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3.1 - Experiéncias Preiminarescom o AIR, AIR/PAW e CWM

3.1.1- Preparagdo do AIR

A polpa da azeitona € um materia muito rico em dleo, compostos fendlicos e proteinas intra-
celulares. Diferentes métodos de preparacdo das paredes celulares foram ensaiados com o objectivo
de que os €fetos que estas substancias pudessem vir a provocar fossem  minimizados.
Simultaneamente, procurou-se que o método evitasse, tanto quanto possivel, fendmenos de degra-
dacéo dos polimeros a estudar.

A preparacdo do AIR € um método relativamente Ssmples e rpido, tendo sido utilizado para
preparacdo das paredes celulares da polpa da azeitona nos trabahos ja publicados (Gil Serrano et
al., 1986; Gil Serrano e Tegero Mateo, 1988). Estes motivos levaram a que fosse o primeiro método
experimentado.

O AIR preparado a partir da polpa da azeitona (ver Esquema 2.1-a) gpresentava uma
coloracdo verde clara e o teor em proteina era de 27,6% (Tabela 3.1, coluna 1), valor demasiado
elevado para o conteldo em proteina das paredes celulares que se estima entre 3 e 6% para as
paredes celulares priméarias das plantas dicotiledoneas (Selvendran, 1983). Este residuo era rico em
&cido urdnico, arabinose e glucose.

Tabela3.1 - Rendimento e composic¢do em aglcares e proteinado AIR, AIR/PAW e do CWM da polpa da azeitona
(valores expressos como percentagem em massa).

AIR AlIR/PAW CWM

Rendimento 7.2 47 30
Proteina 276 233 8,6
Acido Urénico 11,8 80 20,5
Acucares Neutros 27,6 264 37,0
Rha 0,6 05 09

Fuc 01 01 01

Ara 104 93 12,8

Xyl 22 22 30

Man 08 12 13

Gal 14 18 21

Gc 121 111 16,7
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3.1.2 - Andlise de Difer entes Camadas da Polpa

A composicdo em aglcares das diferentes camadas da polpa (1 a 4, ver Figura 2.1)
encontra-se na Tabela 3.2.

A andise de aglicares mogtra a existéncia de um gradiente na concentrac@o de xilose desde o
exterior até ao interior. O mesmo efeito, gpesar de ndo tdo marcado, parece ocorrer com a glucose,
sendo de verificar um efeito contrario nas percentagens de arabinose e &cido uronico (gaacturonico) -
presentes. Estes resultados estdo de acordo com o aumento do nimero de cdlulas lenhificadas
(escleritos) que se verificaem direccéo ao carogo.

Os residuos AIR-1 e AIR-4 foram analisados quanto & composicéo em ligagdes glicosidicas
sendo os resultados apresentados e discutidos no ponto 3.5.1.

Tabela 3.2 - Composicdo em aglcares dos AIR's de camadas sucessivas da polpa da azeitona, desde a camada
exterior (AIR-1) até & camada interior em contacto com o carogo (AlR-4).

Acucares da parede celular (mol %) AcUcares
Fraccéo totais*
Rha | Fuc | Ara | Xyl | Man| Gd | Glc | Ac.Ur. | (ug/mg)

AIR-1 (camada exterior) 2 - 40 7 2 3 19 27 408
AIR-2 1 v 28 9 2 4 25 31 489
AIR-3 2 v 33 13 2 3 2 25 426
AlIR-4 (camadainterior) 1 Y 19 19 2 3 36 20 42

* Valores expressos em g de aglcar anidro por mg.
v = Quantidades vestigiais.

3.1.3 - Preparacdo do CWM a partir do AIR

Numa tentativa de remover do AIR proteinas e polifendis co-precipitados sem provocar
dteragbes sgnificativas nos polimeros ai contidos, 0 AIR da polpa da azeitona foi hidratado num
moinho de bolas durante 10 horas, seguindo-se duas extracgdes com PAW (ver Esquema 2.1-b). No
find foi obtido um residuo designado "AIR/PAW". O residuo ndo continha amido, tal como verificado
pelo teste do iodo. O AIR/PAW foi analisado quanto a composi¢ao em aglicares e teor em proteing,

sendo os resultados apresentados na Tabela 3.1, coluna 2.
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O tratamento do AIR com PAW n&o diminuiu sgnificativamente a quantidede de proteina
presente (diminuigéo de 16%); a pergsténcia de uma cor verde clara no AIR/PAW e o facto de os
aclicares totais (agUcares neutros + acido urdénico) congtituirem sO 34,4% do residuo permitem inferir
gue a quantidade de polifendis precipitados é também elevada.

Os efeitos de desidratacdo provocados pelo dcool tornam dificels as tentativas de solubi-
lizagdo dos materias co-precipitados (Selvendran et al., 1975a8). Em experiéncias com AIR de
couves imaturas, a hidratagdo do AIR em moinho de bolas seguido de tratamento com pronase foi um
método eficiente na remogdo das proteinas co-precipitadas, no entanto, este tratamento dissolveu
quantidades gpreciaveis de substancias pécticas (Stevens e Sdvendran, 1980a). Esta razéo levou a
gue este procedimento ndo fosse experimentado.

Pela comparacdo relativa dos aclicares presentes no AIR/PAW verifica-se que, globamente,
a parede celular da polpa da azeitona é rica em glucose, arabinose e &cido urénico, podendo ser
inferido que é rica em cedulose e polissacarideos pecticos, sendo provavel a ocorréncia de
hemiceluloses ricas em xilose. Estas informages referentes as proporgdes relativas dos aglicares
condtituintes da parede ceular ndo sofrem dteracdo dgnificaiva pela presenca de proteinas e

polifendis no residuo (ver ponto 3.1.4).

3.1.4 - Estudos Compar ativos do CWM com o AIR/PAW

O CWM foi preparado pela accdo de dodecilsulfato de sodio (SDS) a 1,5%, moagem em
moinho de bolas em solucéo de SDS 0,5% e extraccdo com PAW. As caracteristicas do CWM
foram comparadas com as do AIR/PAW (Tabela 3.1).

Pela Tabela 3.1 verifica-se que o rendimento em CWM é menor do que o em AIR/PAW,
possvelmente devido a quantidede de polifendis e proteinas co-precipitadas no AIR/PAW; uma
pequena fraccdo de polissacarideos pécticos poderd também ter sido perdida durante a preparacdo
do CWM, contribuindo assm para 0 menor rendimento quando comparado com o AIR/PAW. O
CWM apresenta 8,6% de proteina, uma quantidade que apesar de ser superior ao da generalidade
das paredes celulares dos tecidos parenquimatosos das plantas dicotiledoneas € muito inferior ao

valor presente no AIR/PAW. O tratamento do AIR com PAW néo foi suficiente para remover a
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totaidade do materid co-precipitado. A proporcéo relativa dos diversos aglicares neutros nos dois
residuos ndo mostrou variagdes sgnificativas.

Ambos os residuos foram posteriormente extraidos com CDTA e NapCO3 e andisados
quanto ao rendimento e composi¢cdo em aglicares (Tabela 3.3).
Tabela 3.3 - Composicéo em aglcares de fracgBes extraidas em sequénciacom CDTA e NayCOg apartir do material

da parede celular da polpa da azeitona preparado através do residuo insoltvel em alcool tratado com PAW
(AIR/PAW) ou por acgéo de detergentes (CWM).

Rendimento AcgUcares da parede celular (mol %) AcUcares
Fracgdo (%) totais*
Rha | Fuc | Ara | Xyl [ Man| Gd | Glc | Ac.Ur. | (ug/mg)
AIRIPAW 2 v 31 7 3 5 31 21 344
CDTA-1 53 1 v 15 1 1 2 1 79 480
CDTA-2 19 2 v 21 1 1 2 3 70 305
NayCOz-1 9.2 2 v 32 1 v 3 1 61 891
NayCO3-2 15 3 v 53 2 1 5 3 33 634
cw 2 v 26 6 2 4 28 32 575
CDTA-1 138 1 v 25 2 v 2 2 68 659
CDTA-2 33 2 v 33 2 1 3 3 56 387
NapCO3-1 127 3 v 40 1 v 3 1 52 803
NapCO3-2 13 4 v 64 2 1 5 3 21 565

* Valores expressos em g de aglcar anidro por mg.
v = Quantidades vestigiais.

A quantidade de material extraido do AIR/PAW com solugBes de CDTA e NapCOg3 foi de
17,9%, vaor muito inferior ao verificado para 0 CWM (31,1%). Tal facto fica a dever-se principal-
mente a0 baixo rendimento das extraccbes com CDTA, possvelmente porque as proteinas co-
precipitadas impedem a extraccdo dos polissacarideos pécticos, especiamente os da lamela média,
removidas pelo CDTA. A baixa quantidade de aclicares totais das fracgdes de CDTA do AIR/PAW
sugere a presenca de proteinas nestes extractos. Em termos de percentagens relativas de aclicares
ndo se verificaram grandes variagdes em qualquer dos extractos. A accdo do NapCO3 ndo parece
ser dgnificativamente afectada pelo tipo de residuo. A andise da composicdo em aclcares das

fracgOes extraidas do CWM com CDTA e NapCO3 sera comentada no ponto 3.3.1.
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A preparacdo do CWM com solugdes de detergentes confirmou oferecer maior garantia de
gue o materia obtido se encontra livre de compostos intra-celulares e que os artefactos de dteracéo
da extractabilidade das pectinas nédo se verificam, pelo que este método foi utilizado na preparacéo do

meaterial das paredes celulares da polpa da azeitona para os estudos que seirdo seguir.

3.2 - Preparacgdo do CWM

Da preparacéo do CWM da polpa da azeitona resultou a solubilizacdo de v&rio materid que
se agrupou em 3 extractos (1,5% SDS, 0,5% SDS e PAW). O rendimento dos extractos, a
composicdo em aclicares e as quantidades relativas de polissacarideos solubilizedos das paredes
celulares da polpa da azeitona sd mostrados na Tabela 3.4. Todos os extractos obtidos foram

dialisados e tratados com CHCl3:MeOH para remogao tota do oleo (ver Esquema2.2).

Tabela 3.4 - Composicdo em aglicares do materia purificado das paredes celulares da polpa da azeitona e do
material solubilizado durante a purificagdo (os valores entre paréntesis referem-se a percentagem total de aglcares
nos extractos).

Rendimento AcgUcares da parede celular (mol %) AcUcares
Fracgédo (g/kg peso totais*
fr.depolpa) | Rha| Fuc | Ara | Xyl | Man| Gd | Glc | AcUr. | (ug/img)
1,5% SDS 61 (29| 10 2 30 9 5 15 20 9 119
0,5% SDS
sn. 08 (21 1 v 25 17 2 10 7 38 663
ppt.i 11 (19 2 v 29 9 2 5 25 28 327
PAW
sn. 04 (05 1 v 19 3 1 3 6 67 338
ppt.i 10 (23 2 27 15 2 3 30 21 581
CWM Purificado 37,1(90,8) 1 Y 27 12 2 3 29 26 619

* Valores expressos em g de aglcar anidro por mg.

i Material precipitado no decorrer dadidlise.
v = Quantidades vestigiais.

A polpa da azeitona foi extraida com uma solugéo aguosa a 1,5% de SDS com 5mM de

metabissulfito de sbdio a fim de remover a maioria dos compostos intra-cdularesincluindo o dleo. O
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SDS 1,5% € um bom solvente de proteinas intra-celulares, sendo a presenca de metabisaulfito na
solucdo de SDS necessaria para minimizar a oxidacéo e subsequente co-precipitacdo de polifendis
(Selvendran e O'Nelll, 1987). Neste extracto, a quantidade de aglicares presente é somente 12% da
massatota do extracto, 0 que mostra que contém muito materia associado.

O residuo foi moido em moinho de bolas em solucdo de 0,5% SDS durante 10 horasa 1°C
de maneira a romper completamente a estrutura do tecido, facilitando o acesso dos solventes, uma
quantidade dgnificativa de Oleo resdud foi removida nesta etapa. O materid solubilizado com a
solucéo de SDS 0,5% e que permaneceu solUvel apds a didise (0,5% SDS sn.) continha quantidades
dgnifictivas de acido urénico, arabinose, Xilose e gaactose. A maioria destes aclcares era
provavelmente de polimeros com origem intercdular, incluindo polissacarideos pécticos. Os conheci-
mentos relativos ao polimeros solubilizados durante o tratamento com SDS 0,5% s80 muito escassos.
O facto destes polimeros terem sido solubilizados com uma solugéo agquosa a frio gpds a moagem em
moinho de bolas faz prever que sga materia condtituinte das paredes celulares normamente perdido
durante a preparagdo do CWM ou insolubilizado durante a preparacdo do AIR. O extracto de SDS
0,5% ird ser andiisado com maior detalhe no capitulo 4. O residuo obtido apds a didlise da fraccdo de
SDS 0,5% (0,5% SDS ppt.) € mais pobre em aglicares do que a fracgdo sollvel e contém arabinose,
&cido uronico e glucose. Edta composicdo em aclcares sugere que o materia continha também
polimeras de origem péctica co- precipitados com materid intra-celular.

O tratamento do residuo com PAW removeu as restantes proteinas intra-cdulares, SDS
adsorvido e os ultimos vestigios de dleo. O tratamento com DM SO foi omitido porque o materia néo
acusou a presenca de amido quando submetido ao teste do iodo. A fraccdo sollvel em agua extraida
com PAW (PAW sn.) é muito rica em &cido urénico, podendo conter uma peguena quantidade de
polissacarideos resultantes da dissolucéo de substéncias pécticas. Esta fraccdo parece, no entanto,
estar bastante contaminada com materia proteico e/ou polifendlico j& que a quantidade de aclicares
totais € relativamente baixa. Esta fracgdo contém 0,5% do totd de agUcares pelo que as substancias
pécticas solubilizadas ndo tém dignificado na preparacdo do CWM. A fracgdo do PAW que
precipitou durante a didise (PAW ppt.) é relativamente rica em glucose, arabinose, écido urénico e
xilose. Estes acUcares poderdo ser provenientes de materia intercelular e substancias pécticas,

removidos conjuntamente com o materid intrarcelular. As solugdes de PAW possuem um pH
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suficientemente baixo para remover parte do Ca2* das paredes celulares, podendo algumas pectinas
serem solubilizadas durante esta extracgdo (Huber, 1991). A utilizacdo de solugbes de fenol
tamponadas com Trisa pH 7,0 parece ndo solubilizar o Ca2*, no entanto, a sua eficiéncia naremocio
das proteinas exdgenas as paredes celulares € questionével.

Em resumo, a quantidade de aglicares das paredes celulares solubilizados durante a pre-
paracdo do CWM corresponde a 6,3% do materia presente no CWM (9,2% em relacdo aos aglr
carestotals).

O CWM purificado, de cor verde clara, gpresentava um rendimento de 3,7% com base no
peso fresco e foi guardado como suspensdo em agua a -20°C. O contelido em acUcares totais do
CWM purificado (Tabela 3.4) é somente 62%, um vaor relativamente baixo quando comparado com
0 CWM da cebola (Redgwell e Selvendran, 1986), batata, (Ryden e Sdvendran, 1990b) e feijdo
(Ryden e Sdvendran, 19904). Esta baixa percentagem e o facto do materid ainda gpresentar uma
ligeira coloragéo sugere a presenca de substancias fendlicas em associacdo com os polissacarideos. A
€levada quantidade de glucose, arabinose e &cido urénico no CWM indica a presenca de celulose e -
polissacarideos pécticos ricos em arabinose; a presenca de xilose indica a existéncia de polissaca
rideos hemicelulésicos ricos nete aglicar, possvelmente Xilanas elou xiloglucanas. O CWM
gpresentou um contetido em hidroxiprolina (Hyp) de 1,6 pg/mg de peso seco, 0 que sugere a
presenca de glicoproteinas ricas em Hyp. Este valor € compardvel ao do contelido de Hyp nas
paredes celulares da batata (1,0 pg/mg) (Ryden e Selvendran, 1990b), um valor inferior a quantidade
de Hyp encontrada na vagem do feijdo (8,9 ug/mg) (Ryden e Salvendran, 1990a).

3.3 - Extracgéo Sequencial do CWM

O CWM foi sequencidmente extraido com solventes inorganicos aquosos, conforme descrito
no ponto 251 e Esquema 2.3, até a obtencdo de um residuo rico em celulose (RC2). Os
procedimentos de extracgao utilizados foram seleccionados por minimizarem a degradacéo dos polis-
sacarideos pécticos durante os estadios iniciais da extraccéo e solubilizarem os polissacarideos numa

forma 0 mais préxima possivel da nativa (Sdvendran e O'Nelll, 1987). Como o RC2 continha
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quantidades significativas de polissacarideos pécticos e possivelmente glicoproteinas, este residuo foi
submetido a um curto tratamento com clorito/&cido acético, foi lavado abundantemente com agua e
foi submetido a nova extraccdo com 1M KOH (ver Esquema 2.4). As quantidades de polimeros
solubilizados e as respectivas composi ¢des em aglicares s8o mostradas na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Composicéo em aglicares de fraccdes do material da parede celular da polpa da azeitonas obtidas por
extracgdo sequencial com solventes aquosos.

Rendimento AcUlcares da parede celular (mol %) AcUcares
Fracgdo (%) totais*
Rha | Fuc | Ara | Xyl | Man | Gd Glc | AcUr. (ng/mg)

CDTA-1 108 1 % 11 v % 1 1 86 753
CDTA-2 6,6 1 % 21 2 1 2 2 71 318
NayCOz-1 144 2 - 40 1 % 3 1 53 767
NayCOgz-2 438 1 - 52 1 % 2 1 44 832
1M KOH 1°C

sn. 34 1 % 27 31 1 5 13 2 789

ppt.i 52 1 % 8 67 2 2 7 13 547
1M KOH 20°C

sn. 42 1 % 48 8 9 7 13 14 471

ppt. i 6,3 1 % 10 53 2 2 14 18 368
4M KOH

sn. 16 % 1 15 25 11 10 30 8 936

ppt.i 33 1 % 41 28 2 2 8 18 134
4M KOH + borato

sn. 19 1 \Y 64 5 5 5 8 13 588

ppt.i 17 1 % 52 12 1 2 9 23 188
RC1

sn-RC 43 2 - 53 1 - 3 1 40 936

RC2 315 1 - 18 8 1 2 56 14 2
Clorito 26 3 - 56 1 % 4 1 35 732
1M KOH 45 2 % 48 16 2 5 9 18 505
Residuo Fina (RF) 228 1 % 6 7 2 1 78 5 725

* Valores expressos em g de aglicar anidro por mg.
i Material precipitado no decorrer dadiélise.
v = Quantidades vestigiais
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3.3.1 - Extracgoescom CDTA e NapCO3

As extracgbes com CDTA solubilizaram as substéncias pécticas que se encontravam fixas
pelo Ca?*, amaioriadas quais provavelmente origindrias dalameamédia. Este materia eramuito rico
em &cido urénico, com uma razdo Ac.Ur./Ara de 8:1. A segunda extracgio com CDTA teve como
objectivo assegurar a totad remocdo dos polimeros que pudessem ser solubilizados com agentes
quelantes antes de iniciada a extracgdo com solugdes acainas. A fracgdo resultante (CDTA-2) ndo
era tdo rica em &cido urdnico e possuia um baixo contelido em aglicares (32%). Por espectroscopia
de RMN de 13C foi mostrado estar ainda contaminada com CDTA, apesar da didise se ter
prolongado por uma semana com pelo menos duas mudancas de &gua didias (ponto 2.5.1).
Recentemente, foi chamada a atencéo para o facto do CDTA néo ser totalmente removido destes
extractos mesmo apos didise exaugtiva (Mort et al., 1991). Em contraste, quando pectina comercia
de citrinos é adicionada a0 sd de sbdio do CDTA e a solugéo é didisada, mais de 95% do CDTA é
removido por didise (K.W.Wadron e R.R.Sdvendran, resultados ndo publicados). A remocéo
incompleta do CDTA neste estudo podera ser devida a presenca de ides céalcio no extracto, ides
esses que complexam com o CDTA impedindo a sua completa remoggo por didise.

Antes de se proceder a extraccdo com NapCO3, o residuo extraido com CDTA foi lavado
com &gua a fim de remover todo o CDTA que ainda estivesse presente. Este facto é reflectido no
elevado contelido em aglcares dos extractos de NapCO3. O facto de a quantidade de aglicares
totais nestas fracgdes ricas em substancias pécticas ndo ser proximo de 100% podera ser devido a
precipitacdo das pectinas durante a hidrdlise &cida, ndo permitindo a total recuperacéo dos aglcares
envolvidos (Ryden e Selvendran, 1990a).

As extracgdes com NapCO3 (1 e 20°C) solubilizaram materia péctico presumivel mente por
hidrolise de ligagOes éster fracas de "cross-linking". A primeiraextraccdo com NapCO3 ocorreu a 1°
C de maneira a desesterificar as substancias pécticas, minimizando as reacgdes de degradagdo por b-
eliminacéo dos restantes polissacarideos pécticos nas subsequentes extracgdes acalinas. Os extractos
obtidos com NaCO3 sdo ricos em polissacarideos pécticos, como é mostrado pela grande

quantidade de &cido urdnico e arabinose e pela ocorréncia de ramnose como principal desoxi-hexose.
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As fracgBes extraidas com NapCO3 contém umarazio Ac.Ur./Arade 1:1, sendo a primeira fracgio
(NaxCOz3-1) maisricaem é&cido urénico do que asegunda, extraidaa 20°C (NapCO3-2).

3.3.2 - Extracgdes com Solucdes de KOH

Por neutralizacdo dos extractos acalinos originaramse precipitados, os quais foram
removidos por centrifugacdo e andisados separadamente dos polimeros das fracges sollveis. Os -
precipitados (16,5% do CWM) continham predominantemente xilanas acidicas, especialmente os das
fracgbes de 1M KOH, visivel pela presenca de xilose como aglUcar maioritario e também de &cido
urénico. Os polissacarideos no sobrenadante (11,1% do CWM) eram maioritariamente xiloglucanas
(fracgBes ricas em glucose e xilose) e polissacarideos pécticos (fracgdes ricas em écido urdnico e
arabinose). A extracgdo com 1M KOH a 1°C solubilizou quantidades Sgnificativas de hemicduloses
(xilanas acidicas) juntamente com polissacarideos pécticos enquanto o 4M KOH extraiu princi-
pa mente hemice uloses (xiloglucanas) e sb pequenas quantidades de polissacarideos acidicos.

O precipitado obtido por didise do materia solubilizado com 1M KOH a 20°C tinhaum -
conteido em aclcares relativamente baixo (37%), tendo-se verificado possuir quantidades significa-
tivas de material que dsorvia luz ultra-violeta O materid solubilizado com 4M KOH + borato
(sobrenadante) era muito rico em arabinose e relativamente pobre em &cido urdnico, sendo -
demonstrado por andise das ligactes glicosidicas (ponto 3.5.4) que amaior parte desta arabinose era
proveniente de glicoproteinas ricas em Hyp. Das paredes celulares da batata (Ryden e Selvendran,
1990b) e do feijdo (Ryden e Sevendran, 1990a) foram também solubilizadas glicoproteinas com 4M
KOH + borato. O precipitado obtido durante a dialise do extracto obtido com 4M KOH + borato
era casanho escuro, continha uma baixa quantidade de acUcares e possuia uma quantidade

ggnificativade materid com absor¢do no ultra-violeta.
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3.3.3 - Extracgbes a partir de RC1

O residuo que permanece apos a extraccdo com 4M KOH + borato (RC1) foi neutralizado e
didisado. O materia polimérico isolado a partir do sobrenadante e que congtituia 4,3% do CWM,
erarico em polissacarideos pécticos ta como é mostrado pelas quantidades elevadas de arabinose e
&cido uronico.

A ionizacdo dos grupos -CH2OH da celulose em meio fortemente acalino podera impedir a
difusdo dos polissacarideos pécticos carregados negativamente que se encontravam imersos na matriz
cduldésica, expandida devido a0 meio dcdino. Ete fendmeno deve ser, no entanto, distinguido do
que envolve a solubilizacdo de xiloglucanas ligadas as micrafibrilhas de celulose por solugdes dcdinas
concentradas, o qual é predominantemente um efeito de desadsorcéo de superficie (Hayashi et al.,
1987).

O residuo proveniente de RC1 (RC2) representa 31,5% do peso seco das paredes celulares
e contém hidroxiprolina (2,7ug/mg). O RC2 foi tratado com clorito / &cido acético afim de solubilizar
glicoproteinas das paredes celulares e polissacarideos pécticos ainda associados. O residuo insolivel
na solucdo de clorito foi lavado abundantemente com é&gua e extraido com 1M KOH deixando um
residuo final (RF). O baixo teor em aglicares deste residuo finad (73%) pode ser devido a presencade

compostos fendlicos ou mesmo lenhina

3.4 - Fraccionamento dos Extractos

Os polimeros presentes nos varios extractos foram fraccionados por cromatografia de troca
anionicaem gel de DEAE-Trisacryl M (Tabelas 3.6 a3.9); aguns extractos (CDTA-1, NapCO3-1 e
1M KOH TC) foram previamente submetidas a precipitagcdo com concentracoes crescentes de

etanol e as maiores fracgBes foram seguidamente resolvidas por cromatografia de troca anionica
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3.4.1 - Fraccionamento dos Extractosde CDTA e NapCO3

O fraccionamento por cromatografia de troca anionica da fraccdo de CDTA-1 originou 4
fracghes, sendo as mais abundantes a fracgdo neutra (eluida com tampao) e a fraccdo euida com
tampédo + 0,125M NaCl (Figura 3.1 e Tabela 3.6). Estas duas fracgdes contém 48,4% do materid
iniciad num totd de 86% do materiad eluido. Ambas as fracgdes apresentam a mesma composicéo -
glicosidica onde 96% dos acUcares sd0 &cido urénico e arabinose, numa razéo de 4:1. A
percentagem de recuperacdo do materid eluido foi de 56%, possvelmente devido a retencdo

irreversivel de parte do materid na coluna
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Figura 3.1 - Cromatografiaem DEAETrisacryl M do extracto de CDTA-1.
- - A 90, 0-Aogp, -, gradiente de NaCl

Com o objectivo de resolver os polissacarideos presentes na fraccdo neutra, eta foi
desesterificada em condigbes suaves (NepCO3 50mM a 1I°C). Como resultado obteve-se uma
pequena percentagem de materia insollvel, revelando a andise de aglcares que era muito rico em
acido urénico (Tabela 3.6). O sobrenadante foi recromatografado por cromatografia de troca
anitnicacom gradiente de NaCl até 1M (Figura 3.2). Foram obtidas 3 fracgdes, sendo a fraccéo
eluida com baixa concentracdo de NaCl a mais abundante (60%). A fraccdo neutra obtida no
refraccionamerto compreende 6% do materid inicia e a recuperacéo do materia €uido foi de 84%.

O comportamento acidico apresertado por este materid gpos tratamento com uma solucéo dcaina
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revela que a maior parte dos residuos de acido urénico que compunham a fracgdo se encontravam
edterificados. Tendo em conta que os residuos de &cido urénico condtituiam 78% dos residuos de
acUcares presentes, pode-se inferir que esta fraccdo etava muito esterificada, encontrando-se
também muito esterificada a maior parte do materia extraido com CDTA.

Tabela 3.6 - Composi¢do em agUcares das fracgdes solubilizadas pelo CDTA apés cromatografia de troca anionica
em DEAETrisacryl, desesterificagdo dafraccdo neutra (CA) e refraccionamento.

Rendim. AcUcares da parede celular (mol %) Aclcares
Fracgdo (%) totais*
Rha | Fuc | Ara | Xyl [ Man| Gd | Glc | AcUr. | (ug/img)

CDTA-1
Tampéo (CA) 214 1 v 18 % 1 1 1 78 750
Desesterif. de CA

residuo insol. 53 1 Y 10 1 Y 1 8 79 715

CldesA (CAad) 6,3 1 v 70 4 4 8 8 5 682

CldesB (CAb) 60,0 2 v 20 1 1 1 5 70 824

Cldes.C (CAc) 126 3 1 35 22 7 4 17 1 40
0,125M NaCl (CB) 27,0 1 v 19 % % 1 1 78 634
0,25M NaCl  (CC) 50 1 v 9 % % 1 1 88 668
05M NaCl  (CD) 26 1 v 12 1 1 1 5 79 352

* Valores expressos em g de aglcar anidro por mg.
v = Quantidades vestigiais
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Figura3.2 - Cromatografiaem DEAETrisacryl M dafracgdo CA apds desesterificacdo.
- - A 490, 0- Aogg, -, gradiente de NaCl
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Com o objectivo de melhorar o rendimento do fraccionamento dos polimeros do extracto de
CDTA-1 foi tentado, antes do fraccionamento em coluna, o fraccionamento por precipitacdo em
solugdes de concentragdo crescente de etanol (ver ponto 2.10.1).

A precipitacéo do extracto de CDTA-1 em etanol originou 4 fracgbes (Tabda 3.7). A
maioria dos polissacarideos pécticos precipitaram com 60% de etanol. O materid que permaneceu
sollvel em 85% de etanol era muito pobre em aglicares, tendo sido detectado por espectroscopia de
RMN de 13C que a maior parte do material da fracgdo era CDTA. A fraccdo que precipitou com
60% de etanol foi resolvida por cromatografia de troca anidnica em 4 fracgdes (Figura 3.3) sendo o
rendimento dos polimeros eluidos pela coluna superior a 95%. O decréscimo da razdo aclicares
neutrog/acido urénico ndo foi sgnificativo, indicando que o grau de esterificacdo dos polissacarideos
pécticos foi 0 principa responsavel pela separacéo.

Tabela 3.7 - Composicdo em aglcares das fracgbes obtidas a partir dos extractos de CDTA -1 e NapCO3-1 apds
precipitagdo com etanol seguida de cromatografia de troca anidnicaem DEAETrisacryl.

Rendimento Acucares da parede celular (mol%) AcUcares
Fracgdo (%) totais*
Rha | Fuc | Ara | Xyl | Man| Gd | Glc | AcUr. | (ug/img)
CDTA-1
EtOH 60% (C1-60) 356 2 v 29 v - 1 1 67 472
Tampdo (C1A) 64,0 2 1 26 v 1 1 2 67 554
0,125M NaCl 12,0 3 v A 1 v 2 2 58 489
0,25M NaCl 12,0 2 v 31 1 1 2 2 61 531
0,5M NaCl 6,7 2 1 17 1 v 2 6 72 428
EtOH 75% 20,0 3 v 25 v - 2 1 69 615
EtOH 85% 53 2 v 29 1 - 1 2 65 586
EtOH 85% sn. 37,7 32 48 7 - - 13 12
Na2C03 1°C
residuo insol Gvel 30 2 \ 41 1 v 3 3 50 495
EtOH 70% 89,3 2 % 36 v v 2 1 59 914
Tampéo 31 2 \ 50 8 1 3 15 21 164
0,125M NaCl 49 3 - 71 1 v 4 2 19 581
0,25M  (NC1) 382 3 - 68 v v 3 1 25 804
(NC2) 474 2 - 12 1 1 2 1 81 590
0,5M NaCl 52 1 % 17 1 1 2 2 76 605

* Valores expressos em g de aglicar anidro por mg.
v = Quantidades vestigiais
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Figura 3.3 - Cromatografiaem DEAETrisacryl M dafraccéo C1-60, do extracto de CDTA-1.
- - A 90, 0- Aogg, -, gradiente de NaCl

O extracto de NapCOz3-1 foi, de maneira semel hante, submetido a precipitacéo gradua com
solugdes de etanol e 0 materid precipitado com 70% de etanol (maior fracgéo) foi fraccionado por
cromatografia de troca anidnica originando 4 fracgbes (Tabela 3.7). A recuperacdo do materia eluido
foi de 9%%. A terceira fraccdo (eluida com 0,25M NaCl) gpresentava uma sobreposicéo de
compostos em que o primeiro componente (NC1) possuia absorgdo no ultra-violeta (Figura 3.4). A
fraccdo NC1 mostrou ser muito rica em arabinose e relativamente pobre em &cido urénico quando

comparada com afracgdo NC2 (segundo componente) (Tabela 3.7).
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Figura 3.4 - Cromatografia em DEAETrisacryl M da fraccdo precipitada em EtOH 70% a partir do extracto de
NayCOz-1. - - A 490 0-Aogp; -, gradiente de NaCl
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3.4.2 - Fraccionamento dos Extractosde KOH e Clorito

O fraccionamento do extracto obtido com 1M KOH 1°C encontra-se resumido no Esquema

3.1

extracto de 1M KOH 1°C

neutralizagéo
didlise
centrifugac&o

Y

1M KOH 1°C ppt
(hemicelulose A)

Y

1M KOH 1°C sn.
(hemicelulose B)

1M NaOH descongelamento
centrifugacdo centrifugag&o
Y / Y
residuo insolvel sobrenad ante residuo insoldvel sobrenadante
(K1R)
Cu(OAc), 7% EtOH
EtOH/ H*
Y centrifugag o EtOH 70% EtOH 70% sal.
precipitado DEAE-Trisacryl
K1Cu $
Y
1M NaOH K1A K1B
adicdo gradual de HCI
[ Y
K10 K6

Esguema 3.1 - Fraccionamento do extracto obtido com 1M KOH 1°C.

A parte soltvel do extracto de 1M KOH 1°C (hemicdulose B) originou um precipitado muito
abundante apds descongelacdo. O materia sollve foi tratado com etanol, precipitando somente uma
quantidade muito pequena com 70% de dcool. Como néo se verificou mais precipitacio de materia
com adicdo de etanol, o sobrenadante foi concentrado e fraccionado por cromatografia de troca

anionica (Figura3.5).
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O materia duido s6 com solugdo tampdo (K1A) era muito rico em lose e glucose e
continha uma quantidade relativamente pequena de &cido urénico (Tabela 3.8). Estes resultados
denunciam a presenca de xilanas e xiloglucanas. O materid eluido com 0,125M NaCl (K1B) erarico
em Xxilose, arabinose e &cido urénico e é provavd que sga um complexo xilana-polissacarideo

péctico.

Tabela 3.8 - Composicao em aglicares das fracgdes solubilizadas com 1M KOH a 1°C.

Rend. Acucares da parede celular (mol %) AcUcares
Fracgdo (%) totais*
Rha | Fuc | Ara | Xyl [ Man| Gd | Glc | AcUr. | (ug/img)
1M KOH 1°C sn.
residuo insol Gvel 415 1 1 54 16 1 4 6 17 158
EtOH 70% 20 1 1 17 45 1 6 20 9 861
EtOH 70% sn. 250 1 1 15 46 2 6 21 8 79
Tampéo (K1A) 62,9 1 1 10 44 2 7 28 7 915
0.125M (K1B) 171 1 - 15 64 % 2 4 14 79
0.25M NaCl 29 2 - 39 20 2 4 10 23 774
1M KOH 1°C ppt.
resinsol. NaOH (K1R) 6,7 1 Y 11 11 v 1 74 2 212
sn. NaOH
Cu(OAc), ppt. (K1Cu) 439 1 - 1 91 - \ 1 6 923
pH 10 ppt. (K10) 85,0 1 1 87 v \ 2 9 869
pH 10sn. (K6) 100 2 v 3 78 1 1 4 1 821

* Valores expressos em g de aglcar anidro por mg.
v = Quantidades vestigiais

O materid insolive proveniente do extracto de 1M KOH 1°C (hemicdulose A) foi disperso
em 1M NaOH e uma pequena quantidade que permaneceu insollve foi removida por centrifugacéo
(K1R). A fraccéo solive foi tratada com uma solugdo saturada de acetato de cobre e o precipitado
azul formado foi desfeito por tratamento com uma solucdo de &cido cloridrico em etanol. O
precipitado branco resultante foi dissolvido em NaOH 1M e o pH da solugéo foi descido por adicéo
gradua de HCI tendo-se obtido um precipitado a pH 10 (K10). O pH do sobrenadante foi baixado
aé 6 e como ndo foi formado mais nenhum precipitado a solugéo foi didisada e liofilizada dando a

fraccdo K6. A composicdo em aclicares destas fracgdes encontram:-se na Tabela 3.8. Estas fracgOes
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eram ricas em xilose, mostrando conterem Xilanas, sendo provave que a fracgdo K10 sgaumaxilana

acidica pura.
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Figura 3.5 - Cromatografia em DEAETrisacryl M da fraccdo solivel em EtOH 70% a partir do extracto de 1M KOH
(hemicelulose B). - - A 490 0-Aogp; -, gradiente de NaCl

A fraccéo do sobrenadante do extracto de 4M KOH foi dispersa em agua e o residuo
insollvel (10%) foi removido por centrifugacdo. O sobrenadante foi sujeito a cromatografia de troca

anidnicatendo sido obtidas 4 fracgdes (Figura 3.6).
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Figura 3.6 - Cromatografiaem DEAETrisacryl M do extracto de 4M KOH (sobrenadante).
- - A 90, 0- Aogg; -, gradiente de NaCl
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Todas edtas fracgBes exibiam absorvancia no ultra-violeta Com a possivel excepgdo da fraccéo

K3A, todas as restantes fracgoes, particularmente K3B2 e K3D, possuiam baixo teor em aglcares.
Este facto pode ser devido a estes polissacarideos se encontrarem associados a substéncias fendlicas
como pode ser visto naFigura 3.6. A fraccdo K3B possui um ombro e 0 componente mais retardado
(K3B2) mostrou ser muito rico em substancias fendlicas por absor¢cdo no  ultra-violeta. A fraccéo
eluida com tampéo (K3A) continha quantidades sgnificativas de arabinose, glucose e manose (Tabela
3.9) e a maioria da arabinose era proveniente das glicoproteinas das paredes celulares tal como foi

visto por andise das ligagdes glicosidicas e presenca de hidroxiprolina (25 pg/mg). A percentagem de
recuperacdo do materia apds a duicdo foi de 84%.

Tabela 3.9 - Composicdo em aclicares das fracgdes solubilizadas com 4M KOH, 4M KOH + borato, clorito e 1M

KOH (depois da extracgdo com clorito) apds cromatografia de troca aniénica em DEAETrisacryl (o extracto de 1M
KOH foi fraccionado com gradiente de NaCl - Figura 3.8).

Rendim. AcUcares da parede celular (mol %) AcUcares
Fracgdo (%) totais*
Rha | Fuc | Ara | Xyl [ Man| Gd | Glc | AcUr. | (ug/img)

4M KOH sn.
residuo insolGvel 10,0 1 Y, 32 21 9 6 20 11 590
Tampéo (K3A) 34,0 1 1 41 5 18 9 21 4 509
0,125M NaCl (K3B1) 12,0 2 Y, 69 3 2 4 7 13 324

(K3B2) 6,0 2 1 46 7 10 3 31 - 63
0,25M NaCl (K3C) 18,0 3 1 48 2 2 4 8 32 212
05M NaCl  (K3D) 40 2 2 23 2 12 2 29 28 83
4M KOH + borato sn.
Tampé&o (K4A) 21,3 1 v 66 3 10 6 10 4 679
0,125M NaCl (K4B) 93 2 - 76 2 1 3 4 12 635
0,25M NaCl  (K4C) 47 3 v 62 2 v 4 5 24 561
05M NaCl  (K4D) 13 3 1 28 2 38 3 18 7 355
Clorito
residuo insol Gvel 258 2 - 71 1 - 4 3 19 712
Tampéao (ChA) 10,0 1 - 80 2 - 3 2 12 858
0,125M NaCl (ChB) 14,2 2 v 72 1 - 5 2 18 861
0,25M NaCl  (ChC) 30,0 2 - 74 1 - 3 - 20 838
05M NaCl  (ChD) 25 2 v 65 1 - 4 3 25 520
1M KOH apésclorito
KCA 16,8 v v 19 14 21 12 29 5 630
KCB 39 2 v 62 5 1 5 8 17 618

* Valores expressos em g de aglcar anidro por mg.
v = Quantidades vestigiais
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A fraccdo extraida com 4M KOH + borato dissolveu completamente em &gua e em
cromatografia de troca anionica originou 4 fracgdes principais (Tabela 3.9). As 3 primeiras fracgdes
eram muito ricas em arabinose; a maioria da arabinose presente na fraccdo K4A foi mostrado derivar
das glicoproteinas da parede celular por andise das ligagdes glicosidicas e presenca de hidroxiprolina
(37 pg/mg). A percentagem de recuperacéo do materia apds a eluicdo foi de 37%.

A fraccdo solive em doarito foi digpersa em &gua e o residuo insolivel (26%) foi removido
por centrifugacdo. O materia sollvel foi fraccionado por cromatografia de troca anidnica dando 3
fracgBes principais, ricas em arabinose e acido urénico (Figura 3.7 e Tabela 3.9). Uma quartidade
sgnificativa de arabinose na fraccdo ChA deriva também das glicoproteinas da parede cdular e a
restante de polissacarideos pécticos tal como indica a presenca de 10,3 pg/mg de hidroxiprolina nesta
fraccdn. As restantes fracches (residuo insollvel, ChB e ChC) apresentam vaores para a
hidroxiprolina na ordem dos 2 pug/mg, indicando tratar-se de material predominantemente péctico. A

percentagem de recuperacéo do materia apds aeluicdo foi de 82,5%.
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Figura 3.7 - Cromatografiaem DEAETrisacryl M do extracto de clorito / &cido acético.
- - A 90, 0- Aogg; -, gradiente de NaCl

O materid extraido com 1M KOH gp6s o tratamento com clorito / &ido acético foi
fraccionado por cromatografia de troca anidnica por eluicdo com gradiente de NaCl até 1M (Figura
3.8). Pela Tabela 3.9 pode-se verificar que a fracgdo neutra (KCA) fol a mais abundante. Esta

fraccdo era composta por glucose, manose, arabinose, xilose e gaactose, possivel mente provenientes
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de polissacarideos de diferentes origens como xiloglucanas, mananas e glicoproteinas. A fraccéo
acidica (KCB) era provavelmente de origem péctica. A percentagem de recuperacdo do materia
apés aduicdo foi de 21%.
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Figura 3.8 - Cromatografiaem DEAETrisacryl M do extracto de 1M KOH apds o tratamento com clorito.
- -A 490 0-Aoggp, ----, gradiente de NaCl
Os resultados do fraccionamento dos diversos extractos obtidos a partir do CWM da polpa
da azeitona mostraram que a percentagem de recuperacéo do materid apds a euicdo em DEAE-
Trisacryl M é muitas vezes baixa. Estes resultados contrastam com as recuperacoes entre 90 e 100%
do material obtido a partir do CWM de batata (Ryden e Selvendran, 1990b), de parénquima da
vagem do feljdo verde (Ryden e Sdlvendran, 1990a) e de cebola (Redgwell e Selvendran, 1986)
gpos fraccionamento com a mesma resna. A introducdo de um fraccionamento prévio por
precipitacéo gradual com solucbes de concentracdo crescente de etanol proporcdonou mehores

rendimentos no fraccionamento em coluna com DEAE-Trisacryl M.
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3.5 - Andlise das L igacOes Glicosidicas

Algumeas fracgdes sdeccionadas foram metiladas e os grupos carboxilicos reduzidos com
LiAID4. As fracgbes K1R, K3A e K4A nép foram reduzidas por serem pobres em &acido uronico; o
CWM, AIR-1, AIR-4, CR2 e o residuo find (RF) também n&o foram reduzidos. As fracges
provenientes do extracto de CDTA (C1-60 e C1A) foram desesterificadas com uma solugéo acdina
fria antes de serem metiladas.

Os resultados da metilacgo que envolve reducéo de grupos carboxilicos ndo foi quantitativa
tal como mostram os baixos rendimentos em &cido galacturonico (16-54%) e em é&cido glucurénico
(40-70%). As fracgdes de CDTA andisadas apresentam valores mais elevados para a redugéo dos
grupos carboxilicos do &cido gaacturdnico (80%).

A andlise por metilacdo € quantitativa para todos os aglicares neutros presentes nas fracgoes,
exisindo também uma boa correspondéncia entre a ligacdo e a composicdo em aglcares. Estas
observagdes contrastam com a baixa recuperacdo dos residuos de galactose nas andises por
metilacdo de um grande nimero de plantas (Ryden e Sdlvendran, 1990ab; Seymour et al., 1990;
Wadron e Selvendran, 1992), podendo ser devidas ao baixo teor em galactose nas fracgdes obtidas.

A proporcdo entre os diversos tipos de ligagdo ndo parece ser alterada com a reducéo dos
grupos carboxilicos, tal como se demonstra com varias fracgBes de diferente composicéo (Tabelas
3.11, 3.13, 3.15 e 3.16); nas referidas tabelas, as amosiras reduzides com LiAID4 encontram-se

marcadas com um asterisco (*).

3.5.1- Metilagdo do CWM, AIR-1eAlR-4

Ao longo dos anos, a metilacdo do CWM tem sido utilizada para a caracterizacdo estruturd
das paredes celulares de diferentes tipos de tecidos de plantas (Tdmadge et al., 1973; Burke et al.,
1974; Ring e Sdlvendran, 1978; O'Nelll e Sdvendran, 1980b; Stevens e Sdvendran, 1980a; Lomax
et al., 1983; Dugerhdft et al., 1992). Recentemente, a andise por metilagio foi utilizada na

caracterizacdo das paredes celulares de Vé&ios tipos de tecidos dos taos de espargo tendo
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proporcionado muito boas indicagbes quanto aos principais tipos de polissacarideos presentes
(Wadron e Selvendran, 1990a).

A andlise das ligaghes glicosidicas do CWM da polpa da azeitona (Tabela 3.10) mostra que a
maioria dos residuos de glucose se encontram em ligagéo (1® 4), sendo provenientes da celulose. A
presenca de uma pequena quantidade de residuos de (1® 4,6)-Glcp, assm como de residuos de (1
® 2)-Xylp sugere a ocorréncia de xiloglucanas no CWM. A maior parte dos residuos de xilose
detectados encontram-se em ligacéo (1® 4), sendo também detectados residuos de xilo-piranose em
ligagzo terminal. E muito provavel que estes residuos sgjam, namaior parte, provenientes de xilanas.

A manose encontra-Sse em muito pequena quantidade; os residuos mais abundantes séo (1®
4)- e (1® 4,6)-Manp, sugerindo a possivel ocorréncia de de mananas e/ou glucomananas.

A presenca de quantidades aproximadamente iguais de residuos de arabinose em ligagéo (1
® 5), (1® 3,5) e terminais indica que a arabinose se encontra em estruturas muito ramificadas, possi-
velmente congtituidas por cadeias curtas de residuos de arabinose. A presenca de 1,4-di- O-acdtil-
2,3,5-tri-O-mdilarabinitol em devadas quantidades sugere que os residuos de arabinose em ligacéo
terminal se encontram na forma de furanose.

Os resultados da metilagdo do AIR-1 foram muito semelhantes aos obtidos para 0 CWM
(Tabela 3.10). Foram detectados os residuos glicosidicos da celulose, xiloglucanas e xilanas;, uma
pequena quantidade de residuos de galactose em ligacéo (1® 4) e (1® 4,6) e residuos de arabinose
em ligagOes vérias, caracteristicos das substéncias pécticas. Também foram detectados no AIR-1 a
presenca de ramnose em ligagéo (1® 2) e (1® 2,4) e gaactose em ligagéo (1® 4). As proporgdes
relativas dos diferentes residuos glicosidicos foram semelhantes as encontradas para 0 CWM.

No AIR-4 (Tabela 3.10) verificou-se muito xilitol, resitado de submetilacio. E possivel que
este materia, por estar mais préximo do caroco, se encontrasse mais lenhificado, tendo a lenhina

impedido a metilacéo das glucuronoxilanas.



3 - Isolamento e Andlise dos Polimer os das Paredes Celulares da Polpa da Azeitona
9

Tabela 3.10 - Composicdo das ligacBes glicosidicas do CWM da polpa da
azeitona e dos AIR's da camada exterior (AIR-1) einterior (AIR-4) da polpa da
azeitona (val ores expressos em percentagens molares rel ativas).

Amostra

Ligacdo CWM AlIR-1 AlR-4
2-Rhap 16 11 10
3-Rhap 01 - -
24-Rhap 05 04 04
T-Fucp 01 - 02
T-Arap - - 05
T-Araf 132 9,6 80
2-Araf 0,6 11 14
3-Araf 50 44 2,6
5-Araf 12,7 116 9,2
3,5-Araf 126 98 6,8
Arabinitol 09 24 13
T-Xylp 15 14 15
2-Xylp 33 20 19
4-Xylp 6,0 40 58
2,3-Xylp 04 - 03
24-Xylp 038 0,7 23
Xilitol 21 17 121
4-Manp 23 25 23
4,6-Manp 0,7 08 0,6
2-Gdp 03 - -
4-Gdp 0,3 21 14
6-Galp 01 0,2 0,2
34-Galp 0,2 - -
3,6-Gdlp - - 05
4,6-Galp 0,2 0,2 0,2
T-Glcp 03 03 05
4-Glep 27,2 213 255
6-Gcp - 04 -
24-Glcp 02 03 -
34-Glcp 01 0,2 0,2
3,6-Glcp - 05 -
4,6-Glcp 28 30 31
34,6-Glcp 04 09
24,6-Glcp - - 02
Glucitol 39 171 81
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3.5.2 - Fracgoes Extraidas com CDTA e NapCO3

A andise das ligaghes glicosidicas na fraccdo C1A cujos grupos carboxilicos foram reduzidos
(Tabela 3.11) mostraram a presenca de pequenas quantidades de residuos de &cido galacturonico
termind juntamente com GapA em ligacdo (1® 4), encontrando-se uma quantidede significativa
destes residuos subgtituidos em O-3 e O-2. Igud resultado foi registado na andise das ligaghes
glicosidicas da fraccao C1-60, fraccdo que deu origem a C1A por cromatografia de troca anidnica.
Em ambas as fracgdes foi obtido um bom rendimento na reducéo dos grupos carboxilicos (80%),
verificando-se também semelhanca quanto & composicéo glicosidica. Foram detectados residuos de
ramnose de ligagdes vérias, sendo preponderantes as ligagbes  (1® 2) e (1® 2,4). As proporgdes
relativas das vérias ligagdes dos residuos de arabinose na fraccdo mais purificada (C1A) sdo: T-Araf:
3-Araf: 5-Araf: 35-Araf = 2,1:1,0:2,6:2,8. Edta caracteridica estruturd da "arabinand’ € semehante
na fraccdo C1-60 e encontra-se também presente nas outras fracgdes ricas em polissacarideos
pécticos tais como NC1, NC2 e snRC (Tabeas 3.11 e 3.16). Todas estas fracches pécticas
possuem também pequenas quantidades de Xylp em ligagio (1® 4) e porvezes termind. E possivel
gue residuos de xilose se encontrem ligados directamente aos residuos de &cido galacturonico
formando regides de xilogdacturonanas, ta como parece ocorrer nas substancias pécticas das
paredes celulares da maca (DeVries et al., 1983; Renard et al., 1991b), vagem do feijéo (Ryden e
Selvendran, 1990a), batata (Ryden e Selvendran, 1990b) ou vagem da ervilha (Ralet et al., 1993).
Muito recentemente, Thibault et al., (1993) confirmaram a presenca de xilose, principamente nas
regides pouco ramificadas das substéncias pécticas.

Uma pequena quantidade de GalpA em ligagéo (1® 3,4) foi detectada em NC1 e NC2
mostrando que uma pequena por¢cdo de residuos de GapA em ligacdo (1® 4) se encontravam
substituidos na posicdo 3 e possvelmente 2 tal como foi observado nas fracgdes provenientes do
CDTA e também tem vindo a ser observado com os polissacarideos pécticos de outros tecidos

(Ryden e Selvendran, 1990a; Waldron e Selvendran, 1992).
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Tabela3.11 - Composic¢ao das ligagdes glicosidicas de polissacarideos provenientes dos
extractos de CDTA e NayCOg (val ores expressos em percentagens molares rel ativas).

Fraccgdo

Ligacéo CDTA Na>COg

C1-60* C1A C1A* NC1 NC1* NC2 NC2*
T-Rhap - 03 - - - 23 16
2-Rhap 10 18 11 18 32 16 17
3-Rhap 0,2 04 0,2 01 01 0,7 038
2,3-Rhap - 04 - - - 03 -
24-Rhap 12 17 11 12 23 12 16
34-Rhap - - 0,2 01 01 13 10
T-Fucp 03 03 02 01 03 05 05
T-Araf 73 144 89 22 21,3 11,9 11,0
2-Araf 03 0,7 03 03 03 - 03
3-Araf 36 7,6 45 9,6 9,6 6,0 52
5-Araf 101 213 114 258 26,3 171 133
2,3-Arap - - - 06 - 24 -
2,5-Araf - - - 09 13 05 04
35-Araf 116 257 125 253 254 18,0 142
Arabinitol 0,7 59 0,7 08 038 22 06
T-Xylp - 03 - 03 04 10 08
4-Xylp 13 0,7 04 03 03 35 24
24-Xylp 03 14 03 - - - -
Xilitol - - - 04 01 - 0,6
T-Gap 0,6 10 0,7 11 10 15 12
3-Gdp 03 04 - 0,2 09 04 03
4-Galp 0,6 09 05 0,7 05 37 35
34-Gap 03 04 0,2 04 04 - 04
3,6-Gdp - - - - - - -
4,6-Galp - - - - - 13 -
T-GapA 08 - 0,7 - 0,2 - 16
4-GalpA 454 - 419 - 438 - 333
24-GapA 4,6 - 42 - - - -
34-GapA 4,0 - 37 - 0,2 - 0,7
Galactitol (A) 15 - 14 - - - -
T-Glep 03 03 02 02 - - -
4-Glep 16 4,0 22 0,7 - 6,1 30
24-Glep 04 09 04 01 02 13 -
34-Glcp - 04 03 - - - -
4,6-Glcp - 09 05 - - 09 -
Glucitol 09 6,1 0,7 6,7 - 144 -

* Amostras reduzidas com LiAIDy.
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A composicdo em ligaghes glicosidicas das fracgBes NC1 e NC2 é relativamente semelhante
e néo difere significativamente em relacdo as fracgbes de CDTA andisadas. Para dém dos residuos
de ramnose em ligagBes véarias, a fraccdo NC2 apresenta residuos de ramnose em ligacdo termindl,
originados possivelmente por quebra de cadeias de pectinas durante a extracgao.

Nas fracgdes pécticas analisadas verificaramse valores muito eevados para o glucitol das
amostras ndo submetidas a reducdo do grupo carboxilico. Estes valores ndo sdo, no entanto,
concordantes com as andlises de aglcares das respectivas fraccles (Tabela 3.7) nem com a andlise
por metilacdo das amostras em que o0 grupo carboxilico é reduzido. Uma explicacdo possivel para
este facto é as mangas de didise em que as amostras sGo dialisadas (pontos 2.17.1-b e 1.17.2-3)
libertarem acetato de celulose que gpds a hidrdlise seria determinado como glucitol-hexaacetato. Nas
amodtras em que o0 grupo carboxilico € reduzido (ponto 2.17.3), a solu¢do adcdina resultante da
reaccd0 de reducdo seria suficiente para desacetilar 0 acetato de celulose e a extracgdo com
CHCI3:MeOH (2:1) extraiu os polimeros metilados para a fase organica, separando-os do materia

contaminante.

a) Espectroscopia de RMN de13C das Fracgdes NC1 e NC2

A espectroscopia de RMN de 13C das fracgdes NC1 e NC2 confirmou os resultados da
andlise por metilagéo, proporcionando informacdo adiciona acerca das configuragbes anoméricas da
arabinose em NC1 e &cido gaacturénico em NC2 (Figuras 3.9 e 3.10). A identificacéo dos sinais
(Tabela 3.12) foi baseada nos vaores de espectros publicados de "arabinanas’ (Josdeau et al.,
1977, 1983; Capek et al., 1983; Swamy e Sdimath, 1991), arabinosideos (Akiyamaet al., 1980) e
pectinas (Pressey e Himmelsbach, 1984; Keenan et al., 1985; Ryden et al., 1989).

O espectro da fracgdo NC1 revela a presenca de residuos de a-L-Araf emligacdo (1® 5),
(1® 3), (1® 3,5) e termind. A presenca de sinais intensos a 103,7, 78,6, 76,6, 84,3 e 65,3 ppm
mostra que 30 a 40% da arabinose em ligagdo termind existe como andmero b. O interesse deste
resultado reside no facto de, até ab momento, ndo serem conhecidas referéncias quanto a presenca
de residuos de b-L-Araf em pectinas, estes residuos sGo geramente apontados como sendo

caracterigticos de glicoproteinas ricas em hidroxiprolina (Akiyamaet al., 1980).
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Figura 3.9 - Espectro de RMN de 13C do polissacarideo péctico dafraccdo NC1.
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Figura3.10 - Espectro de RMN de 13C do polissacarideo péctico da fraccdo NC2.
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Tabela3.12 - | dentificacéo dos sinais dos espectros de 13C das fraccdes NC1 e NC2.

Residuo desvio quimico (d)
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
T-a-L-Araf 109,8 835 788 86,1 634
T-b-L-Araf 103,7 78,6 76,6 84,3 65,3
(1® 3)-a-L-Araf 1094 831 84,87 84,67 634
(1® 5)-a-L-Araf 109,8 835 79,0 84,6 69,2
(1® 3,5)-a-L-Araf 1094 831 84,6 838 68,8
(1® 4)-a-D-GapA 1014 704 710 80,3 733 178

O espectro da fraccdo NC2 mostra sSinais muito mais largos do que os do espectro anterior.
Este dargamento dos sinais, caracteristicos do écido galacturonico, é devido possvelmente arigidez
motriciond da cadeia de acido gdacturonico, que contrasta com a mobilidade das cadeias laterais
(Seymour et al., 1990). A maior parte dos residuos encontram-se em ligacdo (1® 4)-a-D-GalpA.
No espectro € ainda notada a presenca de sinais caracteristicos dos residuos de arabinose

encontrados em NC1.

3.5.3 - Fraccdes Extraidas com 1M KOH

A ocorréncia de xiloglucanas pode ser inferida pela presenca de Glcp em ligagéo (1® 4) e (1
® 4,6), Xylp em ligacéo termind e (1® 2) e Galp em ligacéo terminal. A presenca de xilanas acidicas
pode ser inferida pela presenca de Xylp em ligacdo (1® 4) e (1® 2,4) e GlcpA em ligacéo termindl.
Na maioria das fracgbes hemiceluldsicas (K1A, K1B, K1Cu, K10 e K6) foi obtida evidéncia da
ocorréncia de residuos GlcpA em ligacdo termina (Tabela 3.13). A fraccdo K1A contém quer
xiloglucanas quer glucuronoxilanas. Como o grau de polimerizac@o é relativamente baixo, é possivel
gue K1A sgaum complexo contendo principa mente glucuronoxilana e xiloglucana.

A fraccdo K1B foi retida na coluna de troca anidnica, sendo euida com 0,125M NaCl. Ela
continha ligagdes glicosidicas usudmente associadas as glucuronoxilanas e polissacarideos pécticos,

sendo muito provavelmente um complexo congtituido por estes dois polissacarideos.
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Tabela3.13 - Composicéo das ligaghes glicosidicas de polissacarideos provenientes dos extractos de IM KOH a 1°
C (valores expressos em percentagens molares relativas).

Fraccéo

Ligagdo sobrenadante (Hemicel. B) precipitado (Hemicelulose A)

K1A* K1B K1B* K1R K1Cu* K10 K10* K6*
2-Rhap - 04 04 - - - - 0,2
3-Rhap 0,2 04 04 - 03 05 0,2 03
24-Rhap - 05 06 - - - - 03
34-Rhap - - - - - - 0,2 -
T-Fucp 03 - - - - - - -
T-Araf 6,1 29 29 17 05 04 03 24
2-Araf 04 - - - - - - -
3-Araf 0,7 15 15 11 - - - 06
5-Araf 26 4.6 47 29 28 - - 20
35-Araf 26 6,2 56 39 - 0,7 - 22
Arabinitol 0,2 0,6 05 13 - - - -
T-Xylp 34 0,6 05 - 04 03 04 0,7
2-Xylp 76 - - - - - - -
4-Xylp 233 63,1 61,3 90 794 80,8 815 719
24-Xylp 85 11,2 104 22 10,8 11,8 125 124
Xilitol 08 09 09 04 11 0,7 05 0,7
4-Manp 21 - - - - - - -
4,6-Manp 05 - - - - - - -
T-Gap 40 - - - - - - -
4-GapA - - 11 - - - - 0,6
T-Glcp 03 04 03 08 05 04 04 -
4-Glcp 90 10 08 61,0 13 - -
24-Glep 05 - - 24 - - - R
34-Glcp 05 - - 28 - - - -
4,6-Glcp 212 32 15 39 - - - 06
Glucitol 17 28 18 6,6 0,2 32 0,2 03
T-GlcpA 35 - 438 - 4,2 - 38 438
D.p. Xyl * 227 310 236 121
B.p. Xyl # 12 13 13 15

* Amostras reduzidas com LiAID 4;
*+ Grau de polimerizagdo das xilanas;
# Percentagem de pontos de ramificago das xilanas.

K1R era afraccdo insollivel dbtida do extracto de 1M KOH 1°C. Ede materid foi dificil de

dispersar em DM SO, permanecendo uma pequena porcéo insolUvel, facto que deve estar relacionado
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com o ato vaor encontrado para o glucitol. No entanto, pode ser inferido que esta fracgéo tinha
quantidades sgnificativas de uma glucana e uma por¢do muito pegquena de xilana.

O materid precipitado com a solugéo acalina de acetato de cobre (K1Cu) era uma glucu-
ronoxilana. Edta fracgo foi purificada por fraccionamento por diminui¢do do pH (ver ponto 2.12.2)
originando a fracgdo K10 cujo maior componente (>95%) era uma xilana contendo 13% de
ramificagdo e um grau de polimerizaco médio de 250, tal como inferido pela razéo da totdidade dos
residuos de xilose em relacéo aos residuos de xilose em ligacdo termind.

O maor componente da fraccdo K6 era uma xilana que possivelmente se encontrava

contaminada com uma peguena quantidade de um polissacarideo péctico.

a) Espectroscopia de RMN de13C da Xilana da Fracgdo K 10

A espectroscopia de RMN de 13C (Figura 3.11) foi utilizada para determinar a configuracéo
anomérica dos residuos de aclicar da xilana da fraccgo K10 e também para comparar as proporcoes
relativas das diversas ligagBes dos véaios residuos. A identificacdo dos sinais (Tabela 3.14) foi
baseada nos vaores publicados para b-metil glicosideos de (1® 4)-b-D-xilo-oligossacarideos
(Kovac e Hirsch, 1982) e para o &cido tri- D-xilo-4- O-metil- D-glucurénico (Excoffier et al., 1986).

||
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Figura3.11 - Espectro de RMN de 13C daxilanada fraccéo K 10.
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Tabela3.14 - | dentificacéo dos sinais do espectro de 13C dafraccsio K 10.

Residuo desvio quimico (d
C-1 C-2 C-3 C4 C-5 C-6 4-O-Me
(1® 4)-b-D-Xylp 101,7 72,6 74,0 754 632
(1® 2,4)-b-D-Xylp 101,1 791 *) 76,6 62,6
T-a-D-GlcpA 974 718 *) 817 69,8 171,6 59,1

(*) - sinais ndo identificados no espectro.

Do espectro de RMN de 13C pode ser inferido que os residuos de xilose se encontram em
ligacdo b-(1® 4) e o &cido glucurdnico termind se encontra em ligacéo a e, pelo sina a 59,1 ppm
para 0 4-O-Me, pode ser inferido que a maioria do &cido glucuronico possui um grupo metilo
subgtituinte no carbono 4. A partir da razéo das areas do C-1 dos residuos de xilose em ligagdo (1®
4) + (1® 2,4) em relacéo aos residuos de xilose em ligacdo (1® 2,4) pode ser inferido que 1 em 11
residuos de xilose se encontra ramificado. Este vaor € ligeiramente superior mas da mesma ordem de
grandeza do vaor encontrado para o grau de pontos de ramificacéo obtidos por andise das ligagoes -

glicosidicas, aqua sugere que 1 em cada 8 residuos de xilose é ramificado.

3.5.4 - Fraccdes Extraidas com 4M KOH

Pode-se inferir que os maiores componentes das fracgoes K3A e K4A (Tabela 3.15) sfo
xiloglucomananas pouco ramificadas (ou uma migura de xiloglucanas e glucomananas) pda
ocorréncia de Glcp e Manp em ligacéo (1® 4) e (1® 4,6). Estas fracgdes também contém quarnt
tidades dgnificativas de residuos de Araf em ligacdo (1® 2), (1® 3) e termind, os quais S0
caracteristicos de glicoproteinas da parede celular ricas em hidroxiprolina (O'Nelll e Selvendran,
19804). A ocorréncia de Araf em ligacéo (1® 3) ndo € diagnostica neste caso uma vez que 0s
polissacarideos pécticos da polpa da azeitona (C1-60, C1A, NC1 e NC2) contém quantidades
sgnificativas destes residuos. A quantidade de hidroxiprolina (Hyp) em K3A e K4A foi de 25%
e 3,7% (0,19 e 0,28 mmol/mg), respectivamente, em relacdo a0 peso seco. Estes
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Tabela 3.15 - Composicdo das ligagdes glicosidicas de polissacarideos provenientes dos extractos de 4M KOH e 4M

KOH + borato (val ores expressos em percentagens molares rel ativas).

Fraccgdo

Ligagdo AM KOH 4AM KOH + borato

K3A K3C K3C* K4A K4B K4B* K4C K4C*
2-Rhap - 17 24 04 17 2,7 20 30
3-Rhap - 0,2 03 - - - 0,2 03
24-Rhap - 038 18 03 09 18 12 21
34-Rhap - 04 24 - - - 03 03
T-Fucp - 04 05 - - - 03 03
T-Araf 109 16,6 185 16,1 244 21 216 192
2-Araf 130 42 21 20,3 70 34 6,7 31
3-Araf 71 6,3 58 122 115 10,0 93 81
5-Araf 4,0 152 153 73 242 24,6 192 198
3,5-Araf 34 152 157 6,9 213 212 19,0 197
Arabinitol 03 35 0,7 05 0,7 08 11 09
T-Xylp 0,6 17 2,6 04 05 05 10 11
2-Xylp 09 - - 0,7 - - 01 01
4-Xylp 21 0,7 15 13 - - 05 05
2,3-Xylp - 05 0,6 - - - 03 -
24-Xylp - - - - 0,6 05 05 04
Xilitol - 0,7 05 - 0,2 - 04 03
T-Manp 06 - - 03 - - - -
4-Manp 175 17 10 104 05 0,7 10 038
6-Manp 05 - - - - - - -
4.6-Manp 53 02 - 31 - - - -
T-Gap 6,7 71 8,6 37 2,7 25 38 34
2-Gdp 14 - - 0,7 - - - -
3-Gdlp 04 - - 03 - - - -
4-Gdp 05 11 10 14 0,2 10 08 12
6-Galp - 03 - - - - - -
34-Galp - - - - 03 04 03 04
3,6-Galp 10 11 - 0,7 - 04 - -
4,6-Galp - 02 32 - - - 0,2 -
T-GalpA - - 0,7 - - 03 - 0,7
4-GapA - - 49 - - 39 - 6,0
24-GapA - - - - - - - 04
34-GapA - - 09 - - 0,2 - 05
T-Glcp 04 - - 0,2 01 01 0,2 0,2
4-Gcp 183 44 46 10,0 0,2 12 42 39
24-Glep - 04 0,2 - - - 04 03
4,6-Glcp 49 25 32 28 12 10 19 21
Glucitol 0,2 131 20 - 15 04 23 09
T-GlcpA - - 03 - - 03 - -
2,3-GlcpA - - 0,6 - - - - -
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* Amostras reduzidas com LiAID4.

vaores sdo dgnificativos quanto a presenca deste aminoécido nestas fracgBes. Os residuos de Hyp,
T-Ardf, (1® 2)-Araf e (1® 3)-Araf encontram-senumarazéodel:1,8:22:12emK3Ael: 25
:3,2: 1,9 em K4A, sendo provave que a maioria destes residuos sgja proveniente dos tetra- arabino-
sideos ligados a Hyp em que a proporcéo de T-Araf para (1® 2)-Araf para (1® 3)-Araf € 1:2:1
(Akiyama et al., 1980). As pequenas quantidades de residuos de Araf em ligacdo (1® 5) e (1® 3,5)
e dguns residuos de Araf em ligacdo terminal em ambas as fracgBes poderéo ter sido provenientes
dos polissacarideos pécticos associados.

A partir da composi¢ao glicosidica das fracgdes K3C, K4B e K4C pode ser visto que os
maiores componentes destas fracgBes sio polissacarideos pécticos e glicoproteinas ricas em Hyp.
Os varios residuos de arabinose provenientes dos polissacarideos pécticos parecem reter as mesmas
proporgoes relativas verificadas nas fracgdes de CDTA e NapCO3. O facto destas fracgOes terem
sdo retidas na coluna de troca anidnica e euidas como picos homogéneos, permite que se infira
serem semelhantes aos complexos isolados de Vicia faba (Pusztal e Watt, 1969) e parénguima da

vagem do feij&o (Ryden e Selvendran, 1990a).

3.5.5 - Fracgdes do residuo rico em celulose (RC1)

A fraccdo s+RC (Tabela 3.16, colunas 1 e 2) era rica em polissacarideos pécticos
comparaveis aos presentes nas fracgdes C1-60, C1A, NC1 e NC2. O residuo insolivel continha
muita celulose e uma pequena mas significativa quantidade de polissacarideos pécticos e glicopro-
teinas. A maioria destes polimeros foram solubilizados com clorito/&cido acético e a fraccdo neutra
obtida pela passagem pela coluna de troca anionica continha quantidades significativas de polissaca
rideos pécticos e glicoproteinas ricas em Hyp. As fracges ChB e ChC eram ricas em polissacarideos
pécticos comparaveis as vérias fracgdes pécticas andisadas. O facto de ter Sido necessaria a
utilizacdo de clorito para a sua solubilizaco mostra que estes polimeros estavam ligados por ligagtes

de "cross-linking" dentro da matriz de celulose por compostos fendlicos.
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Tabela3.16 - Composicéo das ligagbes glicosidicas de polissacarideos provenientes de RC1

(valores expressos em percentagens molares relativas).

Fraccgdo
Ligagdo aNn-RC | sn-RCx | RC2 Clorito RF
ChA ChA* ChB | ChB* ChC | ChC*
2-Rhap 21 37 10 16 19 21 29 2,7 39 09
3-Rhap - 0,2 - - - - - - 01 -
24-Rhap 11 22 08 14 15 11 21 13 24 03
34-Rhap - - - - - - - 0,2 01 -
T-Fucp - 02 04 - - - - 02 0,2 -
T-Arap - - - - - - - - 01 -
T-Araf 21 215 6,9 123 153 231 213 24,0 198 45
2-Araf 0,6 04 04 48 24 12 0,7 0,6 04 03
3-Araf 104 95 26 111 118 9,6 89 10,0 87 17
5-Araf 26,7 238 82 243 244 26,3 251 280 241 52
25-Araf - 0,6 - - - - - - - -
3,5-Araf 272 243 80 271 26,7 248 238 250 221 52
Arabinitol 10 0,7 0,6 15 - 10 08 11 0,7 08
T-Xylp 05 04 0,6 - - 04 04 05 04 0,7
2-Xylp - - - - - - - - 01 14
4-Xylp 19 08 6,0 29 29 - - 03 0,2 6,8
2,3-Xylp - - - - - - - 02 0,2 -
24-Xylp 16 - - 11 13 0,6 0,7 0,6 05 03
Xilitol - 04 14 - - 04 - 02 - 05
4-Manp - - - - - 0,7 - - - 24
4,6-Manp - - - - - - - - 0,7
T-Gap 12 12 0,6 08 09 15 22 17 13 -
3-Gdp - 08 - 04 - - - - 0,6 -
4-Galp 16 13 - 32 32 08 11 0,7 14 -
34-Gdp - 04 - - - 03 04 04 - 01
3,6-Gdp - - - - - - 05 - - -
4,6-Galp - - - - - - - 01 - 0,2
T-GalpA - 03 - - 04 - 03 - 0,6 -
4-GapA - 59 - - 50 - 45 - 9,6 -
24-GapA - - - - - - 01 - 0,2 -
34-GapA - 0,2 - - - - 03 - 03 -
T-Glcp - - - - - - 01 - - 06
4-Glcp - 05 56,2 13 12 28 26 05 05 62,4
24-Glcp - 01 - 03 - - - 01 0,2 03
34-Glcp - - 12 - - - - - 04 04
4,6-Glcp - 04 33 0,6 06 0,6 0,7 06 0,6 23
Glucitol 20 0,2 18 52 05 2,2 05 09 03 15

* Amostras reduzidas com LiAID 4.
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A ocorréncia no residuo find (RF) de pegquenas mas significativas quantidades de residuos de
arabinose possuindo diversas ramificagdes, residuos de xilose e residuos de manose juntamente com
residuos de glucose em ligacdo (1® 4) mostra que os polimeros que se encontram interligados no

complexo celulésico ndo podem ser completamente removidos.

3.6 - Discussdo Geral

Os maiores problemas do estudo dos aspectos estruturais das paredes celulares prendem-se
com o isolamento e solubilizacdo dos polimeros condtituintes com a menor degradacdo possivel. Os -
procedimentos utilizados neste estudo removeram uma grande porcdo dos componentes intra
cdulares incluindo o dleo, o qud foi completamente removido;, uma pequena quantidade das
substéncias fendlicas encontrava-se associada a0 materiad da parede celular (CWM) tendo sido
impossivel a sua remocdo, proporcionando uma cor verde clara ao CWM. O CWM foi mantido
hidratado, tendo sido guardado como suspensdo congelada em vez de ter sido lidfilizado. O residuo
rico em celulose (RC1) obtido gpds extraccdo sequencid com varios solventes inorganicos continha
quantidedes significativas de polissacarideos pécticos e pequenas quantidades de glicoproteinas da
parede celular. Uma porcéo destes polissacarideos pécticos (aparentemente) interligados por ligagdes
de "cross-linking" foi solubilizada s mplesmente ao deixar o RC1 mergulhado em &gua destilada. Esta
observacdo € pertinente visto que em trabahos anteriores, como com o parénquima da vagem do
feijdo, o residuo rico em celulose @-cdulose) era directamente tratado com clorito / &cido acético
para solubilizacdo de polimeros ligados por ligagdes de "cross-linking" (Ryden e Selvendran, 1990a).
A ocorréncia de polissacarideos pécticos e gumas glicoproteinas ricas em Hyp em RC2 e a sua
solubilizacdo com clorito / &cido acético sugere claramente que estes polimeros estdo contidos e -
entrelagcados de uma maneira muito forte com as microfibrilhas de celulose, tendo esta propriedade
que ser tomada em atencéo em qualquer modelo redistico da parede celular de tecidos parenqui-

Matosos.
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Os polissacarideos pécticos da polpa da azeitona consistiam num conjunto de polimeros
edruturamente semdhantes que diferiram largamente na facilidade de extracgdo da matriz da parede
celular. Curiosamente, as proporgdes relativas das varias ligages dos residuos de arabinose em
todos os polissacarideos pécticos examinados so dtamente compardveis. A este propdsito, deve ser
lembrado o facto de que nas fracgBes pécticas que possuem quantidades significativas de glicopro-
teinas da parede celular deve ser feita uma correccdo para a ocorréncia de residuos de arabinose
encontrados nas glicoproteinas da parede. Alguns dos polimeros pécticos (como as fraccdes K3C,
K4B, K4C e ChA) podem estar unidos por ligagdes fendlicas com as glicoproteinas ricas em Hyp. A
ocorréncia de complexaos entre polissacarideos pécticos e glicoproteinas tém sido descritos em outros
tecidos (Ryden e Sdvendran, 1990a, Pusztai e Watt, 1969). Outra semelhanca com o0 materia
glicosidico das glicoproteinas ricas em Hyp € a presenca nas substéncias pécticas da polpa da
azeitona de quantidades relaivamente e evadas de residuos de b-arabinose,

As fracgBes soltveis em 1M KOH continham quantidades significativas de xilanas juntamente
com polissacarideos pécticos. Xilanas relativamente puras, livres de polissacarideos pécticos
asociados, foram isoladas dos precipitados obtidos por neutrdizeacdo destes extractos.
Curiosamente, as hemiceluloses do sobrenadante parecem ser condtituidas por xiloglucanas as-
sociadas a xilanas. Este facto contrasta com as quantidades sgnificativas de xiloglucanas puras que
tém ddo isoladas de outros tecidos moles como o parénquima da vagem do feljéo (Ryden e
Selvendran, 1990a), batata (Ryden e Selvendran, 1990b) e cebola (Redgwell e Selvendran, 1986). E
muito provavel que uma grande quantidade das glucuronoxilanas fosse proveniente dos escleritos
lenhificados da polpa da azeitona (Winton e Winton, 1932). Uma glucuronoxilana foi também isolada
da polpa da péra (Jermyn e Isherwood, 1956) e da polpa do damasco mongol (Odonmazig et al.,
1985 e 1990), sendo muito provave que a xilana sgja proveniente das cdulas lenhificadas que se
encontram dispersas na polpa e que servem de pontos de juncdo das céulas de parénquima
fortalecendo a estrutura. Recentemente, em polpa de goiaba, Marcdlin et al. (1993) mostraram que
xilanas ecidicas também ocorrem nas cdulas parenquimatosas da polpa destes frutos depois da
remocdo dos escleritos. Por microscopia Optica, que mostrou uma quantidade sgnificativa de
excleritos na vizinhanga do carogo, e também por andises de aglicar e de metilacéo das diferentes

camadas da polpa, verificou-se um claro aumento de escleritos na direcgdo do carogo.



