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4.1 - Caracterizacédo dos Polimeros do Extracto de SDS 0,5%

4.1.1 - Precipitagdo com Etanol

O materid solubilizado com SDS 0,5% foi didisado exaustivamente para remogdo do
detergente e o 0leo remanescente foi removido por extracgd com CHCl3:MeOH (2:1). Foram
recolhidas e liofilizadas duas fracgdes, uma solivel e outrainsol(vel, tal como descrito no ponto 2.4.1
e Esquema 2.2. A fraccdo do extracto de SDS 0,5% que permaneceu solivel em &gua foi
seguidamente fraccionada por precipitacdo em etanol e crometografia de troca anidnica; o
procedimento utilizado encontra- se resumido no Esquema4.1.

O materid da fracgdo solivel foi ressuspendido em &gua, sendo removido um residuo
insolUvel que se verificou ser pobre em aglicares, a parte sollvel foi submetida a precipitacéo gradud
com solucBes de etanol sendo obtidas 4 fracgBes. O rendimento e composicdo em agUcares das
fracgOes obtidas sBo mostrados na Tabela 4.1. A primeira fracgdo precipitou com 50% de etanol e
era muito rica em &cido urénico, possvelmente de origem péctica. A fraccdo mais abundante foi
obtida com 65% de etanol, sendo rica em xilose, &cido urénico, arabinose e gdactose. Esta
composi¢ao em aglicares sugere a presenca de xilanas, substancias pécticas e possivelmente proteinas
ricas em arabinogalactanas. Uma fracgdo rica em arabinogdactanas, provavemente de origem
proteica, foi precipitada com 80% de etanol. Esta fraccdo, para dém de ser rica em arabinose e
gaactose, também continha quantidades apreciaveis de xilose e glucose, possivelmerte provenientes
de xilanas e xiloglucanas soliveis em &gua fria. A fraccdo solive em 80% de etanol corresponde a

31% do materid e erarelativamente pobre em aglicares.
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Extracto de SDS 0.5% sn.

mg

desesterificacdo de 35 mg
neutralizagédo

dialise

liofilizacdo
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(4 fraccdes)

'

290 mg
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centrifugacgéo
r Y
residuo insoltvel - 1 sobrenadante
28 mg
EtOH
[ Y [ Y
EtOH 50% EtOH 65% EtOH 80% EtOH 80% sn.
57 mg 95 mg 34 mg 90 mg
DEAE-Trisacryl DEAE-Sephacryl
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(5 fraccoes)

centrifugacéo
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residuo insolavel - 2 sobrenadante
2.1mg )
DEAE-Trisacryl
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21 mg
DEAE-Sephacel

Esguema4.1 - Fraccionamento dos polimeros da fracgéo sol

Uvel do extracto de SDS 0,5%.

4.1.2 - Fraccionamento dos Polimer os Pr ecipitados com 65% de Etanaol

O materid precipitado com 65% de etanol foi dissolvido em 50mM de tampéo fosfato e

fraccionado por cromatografia de troca aniénica em DEAE-Trisacryl pH 6,5, originando 4 fraccOes
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(Figura 4.1). A fracco duida com tampd (SN) foi a mas abundante, sendo congtituida
principa mente por Xilose (43%) e &cido urdnico (35%), sugerindo a presenca de Xilanas e de polissa
carideos pécticos. As fraccOes retidas na coluna eram todas pobres em xilose e ricas em arabinose
sendo provavel que sgiam compostas por polissacarideos pécticos. Com o objectivo de ser obtida
informacdo acerca da natureza da associacdo entre os polissacarideos pécticos e as "xilanas', o
complexo foi tratado com uma base em condi¢Bes suaves de forma a hidrolisar ligagOes éster de
"cross-linking'.

Tabela4.1 - Composi¢cao em agUcares das fracgdes solubilizadas pelo SDS 0,5% a partir do CWM da polpa da
azeitona fresca apds preci pitagdo com etanol seguida de cromatografia de troca anionica

Rend. | Hyp AcUcares da parede celular (mol%) AcUcares
Fracgdo (%) (nof totais*
mg) Rha | Fuc | Ara | Xyl | Man | Gd Glc | Ac.Ur. (ng/mg)

SDS0,5%
residuo insolUvel 97 10 2 v 2 20 4 13 9 30 3%
EtOH 50% 197 12 2 v 20 17 3 8 7 43 791
EtOH 65% 328 35 2 v 19 32 1 12 5 29 778

DEAETTisacryl

Tampdo (SN) 789 1 1 7 43 1 6 6 35 782

0,125M NaCl 133 4 - 55 1 v 10 2 28 689

0,25M NaCl 5,6 4 1 39 3 3 19 14 17 447

0,5M NaCl 2,2 1 v 1 1 3 23 12 19 235
EtOH 80% (S80) 11,7 70 1 v 25 23 9 25 10 7 834
EtOH 80% sn. 310 28 5 - 45 7 8 10 19 6 310

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

Apos desesterificacdo da fraccdo SN com uma solucdo diluida de NaOH foi obtido um
residuo insol(vel muito rico em &cido urénico em que a razdo Xyl/Ac.Ur. era 1:3 (Tabda 4.2). O
sobrenadante foi fraccionado por cromatografia de troca anidnica em DEAE- Trisacryl pH 6,5 dando
3 fracgbes (Figura 4.2). A fraccdo mais abundante (S65) continha materid que néo ficou retido na
coluna, sendo muito rica em xilose com uma razéo Xyl/Ac.Ur. de 4:1 (Tabela 4.2). As fraccdes
acidicas néo possuiam quantidades significativas de xilose e eram ricas em acido urénico e arabinose,

numarazao Ac.Ur./Arade 2:1 e 3:1, caracteristica de substancias pécticas.
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Figura4.1 - Cromatografiaem DEAETrisacryl M dafraccdo EtOH 65% do extracto de SDS 0,5%.
- -A 490 0-Aoggp, ----, gradiente de NaCl

Tabela 4.2 - Composicao em agUcares das fracgdes obtidas por desesterificacdo da fraccdo SN e cromatografiaem
DEAETrisacryl e DEAE-Sephacel (forma de borato) da fracgdo neutra.

Rendimento AcUcares da parede celular (mol %) AcUcares
Fraccéo (%) totais*
Rha | Fuc | Ara | Xyl [ Man| Gd | Glc | AcUr. | (ug/img)
SN desesterific.
residuoinsol. - 2 6,0 1 v 5 2 1 4 5 62 749
Tamp&@o (S65) 57,9 1 - 6 63 1 6 8 15 746
DEAESephacel

HB5-A 18,7 \Y v 5 4 Y 10 18 13 782

65-B 271 % \ 4 59 1 4 13 19 748

S65-C 9,0 v - 8 35 4 8 28 17 583

S65-D 30,7 v - 6 65 % 5 2 2 958
0,25M NaCl 46 3 - 24 4 3 15 9 42 423
0,5M NaCl 6,3 6 - 17 3 2 11 11 50 281

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

O facto de, por tratamento acaino, se ter obtido uma fraccdo rica em substéncias pecticas
(fraccdo insoltvel) e uma fracgdo rica em xilanas acidicas (fraccdo sollvel) sugere que a xilana e a

pectina se encontravam associadas por ligagdes éster num complexo xilana-pectina.
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Figura4.2 - Cromatografiaem DEAETrisacryl M dafracgdo SN desesterificada.
- - A 90, 0-Aogp, -, gradiente de NaCl

A fraccéo S65 foi seguidamente fraccionada por cromatografia de troca anionica em DEAE-
Sephacel em tampéo borato, pH 8,0 com gradiente de borato de 30mM a 1M sendo obtidas 4
fraccOes (Figura 4.3 e Tabela4.2). A composicao em aclcares das fracgles obtidas era comparavel
a da amodtra inicid (S65), exibindo heterogeneidade em fracgdes ricas em xilanas e possivelmente
também Xiloglucanas (S65-A, b e C). Como a composi¢ao em aclicares era semelhante, a metilacéo
foi efectuada nafraccdo S65, sendo os resultados apresentados e discutidos no ponto 4.1.4.
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Figura4.3 - Cromatografiaem DEAESephacel dafraccéo S65.
- - A 490 0-Aogp; ----, gradiente de borato de sodio
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4.1.3 - Fraccionamento dos Polimer os Pr ecipitados com 80% de Etanol

O materid precipitado com 80% de etanol foi fraccionado por cromatografia de troca
anionica em DEAE-Sephacel em tampéo borato, pH 8,0 com gradiente de borato de 30mM até 1M
sendo obtidas 5 fracgOes (Figura 4.4 e Tabela 4.3). A fracgdo mais abundante (S80-B) foi duidano
inicio do gradiente e era muito rica em xilose (46mol %), encontrando-se presentes também arabinose,
&cido uronico, gadactose, glucose e manose, correspondendo os aglcares a 88% do materia. A
fraccdo S80-C, ndo totalmente resolvida da S80-B, era rica em manose e também arabinose e
gdactose;, as fracches S80-D e SB0-E eram ricas em arabinose e gaactose. A presenca de
quantidades significativas de Hyp nas fracgdes S80-C, D e E permite inferir que estas fracgbes

possuiam proteinas ricas em arabinoga actanas.
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Figura4.4 - Cromatografiaem DEAESephacel dafraccéo S80.
« -A 490 0-Aogp; -, gradiente de borato de sddio
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Tabela 4.3 - Composicdo em aglicares das fracgBes obtidas por cromatografia de troca aniénica em DEAESephacel
dafracgéo S80.

Rend. | Hyp Acucares da parede celular (mol%) AcUcares
Fracgdo (%) (nof totais*
mg) | Rha | Fuc | Ara | Xyl | Man| Gd | Glc | AcUr. | (ug/mg)
S80
DEAE-Sephacel
S80-A 36 nd - - 8 26 1 33 25 7 483
S80-B 33,2 13 % % 13 46 6 12 1 12 834
S80-C 171 72 1 - 25 5 23 24 16 6 853
S80-D 36 152 2 % 36 10 3 29 8 12 713
S80-E 11,2 131 2 % 33 14 1 25 3 17 872

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

4.1.4 - Andlise das Ligacgdes Glicosidicas por Metilagdo

As fracgdes S65 (Tabela 4.2) e S80 (Tabela 4.1) foram metiladas e os grupos carboxilicos
de parte da fracgdo S65 foram reduzidos com LiAID4. A fracgdo S80 foi desesterificada com uma
solucéo dcdinafriaantes de ser metilada

Globamente, existe uma boa correspondéncia entre o total de ligagdes para cada agUcar e a
composi 3o em aglicares previamente determinada (Tabela 4.4). O &cido urdnico presente na fracgéo
S65 é o acido glucuronico, existindo todo em ligagdo termind. A reacgéo de reducdo ocorreu com
um rendimento de 50%. A quantidade de gdactose nas fracgBes andisadas € inferior a esperada,
encontrando- se a quantidade de xilose ligeiramente inflaccionada

A ndo deteccdo, na fraccdo S65, de residuos de &cido galacturonico e a presenca de baixas
quantidades de residuos de arabinose am ligagéo (1® 5) sugere que 0 materid péctico se encontra
praticamente ausente nesta fracgéo, tendo sido completamente separado da xilana com o tratamento
dcdino. Esta fraccdo eraricaem xilanas acidicas de cadela curta. A presenca de residuos de (1® 4)-
Glep, (1® 4,6)-Glep e (1® 2)-Xylp permite inferir a presenca de xiloglucanas muito ramificadas no
extracto. Nesta fraccdo verificou-se um excesso de residuos de (1® 2)-Xylp em relacdo aos de (1®

4,6)-Glcp. O vaor destes residuos de xilose pode estar inflaccionado visto que os residuos de (1®
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2)-Xylp co-eluem com os residuos de (1® 4)-Xylp sendo as quantidades relativas estimadas pela

andlise do espectro de massa resultante.

Tabela 4.4 - Composi¢ao das ligagbes glicosidicas de polissacarideos provenientes do
extracto de SDS 0,5% (val ores expressos em percentagens molaresrelativas).

Fracgdo

Ligacdo 65 S65* 80
T-Arap - - 04
T-Araf 39 31 178
2-Araf - - 0,2
3-Araf 0,2 03 12
5-Araf 17 12 101
35-Araf 0,2 04 17
Arabinitol 16 - -
T-Xylp 52 51 17
2-Xylp 89 84 38
4-Xylp 62,3 58,7 193
24-Xylp 45 6,8 14
Xilitol 0,6 - 0,2
4-Manp 05 - 73
4,6-Manp - - 13
3-Galp - - 36
4-Gap 15 11 13
6-Galp 0,2 - 16
3,6-Gdp 08 11 138
T-Glcp - - 05
4-Glep 24 2,7 57
4,6-Gcp 39 36 33
Glucitol 17 03 38
T-GlcpA - 72

* Amostrareduzidacom LiAID 4.

A fraccdo S80 era rica em arabinogalactanas, uma inferéncia pela presenca de residuos de
gdactose em ligacéo (1® 3), (1® 6) e (1® 3,6) e também pela grande quantidade de arabinose em
ligacdo terminal. Estas arabinogdactanas poderdo ser a parte glicosidica de proteinas ricas em

arabinogd actanas, muito sollveis em &guafria. Tendo em contaos 7,0 mg/mg (0,053 mmol/mg) de
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Hyp nafraccéo S80 (Tabela 4.1) e o facto de a quase totalidade da galactose (223 ng/mg, 1,24 m
mol/mg) ser proveniente da arabinogd actana pode-se inferir arazéo Hyp / Gal é de 1:23.

A fraccdo SB80 era também rica em xilanas, substéncias pécticas (devido a presenca de
quantidades significativas de (1® 5)-Araf), mananas e Xiloglucanas. Ndo foram detectados residuos

de gdactose em ligacéo termind, caracteristicos de agumas xiloglucanas.

4.2 - Investigagéo Detalhada de Complexos Xilana-Xiloglucana

4.2.1 - Fraccionamento do Extracto de 1M KOH 1°C (Hemicelulose B)

a) Precipitacdo com Etanol

O material proveniente do extracto de 1M KOH a 1°C e que permaneceu solivel em &gua
apos a didise (hemicdulose B) foi fraccionado e andlisado no capitulo 3, tendo sido obtida uma
fraccéo (K1A) rica em xiloglucanas e glucuronoxilanas com grau de polimerizagéo relativamente
baixo. No Esquema 4.2 descreve-se o procedimento utilizado no fraccionamento em larga escadla do
restante materia desta fraccéo e a origem das fracgdes obtidas.

Apbs a descongelacdo do extracto foi obtido um precipitado muito abundante que foi tratado
com NaOH 1M. O residuo insolivel em NaOH 1M correspondia a 37% do materid e eramuito rico
em aclcares, sendo a arabinose o0 aglcar mais abundante. As fracgbes solubilizadas com NaOH
foram fraccionadas com etanol (Tabela 4.5). A mais abundante foi precipitada com etanol a 30%.
Edta fraccdo era rica em aglcares, contendo principamente xilose e também arabinose e glucose. A
Sua composi¢ao glicosidica permite supor que e trate de uma fracgdo rica em complexos de xilana-

xiloglucana
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1M KOH 1°C (sn.)

390 mg
descongelacao
centrifugacao
[ Y
residuo insoldvel sobrenadante
1M NaOH EtOH
centrifugacéo ¢ ¢
\)

[ (3 fracgdes)

Y
residuo insolavel 1
138 mg EtOH

sobrenadante

Y

EtOH 30%
112 mg
descongelacao
centrifugacao
Y [
residuo insolavel 2 sobrenadante
5mg v DEAE-Trisacryl
X-XG
68 mg
v DEAE-Sephacel
X-XG2
25mg
Sephacryl S-400
Y [
A C
4 mg 9 mg
Y Y
Al C3
2 mg 5 mg

Esguema 4.2 - I solamento de complexos xilana-xiloglucana.



4 - Estudo de Complexos das Paredes Celulares 124

Tabela 4.5 - Composi¢cao em aglcares das fracgdes obtidas com 1M KOH a 1°C (sobrenadante) fraccionadas de
acordo com o Esgquema4.2.

Rendimento AcgUcares da parede celular (mol %) AcUcares
Fracgdo (%) totais*
Rha | Fuc | Ara | Xyl | Man| Gd | Glc | AcUr. | (ug/img)
1M KOH 1°C
EtOH 50% 138 1 1 15 32 1 9 K7 7 904
EtOH 75% 272 1 v 13 50 2 4 13 17 929
EtOH 75% sn. 31 5 v A 29 2 6 5 19 185
Mater.sol.NaOH
EtOH 30% 287 1 v 16 56 1 4 15 7 907
res.insol. 2 50 1 1 4 75 v 1 3 15 858
Tampéo (X-XG) 69,0 1 1 13 58 v 4 14 9 920
0,125M NaCl 90 2 1 48 26 v 4 4 15 549
0,25M NaCl 50 3 1 60 1 1 5 5 14 593
0,5M NaCl 40 6 - A 1 2 3 9 35 139
EtOH 50% 31 1 v 17 36 9 9 24 4 913
EtOH 50% sn. 44 3 1 38 17 3 15 9 14 212
res. insolavel 1 36,9 3 % 69 2 % 5 3 18 849

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

b) Fraccionamentos por Cromatogr afia de Troca Anidnica

A fraccdo precipitada com 30% de etanol foi suspendida em égua e a fracgdo sollve foi
fraccionada em DEAE-Trisacryl, pH 6,5, tendo sido obtidas 4 fracgdes (Figura 4.5). A fraccéo mais
abundante ndo ficou retida na coluna, sendo duida com a solugdo tampdo (X-XG). A composicio em
aclcares deta fraccdo ndo diferiu dsgnificativamente da fraccdo inicid, no entanto permitiu a
separacdo de materiad predominantemente péctico que lhe estava associado e que foi eluido com
solucdes de forcaidnica mais elevadas (Tabda4.5).

A fraccdo X-XG foi, gpds a remogdo de um pequeno residuo insollvel, fraccionada numa
coluna de DEAE-Sephacel na forma de borato a pH 8,0 (Figura 4.6 e Tabela 4.6). Este gd é
composto a base de celulose, permitindo que o efeito de separacdo pela carga possa ser complemen

tado pelo efeito de adsorcdo de polimeros que contenham afinidade com a celulose como, por
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exemplo, sequéncias de residuos de glucose am ligagéo b-(1® 4). Foram obtidas 6 fracches, todas
ricas em xilose. A fraccdo mais abundante (X-XG2) eratambém amais rica em glucose (26mol%o) e
tinha pegquenas mas significaivas quantidades de arabinose, galactose e &cido urénico. Esta fraccéo
fol utilizada nos estudos que se seguiram para a obtencdo de informacdo mais detalhada acerca da

edtrutura dos complexaos xilana-xiloglucana
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Figura4.5 - Cromatografiaem DEAETrisacryl M dafraccao X-XG.
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Figura4.6 - Cromatografiaem DEAESephacel dafraccdo X-XG.
« -A 490 0-Aogp; -, gradiente de borato de sddio
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Tabela4.6 - Composi¢édo em aglicares das fraccBes obtidas por cromatografiaem DEAE-Sephacel (formade borato)
dafraccéo X-XG.

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

X-XG

residuo insol. 6,6 2 1 21 49 v 3 10 14 752
X-XG1 126 1 1 24 55 Y, 3 2 14 687
X-XG2 38,9 1 1 8 51 1 6 26 6 858
X-XG3 40 1 v 6 54 8 5 19 7 553
X-XG4 42 2 - 6 63 2 4 10 13 436
X-XG5 112 3 - 32 45 Y, 2 3 15 719
X-XG6 40 3 - 26 39 1 3 7 21 347

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

¢) Fraccionamento por Cromatogr afia de Exclusdo em Gel

A fracgdo X-XG2 foi fraccionada por cromatografia de exclusio em gel de Sephacryl S
400 tendo sido obtidas 5 fracgOes, néo totalmente resolvidas (Figura 4.7).
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Figura4.7 - Cromatografia em Sephacryl S-400 dafrac¢do X-XG2.
- - A 490 0-Aogp Vo -volume morto; Vi - volumeinterno dacoluna
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Com o objectivo de aumentar a resolucdo dos polimeros envolvidos, cada fraccdo foi refraccionada.
A fraccéo A foi separada em 2 fracgdes e a C em 4. Os resultados dos rendimentos obtidos e da
andlise de aclcares para cada fraccdo sdo mostrados na Tabela 4.7. Para poder ser obtidaumaideia
da massa molecular dos polissacarideos presentes, a coluna utilizada foi caibrada com dextranas de
massa molecular 2 000, 487, 266 e 72 kddtons (Figura 4.8). A glucose foi utilizada para
determinacdo do volume interno da coluna.

Tabela4.7 - Composicéo em aclicares das fraccfes obtidas por cromatografia de exclusio em gel em
Sephacryl S-400 dafracgio X-X G2 seguido de refraccionamento de algumas fraccoes.

Rendimento AcUcares da parede celular (mol%) AcUcares
Fracgdo (%) totais*
Rha | Fuc | Ara | Xyl | Man| Gd | Glc | AcUr. | (ug/img)
X-XG2
X-XG2 A 21,2
X-XG2 A1l 55,0 \Y; - 2 53 Y, 1 24 20 576
X-XG2 A2 475 1 - 4 48 1 3 19 24 301
X-XG2B 275 \Y; 1 9 32 Y, 8 41 9 615
X-XG2C 46,0
X-XG2C1 19,5 1 - 2 37 1 1 20 38 162
X-XG2C2 35,6 - 1 9 33 Y, 7 36 14 481
X-XG2C3 51,7 \Y; 1 9 37 Y, 8 38 7 827
X-XG2C4 9,2 \Y; v 6 v\ 2 3 26 19 435
X-XG2D 16,9 1 1 6 48 1 4 23 16 577
X-XG2E 2,6

* Valores expressos em pg de agticar anidro por mg.
v = Quantidades vestigiais

O refraccionamento da fraccdo A (Figura 4.9) originou maoritariamente um pico bem
definido (X-XG2 A1) que, por comparacéo com polissacarideos de referéncia possuia 2 000 kD.
Edta fraccdo era rica em xilose, glucose e &cido urdnico, uma composicao com caracterigticas de
complexo xilana-xiloglucana

O refraccionamento da fraccdo C (Figura 4.10) originou 4 fracgbes. A maior parte do
meateria foi recolhido nas fracgdes C2 (36%) e C3 (52%), ndo completamente resolvidas. A fraccdo

mais abundante gparentava possuir uma massa molecular de 100 kD e a fracgdo C2 uma massa
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molecular superior, estimada em 400 kD. Ambas eram congtituidas em iguais proporcdes por Xilose e

glucose, sendo afraccdo C3 amais pobre em acido urénico.
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Figura4.8 - Cromatografiaem Sephacryl S-400 de dextranas de massa molecular conhecida.
Vo - volume morto; Vi - volume interno da coluna
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Figura4.9 - Cromatografiaem Sephacryl S-400 dafracgdo X-XG2 A.
Vo - volume morto; Vi - volumeinterno da coluna

Os resultados obtidos mostram que o fraccionamento dos polimeros condtituintes da fraccéo

X-XG2 originou o aparecimento de duas fracgdes distintas: uma de massa molecular evada (2 000
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kD), rica em xilose, contendo também glucose e &cido urdnico, e outra de massa molecular muito

inferior (100 kD), em que xilose e glucose se encontram em igual's proporgoes.

X-XG2 C
C1 < Cc2 < C3 ~C4
0,4
Vo Y,
L]
T
<
<
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NUmero da Frac¢éo

Figura4.10 - Cromatografia em Sephacryl S-400 dafracgdo X-XG2 C.
Vo - volume morto; Vi - volumeinterno da coluna

4.2.2 - Andlise das Ligacgdes Glicosidicas por Metilacéo

A fraccdo X-XG2 foi metilada e os grupos carboxilicos de parte da fraccdo foram reduzidos
com LiAIDg; as fracgdes Al e C3, resultantes do fraccionamento de X-XG2 em Sephacryl S400
foram também metiladas e os grupos carboxilicos de parte da fraccdo C3 foram reduzidos com
LIAID4. Os resultados séo apresentados na Tabela 4.8.

A andise das ligaches glicosidicas da fraccéo X-X G2 revela a presenca de xilose em ligagéo
(1® 4) e (1® 2,4) e residuos de &acido glucuronico em ligacdo termina, residuos caracteriticos de -
glucuronoxilanas, e de glucose em ligacéo (1® 4) e (1® 4,6) e xilose em ligacdo  (1® 2), residuos
caracteristicos de xiloglucanas. A fracgéo gpresenta cerca de 3 vezes mais residuos de (1® 4,6)-Glcp
do que (1® 4)-Glcp, mostrando conter xiloglucanas muito ramificadas, com um grau de polimerizacéo

relativamente baixo, uma inferéncia baseada na propor¢éo de residuos de glucose terminais em
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relacdo a0 totd de residuos de glucose. Uma percentagem significativa de arabinose em ligacéo
termina também foi detectada.

Tabela 4.8 - Composicdo das ligaghes glicosidicas de polissacarideos provenientes da fracgdo X-X G2 apdsfracci-
onamento em Sephacryl S-400 (val ores expressos em percentagens molares rel ativas).

Fracgdo

Ligacédo X-XG2 X-XG2* X-XG2

Al C3 C3*
T-Fucp 01 - - 08 01
T-Araf 6,5 6,8 17 83 81
3-Araf 03 - - - 0,2
5-Araf 05 - 04 0,7 10
25-Araf - - 05 - -
35-Araf - - - 0,3 -
Arabinitol 01 01 - - -
T-Xylp 134 128 28 115 123
2-Xylp 18,1 16,1 - 10,1 122
4-Xylp 36,1 323 732 134 81
24-Xylp 25 42 55 13 22
Xilitol 01 01 05 04 03
4-Manp 05 - - 0,2 -
T-Gdp 0,3 01 - 101 115
2-Galp - - - 05 04
4-Gap 05 05 - - 03
6-Gap 0,2 - - 01 -
4,6-Galp - - - 03 04
T-Glcp 05 04 0,7 - 0,2
4-Glep 4,6 54 6,1 124 118
4,6-Glcp 132 16,8 39 271 280
2,34-Glcp - - - - 05
2,4,6-Glcp 01 - - - 0,2
34,6-Glcp 10 - - - -
Glucital 14 0,2 4,7 2,6 05
T-GlcpA - 4,2 - - 22

* Amostrareduzidacom LiAlIDy.

A fracgdo A1, resultante do refraccionamento da fraccéo A, de massa molecular aparerte de

2 000 kD, era muito rica em (1® 4)-Xylp; 7% destes residuos encontravam-se ramificados em O-2.



4 - Estudo de Complexos das Paredes Celulares 131

Nesta fracgdo foram também encontrados residuos de glucose caracteristicos das xiloglucanas. Os
resultados da andise por metilacéo permite inferir que este complexo de elevada massa molecular era
condtituido maioritariamente por xilanas acidicas. O facto de ter sSdo detectada uma grande
quantidade de residuos de glucose em ligagdo termina faz supor que as xiloglucanas presentes
possuam cadeias muito curtas.

A fraccdo C3, resultante do fraccionamento da fraccgo C, de massa molecular aparente de
100 kD, era rica em residuos caracterigticos de xiloglucanas muito ramificadas e de grau de polimeri-
zacd0 superior ao da fracco Al. De registar também a ocorréncia em quantidade significativa de
residuos de galactose e arabinose em ligagdo termina, possvemente como cadeias laterais da
xiloglucana. Nesta fraccdo foram também detectados residuos glicosidicos caracteristicos das -
glucuronoxilanas como (1® 4)- e (1® 4,6)-Xylp e &ido glucuronico em ligacdo termind. Estes
complexos parecem diferir dos de massa molecular superior nas proporgoes de xilanas e xiloglucanas

presentes.

4.2.3 - Tratamentos com Xilanase

a) Cromatogr afia de Exclusdo em Gel de Sephacryl S-400

Com o fim de se verificar definitivamente se as fracgbes Al e C3 continham complexos
xilana-xiloglucana ou se os dois polimeros co-duiram Smultaneamente, foi utilizada Xilanase. A
xilanase ndo apresentava actividade de cdlulase nem nenhuma actividade de glucanase relacionada.
Se, por tratamento com Xxilanase, ocorrer um desvio da massa molecular em direcgdo a massas
moleculares mais baixas em toda a fraccdo poder-se-a concluir que se trata de um complexo; se 6
parte da fraccdo migrar, entéo é porque a xilana foi degradada, concluindo-se que os polimeros néo
Se encontravam associados.

O materia das fracgfes XXG2 Al e XXG2 C3 foi tratado com xilanase e 0 materia
degradado foi cromatografado em coluna de Sephacryl S-400.

O perfil de duicdo da fracgdo X-XG2 Al foi completamente dterado pelo tratamento com a

xilanase, tendo a quase totdidade do materid euido fora do limite de exclusdo do gel, sendo
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recolhido na fracgdo A1X (Figura 4.11), que foi didisada, lidfilizada e metilada Os grupos
carboxilicos de uma parte da fracgéo A1X foram reduzidos com LiAID 4.

0,2
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Figura4.11 - Cromatografiaem Sephacryl S-400 dafracg@o X-XG2 Al apds tratamento com xilanase.
Vo - volume morto; Vi - volume interno da coluna

O tratamento do materia da fracgdo X-XG2 C3 com xilanase provocou o desvio de parte do
materia para uma regido de menor massa molecular. Uma fracgéo do materid sofreu uma ligeira
migracéo, permanecendo na zona estimada 50 kD (C3X) (Figura 4.12). O materid da fraccéo C3X
fol didisado, liofilizado e refraccionado, tendo o materid sido recolhido em duas fracgbes, C31X e
C3X2. A fracgdo C3X1 tinha uma massa molecular estimada em 50 kD e a fracgdo C3X2
compreendia os residuos de massa molecular excluida pela coluna (menor que 10 kD) (Figura4.13).

Estas duas fracges foram metiladas e os resultados sdo apresentados na Tabela 4.9.

b) Andlise das Ligagdes Glicosidicas

A andlise das ligagles glicosidicas da fraccéo A1X (Tabela 4.9) mostrou a presenca de (1®
4)-Glcp e (1® 4)-Xylp como residuos glicosidicos maioritérios. A remocéo da maior parte dos
residuos de xilose em ligacdo (1® 4) permite verificar um aumento na percentagem de Xiloglucana
presente, detectando-se a presenca de residuos de (1® 2)- Xylp. Esta xiloglucana apresenta um grau

de polimerizagdo de cerca de 15 residuos de glucose e uma percentagem de pontos de ramificacdo
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de 30%. N&o foram detectados residuos de galactose em ligacéo termina. Dos residuos glicosidicos
remanescentes pertencentes a xilana verificou-se que a propor¢do de residuos de xilose ramificados e
terminais aumentou significativamente, sendo de registar também o vaor de 6,7mol% para os residuos

de &cido glucuronico em ligagéo termind.
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Figura4.12 - Cromatografiaem Sephacryl S-400 dafracgdo X-XG2 C3 apés tratamento com Xilanase.
Vo - volume morto; Vi - volume interno da coluna
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Figura4.13 - Cromatografiaem Sephacryl S-400 dafraccdo X-XG2 C3X apds tratamento com xilanase.
Vo - volume morto; Vi - volume interno da coluna
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A andlise das ligaghes glicosidicas da fraccéo C3X1 (Tabela 4.9) mostrou que era rica em
residuos de glucose em ligagdo (1® 4) e (1® 4,6) e que continha também residuos de xilose em
ligacdo (1® 2) e termina e residuos de arabinose e gdactose em ligacdo termind. A composicéo
glicosidica permite inferir que cerca de 50% dos residuos de glucose se encontram ramificados. Os
residuos de xilose em ligacdo (1® 4) passaram a representar somente 2mol% mostrando que as
xilanas desta fraccdo foram extensvamente degradadas pela xilanase, possvemente fruto da baixa
percentagem de ramificacdo destes polissacarideos.

Tabela 4.9 - Composicdo das ligagdes glicosidicas de polissacarideos provenientes da

fraccdo X-XG2 ap6s fraccionamento em Sephacryl $S400 e tratamento com xilanase
(valores expressos em percentagens molares relativas).

Ligagdo Fraccgdo
ALX* C3X1 C3X2

T-Fucp - 0,6 0,7
T-Araf 23 6,7 79
3-Araf - - 05
5-Araf - 12 13
3,5-Araf - 0,6 -
Arabinitol 14 07 0,3
T-Xylp 119 8,6 100
2-Xylp 78 113 103
4-Xylp 197 23 17
24-Xylp 57 11 0,8
Xilitol 23 1,3 0,7
4-Manp 24 1,0 11
T-Gdp - 8,6 11,3
6-Gap - 0,2 03
4,6-Gdp - 04 03
T-Glcp 21 0,6 09
4-Glep 21 21,1 19,7
6-Glcp - 0,7 0,6
24-Glep 03 02 04
4,6-Glcp 90 237 26,6
2,4,6-Glcp - 04 03
34,6-Glcp 03 0,6 04
Glucitol 6,0 83 39
T-GlcpA 6,7 - -

* Amostrareduzidacom LiAIDy.
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A andlise das ligacles glicosidicas da fraccdo C3X2 (Tabela 4.9) mostrou uma composicao
muito semelhante a C3X 1. E possivel que esta fracgdo contenha 0 mesmo tipo de complexos, com

cadeias de xiloglucanas mais curtas que em C3X 1.

4.3 - Discussdo Geral

A ocorréncia de pequenas quantidades de complexos entre os Varios polimeros congtituintes
das paredes celulares das plantas tém sido referidos por va&rios autores, entre eles os complexos
xiloglucanas- substéncias  pécticas (Bauer et al., 1973; Sdvendran, 1985) e complexos
polissacarideos-proteina (O'Neill e Selvendran, 1985). Recentemente, uma fracgdo contendo uma
arabinana associada a uma xilana neutra foi também isolada da vagem da ervilha (Raet et al., 1993).
Apesar de este tipo de complexos existir em pequena quantidade, a ocorréncia de diferentestipos em
diferentes tecidos sugere mecanismos dternativos, possvelmente multiplos, para o desenvolvimento
da parede e crescimento da cdula (Tabott e Ray, 1992).

A evidéncia da exigténcia de complexos nem sempre é conclusiva, sgja pela fata de pureza
das preparagies, pela labilidade das ligaghes envolvidas ou pela insuficiéncia de materia disponive,
entre outras razdes. A insuficiéncia de materid foi também determinante neste traba ho, onde se tentou
utilizar o maior nimero possivel de purificagBes sem prejudicar a obtencdo de materid suficiente para
as vaias andises. A disponibilidade de técnicas experimentais mais precisas utilizando um minimo de
meteria permitiu que a abordagem ao estudo deste tipo de complexos fosse redlizada.

Neste trabalho verificou-se que o materid solubilizado com 0,5% SDS durante amoagem em
moinho de bolas para preparagdo do CWM da polpa da azeitona continha varios tipos de polimeros
provenientes das paredes celulares. Este materid é muito solUvel em &gua, sendo gerdmente rejeitado
durante a preparacdo do CWM.

Do extracto de SDS 0,5% foi purificado um complexo xilana-pectina. Este complexo foi
separado por desesterificacdo, sendo muito provave que os polimeros se encontrem associados por
ligagOes éster. Tanto quanto € conhecido, esta é a primeira vez que € referida a existéncia de uma

ligag8o éster entre uma xilana e um polissacarideo péctico.
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Complexos Xilanas-pectinas j& tinham sido detectados durante as etapas iniciais da lenhi-
ficacéo de taos de espargo (Wadron e Salvendran, 1992), tendo sido sugerido que possam ser a
parte glicosidica inicid que, em tecidos que desenvolvam células com parede cdlular secundéria,
possa desencadear 0 processo de lenhificagéo.

Do extracto de SDS 0,5% foram também detectadas proteinas ricas em arabinogal actanas.
Edtas glicoproteinas continham hidroxiprolina e possuiam residuos caracteristicos de (®3)-,(1
® 6)- e (1® 3,6)-Gdp e residuos de Araf em ligacdo termind.

A exigéncia de complexos xilana-xiloglucana, que se tenha conhecimento, nunca foi referida
na literatura, sendo possivel que a exigténcia nas paredes cdulares de aguns tecidos de largas
quantidades de xiloglucanas possa ter ofuscado esta redlidade.

O fraccionamento exaudtivo dos polimeros contidos no extracto de 1M KOH levou ao
isolamento de uma fracg2o rica em xilanas e xiloglucanas. O facto de nédo terem sido separadas pelos
varios méodos utilizados permite inferir que se encontravam associadas por ligagBes muito fortes,
possivel mente glicosidicas.

Dois tipos de complexos xilana-xiloglucana foram separados por diferencas de massa
molecular aparente;

- afracgdo de massa molecular mais baixa, que se estimou ser de aproximadamente 100
kD, era rica em Xxiloglucanas muito ramificadas contendo (1® 2)-Xylp e residuos de gdactose e
arabinose em ligac@o termind, encontrando-se também presentes cadeias curtas de glucuronoxilanas.
N&o foi possivel determinar o tipo de associacdo entre estes polimeros mas o facto de as xiloglucanas
serem muito mais ramificadas do que as xilanas faz supor que estas Ultimas possam ocorrer como
cadeias laterais das xiloglucanas.

- afraccéo de massa molecular mais eevada, que se estimou ser de aproximadamente 2
000 kD, era muito rica em glucuronoxilanas e em curtas cadeias de residuos caracteristicos das
xiloglucanas, possvelmente como cadeias laterais, ndo foi detectada a presenca de galactose.

A ocorréncia de uma fraccdo de eevada massa molecular, rica em xilanas acidicas, contrasta
com as glucuronoxilanas de cadeia curta (20-40 kD) anteriormente encontradas na polpa da azeitona
(fraccdo K10 do capitulo 3). Essas glucuronoxilanas foram facilmente extraidas com 1M KOH e
preci pitadas apds a neutralizacdo do extracto (ponto 3.3.2 € 3.4.2).
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A massa molecular gparente do complexo rico em xiloglucana (fracgdo C3) é semehante a
referida por Gil Serrano e Tejero Mateo (1988) para a polpa da azeitona (103 kD), sendo também
da mesma ordem de grandeza dos vaores encontrados para as xiloglucanas de outros tecidos

(Selvendran et al., 1985; Hayashi, 1989).



