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2.1 - Azeitonas Utilizadas na Presente | nvestigacéo

Neste estudo foram utilizadas azeitonas da variedade "Douro”, proveniente da regido do
Douro, no norte de Portugd. Foi escolhida esta variedade por haver a garantia de poder ser obtida
por umafabricalocd (Magaricos-Praia de Mira) quer em fresco quer processada em verde ou preto.

Foi adoptado um tamanho médio de 2,0 cm de comprimento e 1,2 cm de didmetro (calibre
29-32, 290-320 frutos/ kg).

Para 0 estudo da azeitona em fresco foram colhidas azeitonas em estado maduro em verde.
Este é 0 estado de maturacéo utilizado para o processamento em verde; 0 processamernto em preto
utiliza azeitonas em estado de maturacdo mais adiantado, quando se verifica a variagdo de cor de

~ 1

verde para preto, designando- se a azeitona neste estado de maturagéo "azeitonamiga’.

2.2 - Equipamento

Numa breve descricdo das principais especificagBes técnicas, iréo ser apresentados os
diversos aparelhos que fizeram parte do equipamento utilizado no decorrer do trabalho experimenta:

- Cromatégrafo de Gases Carlo Erba, modelo HR GC 5160 Mega Series equipado com
um injector "cold on column” paraandise de PMAA's e modelo GC 6000 Vega Series equipado com
um injector "split/splitless’ para andlise de acetatos de dditol. Ambos os cromatdgrafos possuiam
detector de ionizacdo de chama (FID) e tinham acoplado um integrador Spectra-Physics 4400
integrator com possibilidade de reintegrac@o através do programa Spectra- Physics Winner 386.

- GC/MS Hewlett Packard HP 5890 series 2, Trio-1S VG-mass- |ab.

- Espectrometro de RMN de 400 MHz JEOL GX 400, em Norwich, ou dternativamente,
espectrometro de RMN de 300 MHz Bruker AMX 300, em Aveiro.

- Andisador Automético de Azoto, Perkin-Elmer nitrogen analyser 1400.

Centrifuga refrigerada M SE High Speed 18.

Espectrofotometro ViUV Perkin-Elmer 550 S de duplo feixe.
- Espectrofotdmetro leitor de placas Dynatech MR700 Microplate Reader.
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- Lidfilizador Edwards Modulyo com bomba Edwards de dois estégios.

- Forno de Vécuo Termostatizado Townson & Mercer LR

- Moinho de bolas Berco, equipado com controlador de velocidade e "Roller" Pascal. O
moinho de bolas utilizou uma jarra de porcelana de 1L com carga de bolas em porcelana, Pascall
Enginesring.

- Moinho criogénico Freezer/Mill SPEX 6700.

- Detector de indice de Refraccio Gilson, modelo 131 acoplado a um Colector de
Fracghes Gilson modelo 202, Controlador de Fracgbes Gilson modelo 201-202 e Registador
Venture RE 511.20 Potenciometric Recorder.

- Bomba Perigdtica P-1 Pharmacia ou dternativamente Gilson Minipuls 2.

- Colector de fracgdes LKB Ultrorac - Fraction Colector 7000 ou aternativamente LKB
Bromma- 2112 Redirac.

- Colunatermostatizada Pharmacia C16/100.

- Colunas de cromatografia Pharmacia C10/10, C10/20 e C16/40.

- Banho termostatizado Julabo, de 1L, com regulador modelo CM.

- Ultraturrax Janke & Kunke.

- Evaporador rotativo Buchi (vé&rios model 0s).

- Moinho de café Janke & Kunkel com dispositivo de arrefecimento com agua

- Concentrador de Amostras Techne Dri-Block DB-3 - SC-3 Sample Concentrator.

- Blocos de Aquecimento para Tubos de Ensaio Techne Dri- Block DB-3H.

- Centrifuga de Bancada M SE Mistral 2000.

- Aparelho de pH Philips PW 9420 pH meter.

2.3 - Ensaios com Residuos | nsoltveis em Alcool

Nos primeiros ensaios foi andisada a viabilidade da preparacéo de materid da parede
celular (CWM) a partir de residuos insoliveis em dcool (AIR) para 0 estudo das paredes culares
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da azeitona. O CWM preparado a partir do AIR mostrou estar muito contaminado com proteinas
intra-celulares e compostos fendlicos. ExtraccOes sequenciais deste materia com solventes aquosos
(CDTA e N&CO3) solubilizaram uma gama de polissacarideos pécticos contaminados com
proteinas intra-celulares e compostos fendlicos.

Apesar das desvantagens encontradas, estas experiéncias so0 descritas por poderem
contribuir para a compreensdo dos problemas de co-precipitagdo de compostos intra-celulares que

ocorrem durante o processamento da azeitona.

2.3.1- Preparagdo do AIR

A polpa da azeitona foi removida do carogo com a gjuda de um descarogador e 0 materia
aderente a0 carogo foi removido com a guda de uma lamina. O materia proveniente da polpa foi
imedi atamente mergulhado em azoto liquido.

O procedimento da preparacdo do AIR da polpa da azeitona encontra-se resumido no
Esquema2.1-a

A polpa da azeitona (150 g) foi mergulhada em 500 mL de etanol quente, triturada com um
homogeneizador do tipo "Ultraturrax”, refluxada 15 min e filtrada por funil com placa sinterizada G1.
O residuo foi submetido a duas extracgdes com 450 mL da mistura CHClz/MeOH (2:1, viv), em
refluxo de 30 min cada. Ao residuo foi adicionado éter etilico (300 mL), sendo depois filtrado e seco
a 40°C até ndo ser detectada variacdo de peso. Foram obtidos 10,85 g de AIR, 7,2% do materia

presente na polpa. O residuo encontrava-se completamente desprovido de 6leo.
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b) 10,8 g AIR

250 mL de &gua
moagem em moinho de bolas 10h a 1°C
lavagem com agua

a) 150 g polpa centrifugag&o 12 000 r.p.m., 20 min.
500 mL EtOH quente Y
trituracdo em Ultraturrax residuo
rgfluch) 15 min. 700 mL PAW
filtragao homogeneizacdo em Ultraturrax
Y agitacdo 2h
residuo centiifugacéo
450 mL CHCl3/MeOH 2:1 ‘,'
residuo
refluxo 30 min. (2x)
filtrag&o 500 mL PAW
homogeneizacéo
residuo agitagdo 30 min.
centrifugacéo
300 mL éter etilico v
agitacado .
filtracao residuo
Y lavagem com agua (3x)
residuo homogeneizagdo
secagem a 40°C agitaf;éo 10~min.
centrifugacéo
Y Y
AIR AIR/PAW
(10,85 q) (7,02 g)

Esguema 2.1 - Preparacdo do AIR (a) e AIR/PAW (b) da pol pa da azeitona.

2.3.2 - Preparacao de AlIR's de Diferentes Camadas da Polpa

A polpa de dgumeas azeitonas da variedade "Douro” foi cuidadosamente seccionada em 4
camadas diferentes (secgdes 1 a 4) (Figura 2.1). Estes tecidos foram congelados em azoto liquido e
guardados a -20°C até terem sido utilizados. Os AIR foram preparados por refluxo em 95% de
etanol durante 30 min., duas vezes, filtragdo em funil com placa porosa G1, lavagem com etanol

absoluto e éer etilico e secagem em estufaa40° C até ndo haver dteracdo de peso.
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Figura 2.1 - Sec¢des das diferentes camadas da pol pa.

2.3.3 - Preparacdo do CWM a partir do AIR (AIR/PAW)

O procedimento da preparacao do AIR/PAW encontra-se resumido no Esquema 2.1-b.

Parte do AIR obtido (10.80 g) foi humedecida com 250 mL de é&gua e moida em moinho de
bolas durante 10h a 1°C a uma velocidade de 60 rev./min. O residuo foi lavado com agua destilada, -
centrifugado a 12 000 rpm (23 000g) durante 20 min e depois foi tratado com 700 mL de PhOH-
AcOH-H20 (2:1:1, m/viv) (PAW). Na preparacéo desta solugao de fenol tem-se em consideragéo a
quantidade de &gua ja presente no residuo, assumindo-se ser esta equivalente a massa do residuo. O
residuo foi homogeneizado, agitado durante 2h e recuperado por centrifugacéo a 12 000 rpm
durante 20 min. O tratamento com PAW foi repetido com 500 mL de solugéo durante 30 min sendo
depois o residuo lavado abundantemente com &gua e didisado com vérias mudancas de agua durante
3 dias para remocdo completa do fenol. No find, o residuo obtido (AIR/PAW) foi congelado como
suspensdo aguosa. Uma pequena porcdo foi lidfilizada para determinac@o do rendimento e andise de
acucares. Foram obtidos 7,02 g de AIR/PAW, 4,7% do materia inicialmente presente na polpa. Este

materia continha uma quantidade significativa de proteinas intra- celulares co- precipitadas.

2.3.4 - Extraccéo Sequencial do AIR/PAW

O procedimento da extracgéo com solugdes de CDTA e NapCO3 do AIR/PAW da polpa
da azeitona foi semdhante ao do Esgquema 2.3. O AIR/PAW (6.69g) foi sequenciamente extraido
com 670 mL e 300 mL de solugcéo de CDTA (CDTA-1 e 2) e 2 vezes com 600 mL de solucéo de
NayCO3 (NapCO3-1€e2).
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ApbGs cada extraccdo os polimeros foram separados do residuo insolUvel por centrifugacéo
a 12 000 rpm (23 000g) a £C; antes de nova extracgdo, os residuos foram lavados com &gua
degtilada e novamente centrifugados. Os sobrenadantes foram tratados tal como pogteriormente

descrito no ponto 2.5 e Esgquema 2.3.

2.4 - Preparacdo do CWM da Polpa

2.4.1 - Azeitonas em Fresco

A metodologia utilizada encontra: se resumida no Esquema 2.2 segundo o método proposto
por Selvendran et al. (1985) e Selvendran e O'Nelll (1987).

Foram utilizados 800 g de azeitonas a que corresponderam 620 g de polpa (78%). Os
pedacos de tecido provenientes da polpa foram homogeneizados com 900mL de solucdo aquosa a
1,5% de dodecilsulfato de sodio (SDS) contendo 5mM de NapSpOs. A solugéo foi filtrada atraves
de um pano de nylon e o residuo i lavado por duas vezes com 700 mL de SDS 0,5% contendo
3mM de NapS203. O residuo foi depois suspenso em 500 mL da mesma solucéo e, para que todas
as céulas fossem separadas e rompidas, a suspensdo foi moida num moinho de bolas durante 10h, a
1°C, a vedocidade de 60 rev./min. O residuo, congtituido por particulas muito finas, foi recuperado
por centrifugacdo [12 000 rpm (23 000g), 20 min a £C] e lavado duas vezes com 1L de &ua
degtilada, sendo a solucdo centrifugada apds cada lavagem. O residuo foi entdo extraido durante uma
noite a 20°C com uma solucdo de 3L de PAW. No find, a solucéo foi centrifugada e o residuo
ressuspendido em 1L de PAW, homogeneizado em Ultraturrax e agitado durante 2h a 20°C. O
residuo recolhido por centrifugacéo foi lavado 3 vezes com 1L de &gua e depois didisado a 1°C
durante 3 dias com duas mudas de &gua diarias. Para impedir a contaminacdo por microrganismos,
foram sempre adicionadas umas gotas de cloroférmio e tolueno as éguas das didises. O residuo
obtido (CWM) foi congelado como suspenséo aquosa. Uma pequena porgéo foi lidfilizada para -
determinacdo do rendimento e andise de aglcares. Foram obtidos 23 g de CWM, a que

correspondeu um rendimento de 3,7 g / 100 g de polpa.



2 - Procedimento Experimental 39

Aliquotas dos extractos obtidos na preparacdo do CWM (SDS 1,5%, SDS 0,5% e PAW)
foram dialisadas (Esquema 2.2). Os extractos de SDS foram didisados a 20°C de modo a evitar a
precipitacdo do SDS, primeiro, contra gua corrente, depois, contra &gua destilada com pelo menos
duas mudancas de &gua didrias até ndo haver formacdo de espuma por agitacdo da dguadadidise (1
a2 smanas). O extracto de PAW (200 mL) foi primeiro diluido com 100 mL de &ua As amostras
dialisadas provenientes de ambos os extractos de SDS e do extracto de PAW foram concentradas
por evaporacdo a presséo reduzida a 35°C tendo-se verificado conterem quantidades sgnificativas
de dleo. Este leo contaminante foi removido por refluxo (62°C) de 30 min com CHCl3-MeOH (2:1,
v/Vv) por duas vezes.

A camada aquosa foi separada da camada orgénica e do solido sedimentado na interface
das duas fases liquidas por decantacéo. Para total separacdo das 3 fases 0 materia ndo separado foi
centrifugado a 15 000 rpm. Esta operacdo foi repetida apds cada extraccdo sendo as fases aquosas
concentradas e liofilizadas; os precipitados foram também licfilizados e as camadas orgéanicas foram

rejeitadas.

2.4.2 - Azeitonas Processadas

a) Verdes

A metodologia utilizada foi semelhante a descrita para as azeitonas em fresco (ponto 2.4.1 e
Esquema 2.2). As pequenas variages introduzidas sfo seguidamente descritas. Foram
utilizados 920 g de azeitonas processadas em verde a que corresponderam 750 g de polpa (82%).
A homogeneizacéo dos tecidos foi feita com 1L de SDS 1,5%, tendo o residuo sido lavado com 1L
de SDS 0,5% duas vezes. O residuo foi suspenso em 750 mL de solucdo de SDS 0,5% e moido em
moinho de bolas numa jarra de 3L durante 8h e depois foi lavado por 2 vezes com 1L de &gua. A
solugéo de PAW (2L) foi mantida em agitacdo durante uma noite; na segunda extracgdo com PAW
foi utilizado 1L de reagente numa extracggo de 2h; no find o residuo foi lavado duas vezes com 1L de

&gua e didisado. O CWM (CWMVv) foi guardado como suspensdo aquosa a -20°C. Uma pegquena
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quantidade foi liofilizada indicando terem Sdo obtidos 24 g de CWM a que correspondeu um
rendimento de 3,2 g / 100 g de polpa

800 g azeitonas

v descarogamento
620 g polpa
900 mL SDS 1,5% + 5mM NayS,05
homogeneizacéo
filtrac&o (pano de nylon)
lavagem (2 x 700 mL) com SDS 0,5% + 3mM NayS,0g
\ 4 Y
residuo sobrenadante
didlise (10% do sobrenadante)
concentracao a pressao reduzida
CHCI5/MeOH (2:1), refluxo 30 min. (2x)
decantacao
500 mL SDS 0,5% + 3mM Na2Sy05 centrifugag&o 15 000 rpm
moagem em moinho de bolas 10h, 1°C rejeicdo da camada orgéanica
centrifugag&o 12 000 rpm, 20 min. Y
SDS 1,5%
lavagem com agua (2 x 1L)
Y Y
residuo sobrenadante
3L PAW, durante a noite, 20°C dialise
L ' tratamento igual ao SDS 1.5%
centrifugacao
1L PAW, 1h, 20°C Y Y
0, 0,
centrifugagdo SDS 0,5% ppt. SDS 0,5% sn.
lavagem com agua (2 x 1L)
Y Y
residuo sobrenadante
did didlise
iélise .
tratamento igual ao SDS 1,5%
CWM v
2
39 PAW ppt. PAW sn.

Esguema 2.2 - Preparacdo do CWM da polpa da azeitona.
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Para posterior andlise, foram didisados 500 mL (16%) do extracto de SDS 1,5%, o
extracto de SDS 0,5% foi didisado na totaidade e do extracto de PAW foram didisados 450
mL, 30% do sobrenadante resultante da primeira extraccdo com PAW. Estes extractos foram
tratados tal como descrito para os extractos resultantes da preparacdo do CWM das azeitonas em

fresco (ponto 2.4.1 e Esquema 2.2).

b) Pretas

A metodologia utilizada foi semelhante a descrita para as azeitonas em fresco (ponto 2.4.1 e
Esquema 2.2). As pequenas variagoes introduzidas so seguidamente descritas.

Foram utilizados 750 g de azeitonas processadas em preto a que corresponderam 600 g de
polpa (80%). A homogeneizacdo dos tecidos foi feita com 1L de SDS 1,5% e o residuo foi lavado
com 1L de SDS 0.5% por duas vezes. O residuo foi suspenso em 750 mL de SDS 0,5% e moido em
moinho de bolas numa jarra de 3L durante 8h, tendo sido depois lavado por 2 vezes com 1,2L de
&gua A s0lugdo de PAW (2L) foi mantida em agitacdo durante uma noite; na segunda extraccdo com
PAW utilizou-se 800 mL de reagente numa extraccdo de 2h e no fina o residuo foi lavado por duas
vezes com 1L de &ua e didisado. O CWM (CWMp) foi guardado como suspensdo aquosa a -20°
C. Uma pequena quantidade foi liofilizada indicando terem sido obtidos 23 g de CWMp a que
corresponde um rendimento de 3,8 g / 100 g de polpa. O CWMp apresentava-se acastanhado, -
possivelmente resultado da co-precipitacéo de polifendis condensados.

Para posterior andlise, foram didisados 500 mL (20%) do extracto de SDS 1,5%, o
extracto de SDS 0,5% foi dialisado na totalidade e do extracto de PAW foram diaisados 350
mL, 25% do sobrenadante resultante da primeira extraccdo com PAW. Estes extractos apresen
tavam-se com uma coloragéo castanha, sendo a mais intensa a do extracto resultante da primeira
extracgdo com PAW e foram tratados tal como descrito em 2.4.1 para os extractos resultantes da

preparacdo do CWM das azeitonas frescas (ver Esquema 2.2).
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2.5 - Extraccdo Sequencial do CWM

2.5.1 - Azeitonas em Fresco

O CWM foi extraido com solventes aquosos (Figura 2.2 e Esquema 2.3) tal como descrito
por Selvendran et al. (1985) e Selvendran e O'Nelll (1987).

O CWM (185 g) foi sequencidmente extraido com [1] 50mM ciclo-hexano-trans-1,2-
diamina-NNN'N'-tetra-acetato (CDTA), sd de sbdio (1.5L), pH 6,5, 20°C, 6h (CDTA-1); [2]
50mM CDTA (1,5L), pH 6,5, 20°C, 2h (CDTA-2); [3] 50mM NapCO3 + 20mM NaBH4 (1,5L) a
1°C, 16h (NapCO3-1); [4] 50mM NapCO3 + 20mM NaBH4 (1,5L) a20°C, 3h (NapCO3-2); [5]
1M KOH + 20mM NaBH4 (1L) a 1°C, 2h; [6] 1M KOH + 20mM NaBH (1L) a 20°C, 2h; [7]
4M KOH + 20mM NaBHy (1L) a 20°C, 2h; e [8] 4M KOH + 3,5% H3BO3 + 20mM NaBHgy
(1L) a20°C, 2h.

Solventes CWM Polimer os extraidos

CDTA () polissacarideos pécticos associados
principalmente por pontes de Ca2*

polissacarideos pécticos associados
NayCO3 () principalmente por ligagoes éster de
"cross-linking"

glucuronoxilanas, xiloglucanas
1M KOH (2%) e pequenas quantidades de

polissacarideos pécticos

4M KOH e xiloglucanas, xilanas, mananas e
4AM KOH + borato glicoproteinas ricas em hidroxiprolina

celulose e pequenas quantidades
Residuo rico em celulose (CR1) de polissacarideos pécticos

Figura 2.2 - Extraccéo sequencial do CWM da polpa da azeitona.
Diagrama dos principais polimeros extraidos até a obtencéo do residuo rico em celulose (RC1).
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18,5 g CWM

1,5L CDTA, pH 6.5
agitacéo 6h a 20°C
centrifugagdo a 12 000 rpm, 20 min.

lavagem com 1L de 4gua
centrifugacgéo
adicdo da dgua de lavagem ao sobrenadante

residuo

1,5L CDTA, pH 6,5
agitagdo 2h a 20°C
centrifugacgdo a 12 000 rpm, 20 min.

lavagem com 1L de agua
centrifugacao e adi¢cdo da dgua ao sobrenadante

sobrenadante

filtrago (filtro de fibra de vidro)
concentragdo a pressao reduzida
didlise

concentracéo a presséo reduzida

Y
CDTA-1

residuo

1,5L NapCO45 50mM + NaBH4 20mM
agitagdo 16h a 1°C

Y

sobrenadante

tratamento igual ao CDTA-1

l

centrifugacgdo a 12 000 pm, 20 min. CDTA-2
lavagem com 1L de agua
centrifugacgéo e adicéo da &4gua ao sobrenadante
\ Y
resid uo sobrenadante
filtracao (filtro de fibra de vidro)
1,5L NapCO3 50mM + NaBH4 20mM acidificag&o até pH 5 com AcOH
agitagcdo 16h a 1°C concentragdo a pressédo reduzida
centrifugacdo a 12 000 pm, 20 min. didlise
v concentracdo a pressao reduzida
lavagem com 1L de agua
. o . p N32C03-1
centrifugacéo e adicéo da 4gua ao sobrenadante
Y Y
resid uo sobrenadante

extrac¢do com KOH

tratamento igual ao NapCO3-1

(ver Esquema 2.3 b)

Na,COgz-2

Esguema 2.3 - Extraccéo sequencial do CWM da pol pa da azeitona.

a) Extracgdes com CDTA e NayCO3.
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CWM despectinado

1L 1M KOH + 20mM NaBHy 2h 1°C em atmosfera de argon
filtracdo em funil de placa sinterizada G1

Y Y

residuo filtrad o

acidificacéo até pH 5 com AcOH

1L 1M KOH + 20mM NaBHy 2h 20°C (argon) concentragéo a presséo reduzida

filtrac&o em funil de placa sinterizada G1 o
didlise
concentrac&o a presséo reduzida

Y y
1M KOH 1°C ppt. 1M KOH 10C sn.

Y Y
residuo filtrado

1L 4M KOH + 20mM NaBHg 2h 20°C (argon) tratamento igual ao IM KOH 1°C

filtragcdo em funil de placa sinterizada G1

y y
1M KOH 20°C ppt. 1M KOH 20°C sn.

Y Y
residuo filtrado

1L 4M KOH + 3.5% H3zBOg3 + 20mM NaBHy tratamento igual ao 1M KOH 1°C
2h 20°C (argon)
filtracdo em funil de placa sinterizada G1 Y

Y
4M KOH ppt. 4M KOH sn.

Y Y

residuo rico em filtrado
celulose (CR1)

tratamento igual ao 1M KOH 1°C

300 mL &gua
acidificacéo até pH5 com AcOH Y Y
didlise
) R 4M KOH + borato ppt. 4M KOH + borato sn.
centrifugag&o

Y
sobrenad ante

concentracédo a pressdo reduzida

residuo rico em
celulose (CR2) sn-RC

Esquema 2.3 - Extracgdo sequencial do CWM da polpa da azeitona.
b) Extrac¢do com solugdes de KOH.
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As extracgOes adcdinas foram efectuadas com solugBes desprovidas de oxigénio e em
amosfera de agon. A &gua destilada utilizada nestas solugBes foi previamente fervida durante 20
minutos e deixada arrefecer com borbulhamento de argon. Quando a &gua atingia a temperatura
ambiente era adicionado o KOH e o NaBHy4, sempre em atmosfera de &rgon até que a solugéo
arrefecesse novamente até a temperatura ambiente. As solugdes assim preparadas foram utilizadas na
hora ou no dia seguinte. Neste Ultimo caso a solugdo era guardada num frasco rolhado climatizado
com argon.

Apbs cada extracgdo com CDTA ou NapCOs3 os polimeros solubilizados foram separados
do residuo insolvel por centrifugacdo a 12 000 rpm (23 000g) a 4°C; o residuo foi lavado com &gua
antes de nova extracg@o e os sobrenadantes combinados; os polimeros solubilizados por extracgdo
com solugBes de KOH foram separados do residuo insolivel por filtragdo em funil de placa
snterizada G1. Todos os extractos foram filtrados por filtros em fibra de vidro GF/C, concentrados a
pressio reduzida no evaporador rotativo a temperatura ndo superior a 37°C e didisados. Os
extractos de NapCO3 e KOH foram adidificados até pH 5 com é&cido acético antes de serem
dialisados. A adicdo do &ido foi gradua e para um recipiente de boca larga devido a libertacéo de
H» proveniente do NaBH4. Os precipitados formados durante a didlise dos extractos de KOH foram
recolhidos por centrifugacdo a 12 000 rpm e guardados separadamente. As solugdes de CDTA
foram didisadas exaustivamente durante uma semana com 2 a 3 mudas de &gua di&rias.

O residuo rico em cdulose (RC1) que permanece gpés a Ultima extraccdo (4M KOH +
borato) foi suspendido em 300 mL de &gua e a solugéo foi acidificada até pH 5 com &cido acético e
didisada A suspensdo foi centrifugada e o sobrenadante (s+RC) foi removido do remanescente
residuo rico em celulose (RC2).

Todos os extractos recolhidos apos a didise foram concentrados e guardados a -20°C
como solugdes ou suspensdes aquosas congeladas, sendo posteriormente utilizados para o fracci-
onamento dos polissacarideos. Uma pequena porcdo de cada foi liofilizada para cdculo do

rendimento e andise de aclicares.
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2.5.2 - Azeitonas Processadas

O CWM da polpa das azeitonas processadas em verde e preto (15 g) foi extraido tal como

descrito para a extracgdo sequencial dos polimeros do CWM da polpa das azeitonas em fresco

(ponto 2.5.1 e Esgquema 2.3).

2.6 - Tratamento de RC2 com Clorito/ Acido Acético

O procedimento utilizado para o tratamento de RC2 com clorito / &cido acético € mostrado
no Esquema 2.4.

RC2
2,09

200 mL NaClO2 (0,3% m/v) + AcOH (0,12% v/v) 70°C 15 min.
filtracdo em funil de placa sinterizada G1

repeticdo do tratamento
filtracdo
varias lavagens com agua

Y Y

residuo filtrado
200 mL 1M KOH + 20mM NaBHy 2h 20°C (atm. de A) borbulhamento de Ar _
concentragcdo a presséo reduzida

filtracdo em funil de placa sinterizada G1 L
didlise
concentragdo a presséo reduzida

Y
Clorito

Y
filtrado

acidificacéo até pH 5 com AcOH
concentracdo a presséo reduzida

didlise
Y concentragdo a presséo reduzida
Residuo Final Y
(RP 1M KOH

Esguema 2.4 - Tratamento do RC2 da polpa da azeitona com clorito / &cido acético.
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O RC2 da polpa das azeitonas em fresco (2,0 g) foi tratado com 200 mL de uma solugéo
aguosa de NaClO» (0,3%, m/v) e &cido acético (0,12%, v/v) a 70°C durante 15 min (ONeill e -
Sdvendran, 1980), tendo sido borbulhado continuamente argon no ba&o da reaccdo. O residuo foi
recolhido num funil com placa sinterizada G1 e depois foi submetido aigud tratamento de 15 min. O
residuo foi lavado abundantemente com agua e depois foi extraido uma Ultima vez com 200 mL de
1M KOH + 20mM NaBHg4 a 20°C, 2h. Os dois filtrados resultantes do tratamento com o clorito
foram combinados entre s e com a égua de lavagem do residuo; a solucéo resultante foi borbulhada
com argon até desvanecimento da cor amarela. Este extracto e o extracto acdino foram filtrados (e
egte Ultimo neutrdizado) ta como descrito no ponto 2.5.1. O residuo fina (RF) foi suspendido em
agua, neutrdizado, didisado e liofilizado.

2.7 - Extraccio do CWM com Agua Quente

Com o objectivo de serem estudados os efeitos de degradacéo dos polissacarideos
pécticos do CWM provocados pela extraccdo com égua quente e oxdato quente, foi efectuada a
Seguinte sequéncia de extracgoes.

O CWM (1,0 g) foi sequencidmente extraido com 100 mL de &gua degtilada a 80°C
durante 2h; a mistura i filtrada por um funil de placa snterizada e o residuo foi lavado com &gua
morna segundo o procedimento descrito por Ring e Selvendran (1981). O residuo foi extraido com
200 mL de solucdo de oxaato de amonio (1%, m/v) pH 5,0 a 80°C durante 2h e filtrado como
anteriormente descrito. O residuo despectinado foi extraido com 1M KOH e 4M KOH ta como
descrito para a extracgdo de polimeros da polpa com solugdes de KOH (ponto 2.5.1) deixando um
residuo rico em ceulose (RC1). Todos os extractos foram concentrados (neutrdizados se

necessario), didisados e guardados congelados a-20°C.



2 - Procedimento Experimental 438

2.8 - Preparacéo dos Tecidos L enhificados do Car ogo

2.8.1 - Preparacdo do CWM (CWMs)

O procedimento de preparacéo dos CWM dos tecidos lenhificados do carogo da azeitona

(CWMst) encontra-se resumido no Esquema 2.5.

135 g carogo

agitacdo em agua com Ultraturrax
agitagcdo em etanol quente
quebra do carogo

Y Y

tecidos semente
lenhificados

trituracdo
lavagem com é&gua fria

Y
residuo agua

lavagem com etanol
lavagem com éter etilico
secagem a 40°C

Y
CWMst
100 g

Esquema 2.5 - Preparagdo do CWM dos tecidos lenhificados do carogo da azeitona.

O caroco da azeitona fresca (135g) foi lavado com &gua destilada a 20°C com o auxilio de
um homogeneizador do tipo "Ultraturrax" com o objectivo de serem removidos os tecidos de polpa
ainda aderentes. O carogo foi depois tratado com etanol quente e, com a guda de um torno, foi
partido em pedacos pequenos. A pressdo no torno foi sendo gradualmente aumentada até ruptura dos
tecidos duros e de mandira a que a semente pudesse ser retirada inteira. O materid lenhificado foi

posteriormente moido num moinho de café e depois num moinho criogénico com azoto liquido.
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Devido a dureza dos tecidos |enhificados do carogo, vérias moagens foram feitas no mesmo materia
para que fosse atingido um didmetro de particula menor que 50 nm. O materid moido foi lavado com
aguafria, etanol a 95% frio, éter etilico e seco até peso congtante numa estufa a 40°C. No find foram
obtidos 100 g de CWM¢, 75% do materia inicial do caroco da azeitona.

2.8.2 - Dedlenhificagdo do CWM st

O CWMg foi tratado com DMSO absoluto durante 4 dias a fim de solubilizar dgum
materid. O residuo insolive (12 g) mostrou-se muito dificil de dedenhificar completamente, tendo
sido tratado com clorito / &cido acético durante vérias horas, como a seguir se descreve e se encontra
esquematizado na parte superior do Esquema 2.6.

O materid foi dedenhificado de acordo com o procedimento de Jermyn e Isherwood
(1956). O materid foi suspendido em 300 mL de &gua, tendo sido de seguida adicionados 200 L
de &cido acético e 3 g de clorito de sodio a 80%. O bado contendo amisturafoi colocado (no nicho)
num banho de dleo a 75°C, sempre com agitacdo, e foi tgpado com uma rolha de vidro, smples-
mente pousada, para permitir a saida de gases. Ao fim de cada hora foram adicionados 200 pL de
AcOH e 3 g de NaClO». Apos 4h, porque o residuo permanecia ainda amarelo e a solugéo se
gpresentava amarela pdida, a solucdo foi deixada reagir durante mais duas horas com adicéo de
clorito e &cido acético ao fim de cada hora. Ao fim das duas horas, asolucio amarda foi filtrada
através de um funil de placa sinterizada e, como o residuo ainda permanecia amarelo pdido, foram
Ihe adicionados 150 mL de &gua e a reaccdo prosseguiu a  75°C com adigdes de acido acético e
clorito ao fim de cada hora. Apds 3h o residuo insolUvel gpresentava-se com uma coloragdo amarela
clarae areaccdo foi interrompida

A wolucdo foi filtrada e lavada abundantemente com &gua destilada. Uma pequena
quantidade do residuo foi liofilizada para determinacdo do rendimento e composico em aclicares. O
sobrenadante amarel o escuro e a agua das lavagens foram combinadas, tendo sido borbuhado argon
nesta solugdo durante vérias horas aé ao aparecimento de uma solucdo amarela clara. A solucéo foi

entdo concentrada no evaporador rotativo a 35°C, didisada e lidfilizada. Foram obtidos 8,59 de
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material dedenhificado (holocelulose), 71% do materid inicidmente presente no CWM4; a fracgéo
solubilizada pelo tratamento de dedenhificacéo, gpds didise, originou 576mg, 4,8% do CWMst.

2.8.3 - Extracgao Sequencial da Holocelulose

O procedimento utilizado para extraccdo sequencid da holocelulose encontra-se resumido
no Esquema 2.6.

A holocelulose do carogo da azeitona (8,5 g) foi sequencidmente extraida com [1] 50mM
CDTA, sa de sédio (500 mL), pH 6,5, 20°C, 6h; [2] DMSO (400 mL) a20°C; [3] 0,5M KOH +
20mM NaBH4 (400 mL) a 1°C, 2h; [4] 1M KOH + 20mM NaBH4 (400 mL) a 1°C, 2h; [5] 4M
KOH + 20mM NaBH4 (400 mL) a 20°C, 2h; e [6] 4M KOH + 3,5% HzBO3 + 20mM NaBHj4
(400mL) a20°C, 2h.

As extracgOes acdinas foram efectuadas em atmosfera de &gon com solugdes desprovidas
de oxigénio. ApGs cada extraccdo, os polimeros solubilizados foram separados do residuo insolGvel
por filtracdo através de um funil de placa sinterizada G1. Os extractos acalinos foram acidificados até
pH 5 e didisados. Os precipitados formados durante a didise foram recolhidos separadamente. O
residuo de a-celulose que permanece gpos a Ultima extracgdo (4M KOH + borato) foi suspendido
em 100 mL de &gua e a solucéo foi acidificada até pH 5 e didisada. A suspenséo foi centrifugadae o
sobrenadante foi separado do residuo de a'-celulose. Todos os extractos recolhidos apos a didise

foram concentrados e lidfilizados.

2.9 - Tratamento dos Tecidos L enhificados do Car ogo com 1,4-dioxano

Os tecidos lenhificados do carogo foram tratados com 1,4-dioxano a fim de que os

produtos resultantes pudessem ser comparados com os obtidos por tratamento com clorito e &cido

acético.
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12 g CWMst

750 mL DMSO absoluto, 4 dias
lavagem com &gua
centrifugacgéo

300 mL NaClO>» (0,8%), m/v) + AcOH (0,67%, v/v) 75°C v
adigéo de 3g de NaClO, a 80% e 0,2mL de AcOH glacial por hora durante 6h
filtragcdo em funil de placa sinterizada G1

DMSO-1

repeticdo do tratamento com 200 mL de solugdo

adicdo de 2g de NaClO, a 80% e 0,133 mL por hora durante 3h
filtracdo

varias lavagens com agua

y Y

holocelulose filtrado
8,59 .
v tratamento igual ao do Esq. 2.4
500 mL 50mM CDTA pH 6,5 6h 20°C Clorito
400 mL DMSO 24h 200C CDTA
400 mL 0,5M KOH + 20mM NaBHg4 2h 1°C (argon) DMSO.2
(procedimento igual a IM KOH 1°C do Esq. 2.3)
E—
o
400 mL 1M KOH + 20mM NaBH4 2h 1°C 0,5M KOH ppt. 0.5M KOH sn.
(atm. de &rgon)
f | !
400 mL 1M KOH + 20mM NaBH4 2h 20°C o o
(atm. de argon) 1M KOH 1°C ppt. 1M KOH 1°C sn.
I
400 mL 4M KOH + 20mM NaBHy 2h 20°C Y Y
(atm. de argon) o o
(ndo se registou formagao de precipitado) 1M KOH 20°C ppt. 1M KOH 20°C sn.
400 mL 4M KOH + 20mM NaBH4 + 3,5% H3BO3 2h 20°C Y
(atm. de argon) AM KOH
(ndo se registou formacéao de precipitado)
Y Y
residuo de 4M KOH + borato
a-celulose

100 mL agua, acidificacédo, didlise e centrifugacéo (ver Esq. 2.3b)

Y +
residuo de a-celulose
a'-celulose soluvel

Esquema 2.6 - Deslenhificagdo do CWM dos tecidos lenhificados do caroco da azeitona (CWMst) e extracgdo
sequencia da holocelulose resultante.




2 - Procedimento Experimental 52

O CWM4 foi refluxado durante 30 min em 95% de etanol e alenhina foi isolada do AIR
resultante de acordo com o método descrito por Pepper (Pepper et al., 1959; Pepper e
Siddiqueullah, 19613, b) (Esquema 2.7).

CWMst
EtOH 95%
refluxo 30 min.
filtracdo
Y [
250 AR |€ - - AIR filtrado
) L : concentragéo
dioxano:agua:HCI ! y Precipitagéo em agua
20°C 30 min. %
(tratamento igual Lenhina EtOH
ao realizado a 87°C) 29 AR
180 mL 1,4-dioxano + 17 mL 4gua + 3,3 mL HCI conc.
| 4 refluxo 30 min. (87°C)
filtrado residuo 20°C arrefecimento com borbulhamento de No
22,79 filtragdo em funil de placa sinterizada
precipitacdo em agua ¢
y residuo 87°C filtrado
Lenhina 20°C | [ Lcc 20°c 11.39 ) ) .
33 31 concentrag@o a pressao reduzida
ma m9 até ~20 mL
dissolug&o em 4gua adicdo a 1L de 4gua em agitag &o vigorosa
adicéo de EtOH filtrag &0
l l ] I Y Y
(4 fracgGes) residuo filtrado
lavagem com agua concentrag&o a presséo reduzida
secagem a 40°C didlise
Y e
liofilizacéo
Lenhina 87°C Y
479 LCC 87°C
50 mg
dissolugdo em agua
adicdo de EtOH
i l Yy 1 l

(5 fracgdes)

Esguema 2.7 - Extraccédo de lenhina e de complexos lenhina-polissacarideos (LCC) com 1,4-dioxano.
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O AIR (25 g) foi sugpendido em 180 mL de 1,4-dioxano, 17 mL de &uae 3,3 mL deHCl
concentrado e refluxado (87°C) 30 min. Durante o arrefecimento, foi deixada uma corrente de azoto
a borbulhar na solugéo a fim de evitar reacgdes de oxidaggo e de condensacdo. A solucéo fai filtrada
aravés de um funil de placa sSnterizada, tendo sido recolhido um residuo com 11,3 g de massa seca.
O sobrenadante foi concentrado no evaporador rotativo a 37°C até gproximadamente 20 mL e a
lenhina presente no licor foi precipitada num copo contendo 1L de &gua em agitacdo vigorosa. A
lenhina, que precipitou num estado coagulado, foi recolhida num funil de placa sinterizada, foi lavada
abundantemente com agua e depois foi secaem estufaa  40°C, tendo originado um residuo de 4,7
0. Uma fracgéo soltvel em &gua (50 mg) foi recolhida por concentracdo da solucéo aquosa, didise e
liofilizagdo (LCC 87°C).

Uma tentativa de isolar a lenhina nas condigdes utilizadas mas a temperatura ambiente
originou, a partir de 259 de AIR (Esquema 2.7), 33 mg de lenhina (lenhina 20°C), 31 mg de materia
solivel em &gua gpds didise (LCC 20°C) e um residuo de 22,79 .

O materid solivel em etanol proveniente da preparacdo do AIR foi precipitado utilizando a
técnica descrita para a precipitacdo da lenhina a 87°C. Foi obtido um residuo, designado "lenhina

EtOH".

2.10 - Precipitacdo Gradual com Etanol

2.10.1 - Amostras Soltiveisem Agua

As amodras a fraccionar foram dissolvidas num minimo de &gua destilada originando
solugdes gerdmente de 10 mg/ml. Caso a dissolucdo ndo fosse completa, as amodiras eram
centrifugadas e os residuos recolhidos separadamente. Ao sobrenadante foi adicionado etanol
absoluto em passos de 10 a 20% (Selvendran e King, 1989). Cada mistura foi colocada a £C
durante 2h e, caso houvesse formacdo de precipitado, este era recolhido por centrifugagdo a 10
000 rpm (12 000g) a 4°C sendo o sobrenadante submetido a nova adigdo de etanol. Cada

precipitado recolhido foi dissolvido em &gua e concentrado por evaporacdo a pressao reduzida a 35°
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C, sendo adicionada &gua até todos os vedtigios de etanol terem sido removidos. O materid
fraccionado foi guardado como solugBes aguosas a -20°C e uma pequena fraccdo de cada foi
licfilizada

O fraccionamento com solugBes de etanol seguido de cromatografia de troca anidnica

revelou-se muito eficiente, originando percentagens el evadas de materia recuperado apos a €l uicao.

2.10.2 - Amostras I nsoltiveis em Agua

Algumeas fracges, provenientes de materid extraido com solugbes de KOH e precipitado
durante a neutralizac2o, foram fraccionadas por solubilizagéo em solugdes de NaOH de concentragéo
igud & com que foram extraidas. O procedimento utilizado foi igua a0 descrito em 2.10.1 para 0
fraccionamento com etanol de polimeros sollvels em &gua. O materid precipitado foi disperso em
agua e a solucdo ou suspensio foi acidificada até pH 5 com AcOH, sendo depois didisada e
licfilizada

2.11 - Cromatografia em Coluna

2.11.1 - Cromatogr afia de Troca Anionica

A maioria das fracgdes ricas em polissacarideos pécticos e dgumeas das fracgbes hemi-

celul6sicas obtidas por fraccionamento com solugdes de etanol foram fraccionadas por cromatografia

de troca anionica utilizando DEAE-Trisacryl M e DEAE-Sephacd. O DEAE-Sephacd foi utilizedo

principalmente para as fracgdes contendo polissacarideos hemicelulsicos.
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a) DEAE-Trisacryl M

Alguns dos extractos ou fracghes mais significativas, a maioria previamente precipitadaem
etanol (ponto 2.10), foram fraccionados por cromatografia de troca anidnica com DEAE-Trisacryl M
segundo o procedimento descrito por Redgwell e Selvendran (1986). As amostras foram suspendidas
em &ua (2 mg/ml) e agitadas até completa dissolucdo. Caso a dissolucdo fosse dificil a amostra era
deixada a agitar durante a noite a 4°C com a guda de um agitador magnético; se persistisse dgum
residuo, este era removido por centrifugacdo a 18 000 rpm (40 000g). Ao sobrenadante foi
adicionada solucéo tampéo de fosfato de potéssio 500mM pH 6,5 e gua até ser obtida uma solucéo
contendo 1mg de amostra por mL em 50mM de fosfato de potassio apH 6,5. Todas as solugdes de
fosfato utilizadas continham 0,3% de NaN3 como fungicida. A dimensdo da coluna foi caculada
tendo em conta a quantidade de &cido urénico presente na amostra, a quantidade de grupos ionizados
na resina ao pH a que se operava [300UE/mL a pH 6,2, assumindo-se 50% de ionizagéo a pH 6,5
(PKag = 6,2 e pKap = 10,7)] e a eficiéncia da resna (5%). Assm, utilizou-se 1 mL de DEAE-

Trisacryl M para 7,5 pmol de é&cido urdnico presente na amostra segundo a férmula:

umol de Ac.Ur. naamostra
Vol.DEAE Trisacryl M (mL) =

300 HE/mL x 0,5 x 0,05

O DEAE-Trisacryl M foi primeiramente lavado com agua e solugéo tampéo fosfato 0,5M
pH 6,5 de modo a ser convertido na forma de fosfato e depois foi lavado e equilibrado com tampéo
nas condigdes de operacdo. As fracgbes foram euidas sequencidmente com tampdo e tampéo
contendo 0,125, 0,25, 0,5 e eventuamente 1M de NaCl. O volume utilizado para a elui¢céo com cada
uma das solucdes foi igual ao da solucdo da amostra, decorrendo a eluicdo a um fluxo de 10 mL/h.
Foram recolhidas fracgdes de 3 a 6 mL dependendo da quantidade de amostra introduzida na coluna;
a absorvancia da solucdo em cada tubo foi determinada a 280nm e 20 L foram retirados a cada tubo
para determinagdo da quantidade relativa de aglicares pelo método de fenol-H>SO4 (Dubois et al .,
1956), descrito em 2.15.1-a. As fracgdes apropriadas foram combinadas, diaisadas, concentradas e
guardadas a -20° C; uma pequena parte de cada fraccdo foi liofilizada
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Em dguns ensdos foi utilizado um gradiente em vez do aumento descontinuo da
concentracdo de NaCl. Nesses casos, a variagdo a0 méodo descrito consitiu na Uilizagdo de um
misturador de gradientes contendo solugéo tampdo no primeiro recipiente e igua volume de solucéo
tampd@o contendo 1M NaCl no segundo recipiente, num volume duas vezes superior em cada
recipiente a0 volume em que a amosra tinha Sdo introduzida. Alternaivamente, o gradiente foi feito
com uma bomba perigdtica de 3 canais utilizando tubos do mesmo diametro e dois recipientes, um
contendo a solugéo inicid (tampé&o) (solugdo A) e o outro a solugdo find (tampdo + 1M NaCl)
(solucéo B) (Figura 2.3): o tubo 1 bombeou a solugdo A para acoluna, o tubo 2 bombeou solugéo A
para 0 esgoto e o tubo 3 bombeou a solugéo B para o recipiente A (Kremmer e Boross, 1979; Nell

Rigby, comunicagéo pessod).

A

3
A
y solucdo B
> 2 » esgoto
> 1 » coluna
A A

solucdo A o
i —r bomba peristaltica

agitador magnético

Figura 2.3 - Formacdo de um gradiente linear com uma bomba peristéltica de 3 canais, segundo Kremmer e Boross
(1979).
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b) DEAE-Sephacel

O DEAE-Sephace foi equilibrado com solucéo de tampéo borato 0,5M, pH 8,0, durante
48h e depois foi lavado com solucdo tampéo borato 30mM durante a noite. Durante o dia passou-se
solucdo de borato 1,2M e depois novamente a solucéo de 30mM.

O volume da coluna utilizada foi caculado tendo em conta 0 nimero de moles de &cido
urénico na amostra, 0 nuimero de equivaentes da fase estacionéria (109 PWE/mL), a percentagem de
grupos ionizados a0 pH a que se operou (50%) e a eficiéncia da resina (5%). Assm, a formula

gplicada para o cdculo de fase estacionéria utilizada para cada amostra foi:

umol de Ac.Ur. naamostra

Vol.DEAE Sephacd (mL) =
109 pE/mL x 0,05x 0,5

Foram utilizadas sempre colunas com 1cm de diametro e o fluxo foi de 15 mL/h.

As amostras (1-2 mg/mL) foram dissolvidas em agua e agitadas aé completa dissolucdo. Se
a dissolucéo ndo fosse completa eram deixadas a agitar durante a noite a 1°C e depois centrifugadas
a 18 000 rpm. Ao sobrenadante foi adicionado tampéo borato 1,2M até perfazer a concentracéo de
30mM em borato. As amostras foram euidas com tampao de 30mM, com um gradiente entre 30mM
e 1M segundo o procedimento descrito em @) e, por fim, com 1,2M de tamp&o borato. O materia
euido foi sendo recolhido em fracgBes de 5 mL, a quantidade de agUcares e compostos fendlicosfoi
determinada ta como descrito em @) e as fracgbes gpropriadas foram combinadas, dialisadas,

concentradas e lidfilizadas.
2.11.2 - Cromatogr afia de Filtracdo em Gl
A filtracdo em gd de Sephacryl foi utilizada para resolver complexos hemicdulésicos

(complexos xilana-xiloglucana); a filtracdo em Bio-Gd foi utilizada para resolver oligossacarideos

obtidos por hidrdlise &cida parcid de uma glucuronoxilana.
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a) Sephacryl

O Sephacryl (S-400) foi lavado com &gua e depois com tampéo fosfato 0,2M previamente
desgaseificado. A coluna (100cm x 1cm) foi equilibrada com solugéo tampéo, primeiro a um fluxo de
60 mL/min durante 1h e depois de gustado o leito, a um fluxo de 20 mL/min aé completa
edtabilizagdo (12h). A coluna foi calibrada com dextrana azul de 2 000 kddtons e a duigéo foi
seguida a 625 nm e comparada com a duicdo descrita para o tipo de gd utilizado (Kremmer e
Boross, 1979). Os perfis de e uicdo de dextranas de massa molecular definida (2000, 487, 266
e 72 kddtons) foram determinados, as amosiras foram recolhidas em fracgbes de 2 mL e apresenga
de acUcares foi detectada pelo méodo do fenol-H2SO4 (ponto 2.1.15-a).

As amodtras foram dissolvidas num minimo de tamp&o contendo 0,2M em NaCl e foram
introduzidas na coluna 0 mais préximo possivel do topo com a guda de uma seringade 1 mL ou,
dternativamente, introduzindo a amostra com a gjuda da bomba peristdtica deixando umabolha de ar

antes e depois da amostra entrar no tubo, para evitar efeitos de dispersio até a entrada na coluna.

b) Bio-Gel

Uma coluna com Bio-Gel R4 foi utilizada para a separacéo de vaios oligbmeros de uma
glucuronoxilana obtidos por hidrélise &cida parcia com TFA, cujo procedimento se encontra descrito
em 2.13. O Bio-Gd foi hidratado durante 4h a temperatura ambiente em &cido formico 0,1M (pH
3,6) e depois foi empacotado numa coluna de 100 cm x 1.6 cm termostatizada a 55°C. A colunafoi
lavada com dois volumes de duente a um fluxo de 10 mL/h. A amostra foi colocada com uma seringa
0 mais préximo possivel do topo da coluna. Foram recolhidas fracgbes de 1mL sendo utilizada
deteccdo por indice de refraccdo. Foram recolhidas 17 fracges representando oligdmeros com grau
de polimerizacao até 17 residuos.

As fracgOes de grau de polimerizagdo 7, 10, 14 e 17 foram posteriormente analisadas por
metilagéo (ponto 2.17).
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2.12 - Fraccionamento de Glucuronoxilanas

2.12.1 - Utilizac&o de Solugdesde Cu (I1)

As solugbes de Cu (II) tém sdo muito utilizadas na purificacdo de glucuronoxilanas, sendo
0s precipitados obtidos fadimente removivels por centrifugacdo e purificados por acidificagdo em
solucdes dcodlicas.

A precipitacdo com solugdes de cobre (I1) foi utilizada na purificacdo de xilanas insolUveis
em &gua extraidas com 1M KOH a 1°C do CWM da polpa de azeitonas frescas e processadas por
adaptacdo do procedimento descrito por Ring e Selvendran (1978).

O materia da polpa da azeitona em fresco (330 mg) foi disperso em 1M NaOH e o residuo
insolUvel (23 mg) foi removido por centrifugacéo. Ao sobrenadante (65 mL) foram adicionados 10mL
de solucdo de acetato de cobre a 7% (m/v) tendo-se deixado a agitar durante 3h a temperatura
ambiente. O precipitado azul formado foi recolhido por centrifugacdo e lavado com &gua destilada; foi
depois dissolvido em 50 mL de solugéo de 5% HCl em EtOH, surgindo uma solu¢do amarela. Por
adicdo de &ua (70 mL) formou-se um precipitado branco que foi recolhido por centrifugacéo,
neutralizado e liofilizado (145 mg, 44% do materid inicid).

O procedimento foi semelhante para a azeitona processada em verde e preto, tendo-se
verificado a total dissolucdo das amostras em 1M NaOH ao contr&rio do que se verificou com a
azeitona em fresco. Para as azeitona verde obtiveram-se 180 mg a partir de 300 mg (60%); paraa

preta, 215 mg a partir de 400 mg (54%).

2.12.2 - Variagdo do pH

As fraccBes obtidas por precipitacéo com solugfes de Cu (1) e afraccdo insollvel em égua
extraida com 1M KOH a 1°C do CWMst (carogo) foram submetidas a fraccionamento por variagdo
do pH das respectivas solugdes.

As amodiras foram dissolvidas em 1M NaOH (10-15 mg/mL). No caso da dissolugéo néo

ter sdo completa o materia em suspensdo erarecolhido por centrifugacdo a 10 000 rpm, neutralizado
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com AcOH, dialisado eliofilizado. O pH do sobrenadante foi baixado por adi¢do gradua de HCl 4M
e depois HCl 1M. Os precipitados obtidos foram recolhidos por centrifugagéo, neutralizados, didi-
sados e lidfilizados. A adicéo de HCl a0 sobrenadante apds a remocao do precipitado foi continuada
até pH 4-3. No find, o sobrenadante resultante foi concentrado, diaisado e liofilizado.

2.13 - Hidrdlise Acida Parcial da Glucuronoxilana

Em experiéncias preiminares, a xilana acidica da fraccdo Hp25 (hemicelulose A do extracto
de 0,5M KOH do CWM¢t, obtida por precipitagdo em 25% de etanol) - ponto 6.4.4 foi ensaiada
quanto as condi¢des ideais de hidrdlise da amostracom TFA para obtencéo de oligossacarideos com
grau de polimerizacdo de aproximadamente 10 residuos. Foram testados 5 tempos de hidrdlise (15,
30, 45, 60 e 90 min) e 4 concentracdes do &cido (20, 50, 100 e 200mM), a 100°C, seguido de
andlisepor TLC.

Na cromatografia de camada fina dos oligossacarideos foram utilizadas placas de silica
Andtech e como duente BUOH:HCOOH:H2O (33:50:17, viviv). A revelacdo foi feita por
pulverizacdo com H2SO4 a 50% e aguecimento a 100°C durante 3 min, sendo a migragdo das
amostras comparada com uma amosira conhecida

Com base nos resultados obtidos para as condigdes ideais para a hidrélise parcia e com o
objectivo de serem obtidas grandes quantidades de oligossacarideos, foram hidrolisados 30 mg em
1mL de TFA 50mM, a 100°C, durante 45 min. O residuo (5 mg) foi removido por centrifugacéo e o
&cido que se encontrava no sobrenadante foi co-evaporado com agua sob pressdo reduzida a 35°C.

Os oligossacarideos obtidos foram fraccionados segundo o tamanho por cromatografia de

filtracdo em gd (ponto 2.11.2-b).
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2.14 - Tratamento de Complexos Xilana-Xiloglucana com Xilanase

A xilanase [(1® 4)-b-D-xilana xilana-hidrolase, EC 3.2.1.8] é uma enzima que catdisa a
endo-despolimerizacdo de (1® 4)-b-D-xilanas e de D-xilanas parcidmente subgtituidas como as -
glucuronoxilanas. Neste trabaho, a xilanase foi utilizada como meio de despolimerizacdo de
complexos xilana-xiloglucana clivando as regides ricas em residuos de (1® 4)-b-D-Xylp.

A xilanase utilizada era de origem comercid: 'Bioxylanase”, uma preparacdo de culturas de
Trichoderma viride. A enzima utilizada foi purificada no laboratdrio do Grupo de Paredes Celulares
do Ingtitute of Food Research por Neil Rigby segundo o méodo descrito por Gibson e McCleary
(1987) com um passo de purificagdo suplementar por Sephacryl S200. A xilanase purificada ndo
apresentava actividade de cdlulose nem nenhuma outra actividade de glucanase (N.Rigby e
R.R.Sdlvendran, resultados néo publicados).

A 2-3 mg de amostra dissolvida em 1mL de solucéo tampéo de acetato de sbdio 25mM,
pH 5,0, foram adicionadas 40 U de xilanase (10 uL) deixando-se reagir em tubo fechado durante 20
h a20°C. A enzimafoi inactivada por aguecimento a 90°C durante 10 min. A solucéo foi transferida
para um tubo "eppendorf" e a proteina precipitada foi removida por centrifugacdo a 12 000 rpm
durante 10 min. O sobrenadante resultante foi introduzido na coluna de Sephacryl S-400 e duido ta

como descrito em 2.11.2-a.

2.15 - Determinacao de Aclcares

2.15.1 - Método Colorimétrico Utilizando Fenol/Acido Sulfarico

a) Adaptacdo do M éodo as Fracgdes da Cromatogr afia em Coluna

O méodo proposto por Dubois et al. (1951 e 1956) foi adaptado a determinacéo da

quantidade relativa de agUcares nas diversas fracgdes obtidas por cromatografia em coluna
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A cada tubo de ensaio, previamente lavado com &cido, foi adicionado 0,5 mL de HpSOg4
concentrado, 80 UL de solucdo agquosa de fenol a 5% e 20 pL de amostra. A solucéo foi agitada e
aguecida durante 5 min em banho de &gua fervente e deixada arrefecer. A absorvanciafoi lidaa490
nm num espectrofotometro leitor de placas. Alternativamente, os volumes de cada solugéo foram -
adicionados a dobrar e as amostras foram lidas através de uma cdlula de 1 mL de capacidade com 1

cm de percurso éptico.

b) Amostras Ricas em Compostos Fendlicos

Nas amostras muito ricas em compostos fendlicos, como por exemplo o materia rico em
lenhina obtido em 2.9, os agUcares foram determinados com fenol/HoSO4 para evitar a contaminacéo
da coluna de GC com estes compostos.

Cada amogtra (5 mg) foi previamente submetida a uma hidrdlise de Seeman (3h a
temperatura ambiente, em HSO4 a 72%, seguido de 2,5h a 100°C em 1M HpSOg4, volume find
2,4 mL).

A 2,5 mL de HpSO4 concentrado foi adicionado 1 mL de fenol 5% e 100 pL de solugéo
de hidrolisado; como padrbes foram utilizadas solugbes de D-glucose. O procedimento para
obtenc@o de cor foi semelhante ao descrito na dinea anterior sendo a quantidade de acUcares totais

em cada amostra cal culada por intrapolacdo gréfica

2.15.2 - M étodo Colorimétrico para Deter minagdo de Acido Ur 6nico

A quantificacdo do &cido urénico foi feita por adaptacdo segundo Selvendran et al. (1979 e
1989) do método de Blumenkrantz e Asboe-Hansen (1973), em que <e utiliza 3-fenilfenol e HbSO4
concentrado.

As amosdiras (2-5 mg) foram previamente hidrolissdas em H2SO4 a 72% durante 3h e
depois 1h a 100°C em HpSO4 1M, tal como descrito para a determinacao dos aglicares neutros em
2.16. Uma diquota de hidrolisado (1 mL ou 0,5 mL) foi diluida5 vezes e filtrada por filtro de fibra de
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vidro GF/C. Em amostras ricas em &cido uronico, como as dos extractos de CDTA e NapCOg,
ricos em pectinas, adiluigéo utilizadafoi de 10 ou 20 vezes.

Em tubos de ensaio de 16 cm de dtura previamente lavados com &cido foram colocados 3
mL de solucdo de 50mM de &cido bdrico em HySO4 concentrado, 3 tubos para cada amostra, que
foram arrefecidos em égua gelada. Em triplicado, foram adicionados 0.5 mL de solugéo de amostra e,
apés agitacdo, os tubos foram aguecidos em banho de égua fervente durante 10 min. Apds o
arrefecimento, a 2 de cada 3 tubos contendo a mesma amostra, foram adicionados 100 pL de
solucéo de 3-fenilfenal (0,15% em 0,5% NaOH), sendo deixados na auséncia de luz durante 30 min
para desenvolvimento de cor.

A absorvanciafoi determinada a 520 nm, tendo as solugdes sido lidas contra o ar. O valor
da absorvancia para cada amostra foi dado pela média dos vaores dos dois tubos contendo 3
fenilfenol, subtraida ao vaor registado para o tubo em branco.

A acompanhar as amostras foram sempre feitos padrdes de acido gaacturénico (100
pg/mL), sendo a quantidade de &cido urénico na amostra determinada por intrapolacdo gréfica, com -
correlacdo linear entre 0 e 40 pg.

A solugdo de 3-fenilfenol é estével durante 1 més se for mantida no escuro ea4°C.

2.16 - Acetatos de Alditol

Os acetatos de dditol provenientes dos aglicares neutros foram determinados segundo dois
procedimentos diferentes. Foi utilizada uma adaptaco do méodo de Selvendran et al. (1979) na
andise dos aglicares resultantes dos ensaios preliminares com AIR, AIR/IPAW e CWM e na prepa-
racdo do CWM das azeitonas em fresco e respectivo fraccionamento até a obtencéo do residuo rico
em celulose (CR2); no restante trabalho adoptou-se 0 método descrito por Blakeney et al. (1983) e
Harris et al. (1988). Com este segundo método foram obtidos valores semelhantes para os acetatos
de dditol exigtentes nas diversas fracges analisadas, sendo no entanto muito mais rapido por ndo

envolver filtragdes nem ser necessaria a remogao do borato formado.
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Os acetatos de dditol foram andisados por cromatografia de gases num cromatografo Carlo
Erba GC 6000 Vega Series equipado com injector "split/splitless’. Foi utilizada uma coluna capilar
Restek de fase ligada Rty-225, de 15 m de comprimento, 0,32 mm de didmetro interno e 0,2 um de
espessura de filme. A fase estaciondria utilizada é semelhante a OV-225, sendo congtituida por 50%
de cianopropilo e 50% de dimetilpoli-silano. Com o injector a 210°C e o detector a 220°C utilizo
Se 0 seguinte programa de temperaturas com tempo de "splitless’ de 1 min: 1 min a90°C; subida até
150°C a 45°C/min; 1 min a 150°C; subida até 210°C a 2°C/mine1mina210°C. O gésde
transporte foi He com uma pressdo de 60 kPa, sendo utilizado na chama do detector ar e Hy a

pressao de 120 e 55 kPa, respectivamente.

2.16.1 - Adaptacédo do M éodo de Selvendran et al. (1979)

A 5 mg de amodira adicionou-se 0,5 mL de HySO4 a 72% tendo-se deixado reagir 3h a
T.amb. com agitagdo ocasiond. Ao fim das 3h diluiu-se com 5mL de &gua destilada perfazendo uma
concentracdo finad de 1M em HSO,4. Apds homogeneizagdo, deixou-se reagir a 100°C durante
2,5h. Ao fim de 1h de hidrdlise foi retirado 1mL para determinacéo da quantidade de écido urénico
presente na amostra (ver ponto 2.15.2).

O tubo foi arefecido e 200 pL de solugdo de 2-desoxiglucose (1 mg/mL) foram
adicionados como padréo interno. O contelido de cada tubo foi neutralizado até pH 6-7 com uma
solucdo saturada de Ba(OH)2 (0,25M). O precipitado branco de BaSOg4 fol removido por filtracdo
por funil de pregas com pape de filtro para precipitados finos (Whatman N°42), tendo sido
colocados dois filtros por 0 precipitado ser bastante fino. A amostra foi concentrada no evaporador
rotativo a 35°C e depois transferida com 1mL de &gua para um tubo de ensaio onde foi adicionado
NaBH4 (25mg). A solugéo foi deixada reagir 3-4h a temperatura ambiente e no find o excesso de
NaBH4 foi destruido com 5 mL de Dowex 50W-X8 (20-50 mesh), tendo sido deixado reegir
durante 45 min e o Dowex foi removido por filtraco. A solugdo foi concentrada até & secura no
evaporador rotativo (35°C) e os ésteres de &cido borico foram removidos por adicles sucessivas (4

vezes) de metanol seco em "molecular Seves 3A™.
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A acetilacdo foi feitacom 0,1 mL de piridina saturada com KOH e igua volume de anidrido
acético. O tubo foi sdado e aquecido a 120°C durante 20 min. Apés o arrefedmento, o anidrido
acético e a piridina foram co-evaporados (35°C) por adicBes sucessivas de 0,5 mL de tolueno (4
vezes) e 0s acetatos de dditol resultantes foram ressuspendidos em 100 pL de acetona ou

diclorometano e guardados a 20° C em ambiente anidro até terem sido analisados por GC.

2.16.2 - Adaptacédo do M étodo de Blakeney et al. (1983)

A 2-3 mg de amostra foram adicionados 200 pL de HpSO4 70%, tendo-se deixado reagir
durante 3h com agitagdo ocasiond. Ao fim das 3h aamogtrafoi diluida com 2,2 mL, rolhada, agitada
e 0 tubo incubado a 100°C durante 2,5h. Ap6s 1h foram retirados 0,5 mL para determinacéo de
&cido urénico (ponto 2.15.2). O tubo foi arrefecido e 200 pL de solugcdo de  2-desoxiglucose (1
mg/mL) foram adicionados como padréo interno.

A 1mL do hidrolisado foram adicionados 0,2 mL de NH3 a 25% para neutraizacdo do
&cido e 0,1 mL de solugdo de 15% NaBH4 em NH3 3M (esta Ultima solugdo preparada na hora)
para reducdo dos aglicares a dditdis;, a solucéo foi agitada e incubada a 30°C 30 min. O tubo foi
arrefecido em banho de gelo e o NaBH4 em excesso foi eiminado com duas adigdes de 50 L de
AcOH. A 0,3 mL de solucéo arrefecida em gelo foram adicionados 0,45 mL de 1-metilimidazole e 3
mL de anidrido acético, tendo-se deixado reagir a 30° C durante 30 min.

O anidrido acético em excesso foi destruido com agua (4,5 mL) e os acetatos de dditol
foram extraidos com 3 mL de diclorometano. Apés agitacdo e centrifugacdo a 1 000 rpm durante 1
min para separacdo de fases, a camada aquosa foi aspirada. A camada organica foram adicionados
mais 2 mL de diclorometano, e foi lavada 3 vezes com 3 mL de &gua, com o objectivo de remover -
completamente 0 1-metilimidazole (Hoebler et al., 1989). A camada orgéanicafind foi trandferida para
um tubo de ensaio limpo, tendo Sdo evaporada com uma corrente de &gon a 30°C. Quaquer
residuo de &gua ainda existente foi eiminado por co-evaporacdo com acetona. No fina aamostrafoi
ressuspendida em 70 pL de acetona ou diclorometano e guardada a -20°C em ambiente anidro até
ter sdo andisada por GC.
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2.17 - Andlise por Metilagéo

Durante a fase inicia do trabaho (andlise da polpa da azeitona fresca e processada), os
polissacarideos foram metilados pelo método de Hakomori (1964) segundo Lindberg (1972) td
como descrito por Ring e Sevendran (1978) e Wadron e Selvendran (1990a); numa Bse mais
adiantada do trabaho (metilacdo directa do CWM e AIR e andise dos polimeros dos tecidos
lenhificados do caroco e polimeros da polpa da azeitona fresca resultantes das fracgBes de SDS
0,5% e 1M KOH sobrenadante) optou-se pela adaptacdo da técnica de Ciucanu e Kerek (1984),
Harris et al. (1984) e lsogai et al. (1985) por ser um método muito mais rdpido de preparacéo dos
acetatos de aditol parciamente metilados (PMAA).

Os PMAA foram andisados por GC num cromatografo Carlo Erba HRGC 5160 Mega
Series equipado com um injector "cold on column” com 5 segundos de rearrefecimento gpés a
injecgdo. Utilizou-se uma coluna capilar Restek de fase ligada Rty-225 de 30 m de comprimento,
0,32 mm de diametro interno e 0,5 um de espessura de filme, equipada com uma coluna de protecgéo
com percurso de retencdo de 1 m. Com o injector a 210°C e o detector a 220°C utilizou-se 0
Seguinte programa de temperaturas. 1 min a55°C; subida até 140°Ca  45°C/min; 1 min a140°
C; subida até 218°C a 2,5°C/min e 37 min a 218°C. Como gés de transporte utilizou-se He a
pressdo de 95 kPa, sendo utilizado na chama do detector ar e Hy a pressdo de 130 e 80 kPa,
respectivamente.

As fracges obtidas por extraccdo com SDS e CDTA ou com clorito do CWMst (carogo)
foram primeiro desesterificadas segundo o procedimento de Aspindl et al. (1970): as amostras foram
dispersas em 0,IM NaOH + 20mM NaBH4 com agitacdo durante 3h a 1°C, neutrdizades,
didisadas e lidfilizadas.

A andise dos PMAA por GC/MS utilizou uma coluna capilar sesmelhante a decrita paraa
andise por GC, num GC/MS HP 5890 series 2, Trio-1S VG mass-lab, com "scans' de 400-35 m/e/s
e 70 eV de energia de ionizagéo. Foi utilizado um injector "split/ splitless’ operando em "splitless’. As
condigdes de operacéo foram semehantes as da andlise dos PMAA por GC (ponto 2.16), com o
Seguinte programa de temperaturas. 2 min a 55°C; subidaaté  140°C a45°C/min; 2 min a140°C;
subida até 210°C a 2C/min e 40 min a 210°C. Foi utilizada detecgdo por ionizacdo de chama,
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sendo as quantidades relativas de cada derivado corrigidas por aplicacdo dos factores propostos por
Sweset et al. (1975).

2.17.1 - Adaptacdo do Méodo de Hakomori (1964)

O método de metilagdo de polissacarideos proposto por Hakomori baseia-se na dissolucéo
da amostra em DM SO, activagdo do polissacarideo por tratamento com o carbanido metil-aulfinilo

[anido resultante da reaccéo do DM SO com NaH (CH3SOCH»")], e metilagdo com CHa3l.

a) Preparacédo do Anido

O anid CH3SOCH>" foi preparado de acordo com o método descrito por Jansson et al.
(1976).

Pesaram-se 2,9 g de NaH (dispersdo em 6leo a 80%) para dentro de um baldo bem seco
de 250 mL, de fundo redondo de 3 tubuladuras. As tubuladuras foram fechadas com septos de
borracha com capacidade para poderem ser perfurados por agulhas de seringa.

Com o objectivo de remover o 6leo, fez-se entrar argon por uma das tubuladuras e pela
outra introduziu-se, com uma seringa, n-pentano em porgdes de 20 mL. A solucdo foi agitada durante
aguns minutos, deixada sedimentar, e o n-pentano foi removido com uma segunda seringa para um
recipiente contendo 50% de etanol. Esta operacéo foi repetida 4 vezes e no find o residuo foi seco
com uma corrente de argon. Ao pé cinzento resultante (NaH), foram adicionados, com uma terceira
seringa, 25 mL de DM SO seco com "molecular seves 3A". Com agitagéo congtante e em atmosfera
de agon, a mistura foi deixada areagir em banho de parafina a 60°C durante 4 a 6h. O ani&o
preparado foi colocado com uma seringa em tubos SVL previamente climatizados com &gon, tendo
sido guardados em ambiente anidro a-20°C até terem sido utilizados.

A forca do anido foi determinada por titulacdo de 1 mL  da solugéo contendo o anido com
metanol e utilizando trifenilmetano como indicador (Price e Whiting, 1963). A forca do anido foi -

considerada satisfatoria se a solugdo passasse de vermelha a branca com 80-100 L de metanol.
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b) Formacéo de Alcoxidos e Reaccdo de M etilacéo

A amodtra (5 mg) fol pesada paraum tubo SVL e deixada durante a noite em vazio a40°C
na presenca de POxg. Adicionou-se ImL de DM SO seco eo tubo foi fechado com um septo de
borracha na presenca de argon; a dissolucdo da amostra foi auxiliada por sonicagdo em banho de
ultra-sons. A solucdo contendo o anido CH3SOCH2™ (1 mL) foi adicionada com uma seringa
hipodérmica; a mistura foi sonicada 10 min. e colocada num excicador durante a noite para que
ocorresse a formagdo de acdxidos. Para a reaccéo de metilacdo, a solucéo foi arrefecida em banho
de gelo e CHgl frio (1 mL) foi adicionado lentamente com uma seringa hipodérmica. A solugéo foi
deixada aguecer até a temperatura ambiente tendo permanecido 3h no banho de ultra-sons com
agitacdo ocasond.

A amodira foi dissolvida por adicdo de igua volume (3 mL) de CHCl3/MeOH (1:1viv) ea
solugdo obtida foi  seguidamente didisada contra uma solugdo de 50% EtOH (3 vezes) em
membranas de didise Visking, tamanho 2, Medicdl Internationa. As amostras metiladas foram
concentradas por evaporacdo a pressdo reduzida e transferidas para tubos SVL para posterior
hidrdlise ou reducéo dos residuos de &cido urénico (2.17.3).

Em amosgtras pouco soliveis em DMSO foi utilizado o dobro do volume (2 mL) e,

consequentemente, todos os restantes reagentes utilizados na metilagcéo foram adicionados a dobrar.

c) Hidrdlise, Reducéo e Acetilacéo

O materid metilado foi hidrolisado em 2 passos tal como descrito por Lindberg (1972).
Como os polissacarideos metilados sdo pouco sollveis em solugBes aquosss, foi feito um primeiro
passo de formilagdo com 1 mL de &cido formico a 90% durante 2h a 100°C, evaporagdo do &cido
no evaporador rotativo a40°C e hidrdlise com 1 mL de HpSO4 0,25M durante 12h a 100°C.

O procedimento de neutrdizacdo e acetilacdo dos aglicares parcidmente metilados foi
baseado na técnica descrita por Selvendran et al. (1979) (ver ponto 2.16.1). O H2SOg4 foi
neutrdizado com Ba(OH)2 e o precipitado foi sgparado por filtracdo com filtros em fibra de vidro
GF/C. A solugéo foi concentrada até 1 mL, foi adicionado NaBD4 (200 mg) e aamostrafoi deixada
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reagir 3h a temperatura ambiente. O excesso de NaBDy foi destruido com Dowex Ht durante 30
min e a solucdo contendo os dditdis deuterados foi recolhida por filtracdo e concentrada até a secura.
O borato foi removido na forma de ésteres de écido bédrico por adicéo de metanol ao residuo seco e
a acetilagdo deu-se por adicdo de 0,1 mL de piridina seca com KOH e 0,1 mL de anidrido acético,
numa reacgdo de 20 min a120°C.

O anidrido acético foi co-evaporado com tolueno e os PMAA foram dissolvidosem 25
mL de CHoCly e lavados com 5 mL de &gua por 3 vezes. A camada organicafoi transferida paraum
tubo seco e evaporada a 30°C em corrente de &gon. Os PMAA foram findmente dissolvidos em 70
UL de acetona e guardados em ambiente anidro a -20°C até andise por GC para quantificacdo de
cada derivado e GC/M S para a sua correcta identificagéo.

2.17.2 - Adaptacdo do M étodo de Ciucanu e Kerek (1984)

O método de metilac@o de polissacarideos proposto por Ciucanu e Kerek (1984) baseia-se
na dissolucdo da amostra em DM SO, activacdo do polissacarideo por tratamento com NaOH (s) e
metilagdo com CHgl. Este método proporciona curtos tempos de reaccdo, atos rendimentos e
cromatogramas mais limpos do que quando se utiliza o mé&odo de Hakomori. Recentemente, foi
notado que, para aditdis oligoglicosilicos, nas condigdes de reaccdo utilizadas, poderdo ser formadas
por oxidacdo pequenas quantidades de derivados andmalos, no entanto, a facilidade da reaccéo de
metilacdo proporcionada por este método supera, namaior parte dos casos, este incorveniente (Y ork
et al., 1990a).
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a) Reaccdo de Metilacao

As amodiras (2-3 mg) foram dispersas em 2 mL de DM SO (seco com "molecular sieves
3A") e sonicadas ocasionad mente até dissolucdo completa Em atmosfera de &rgon, dgumeas pahetas
de NaOH foram trituradas (em amofariz ou com moinho de café) até formarem um p6 fino e 100 mg
foram adicionados a solugéo. As amostras foram deixadas reagir durante 3h, tendo sido colocadas
num banho de ultra-sons durante os primeiros 90 min e deixadas a repousar nos restantes 90. A
solucéo foi arrefecida em banho de gelo e 1 mL de CHgl foi adicionado e deixado reagir durante 1h,
com sonicagdo nos primeiros 30 min. As amostras foram dissolvidas em CHClz/MeOH (1:1 viv) (3
mL) e depois didisadas contra uma solucdo de 50% EtOH (3 vezes); no fina foram concentradas até

asecuratal como descrito em 2.17.1-b.

b) Hidrdlise, Reducéo e Acetilacdo

Para a hidrdlise do materid metilado utilizaram-se 0,3 mL de TFA a 121°C durante 1h,
sendo o &cido no fina removido por evaporacdo a 35°C (Albersheim et al., 1967; Harris et al.,
1984).

Os residuos parcidmente metilados foram reduzidos e acetilados por adaptacdo do método
de preparacdo de acetatos de aditol descrito no ponto 2.16.2. A amostra hidrolisada foi suspendida
em 0,3 mL de NH3 2M e 20 mg de NaBD4 foram adicionados. A misturafoi deixadareagir durante
1h a 30°C e no find o excesso de NaBDy4 foi destruido por adicdo de 0,1 mL de AcOH. A
acetilacéo fol feita (sem remocdo do borato) por adicdo de 045 mL de  1-meilimdazole e 3 mL de
anidrido acé&tico (30 min a 30°C), adicdo de 4 mL de &guae 3 mL de CHoCl» elavagem 3 vezes da

camada organica com agua

2.17.3 - Reducdo de Grupos Car boxilicos

A reducéo de residuos de &cido urénico foi sempre efectuada em amostras previamente
metiladas (pontos 2.17.1.b e 2.17.2.8) por adaptagdo dos métodos descritos por Lindberg e
Lonngren (1978) e Redgwell e Selvendran (1986).
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Os tubos SVL contendo as amostras metiladas foram secos sob vacuo na presenca de
P>0s. A cada um foi adicionado, em atmosfera de &gon, 20 mg de LiAID4 e 1 mL de tetra-hi-
drofurano seco com "molecular seves 3A". O tubo foi selado e deixado reagir a 65°C durante 4h. O
exceso de LiAID4 foi destruido com 2 a 3 gotas de etanol e depois 2 a 3 gotas de &gua. A solugdo
foi neutrdizada por adi¢do de H3PO3 2M; o pH foi medido colocando uma peguena quantidade de
materid numa tira de pape indicador universal e adicionando uma gota de agua. A solugéo foi
adicionado CHCl3/MeOH (2:1 viv) (2 mL) e o precipitado foi removido por centrifugacéo e lavado
duas vezes com 2 mL da mesma solucéo de CHClz/MeOH. O sobrenadante foi concentrado no
evaporador rotativo e transferido para um tubo SVL para se proceder a hidrdlise, reducéo e
acetilacdo tal como descrita no ponto 2.17.1-c ou 2.17.2-h.

2.18 - Quantificacdo de Hidroxiprolina

Algumas amostras em que era provavel a ocorréncia de hidroxiprolina (Hyp) foram tratadas
com HCl 6M a 110°C durante 24h em tubos selados e a Hyp libertada foi quantificada pelo méodo
de Kivirikko e Liesmaata como descrito por Fry (1988).

A 400 pL de amostra arrefecida em agua gelada contendo entre 0,1 e 3 ug de Hyp foram
adicionados 400 pL de solugdo de bromo em 1,25M NaOH também arrefecida. A mistura, depois
de agitada, foi deixada a 0°C durante 5 min e, com a solugéo ainda no gelo, foram adicionados 20 uL
de solugéo aguosa de NapSO3 a 16%. Agitou-se e adicionou-se 400 pL de solugdo a 5% de p-
dimetilaminobenza deido em 1-propanol e apds hova homogeneizagao foram adicionados 200 pL de
HCI 6M, incubando-se em banho de agua a 95°C durante 2,5 min e depois em banho de &gua a 20°
C durante 10min. A absorvancia de cada solucdo foi determinada a 560 nm e a concentragdo da
amostra em Hyp determinada por intrapolac@o grafica utilizando como padréo solucdes de cis-4-L-
Hyp entre 0 e 3 pg/tubo.
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2.19 - Andliseda Proteina Total

O contetido tota em azoto no AIR, AIR/PAW e CWM da polpa das azeitonas em fresco
fol determinado utilizando um analissdor automéico de azoto. A proteina foi estimada por

multiplicacdo dos valores obtidos por 6,25.

2.20 - Espectroscopiade RMN

Foram andisadas por RMN de 13C as fracgdes NC1 e NC2 provenientes do extracto de
NapCO3 1°C, da polpa da azeitona fresca, e as glucuronoxilanas da polpa da azeitona fresca e dos
tecidos lenhificados do carogo.

Os espectros (100,4 MHz) foram obtidos em condicoes de desacoplamento de protdes de
banda larga, em solugBes de DMSO-dg a 27°C para as glucuronoxilanas, e em solugdo de &gua
deuterada a 40° C para as pectinas, de acordo com Ryden et al., (1989).

2.21 - Espectros de Absor ¢&o da L enhina no Ultra-Violeta

A avdiacdo da extensdo da degradacdo da lenhina tratada com clorito/écido acético foi
determinada por comparacdo dos espectros de absor¢do no ultra-violeta destas amostras com os de
lenhinas extraidas por outros métodos (dioxano : HCI e fraccdo sollvel em etanol - ponto 2.9).

Os espectros foram determinados num espectrofotometro de feixe duplo em células de
quartzo de 1 cm de percurso éptico e 3 mL de capacidade.

A lenhinafoi dissolvida numa solugéo de MeOH/H20 (4:1 viv) (50 pg/mL) e aabsorvancia
entre 350 e 210nm foi registada contra o branco de acordo com o procedimento de Arseneau e
Pepper (1965). Para dois bades volumétricos de 10,0 mL foram medidos 5,0 mL de solucéo de
amostra. A um dos baldes foi adicionado 1 mL de solugéo aguosa de NaOH 1M; ao outro, ImL de
HCl 1M. O volume final de ambas as solucdes foi gustado por adigdo de MeOH/H20 (4:1viv). A
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solucéo dcaina foi colocada no feixe da amostra e a &cida no feixe de referéncia Os espectros de
diferenca da lenhina solivel em clorito (materid solivd em 95% de EtOH), lenhina solivel em
dioxano/&gualHCl a quente (lenhina 87°C) e lenhina solivel em dcool quente (lenhina EtOH), todas
provenientes do CWMst (caroco da azeitona, ver Esquema 2.7) foram determinados entre 350 e

210nm.



