemiceluloses B, submetidas aos processos analíticos
renderam 1Q frações polissacarídicas, 5 de cultivar SUS 
e 5 de cultivar RE, que foram identificadas como glucoa— 
rabinoxilanas CB-I, SUS e RE; B-IV, SUS e REI, arabino- 
glucoxilanas CB—II, SUS e REI, arabinoxiloglucanas (B— 
XIX, SUS e RE; B—IV, SUSl e arabinogalactoxiloglucanas 
CB-V, REl.

2 - Constatou-se que todas as frações heraicelulõsicas são
altamente ramificadas possuindo segmentos lineares, em 
configuração , formados por unidades de D-glucose, 
ligadas através de 1 — 4. Além desses segmentos, em to­
das as frações ocorrera segmentos lineares formados por 
unidades de D—xilose, unidas através 1 — 4. Ainda nesses 
polímeros verificou-se a presença de pontos de ramifica­
ção em C-6, C-3 e C-4, indicados pela ocorrência de 
2,3-di-0—raetil-Dr-glucose e de 2, 6-di-O-metil-D-galactose 
entre os derivados metilados; e, também, pontos de rami­
ficação por unidades de D-xilose, indicados pela presença 
de 3—Q-metil-D-xilose, entre os produtos metilados hidro- 
lisados.

3 - As analises efetuadas indicaram que as frações hemicelu-
lõsicas, SUS e RE, são estruturalmente muito complexas e 
que as do cultivar RE são mais ramificadas.



4 - Todas as frações hemicelulõsicas apresentaram ácidos 
urõnicos que, apos isolamento e análises, identificou- 
se como ácido 4—Q-metilglucurõnico e ãcido glucurônico. 
Esses ãcidos apresentaram uma significativa variação de 
teores nos cultivares SUS e RE, da'fração B—I. A varia­
ção nas demais frações foi pequena, considerando-se os 
dois cultivares. Através das análises por metilação des­
ses ãcidos urônicos verificou-se que encontram-se liga­
dos em C-2 da xilose, em C-4 da arabinose e em C-2 da 
ramnose.

5 — 0 aminoaçucar encontrado somente nas frações SUS, foi
identificado como 2-deoxi—D-galactose. Isto pode servir 
como ura provãvel carater de diferenciação entre cultiva­
res SUS e RE das frações hemicelulõsicas das folhas de 
cafeeiro.

6 - Na degradação enzimãtica observou-se uma maior atividade
hidrolltica nas enzimas extracelulares.

7 - As hidrólises enzimâticas realizadas demonstraram que
a ação da enzima ocorre preferencialmente e pela ordem 
nos polímeros constituidos por glucose, galactose, arabi­
nose e xilose.

8 - As frações hemicelulõsicas mais utilisãveis pelo fungo
da ferrugem como fonte de carbono foram, principalmente, 
as B—I e B-IV, ambas do cultivar SUS.

9. — Compostos fenólicos derivados do ãcido clorogênico, ocor­
reram em todas as frações hemicelulõsicas, predominando 
no cultivar SUS. Tais compostos, provavelmente, estão 
envolvidos no processo infeccioso.
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1 0 . — Os compostos fenÔlicos acham-se unidos a polissaca- 
rideos das frações hemicelulÕsicas B, por uma liga- 
çao muito forte do tipo éter ou do tipo glicosidica, 
pois permaneceu intacta apõs tratamento com ãcido e 
com álcali forte.

11 — As análises realizadas permitiram a identificação do
componente fenôlico como sendo o ãcido di-O-acetil- 
cafêico.

12 - Peptidoglicanas foram detectadas em 3 frações hemice-
lulôsicas do cultivar SUS: B-I, B-II e B-IV.

13 - Em peptidooligossacarideos isolados da fração B-I,
SUS, identificou-se a presença de uma ligação tipo
Q-glicosídica entre o C—1 da arabinose (.2,4-di-O- 
metil-L-arabinosel e o C-4 da hidroxiprolina (4-0H- 
L—prolina).
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