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1.1 - A Parede Cdular das Plantas

1.1.1 - Definicdo e Importéancia

As paredes celulares dos tecidos parenquimatosos e dos imaturos sdo 0s principals com
ponentes estruturai's das células das plantas, as quais envolvem e déo forma aos protoplastos. S&o -
compostas por polissacarideos e pequenas quantidades de proteinas e compostos fendlicos que vao
sofrendo dteragBes ao longo da vida das células. S0 estruturas muito complexas que possuem uma
grande diversidade de fungdes durante a vida da planta: proporcionam as células robustez mecénica,
mantém a sua morfologia, controlam a expanséo celular e o transporte intercelular, protegem acdula
contra a maioria dos organismos potencidmente patogénicos e predadores, participam na
comunicagdo intercelular e contribuem em aguns casos como reserva adimentar (Northcote, 1972;

Brett e Waldron, 1990).

1.1.2 - Edrutura

Os tecidos parenquimatosos das plantas dicotiledoneas possuem paredes celulares primérias
e camadas intercelulares (lamela média) ricas em substancias pécticas mergulhadas num meio aquoso.

Segundo o modelo cléssico, a parede cdlular priméaria € condituida por duas fases, uma
microfibrilhar e outra matricid. A fase microfibrilhar distingue-se da matricid pelo ato grau de cris-
talinidade visivel @ microscopio eectronico e por possuir uma composicdo quimica rdativamente -
homogénea. E composta por estruturas longas e finas designadas microfibrilhas, congtituidas por -
moléculas de celulose associadas entre s por pontes de hidrogénio e dinhadas paraelamente ao longo
das microfibrilhas. Co-existindo com as zonas crigtdinas encontram-se nas microfibrilhas zonas
amorfas em que as fibras de cdulose ndo tém orientagéo regular. A fase maricial consiste ruma
variedade de polissacarideos, glicoproteinas e compostos fendlicos, variando a sua composicéo com
as diferentes camadas da parede, tipos de cdlulas e diferentes fases do ciclo celular.

Recentemente, técnicas melhoradas de espectroscopia eectronica tém permitido visudizar

uma estrutura ordenada por camadas em que todos 0s componentes da parede se apresentam como
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longeas fibras cilindricas (McCann et al., 1990), pondo-se em causa a existéncia de verdadeiras zonas
amorfas.

Em agumas cdulas especializadas em que ocorreu lenhificacdo, a parede celular apresenta-se
muito mai's espessa devido a deposicéo de culose, hemicduloses e lenhina. A lenhificagcdo tem o seu
inicio na regido da parede cdular priméia e estende-se quer para o exterior, em direccdo alamea
média, quer para o interior, onde se desenvolve a parede celular secundéria. As cdulas com parede
cdular secundaria encontram-se gerdmente mortas. Podem ser muito dongadas (fibras) e terem
funcbes de suporte, como as células de esclerénquima, ou serem isodiamétricas (escleritos) e terem
funcbes de proteccdo, como nas sementes. Os escleritos podem também ocorrer em peguenos
grupos de cdlulas, como nas péras, sendo as responsavels pela textura por vezes "arenosd’ que a

polpa apresenta (Selvendran e Robertson, 1990).
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Figura 1.1 - Secc&o longitudinal de uma parede celular secundéria.
a) Representagdo tridimensional (Brett e Waldron, 1990);
b) Representacao planar (Selvendran, 1983).

As paredes celulares secundarias contém tipicamente 3 camadas didtintas, S1, S2 e S3
(Figura 1.1), que diferem em espessura, orientacdo de micrdfibrilhas e composicdo. A camada
exterior (S1) e a interior (S3) possuem microfibrilhas orientadas aproximadamente de maneira
transversal; a camada intermédia (S2) € muito mais grossa que as outras duas e apresenta
microfibrilhas orientadas longitudindmente em relacdo ao comprimento da célula. Esta orientagéo pro-

porcionaa célula grande resisténcia a tensio e a compressao (Fengel e Wagener, 1984).
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Numa célula com parede celular secundé&ia a camada que compreende a lamdla média e a
parede celular priméria (Figura 1.1) é rica em substéncias pécticas quando comparada com o restante
material; S3 e a parte interior de S2 tém um contetido em celulose mais elevado enquanto Sl e a
camada exterior de S2 sdo reativamente ricas em hemiceluloses (glucuronoxilanas) Selvendran,
1983).

A maor énfase deste capitulo introdutério ira ser dada as paredes celulares das plantas
comestiveis com a excepcdo dos cereais. As paredes celulares dos cereais 8o muito diferentes das
dos restantes tecidos, em geral, e como exemplo, as paredes celulares do endosperma néo possuem
polissacarideos pécticos (Selvendran, 1985), ndo sendo comparaveis as das plantas dicotiledoness

como a azeitona.

1.2 - Composicdo das Par edes Celulares das Plantas

1.2.1 - Principais Componentes das Paredes Celulares

A composicéo da parede celular varia consideravel mente com o tipo de tecido, podendo a
comparacdo entre os polissacarideos de cada grupo ser Util a compreensdo das propriedades das
paredes ceulares. Os polissacarideos ndo celuldsicos das paredes celulares 8o geramente class-
ficados de acordo com os méodos de extraccdo em substancias pécticas e hemicduloses. Edta -
classficacdo torna-se conveniente devido a sua smplicidade, no entanto, € demasiado genérica e
pouco sdectiva. A classficacdo que tem sido adoptada € baseada no modo de extraccéo
complemertada com base na organizacdo estrutural dos polissacarideos.

Na Tabela 1.1 apresentamse os polimeros exisentes em vaios dos tecidos mais
representativos, na Tabela 1.2 sfo sdientadas dgumeas caracterigticas estruturais de dguns polissa

carideos que ocorrem nas paredes celulares das plantas.
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Tabela 1.1- Polimeros componentes da parede celular de diferentes tipos de tecidos.

Tipo de Tecido

Principais Constituintes

Referéncias

Células em Crescimento e
Tecidos Parenquimatosos

Celulose, Substancias Pécticas, Hemiceluloses

(xiloglucanas) e Glicoproteinas

Stevens e Selvendran,
1984 ab,c,d; Ryden e

Frutos Selvendran, 1990 a,b
e
Legumes Celulose, Lenhina, Hemiceluloses
Tecidos Lenhificados (glucuronoxilanas), pequenas quantidades de Selvendran e King, 1989
Glicoproteinas e Substancias Pécticas
Hemiceluloses (arabinoxilanas e b-D-
Endosperma glucanas), Celulose, Esteres Fendlicos e Selvendran, 1983, 1984
Proteoglicanas Carpita, 1984
Cereais
Hemiceluloses (glucuronoarabinoxilanas), Ring e Selvendran, 1980;
Tecidos Lenhificados Celulose, Lenhina, Esteres Fendlicos e Dupont e Selvendran,
Proteoglicanas 1987
Celulose, Hemiceluloses
Tecidos Parenquimatosos (xiloglucanas), Substancias Pécticas Talbott e Ray, 1992
e Glicoproteinas
Sementes
excepto Céulas de endosperma Hemicelul oses (gal actomananas),
cereais (parede secundaria ndo Celulose, Substancias Pécticas Selvendran, 1983, 1984
(ex. lenhificada) e Glicoproteinas Reid, 1985
leguminosas)

Tecidos Lenhificados

Celulose, Substancias Pécticas, Xilanas
Acidicas, Xiloglucanas

Aspinall et al., 1967

Monocotiledéneas
suculentas

Tecidos Parenquimatosos

Celulose, Substancias Pécticas,
Hemiceluloses (xiloglucanas) e
Glicoproteinas

Redgwell e Selvendran,
1986; Jarvis et al., 1988;
Waldron e Selvendran,
1990a,b, 1992

Tecidos Lenhificados

Celulose, Lenhina, Hemiceluloses
(xilanas), (glico)proteinas e pequenas
quantidades de Pectinas

Waldron e Selvendran,
1990a

Gimnospérmicas

Tecidos Parenquimatosos

Celulose, Substancias Pécticas,
Hemiceluloses (xiloglucanas,
xilanas e arabinogal actanas)

Lorences et al., 1987;
Lorences et al., 1990

Tecidos Lenhificados
(érvores de madeira mole)

Celulose, Hemicelul oses (galactogluco-
mananas e arabinoglucuronoxilanas) e
Lenhina

Timell, 1964b
Fengel e Wegener, 1984

Celulose, Lenhina e Hemiceluloses

Arvores de Tecidos Lenhificados (glucuronoxilanas e pequenas Timell, 1964a
madeira dura quantidades de glucomananas) Fengel e Wegener, 1984
Substancias Pécticas, Hemiceluloses
Dicotiledéneas (xiloglucanas e xilanas), Darvill et al., 1980a
Glicoproteinas e Polifendis
Tecidos
de Hemicelul oses (glucuronoarabinoxilanas
Cultura Cereais e b-D-glucanas), Celulose, Substancias Thomas et al.,
em (Monocotileddneas) Pécticas, Fendis e Proteoglicanas 1989a,b
Suspensdo

Gimnospérmicas

Celulose, Substancias Pécticas,
Hemicelul oses (xiloglucanas)

Thomaset al., 1987
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Tabela 1.2 - Caracteristicas glicosidicas dos principais polimeros constituintes das paredes celulares das plantas.

M onossacar ideos

Polimero

Cadeia
Principal

Cadeias
Laterais

Caracteristicas Estruturais

Refer éncias

1 - Subst. Pécticas

Pectinas a(1®4)-D-GalpA a-(1® 5)-L-Araf O GalA pode-se encontrar como éster metilico; Aspinall, 1980, 1981
eAcidos a-(1® 2)-L-Rhap a-(1®4)-D-Galp Arae Gal podem ocorrer como cadeias |aterais; Colquhoun et al., 1990
Pécticos podem apresentar acetilagdo através do C-4 da Rha;
RG-I a(1®4)-D-GalpA a-(1® 5)-L-Araf Polimero proveniente das pectinas; Darvill et al., 1980a
a-(1® 2)-L-Rhap b-(1® 4)-D-Galp 0 GalA eaRhaencontram-se intercalados York et al., 1985
em estruturalinear; O'Neill et al., 1990
50% da Rha é ramificadaem C-4.
RG-II a(1®4)-D-GalpA L-Rhap (a,b), Polimero proveniente das pectinas;
a-L-Fucp (2-Me), cadeias laterais contendo 2 heptassacarideos York et al., 1985
L-Ara(a,b) (f,p), diferentes e vérios oligossacarideos mais O'Neill et al., 1990
2-Me-a-D-Xylp, pequenos associados directamente a cadeia
Apif,a-D-Galp, principal de GalA.
b-D-GlcpA,
D-GalpA (a,b),
b-L-Acef,
D-KDOp, D-DHAp
Arabinanas a-(1®5)-L-Araf a-L-Araf Polimero constituido s6 por residuos de Araf; Aspinall, 1980, 1981
muito ramificado geralmente em C-3; ocorre como Selvendran e
cadeias |aterais de pectinas e &cidos pécticos. O'Neill, 1987
Galactanas a-(1e@ 4)-D-Galp a-D-Galp Polimero constituido s6 por residuos de Galp; Aspinall, 1980, 1981
ramificado em C-6 por residuos de Galp terminais.
Arabinogal ac- a-(1e 4)-D-Galp a-(1e 5)-L-Araf A cadeiaprincipal encontra-se substituida pontual - Aspinall e Cottrell,
tanas (AG-I) mente em C-3 da Gal com pequenas cadeias de Araf. 1971

2 - Hemiceluloses

Xiloglucanas

a-(1® 4)-D-Glcp

a-D-Xylp, b-D-Galp
a-L-Fucp, a-L-Araf
b-D-Xylp

Osresiduos de Xyl encontram-se ligados ao C6 de
cerca de 50% dos residuos de Glc; a Xyl pode ser
substituidaem C2 com Gal e esta, em C2 com Fuc;

Araencontra-se ligadaao C2 daGlc ou C3 dab-Xyl;

osresiduos de Galp encontram-se acetilados.

O'Neill e
Selvendran, 1987;
York et al., 1988;
Hisamatsu et al .,
1992

Glucomananas b-(1® 4)-D-Manp a-D-Galp A Gal, se presente, ocorre ligadaao C-6.da Man Sjostrom, 1981

b-(1® 4)-D-Glcp ou Glc. A razdo Man/Glc é geralmente 3:1.
Mananas b-(1® 4)-D-Manp a-D-Galp Polimero linear; pode ocorrer Gal no C6 daMan. Aspinall, 1980, 1981
Glucurono- b-(1® 4)-D-Xylp a-D-GIcpA (4-Me), Osresiduos de GlcpA s&o o principal substituinte Aspinall, 1980, 1981
xilanas a-L-Araf daC2 daXyl emtec. lenh. de dicotiledéneas; Darvill et al., 1980a

Araf em C2 e C3 substituem as xilanas em gimnos-
pérmicas e em monocotiledéneas.

Bacicet al., 1988
Sjostrom, 1981

b-D-Glucanas

b-(1® 4)-D-Glcp
b-(1® 3)-D-Glcp

Razéo (1® 4)/(1e 3) entre 2:1 e 3:1; polimero muito
abundante em cereais.

Fry, 1988

Calose

b-(1® 3)-D-Glcp

Polimero linear; ocorre em poros celulares.

Brett e Waldron, 1990

3 - Celulose

b-(1® 4)-D-Glcp

Polimero linear com d.p entre 500 e 14.000.

Fengel e Wegener,1984

4 - Glicoproteinas

Glicoprot.ricas
arabinogal act.

(1 3)-D-Galp

(1 6)-D-Galp
L-Araf

A arabinogal actana surge como cadeialateral da
glicoproteina e tem estruturaigual adaAG-II.

Fincher et al., 1983

Glicoprot.estrut
ricasem Hyp

b-(1® 2)-L-Araf

Tri ou tetra-arabinosideos ligados a Hyp como
cadeiaslaterais. a-D-Galp em ligagéo a Ser.

Lamport e Caitt,
1981

Nos tecidos parenquimatosos dos frutos e legumes, os polimeros mais abundantes sfo a
cdulose e as substéncias pécticas; também sfo encontradas hemiceluloses, gerdmente xiloglucanas e

glicoproteinas.
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Em gerd, sementes de leguminosas e os tecidos parenquimatosos das monocotiledoneas
uculentas, das Gimnospérmicas e dos tecidos de cultura em suspensdo de dicotileddness e
Gimnospérmicas possuem uma composicao em polissacarideos muito semelhante a descrita para 0os
tecidos parenquimeatosos de frutos e legumes.

Os tecidos lenhificados dos frutos e legumes possuem composicdo semelhante aos das
avores de madeira dura, em que os principais congtituintes da parede celular sfo celulose, lenhina e
glucuronoxilanas; nos tecidos lenhificados dos cereai's as glucuronoarabinoxilanas so o polissacarideo
hemicdulésico mais abundante e nas avores de madeira mole (Gimnospémicas) predominam as

ga actoglucomananas.

1.2.2 - Substancias Pécticas

As substancias pécticas sB0 0s polissacarideos extractaveis com agentes quelantes, &gua
guente ou &cidos diluidos mais os polissacarideos que apesar de ndo serem extractavels com estes
agentes B0 quimicamente semelhantes aos primeiros, ou sga, polissacarideos ricos em &cido
gaacturénico, os polissacarideos componentes das suas cadeias laterais e polissacarideos quimica:
mente semelhantes. Sdo substancias pécticas os polimeras em que o &cido gaacturdnico se encontra
metil-esterificado (pectinas), os polimeros em que este se encontra desesterificado (&cidos pécticos) e
0s polissacarideos neutros que apesar de ndo possuirem uma cadeia de &cido galacturénico se
encontram geramente em associag&o com as pectinas (arabinanas, gdactanas e arabinogd actanas).

As pectinas s80 compostas por cadeias lineares de &cido D-galacturénico em ligagcdoa-(1
® 4), interrompidas pontuamente por residuos de L-ramnose em ligagdo a -(1® 2); grande parte dos
residuos de &cido gaacturénico encontram-se esterificados com metanol (Tabela 1.2). As cadelas
laterais S80 compostas principamente por arabinose e gaactose; zonas muito e pouco ramificadas co-
exigem namesmamolécula (deVries et al., 1982, 1983). Os principais pontos de ramificacdo sfo as
posicdes C-4 dos residuos de ramnose, havendo também cadelas laterais ligadas directamente ao C-
2 ou C-3 de residuos de &cido gdacturdnico (Aspinal, 1981; Stevenson et al., 1988b).

As pectinas da lamela média encontram-se associadas por pontes de Ca2* sendo solubi-

lizadas por extracgdo com agentes quelantes como o CDTA (Jarvis et al., 1981, Jarvis, 1982). Na
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Figura 1.2 encontram-se representadas agumas das caracteristicas edtruturais das pectinas
provenientes da lamela média e da parede cdlular priméria, podendo-se observar que as pectinas -
provenientes da lamela média sdo  menos ramificadas e possuem cadeias laterais mais curtas do que

as daparede celular priméria.

Galpa, —d}a-D-Galph-(1—  Galpd esterificado

cadeias laterais relativamenta curtas de
Ca® n-12 arabinana, galactana ou arabinogalactana

iamnogalacturr}nana
muito asterificada
& pouco ramificada
/ [lamela media)

4 cadeias laterais muito curtas,
4 porvezes com um Unico residuo
—=2)-a-L-Rhap-{1—

=2)o-L-Rhap-(1- cadeias laterais relativamente longas de
arabinana, galactana ou arabinogalactana

b ramnogalacturonana
muito ramificada
(paredea celular primaria)

Figura 1.2 - Representacdo diagramatica de algumas caracteristicas estruturais das pectinas provenientes dalamela
média (a) e da parede celular priméria (b) (Selvendran, 1985).

Por accéo da endo-poligaacturonase (endo-PG), enzima que hidrolisa ligagBes glicosidicas
entre residuos de &cido gdacturénico ndo esterificados, trés tipos de polissacarideos pécticos tém
sdo obtidos a partir de células de scdmoro de cultura em suspensdo:  homogal acturonanas, ram:
nogalacturonanas do tipo | (RG-1) e ramnogalacturonanas do tipo 1l (RG-11) (Tabela 1.2). Estes -
polissacarideos tém sido analisados detal hadamente permitindo a deteccdo de algumas caracteristicas

sngulares.
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As homogalacturonanas sdo polissacarideos congtituidos por residuos de D-GapA em
ligacéo a-(1® 4), em gerd parcidmente esterificados com metanol, razéo pela qual sfo resistentes a
accao da endo-PG (McNell et al., 1980); por desesterificaco e retratamento da homogal acturonana
com endo-PG resulta na formacao de mono, di e trissacarideos (York et al., 1985). Residuos de
ramnose podem ser encontrados ocas ona mente na homogal acturonana (Fry, 1988).

As RG-1 s20 polissacarideos constituidos por unidades repetitivas do dissacarideo [®
4)-a-D-GdpA-(1® 2)-a-L-Rhap-(1® ]. Aproximadamente 50% dos residuos de Rha, em  C-4,
s80 pontos de ramificagéo de curtas cadeias laterais ricas em arabinose e/ou gaactose (Figura 1.3)
digtribuidas de maneira ndo regular (McNel et al., 1980). Este polimero tem sido isolado e
caracterizado em cdulas de sicdmoro de cultura em suspensdo e recentemente também em kiwi
(Dawson e Mdlton, 1991) e em cdulas de cultura em suspensdo de cereais como o0 milho e o aroz

(Thomaset al., 19893, b).

Ara-Ara- Ga-Ga-

Ara-Ara-Ara- Ga-Gd-Ga-Gal-

Ara-Ara-Ara-Ara- b-D-Gal-Rha-

Ara-Ara-Ara-Ara-Ara- Ga-Gd-Rha-
Ga-Gd-Ga-Rha-

Ara-Rha- Ga-Gd-Ga-Gd-Rha-

Ara-Ara-Rha-

Ara-(1® 3)-Gal-Rha- Desoxi -hexose-Ara-Rha-

Ara-Ara-(1® 3)-Ga-Rha-
Ara-Ara-Ara-(1® 3)-Ga-Rha-

Figura 1.3 - Cadeias laterais da RG-| comuns ao sicomoro (dicotiledénea) e ao milho (monocotiledénea) em células
de cultura em suspensédo (Thomaset al ., 1989b).

As RG-Il possuem uma egtrutura invulgar, sendo constituidas por 12 aclcares diferentes,
alguns deles ndo usuais (Tabela 1.2) que ocorrem como cadeias laterais de (ramno)gal acturona-nas
com ligac&o directas ao C-2 ou C-3 de residuos de acido gaacturonico (Figura 1.4).

Enquanto que as RG-I parecem conter cadeias |aterais através de ramificagtes pel os residuos
de ramnose, as RG-11, ao contrério, encontram-se ramificadas pelos residuos de écido gaacturdnico.
A RG-1l condtitui 3 a 4% da massa seca das paredes celulares primérias de células de sicomoro de

cultura em suspensio. Este polimero foi também isolado de células de cultura em suspenséo de
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cereais como o aroz (Thomas et al., 1989a) e de gimnospérmicas (Thomeas et al., 1987), da polpa

dekiwi (Redgwell et al., 1988) e também em vinho tinto (Doco e Brillouet, 1992).

a) 2Me-a-L-Fucp
1
2
a-D-Gap-(1® 2)-b-L-Acef-(1® 3)-b-L-Rhap-(1® 3)-Apif-(1® 2)-a-D-GalpA
4
1
a-L-Arap
2
1
a-L-Rhap
b) a-L-Rhap-(1® 5)-D-KDOp-(1® 3)-a-D-GalpA
C) b-L-Araf-(1® 5)-D-DHA p-(1® 3)-a-D-GalpA
d) L-Araf-(1® 3)-D-GalpA-(1® 4)-D-GalpA
4
e) a-D-GapA-(1® 4)-[a-D-GapA]5.7-(1® 4)-D-GalpA
f) a-D-Gdp b-D-GapA
1 1
2 3
b-D-GlcpA-(1® 4)-a-L-Fucp-(1® 4)-b-L-Rhap-(1® 3)-Apif-(1® 2)-a-D-GapA
2
a-D-GapA

Figura 1.4 - Estruturas dos oligossacarideos pertencentes a cadeias laterais da RG], libertados por hidrélise acida
parcial (Stevenson et al., 1988b, ONeill et al., 1990).

A complexidade da RG-11 e a ubiquidade das ramnogal acturonanas nas paredes celulares das
plantas permite supor que possam desempenhar fungdes fundamentais para a organizacéo celular
(ONelill et al., 1990).

Arabinanas, gdactanas e arabinogdactanas (Tabela 1.2) tém sdo isoladas das paredes
celulares de plantas comegtiveis. O seu grau de polimerizacdo sugere ser baixo, parecendo ocorrer

como cadeias laterals das pectinas. A extraccdo de arabinanas (Rees e Richardson, 1966; Joseleau et
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al., 1977), gdactanas (Wood e Siddiqui, 1972) e arabinoga actanas (Aspinall e Cottrell, 1971) com
métodos ndo degradativos evidencia a existéncia destes polissacarideos também como entidades -
individuglizadas. Gaactanas ou polissacarideos ricos em gaactose podem também ocorrer como
principais polimeros de reserva de sementes como o tremogo (Crawshaw e Reid, 1984; Northcote,

1985).

1.2.3 - Hemiceluloses

As hemicduloses sd0 os polissacarideos extraidos com solugbes acainas de bases fortes
como KOH ou NaOH mas ndo com agentes quelantes, gerdmente tém capacidade de se ligar por
pontes de hidrogénio a celulose.

As xiloglucanas s20 polissacarideos cuja cadeia principa € condtituida por unidedes de (1®
4)-b-D-Glcp, td como a cdulose. Grande parte dos residuos de glucose encontramse ramificados
em C-6 por residuos de a-D-Xylp, encontrando-se aguns destes residuos de Xilose subgtituidosem
C-2 com um residuo de b-D-Galp ou com a-L-Fucp-(1® 2)-b-D-Galp (Tabela 1.2 e Figura 1.5).
Nas plantas dicotiledoneas as Xiloglucanas parecem ser congtituidas principamente por unidades de
nonassacarideos (XGY9) e heptassacarideos (XG7) resstentes a accdo da enzima endo-b-(1® 4)-
glucanase (Hayashi, 1989). Em menor quantidade ocorrem também penta, deca e undecassacarideos
(Hisamatsu et al., 1991).

Estudos detadhados das xiloglucanas secretadas pelas cdulas de scdmoro de cultura em
suspensio que incluiram técnicas de FAB-MS e RMN de 1H permitiram verificar que, com dguma-
frequéncia, 0 residuo de (1® 2)-b-D-Gap se encontra subgtituido com grupos acetilo, pre-
dominantemente em O-6 mas também em O-4 e O-3 (York et al., 1988). Por tratamento destas
xiloglucanas com endo-b-(1® 4)-D-glucanase, a estrutura até 20 residuos glicosidicos foi determi-
nada (Figura 1.5), tendo sido idertificados como cadeias laterais novos componentes estruturais nas -
xiloglucanas como a-L-Araf (Kiefer et al., 1990), a-L-Araf-(1® 3)-b-D-Xylp e b-D-Xylp e
(Hisamatsu et al., 1992).

A metilagéo de fracgdes ricas em xiloglucanas de diferentes origens mostra a ocorréncia de

pequenas percentagens de residuos de (1® 4)-Xylp (Karécsonyi e Kovacik, 1989; Ryden e
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Selvendran, 1990a). E possivel que estes residuos sgam parte integrante das xiloglucanas de aguns
tipos de tecidos; no entanto, ndo serd de excluir a possibilidade de poderem ser reminiscéncias de

associagdes entre xiloglucanas e xilanas. Este aspecto foi estudado com algum deta he neste traba ho.

b-D-Glcp(1® 4)-b-D-Glep(1® 4)-b-D-Glep(1® 4)-b-D-Glep(1® 4)-b-D-Glop(1® 4)-b-D-Glep(1® 4)-b-D-Glep(1® 4)-D-Glcol

6 6 6 6 6 6
1 1 1 1 1 1
a-D-Xylp a-D-Xylp a-D-Xylp a-D-Xylp a-D-Xylp a-D-Xylp
2 2
1 1
b-D-Gap b-D-Gap
2 2
1 1
a-L-Fucp a-L-Fucp

Figura 1.5 - Estrutura do oligossacarideo constituido por 20 residuos glicosidicos obtido a partir das xiloglucanas
das células de sicémoro de cultura em suspensao por tratamento com endo-b-(1® 4)-D-glucanase (Hisamatsu et al .,
1992).

As Xiloglucanas encontram-se associadas a celulose por pontes de hdrogénio (Hayashi e
Maclachlan, 1984; Hayashi et al., 1987), desempenhando fungles edtruturais de unido de
microfibrilhas de celulose adjacentes (Fry, 1989a; Hayashi, 1989).

Para dém da funcéo estrutural, dguns polissacarideos hemicelulésicos como a mananas e
gdactomananas em sementes de plantas leguminosas e tubérculos (Aspinal et al., 1953, 1958;
Keusch, 1968) ou mesmo as xiloglucanas em sementes de tamarindo (Meler e Reid, 1982; Reid,
1985) possuem funcdes de polissacarideos de reserva.

Pequenas quantidades de xilanas acidicas conjuntamente com polissacarideos pécticos foram
detectados nos tecidos parenquimatosos da vagem do feijdo (O'Neill e Sdvendran, 1985) e também
em tecidos de espargo que iniciavam o processo de lenhificacdo (Wadron e Selvendran, 1992).

Glucuronoxilanas foram também detectadas nas paredes celulares de tecidos cambias de floema e
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xilema em trés espécies de &vores (Selvendran, 1985); nas paredes celulares de células de scdmoro

de cultura em suspensdo encontram:-se presentes arabinoglucuronoxilanas (Darvill et al., 1980Db).

1.2.4 - Celulose

A cdulose condtitui 20 a 30% das paredes celulares primérias (McNell et al., 1984) e 40%
das paredes cdulares secundarias, sendo 0 composto organico mais abundante no mundo (Fry,
1988). A maior parte do trabalho de estudo da celulose foi efectuado em tecidos lenhificados.

E um polimero linear de (1® 4)-b-D-Glcp. Este tipo de ligagio permite a adopcio de uma
conformacéo linear em que vaios paimeros se agregam fortemente por pontes de hidrogénio
formando microfibrilhas. A funcdo biologica da cdulose pensase ser unicamente de suporte
proporcionando forma e resigténcia a parede cdular (Fry, 1988). O grau de polimerizacéo da
celulose nas paredes celulares secundérias € de 14 000 residuos,; nas paredes cdulares primérias a
celulose gparenta possuir uma distribuicéo bifésicado grau de polimerizacdo com uma popu acéo de -
polimeros com cerca de 500 residuos de glucose e outra que varia entre os 2 500 e os 4 500. A
ceulose das paredes cdulares primaias possui um menor grau de cristdizacdo do que a das
secundarias, possuindo muito maior abundancia de celulose em estado amorfo e microfibrilhas mais

finas(McNell et al., 1984).

1.2.5 - Proteinas e Glicoproteinas

As paredes cdlulares contém uma gama de proteinas, a maioria das quais glicosiladas, que
desempenham fungdes edtruturals, de reconhecimento e catdliticas. Ao contr&rio das proteinas cito-
plasméticas, muitas destas proteinas que desempenham fungdes estruturais S50 ricas em hidroxiprolina
(Hyp) que ocorre como parte de uma sequéncia de Ser-(Hyp)4 (Esquerré-Tugayé e Lamport, 1979;
Lamport e Catt, 1981) em que os residuos de Hyp sdo os locais de ligacdo de oligossacarideos
contendo 1 a 4 residuos de arabinose (Akiyama e Kato, 1977). Nas dicotileddness, os residuos de

arabinose s2o geramente 3 ou 4 sendo faceis de digtinguir da arabinose proveniente das substancias



1 - Consideracdes Tedricas 13

pécticas por possuirem residuos de Araf em ligagdo (1® 2) e (1® 3) e aconfiguragdo anomérica ser
b com excepcdo do tetra-arabinosideo (Akiyamaet al., 1980):

a-L-Araf-(1® 3)-b-L-Araf-(1® 2)-b-L-Araf-(1® 2)-b-L-Araf-(1® 4)-Hyp

As glicoproteinas ricas em Hyp congtituem cerca de 10% dos tecidos de cultura em sus-
pensao; nos tecidos moles a sua percentagem € de cerca de 5% do material da parede celular (Ryden
e Selvendran, 1990a).

Um grupo de proteinas em que a Hyp também é abundante sfo as "proteinas ricas em
arabinogadactanas'’, a maioria das quals ocorre nos espagos intercelulares, uma pequena quantidade
podera entrar na composi¢ao da parede celular (Fincher et al., 1983). A localizacdo destas moléculas
na cdulatem sido dificultada pela ata solubilidade que gpresentam. Contém normamente 2 a 10% de
proteing; residuos de gdactose em ligacdo (1® 3) condituem a cadeia principad havendo
ramificagbes com pequenas cadeias de galactose em ligagéo (1® 6); a arabinose ocorre como

residuos terminais (Fincher et al., 1983).

1.2.6 - Compostos Fendlicos

Os tecidos imaturos contém pouca ou nenhuma lenhing, existindo no entanto quantidades
vestigiais de compogtos fendlicos como os écidos p-cuméarico, ferdlico e phidroxibenzdico que
podem desempenhar funcBes de cross-linking entre os polissacarideos (Fry, 1986). Alguns dos
polissacarideos pécticos da parede cdlular de um grupo limitado de familias como as Chenopo-
diaceae onde se incluem os espinafres e a beterraba encontram-se esterificados com compostos

fendlicos, geramente acido ferdlico (Fry, 1987, O'Neill et al., 1990).
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1.2.7 - Polimer os da Parede Cdular de Tecidos L enhificados

a) Glucuronoxilanas

As glucuronoxilanas sfo o polimero hemicdulésico mais abundante, congtituindo 15 a 30% da
parede celular das &vores de madeira dura (Sostrom, 1981); nestes tecidos sdo também
encontradas pequenas quantidades de glucomananas (Timell, 19644).

As glucuronoxilanas sdo condtituidas por unidades de (1® 4)-b-D-Xylp ramificadas em C-2
por residuos terminais de a-D-GlcpA. Em paredes cdulares secund&ias de angiospérmicas
dicotiledoneas como as das arvores de madeira dura em que se incluem a bétula, o eucdipto e a
oliveira, as xilanas ocorrem na forma de O- acetil-4- O-metilglucurono- b - D-xilanas na proporgéo de 1
residuo de MeGIcA para 10 residuos de xilose. Os grupos acetilo estdo iguamente distribuidos pelos
C-2 e C-3 daxilose na proporcao de um acetilo por cada dois residuos de xilose (Fengd e Wegener,
1984). Com base na degradacdo acdina de glucuronoxilanas de béula (Johansson e Samuelson,
1977; Andersson et al., 1983) foi proposta a seguinte sequéncia como termind redutor deste

polissacarideo:

® 4)-b-D-Xylp-(1® 4)-b-D-Xylp-(1® 3)-a-L-Rhap-(1® 2)-a-D-GapA-(1® 4)-D-Xyl

A ligacdo (1® 2) entre aramnose e 0 &cido galacturonico podera ser a origem da retardag@o
da degradacéo destes polimeros durante o tratamento acalino a que so submetidos durante a fabri-
cacdo de pape. A regularidade da distribuico ou a existéncia de blocos de residuos de écido
glucurénico como cadeias laterais das xilanas é ainda uma questiio em aberto. E provavel que no
mesmo tecido existam polimeros com diferentes graus de subgtituicéo, tal como verificado em cascas

degirasol (Bazuset al., 1992).
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b) Lenhina

A lenhina ndo pode ser isolada sem que a sua estrutura sgja dterada, sendo esta a principa
causa que impede a ducidacéo da sua estrutura (Hwang et al., 1989). A lenhina possui uma estrutura
muito complexa (Freudenberg, 1968), sendo formada a partir de 3 dcoois fenilpropandides (p-
cumarilo, coniferilo e sinapilo). O mecanismo de polimerizacdo dalenhing, gpesar de se saber ndo ser
totalmente ao acaso (Lewis et al., 1987), € ainda desconhecido, possivelmente via radicaislivresem
presenca de perdxido de hidrogénio/peroxidase (Hwang et al., 1991). A lenhina das plantas
Gimnospérmicas e Angiospérmicas dicotiledoneas e monocotiledoneas é composta por diferentes
combinagdes dos 3 precursores. Nas plantas dicotileddneas, em que se inclui a dliveira, alenhina é
composta principa mente pelos dcoois p-cumarilo e singpilo (Goodwin e Mercer, 1983).

A exigéncia de ligagBes covaentes lenhina- polissacarideos em tecidos lenhificados tem sido
considerada desde hé aguns anos (Lai e Sarkanen, 1971). A evidéncia deste tipo de ligaghes tem
sido obtida a partir de tecidos de plantas Gimnospérmicas (Azuma et al., 1981; Das et al., 1981,
Minor, 1982 e 1986; Watanabe e Koshijima, 1988; Watanabe et al., 1989) e monocotileddneas
(Scalbert et al., 1985, Lam et al., 1990, liyamaet al., 1990; Lam et al., 1992). As ligagdes lenhina-
polissacarideos parecem ocorrer segundo dois tipos: éter ou ésteres benzilicos, ta como é mostrado
naFigura 1.6 (Azuma, 1989).

Apds exaudtiva dedenhificagdo dos tecidos lenhificados do carogo da azeitona foi possivel o

isolamento de complexos lenhina- polissacarideos.
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Figura 1.6 - Tipos de ligagdes propostos entre alenhina os polissacarideos (Azuma, 1989).
a) Ligac&o éter benzilica; b) Ligacdo éster benzilica.

1.3 - Metodologia Aplicada ao Estudo das Paredes Celulares

1.3.1- Preparacdo do Material das Paredes Celulares

Para se proceder aos estudos detalhados dos polimeros congtituintes das paredes celulares,
estastém que ser isoladas e purificadas de materid intra-celular a0 mesmo tempo que se minimizaa
actividade de enzimas que degradam as paredes celulares como pectina-metilesterases e poli-

gdacturonases. Os méodos que tém sido propostos procuram evitar a degradacéo e ateracéo
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estrutural dos polimeros enquanto estes sdo libertados de compostos estranhos as paredes. O
procedimento experimental necessario para a obtencdo de preparaces de paredes celulares puras €
muito dependente do tipo de 6rgéo da planta ou tecido.

A maioria dos polissacarideos das paredes celulares tende a precipitar em solugdes quentes
de etanol (80 a 95%). O materia assm obtido designa-se "Residuo Insolivel em Alcodl" (AIR) e é
muito eficiente nainactivacdo de enzimas sem haver degradacéo de polimeros. Durante muitos ancs, o
residuo insolive em dcool (Jermyn e Isherwood, 1956) ou em dcool-benzeno (Thornber e
Northcote, 1962) foi utilizado como materia de partida para o fraccionamento dos polissacarideos -
constituintes das paredes celulares das plantas.

Edta técnica, no entanto, permite que, juntamente com os polimeros congtituintes das paredes
celulares, ocorra co-precipitacdo de proteinas intra-celulares (Newcomb, 1963), a interaccdo de
polifendis e dos seus produtos de condensacdo com as proteinas e a subsequente insolubilizacdo
destes complexos (Loomis e Battaile, 1966), e a co-precipitacéo de &cidos nucléicos e amido
(Selvendran e O'Nelll, 1987). Estes efeitos de co-precipitacdo ateram a extractabilidade do materia
das paredes celulares, impedem a andise das proteinas e glicoproteinas associadas as paredes
cdulares (Sdvendran et al., 1975; Sdvendran, 1975ab) e interferem também com a andise por
metilacdo da natureza das ligagBes glicosidicas (Stevens e Sdvendran, 19804). Os efeitos da des-
dratagéo provocados pelo dcool poderdo também ocasionar novas interacgdes entre os polimeros
presentes.

Em tecidos relativamente pobres em proteinas intra-celulares, polifendis e amido, ta como
aguns frutos (tomate), legumes (folhas de couve imaturas) e tecidos lenhificados, a preparacdo de um
AIR pode ser um méodo praticivel para obtencdo do materid das paredes celulares. Para os
restantes produtos, novos passos de purificacdo tém sido introduzidos, como a remocgédo do AIR de
proteinas exdgenas com pronase (Stevens e Selvendran, 1980a) ou a extraccdo com solugdes de
fenol-&cido acético-agua (2:1:1, wiviv) (PAW) (Sdvendran, 1975a), e a remogéo do amido com a -
amilase (Sevendran e Dupont, 1980) ou dimetilsulfoxido a 90% (v/v) apds maceracdo do materid em
moinho de bolas com etanol a 80% (Selvendran e Ryden, 1990). Estas modificagfes removem,
contudo, quantidades sgnificativas de polimeros das paredes celulares como as substancias pécticas

ricas em &cido urénico.
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Um método de preparacdo de materid das paredes celulares de tecidos parenquimatosos de
frutos e legumes, ricos em materid intra-cdular, fol desenvolvido no Food Research Inditute de
Norwich, em Inglaterra (Sdvendran e O'Nelll, 1987). Este méodo envolve a utilizagdo de
dodecilsulfato de sodio (SDS) 1,5 e 0,5%, PAW e DM SO a 90%, evitando os efeitos de co-pre- ci-
pitacdo provocados pelo dcoal. O residuo find foi designado "Materid da Parede Celular” (CWM).

Uma das limitagbes do méodo é as solugBes de SDS ndo inibirem nem removerem
totalmente as enzimas da parede celular pelo que pode ocorrer autolise da parede se ndo forem
tomadas as precaugdes necessrias. Parte deste problema é resolvido com a extraccéo com PAW,

gue inactiva e solubiliza esas enzimas ligadas a parede celular (Selvendran e Ryden, 1990).

1.3.2- Extraccéo e | solamento dos Componentes das Paredes Celulares

Os polimeros constituintes das paredes celulares podem ser extraidos a partir do CWM por
diferentes processos, incluindo o uso de enzimas, agentes quelantes, solugdes adcdinas, solvertes
organicos ou combinagdes destes. Os métodos de purificagdo de polissacarideos baseiamse na
exploracdo de propriedades especificas de cada polimero ou de grupos de polimeros, sendo utiliza-
das vérias etapas de purificacdo.

a) Solubilizacédo de Substancias Pécticas

O isolamento dos polimeros das paredes celulares de céulas parenquimatosas tem sido feito
de forma sequencia comegando selectivamente pela extraccdo das substancias pécticas. A extracgcao
de pectinas por ebulicdo em solugdes &cidas diluidas de materias ricos nestes polimeros como as
cascas de citrinos € utilizada desde meados do século passado (M cCready, 1965) sendo ainda hoje o
procedimento mais comum anivel industria (May, 1990). A smples imersdo de pedacos de polpa de
macad em &gua a ferver durante 30 a 40 minutos produz um pH de 2,8-3,0, suficiente para que as

pectinas possam ser parcid mente degradadas e solubilizadas em agua (Barrett e Northcote, 1965).
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A nivel laboratorid de pequena escda, varios métodos tém sido utilizados para a solubilizacdo
destes polissacarideos, sendo constante em todos eles o uso de agentes quelantes. Oxalato de aménio
apH 4 e 70°C (Tdbott e Ray, 1992), a temperatura ambiente (Rombouts e Thibault, 1986) ou
juntamente com EDTA em tamp&o acetato pH 5,2 a 70°C (deVries et al., 1981) e CDTA a
temperatura ambiente (Redgwell e Sdvendran, 1986) sdo alguns dos procedimentos de extraccdo
com agentes quelantes. O CDTA possui 0 mérito de ser muito eficiente na remogZo do Ca2* sam
necessitar de aguecimento, evitando-se a exposicdo dos polimeros a temperaturas mais eevadas
durante a extracgao.

A degradacdo dos polissacarideos pécticos depende do pH a que ocorre o aguecimento e da
temperatura atingida (Van Buren, 1979; Talbott e Ray, 1992) e do tempo de exposicéo (Plat et al.,
1988). A pHs &cidos (3 a 5) ocorre hidrdlise da cadeia principa do polissacarideo uma vez que as
ligaghes entre os residuos de &cido galacturénico séo mais |&beis nesta gama de pH do que as dos
aclicares neutros componentes das cadeias laterais (Tabott e Ray, 1992); apH 1, no entanto, a labili-
dade dos aglcares neutros é maior (Fry, 1988). A pHs neutros (6 a 8), 0 aquecimento provoca a
degradacdo por diminagdo em vez de hidrdlise do &cido gaacturdnico da cadeia principa das
substéncias pécticas. Esta degradacéo € tanto mais extensa quanto mais metil-esterificado estiver o
polimero (Barrett e Northcote, 1965). Este efeito € 0 mesmo que se verifica na cozedura prolongada
(30 min) de legumes onde a remoc&o do Ca2* daregido dalameamédia e a degradacio de pectinas
por b-diminagéo (Figura 1.7) leva a separacéo das cdulas e ab amolecimento dos tecidos (Waldron
e Sdvendran, 1990c). Uma breve cozedura (4 min) afecta principamente os aglicares neutros das
cadeias muito ramificadas das substéncias pécticas (Plat et al., 1988).

Outros métodos degradativos como o uso de enzimas (Tdmadge et al., 1973; Dawson e
Melton, 1991) ou combinacdo de tratamentos enziméticos e quimicos (Renard et al., 1991a; Ishii et
al., 1989) tém sido utilizados para a extraccéo de substancias pécticas.

Quaquer que sga 0 método, quimico ou enzimético, ndo extral a totaidade das substéncias
pécticas presentes, sendo também encontradas pectinas apos extraccdo com CDTA e NapCO3, em
extractos de reagentes caotrépicos como tiocianato de guanidinio (Redgwell et al., 1988), em

fracgbes de hemiceluloses e no residuo rico em celulose (a -celulose) (Ryden e Selvendran, 1990). A
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ocorréncia de substancias pécticas no residuo rico em celulose serd um dos pontos a abordar no

decorrer do trabalho.

Cadeia lateral

b-eliminacéao

Cadeia lateral

b)
COOH COOCH3
0 0
o/‘ 0o~ K oH o
_ OH
OH OH
COOH COOCH3
—O 0
o K on HOH + /. OH o~
-~
OH OH

Figura 1.7 - Degradacdo de pectinas por b-eliminacéo.
a) Reaccao de despolimerizagado; b) Quebradaligacio quimica.
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b) Purificacdo de Substancias Pécticas

As subgténcias pécticas tém sido purificadas por cromatografia de troca anidnica, ande o
DEAE-Trisacryl M em tampéo fosfato, pH 6,5 parece oferecer os melhores resultados em termos de
recuperacdo do materia (Redgwell e Sdlvendran, 1986). O fraccionamento de pectinas por
precipitacdo com solucdes de sulfato de amonio (70%) (Barrett e Northcote, 1965) ou de acetato de
cobre a 7% (Aspind| et al., 1968) foram técnicas utilizadas no passado na purificagdo de pectines.
Neste trabalho irdo ser experimertadas técnicas de purificacdo de pectinas por precipitacdo com

solucBes de concentracdo crescente de etanol seguida de cromatografia de troca anidnica

¢) Solubilizacdo de Hemiceluloses

A maioria dos polimeros hemicelulésicos € extraida com solugdes acdinas a partir do materia
despectinado. Em tecidos lenhificados, um tratamento prévio com clorito/acido acético facilita a
solubilizacdo das hemiceluloses (Jermyn e Isherwood, 1956). Este tratamento foi adaptado a um
vasto nimero de tecidos parenquimatosos de plantas (Selvendran, 1975a; Selvendran et al., 1985).
As solugdes dcalinas séo geramente de KOH entre 0,5 e 4M (2 e 16%), contém NaBH4 e sdo
desprovidas de O para evitar reacgOes de degradacdo. A neutraizacdo dos extractos de hemi-
ceuloses leva a precipitac@o de parte do materid (hemiceulose A) deixando em solugéo uma mistura
de polissacarideos (hemicelulose B).

Outros solventes como 0s agentes caotropicos tiocianato de guanidinio (Stevens e Sd-
vendran, 1984d) e N-Oxido de 4 metilmorfolino (MMNO) (Disterhéft et al., 1991), que extraem
polimeros por rompimento de ligagdes por pontes de hidrogénio, e DMSO (Bouveng e Lindberg,
1965), que € um bom solvente de xilanas sem lhes dterar o grau de acetilacdo, também tém sido

utilizados para extraccéo de compostos hemicelulésicos.
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d) Purificacdo de Hemiceluloses

As hemicduloses tém sdo facilmente fraccionadas por precipitagdo com concentragoes
crescentes de etanol (Whigtler e Sannella, 1965). Outro método de fraccionamento € a precipitacdo
ou reprecipitacdo em solugbes de Cu (1) (Jones e Stoodley, 1965), tendo sido, nomeadamerte,
utilizado na purificacdo de xiloglucanas da batata (Ring e Selvendran, 1981) e glucuronoxilanas da
azeitona (Gil Serrano et al., 1986).

A cromatografia em coluna com resinas de troca anionica como o DEAE-Trisacryl (Redgwell
e Selvendran, 1986) ou DEAE-Sephacel (Ruperez et al., 1985) também tem sido utilizada

O fraccionamento por etanol antes do fraccionamento em coluna parece resultar em melhor
rendimento das colunas de troca aniénica (Dupont e Selvendran, 1987; Sdvendran e King, 1989;

Sdlvendran e Ryden, 1990).

1.4 - A azeitona

1.4.1- Consider agbes Gerais

A azeitona (Olea europaea) € o fruto da oliveira, &vore que se cultiva nos paises envolventes
do Mar Mediterréneo, de onde é originaria, encontrando-se também em regides como a Cdifornia,
Africa do Sul e Augrdia. Em Portugd, € medianamente abundarte em todo o territério sendo no
Alentgjo e Tras- 0s-Montes as regides onde a sua concentracéo é maior.

A azeitona (Figura 1.8) é uma drupa, classficacdo que designa os frutos carnosos que
possuem no interior um carogo muito duro. E um fruto ovalado de cor verde que passa a plrpura ou
preto quando maduro e possui um peso que variaentre 1,5 e 12 gramas de acordo com a variedade.
A polpa, muito amarga epecialmente na fase em que ainda € verde, compreende entre 70 a 88% do
fruto. O carogo (endocarpo) é duro e dongado e possui no interior a semente. A azeitona € muito rica
em Oleo, 0 azete, proveniente principalmente da polpa. Uma azeitona possui uma quantidade média

em Oleo de cerca de 22% do seu peso fresco (44% do peso seco) (Kiritsakis e Markakis, 1987),
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variando esta percentagem com o amadurecimento, podendo atingir 65% do peso seco (Fernandez

Diez, 1971).

- '90 @

Figura 1.8 - A azeitona, segundo a descricdo e apresentacdo de Leitdo et al. (1986). a) Aspecto de um ramo de
oliveira com 0s respectivos frutos (ampliagdo de 0.7 vezes); b) Aspecto dos frutos em estado de maturagéo
adiantado: frutos inteiros vistos em posicdo longitudinal (b1 e b2), frutos inteiros vistos de topo mostrando o dpice
(b3) e a base (b4), fruto seccionado longitudinamente (b5), endocarpo seccionado longitudinalmente (b6) e
tranversalmente (b7), semente (b8).

A polpa da azeitona € muito rica em compostos fendlicos (Amiot et al., 1986; Vlahov, 1992).
Um destes compostos, a oleuropeina (Figura 1.9) é o responsavel pelo sabor amargo das azeitonas
verdes e pela acco inibidora da fermentagéo |éctica na preparacéo da azeitona de mesa; cortribui
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também para 0 desenvolvimento de cor em aguns tipos de azeitonas processadas (V dzquez Roncero
e Janer dd Vdle, 1977). O enegrecimento da azeitona com a maturacdo é resultado da accdo da
enzima polifenol oxidase, estando dependente da quantidade de o-fendis existentes (Sciancaepore e
Longone, 1984; Sciancalepore, 1985).

(‘)CH3 O——CHy; ——CH>
o= C—O
/ OH
@)

OH

HO

Figura 1.9 - Estrutura da oleuropeina.

O crescimento da azeitona segue uma curva sigmoida (Figura 1.10), caracteristica das drupas
(Romani e Jennings, 1971), em que a lenhificacdo do endocarpo ocorre na fase Il e a expanséo da
parte edivel ocorre nafaselll.

Nos paises de influencia mediterrnica a azeitona desenvolve-se entre os meses de
Junho/Julho e Novembro.

A vaorizacdo da azeitona reside na importancia econdmica e socid do azeite e também na
sua utilizacdo como azeitona de mesa onde, devido as suas propriedades organolépticas e
composicéo, € muito gpreciada em gastronomia como aperitivo, eemento decorativo ou mesmo

elemento nutriciond (Fernandez Diez, 1983).
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Figura1.10 - Curvade crescimento da azeitona.

1.4.2- Tiposde Estrutura Celular

A polpa da azeitona apresenta uma estrutura celular caracteristica em que cdlulas de parede
celular espessa (escleritos) se encontram dispersas ou em pequenos grupos entre as cdulas paren

quimatosas de parede cdular fina (Figura 1.11) (Winton e Winton, 1932).

epicarpo  =—
hipecderme -=

parénguima

dleo

MESCCANPO s

Figura1l.11 - Estrutura celular dapolpa da azeitona.
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O carogo da azeitona é congtituido por células lenhificadas mais ou menos comprimidas e de
parede celular espessa que formam uma capa que envolve células parenquimatosas de parede celular
fina(Figura1.12).
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Figura1.12 - Estrutura celular do carogo da azeitona.

1.4.3- M étodos de Processamento

V&ios méodos sdo utilizados para 0 processamento da azeitona a azeitona de mesa sendo 0s
mais utilizados em Portugd os procedimentos segundo o "edtilo Espanhal” (Sevilhano) e "edtilo
Americano" (Cdiforniano) que se resumem no Esquema 1.1

Segundo o "Edtilo Espanhol” as azeitonas, em verde, sdo submetidas a tratamento anaerdbico

com NaOH para diminacéo da oleuropeina seguindo-se uma fermentacéo léctica; segundo o "Estilo
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Americano" as azeitonas ja em estado de maturacéo adiantado (mistas ou pretas) séo submetidas a
tratamento aerébico com NaOH para diminacdo dos compostos amargos e uniformizacéo dacor.

As ateragOes provocadas na parede celular pelos diversos tipos de processamento néo foi
ainda objecto de estudo apesar da sua importancia para a compreensdo das dteragOes de textura e
eficiéncia na penetracdo dos reagentes utilizados no tratamento com vista & sua optimizacdo em

diferentes variedades e tamanhos de azeitona.

a) ) b) ) )
Azeitonas Verdes Azeitonas Mistas
(entre verde e preto)
2% NaOH 9h T.amb. Y

Salmoura 2-3 meses pH 4
5-10% NaCl com arejamento

Lavagem com agua
(2 vezes)

NaOH 2% com borbulhamento de ar
Y (até penetracdo do NaOH em 2/3 da polpa)
Salmoura em NaCl 7-10%

Y

Lavagem com agua
Fermentacédo ( Lactobacilli ) (5 vezes em 5 dias)

3 meses pH 4-5

Y

Pasteurizacdo a 60-70°C

Lavagem

Y Y

Salmoura (3-5% NacCl)
Salmoura
1 semana
Y Y
Empacotamento Empacotamento
Y

Y
(Esterilizacao)

Azeitonas Verdes
Processadas Segundo o

Estilo Espanhol

Azeitonas Pretas
Processadas Segundo o

Estilo Americano

Esquema 1.1 - Procedimentos utilizados para a preparacéo de azeitona de mesa segundo os métodos
(a) Sevilhano e (b) Cdiforniano.
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1.4.4 - Variagdes de Textura Durante o Amadur ecimento

A informacgo referente a organizacéo macromolecular e composi¢éo das paredes celulares da
azeitona € escassa. O facto de a azeitona ser um fruto rico em Gleo, possuir proteinas intra-celulares e
ser muito rica em polifendis, caracterigticas que dificultam bagtante a preparacéo e isolamento do
materid das paredes celulares, podera estar na origem desta escassez de informacdo referente as
paredes celulares da azeitona.

Alguma atencéo foi dada nos anos 70 a0 estudo da variagdo das substancias pécticas e a
presenca das enzimas pectinoliticas pectina-esterase e poligaacturonase (Ferndndez Diez et al.,
1985). Destes trabal hos real cam- se as seguintes conclusies.

(1) a textura e conteldo de &cido gdacturdnico diminuem progressvamente com a
maturacao;

(2) a percentagem de ederificagdo das substancias pécticas diminui com a maturagéo,
chegando a ser zero em azeitonas muito maduras;

(3) a actividade de pectina-esterase € pouco significativa em azeitonas imaturas, crescendo a
Sua concentracdo até a maturacdo (onde apresenta um méximo), decrescendo de seguida até
desaparecer;

(4) aactividade de poligalacturonase S0 € detectada em azeitonas maduras ou muito maduras,
possuindo um méximo de actividade gpds a extingdo da actividade de pectina-esterase.

O reconhecimento do vaor nutritivo e influéncia da fibra dos frutos e legumes na prevencéo
de um vasto nimero de doengas motivou o estudo da fibra da azeitona, tendo-se verificado ser um
fruto equilibrado em fibra dietética (Herédia et al., 1990).

As hemicduloses foram objecto particular de estudo, tendo permitido o isolamento e
caracterizacéo parcial de uma 4-O-metilglucuronoxilana (Tgero Mateo et al., 1985a,b; Gil Serrano
et al., 1986), de uma gaactoglucomanana (Teero Mateo et al., 1986a) e de uma xiloglucana (Tejero
Mateo et al., 1986b; Gil Serrano e Tejero Mateo, 1988), esta Ultima a partir da polpa de azeitonas

processadas segundo o estilo sevilhano.
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1.5 - Suméario e Ambito do Trabalho

O desenvolvimento, nos Ultimos vinte anos, dos métodos de preparacéo e andlise das paredes
ceulares tem permitido o isolamento e caracterizacdo de polimeros de uma vasta gama de tecidos de
plantas.

O mehoramento das técnicas de preparacdo de paredes celulares livres de contaminantes
intra-celulares e a aplicacéo de métodos suaves e ndo degradativos a extraccdo dos polimeros das
paredes celulares permitiu estabelecer definitivamente a composicdo e estrutura dos polissacarideos
da maioria das paredes cdulares. As principais caracteristicas estruturais dos polissacarideos que tém
sido caracterizados foram sucintamente descritos neste capitul o introdutdrio.

Complementando a aplicacdo destas técnicas, 0 desenvolvimento de técnicas de GC,
GC/MS, HPLC e RMN de 1H e 13C tém permitido o fraccionamento e caracterizaci de quanti-
dades infimas de materid.

A nova metodologia tornou possivel o isolamento e a caracterizacgo de polissacarideos das
paredes celulares de materiais ricos em proteinas, compostos fendlicos e dleo, ta como a polpa da
azeitona.

Devido aos problemas inerentes ao estudo das paredes cdulares da polpa da azeitona, muito
pouco trabaho foi até agora efectuado neste tipo de tecidos, tendo o trabaho aé a data sido
restringido ao isolamento e caracterizacdo parciad de Xilanas acidicas exiloglucanas. No entanto, o
conhecimento detalhado da estrutura das paredes celulares da azeitona poderia gjudar a projectar
melhores métodos para a ruptura da parede celular e aumento da extracgéo de azeite. Em adic@o, o
conhecimento das paredes celulares da azeitona poderiam gudar a compreender melhor as
modificagdes que ocorrem durante 0 processamento da azeitona.

Neste trabalho, foi dada especial atencdo a0 isolamento das paredes celulares da azeitona
numa forma relativamente pura. A extraccdo sequencid dos polissacarideos utilizou condicBes que
causassem um minimo de degradacdo nos polimeros, tendo sido gplicados métodos de andise
melhorados a fim de serem elucidadas as caracteristicas estruturai's dos polissacarideos presentes.

O mesmo tipo de procedimento foi gplicado a0 estudo de azeitonas processadas, cortri-

buindo para um acesso mais redista as variagdes que ocorrem durante o processamento. Em adi¢éo,
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foram também planeados méodos para o isolamento e caracterizacdo dos polimeros das paredes

celulares dos tecidos lenhificados do carogo da azeitona.



