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5.1 - Preparacdo dosCWM

O CWM da polpa da azeitona processada em verde (CWMyv), segundo o estilo espanhoal, e

em preto (CWMp), segundo o estilo americano (ver ponto 1.4.3) foi preparado utilizando o procedi-

mento de preparagcéo do CWM da polpa da azeitona em fresco (ponto 2.4 e Esquema 2.2).

Na Tabela 5.1 mostra-se o rendimento e a composi ¢ao em aglcares dos CWM obtidos e do

material solubilizado em cada etapa de purificacdo para cada um dos tipos de processamento a

estudar. Nas Figuras 5.1 e 5.2 sGo comparados os rendimertos, respectivamente em massa e em

acUcares, dos extractos de SDS e PAW e do CWM da polpa da azeitona em fresco e processada

em verde e em preto.

Tabela 5.1 - Composicdo em aglicares do material purificado das paredes celulares da pol pa da azeitona processada
em verde (CWMv) e em preto (CWMp) e do material solubilizado durante a purificacéo (os valores entre paréntesis
referem-se a percentagem total de aglicares nas fracgoes).

Rendimento AcUlcares da parede celular (mol %) AcUcares
Fraccgédo (g/kg peso totais”
fr. de polpa) Rha | Fuc | Ara | Xyl | Man | Gd Glc | Ac.Ur. (ng/mg)

Azeitona Verde
1,5% SDS

sn. 13 (3.2%) 3 1 59 5 1 20 5 6 503

ppt.i 91 (4,4%) 4 14 33 6 4 8 13 18 100
0,5% SDS

sn. 04 (1,0%) 2 v 46 23 % 16 2 11 502

ppt.i 47 (9,0%) 3 v 42 1 % 4 3 47 397
PAW <01
CWMyv Purific. 32,0 (82,4%) 1 v 25 15 3 5 31 20 533
Azeitona Preta
1,5% SDS

sn. 11 (2,7%) 6 1 55 5 1 20 5 8 512

ppt.i 5,8 (14,2%) 3 % 1 4 1 2 69 10 505
0,5% SDS

sn. 04 (1,0%) 7 - 39 29 1 4 3 17 502

ppt.i 30 (7,8%) 3 - 40 4 1 3 5 44 534
PAW 0,6 (0,3%) 6 1 25 13 5 3 32 16 A
CWMp Purific. 38,3 (74,0%) 2 v 24 17 2 4 32 19 397

* Valores expressos em g de aglcar anidro por mg.
i Material precipitado no decorrer dadiélise.
v = Quantidades vestigiais.




5 - Efeito do Processamento nas Paredes Celulares da Azeitona 140

% peso fresco

6

5

4 CIFresca
CIVerde

3 Preta

2

1 7

1,5% SDS 0,5% SDS PAW CWM Total

Figura5.1 - Comparagéo dos rendimentos, em massa, dos extractos de SDS e PAW e do CWM
da polpa da azeitona em fresco e processada em verde e em preto.
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Figura5.2 - Comparagdo dos rendimentos, em percentagem de agUcares, dos extractos de SDS e PAW e do CWM
da polpa da azeitona em fresco e processada em verde e em preto.

5.1.1 - Azeitonas Processadas em Verde

O CWMVv apresentou uma composicao em aglcares semelhante a do CWM da polpa das
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azeitonas em fresco (Tabela 3.4). Algumas ligeiras variagdes podem, no entanto, ser notadas ao nivel
da percentagem de &cido urénico que diminuiu, Vverificando-se também uma ligeira diminuicdo da
arabinose; como consequéncia, registou-se um ligeiro aumento de glucose e xilose. O rendimento
obtido foi inferior a0 das azeitonas frescas (Figura 5.1), sendo a quantidade de aglcares presentes
também inferior (Figura5.2).

Na preparagdo do CWMyv foram solubilizados 17,6% de agUcares pertencentes as paredes
celulares, o dobro dos aclicares solubilizados na preparacdo do CWM das azeitonas em fresco. A
totalidade do materid foi solubilizado pelas solugdes de SDS, sendo estes extractos muito ricos em
arabinose; 0 materia que permaneceu sollvel em &gua era também rico em galactose, provave mente
proveniente de glicoproteinas ricas em arabinogalactanas, e o materia insolUvel erarico em arabinose
e &cido urénico, possivdmente de origem péctica. Curiosamente, 0 PAW ndo solubilizou quantidades
dgnificativas de materid das paredes cdulares, o materid solubilizado pdo PAW consdtia

predominantemente em 6leo, removido por extracgdo com CHCl3:MeOH.

5.1.2 - Azeitonas Processadas em Preto

No CWMp nota-se, relativamente ao CWM e td como no CWMyv, uma diminuicdo das
percentagens de &cido urénico e arabinose e um aumento das percentagens de glucose e xilose
(Tabdla 5.1). O rendimento obtido foi ligeiramente maior do que o de CWM e dgnificativamente
maior do que o de CWMv (Figura 5.1); a0 invés, a percentagem de aclcares na preparacéo é
inferior (Figura 5.2). O CWMp apresentava no find uma coloragéo castanha que foi impossivel de
remover totalmente. Esta cor é resultado de substancias fendlicas condensadas co-precipitadas,
possivelmente responsavels pelo aumerto no rendimento.

Na preparacdo do CWMp foram solubilizados 26% de aclicares pertencentes as paredes
celulares, um valor muito superior ao solubilizado nas outras preparacdes. A maior parte do materia
fol solubilizado pelas solugbes de SDS e, tal como nas azeitonas verdes, estes extractos eram muito
ricos em arabinose. As fracgtes sollvels eram também ricas em galactose e a fraccéo de SDS 0,5%
precipitada apos a didise continha muito écido urdnico. O residuo insolivel da fracgéo de SDS 1,5%

possuia quantidades elevadas de glucose cuja origem néo foi averiguada
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5.1.3 - Efeito do Processamento na Preparagéo do CWM

O facto de se terem solubilizado polimeros ricos em arabinose e &cido urénico durante a
preparacdo do CWMv e CWMp sugere que as paredes celulares da polpa destas azeitonas se
encontravam parcialmente degradadas, tornando a solubilizacdo destes polimeros mais acessivel.
Enquanto durante a preparacdo do CWM da azeitona fresca foram solubilizados nos extractos de
SDS e PAW 9,4% (2,4 g/lkg de polpa) dos aclicares condtituintes das paredes celulares, durante a
preparagdo do CWMv e CWMp foram solubilizados 17,6 (36 g/kg) e 24,6% (4,9 g/kg),
respectivamente (Figura 5.3).
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Figura5.3 - Comparagédo da massa de agUcares e dado restante material recolhido nos extractos de SDS e PAW e
no CWM da polpadaazeitonaem fresco e processada em verde e em preto.

A massa de acUcares por peso fresco de polpa, caculada por adicdo da massa de aglicares
solubilizados em cada extracto a massa de aglicares no CWM, foi de 20,7 g de aclicares / kg de
polpa para a azeitona verde e de 20,5 g/kg para a azeitona preta (Figura 5.3). Estes valores sfo
aproximadamente 5 g menores do que os encontrados paraa azeitonafresca (25,3 g/kg). A perda
de materiad pode ser devida a difuso de acUcares congtituintes das paredes celulares para 0 meio
durante as diversas fases do processamento.

Por andlise das &guas das sdmouras e do tratamento adcdino verificaram-se contelidos de materia
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apbs didise que correspondiam a 1% do materid da polpa dissolvido ao fim de 20 dias de saimourae
5% em sdmouras com 1 ano; o tratamento acalino dissolveu 6% do materia. O aumento damassa e
volume da polpa provocados pelo processamento pode também ser responsavel pela diminuicéo da
massa de aglicares / kg de polpa nas azeitonas processadas;, a massa da polpa, quando em meio
alcdino, tende aaumentar ligeiramente.

Na Figura 5.4 sdo comparadas as quantidades detectadas de arabinose, xilose, glucose e
&cido urdnico durante a preparacéo dos respectivos CWM mais a dos CWM. Verificou-se que 0
facto de na preparacéo da azeitona em fresco a quantidade de aglicares detectados ser superior a das
processadas € reflexo da diminuicéo total de &cido urdnico e arabinose. Eta diminuicdo € mais
sentida na azeitona preta, possvelmente devido a ser uma azeitona em estado de maturagdo mais

adiantado e que foi submetida a accdo de NaOH.
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Figura 5.4 - Comparagédo da quantidade dos varios agucares nas paredes celulares da pol pa da azeitona
em fresco e processada em verde e em preto.
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5.2 - Extracgdo Sequencial do CWM

5.2.1 - Azeitonas Processadas

O CWM das azeitonas processadas (CWMv e CWMp) foi sequencidmente extraido com
solventes aquosos utilizando o procedimento de extraccdo do CWM das azeitonas em fresco aé a
obtencdo do residuo rico em celulose (RC2).

A composicdo em aglicares das fraccBes obtidas pela extraccdo sequencia do CWMv
encontra-se na Tabela 5.2 e a composicdo em aglicares das fracgbes obtidas pela extraccdo
sequencid do CWMp encontra-se na Tabela5.3.

a) Azeitonas Processadas em Verde

Tabela 5.2 - Composi¢do em aglcares de fracgdes do material da parede celular da polpa da azeitona processada em
verde (CWMVv) abtido por extracgéo sequencial com solventes aquosos.

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

CDTA-1 200 2 - 62 % 1 4 % 31 621
CDTA-2 19 3 - 67 1 % 6 4 19 500
Nay,CO3-1 39 3 - 64 4 % 5 1 23 593
Nay,CO3-2 12 3 - 52 16 2 7 2 18 360
IM KOH 1°C

sn. 36 1 % 4 59 3 4 13 16 846

ppt.i 31 1 - 1 82 1 1 3 13 856
1M KOH 20°C

sn. 18 1 \ 8 52 4 5 20 10 560

ppt.i 14 1 - 3 74 1 1 6 14 268
4M KOH

sn. 74 \% \% 7 22 22 12 33 4 700

ppt.i 21 1 % 4 61 7 3 14 10 230
4M KOH + borato

sn. 14 1 % 15 23 15 10 26 10 391

ppt.i 21 2 - 2 26 5 3 25 17 51
RC1

sn-RC 2,2 2 - 50 1 - 6 8 33 227

RC2 479 1 - 18 7 1 2 63 8 614

* Valores expressos em g de aglcar anidro por mg.
i Material precipitado no decorrer dadidlise.
v = Quantidades vestigiais
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Os extractos de CDTA da azeitona verde eram muito ricos em arabinose e a razéo
Ac.Ur./Ara foi 1:2 e 1:3 no primeiro e segundo extractos, respectivamente. As extracgdes com
NapCO3 dissolveram materid rico em arabinose e acido uronico, no entanto, a quantidade de
materid solubilizado foi Sgnificativamente baixa. O extracto NapCOz3-2 possui 16% de xilose, sendo
provavel que este aclicar sgja proveniente de materia hemicduldsico.

A primeira extracgdo com CDTA (CDTA-1) solubilizou 20,0% do materid num total de
27,0% solubilizado pelo CDTA e NapCO3. Edte facto pode significar que os polimeros normamente
dissociados do CWM por desesterificacio se encontravam somente associados por pontes de Ca2+.

O materid extraido com 1M KOH (1°C e 20°C) eramuito rico em xilose, sendo provave a
ocorréncia de xilanas. O sobrenadante destes extractos, ao contr&io dos precipitados, continha
quantidades significativas de glucose, possivemente originarias de xiloglucanes.

O sobrenadante do extracto de 4M KOH era muito rico em glucose, xilose, manose e
galactose, sendo provave que contivesse uma mistura de xiloglucanas e mananas. O extracto obtido
com 4M KOH + borato era muito pobre em aclcares, contendo uma mistura de xiloglucanas,
mananas, substancias pécticas e possivel mente também glicoproteinas ricas em arabinose.

A fraccdo sn+RC era muito pobre em aglicares e a parte glicosidica era essencidmente
materia péctico. O RC2 representava 47,9% do materid dos quais O 61,4% eram aclcares, para
adém de glucose possuia arabinose, &ido urénico e xilose. Este residuo, contudo, apresertava
somente 8mol% em &cido urdnico, um vaor inferior as 14mol% de &cido urdnico presentes no RC2

da azeitona fresca (Tabela 3.5).

b) Azeitonas Processadas em Preto

Os extractos de CDTA obtidos a partir da azeitona preta eram ricos em arabinose e &cido
uronico e, tal como se verificou com a azeitona verde, a primeira extracgéo solubilizou amaior parte
do material péctico. Os extractos de NapCO3 eram também ricos em arabinose e &cido uronico e a

extraccao com NapCO3 a 20° C solubilizou materia rico em xilose.
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Tabela 5.3 - Composi¢ao em aglcares de fracgdes do material da parede celular da pol pa da azeitona processadaem
preto (CWMp) obtido por extraccéo sequencial com solventes aquosos.

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

CDTA-1 159 3 - 53 1 1 4 - 3 54
CDTA-2 12 3 - 64 2 1 5 - 25 524
NayCOz-1 2,7 3 - 64 6 % 5 3 19 500
NayCOz-2 23 2 - 52 19 - 5 3 19 405
1M KOH 1°C

sn. 22 v 1 12 35 4 8 36 4 901

ppt.i 84 1 7 67 % 10 2 13 665
1M KOH 20°C

sn. 2,7 \ \ 10 20 19 13 35 3 862

ppt.i 81 2 % 10 56 5 4 13 10 178
4M KOH

sn. 30 2 - 16 13 27 12 25 5 209

ppt.i 35 6 - 2 21 10 6 28 7 47
4M KOH + borato

sn. 13 2 - 32 8 20 10 19 9 315

ppt.i 18 7 - 45 6 6 4 2 10 43
RC1

sn-RC 17 3 - 62 1 % 4 2 29 237

RC2 45,2 1 - 19 7 1 2 61 10 603

* Valores expressos em g de aglcar anidro por mg.
i Material precipitado no decorrer dadidlise.
v = Quantidades vestigiais

Os extractos de KOH produziram precipitados muito abundantes mas muito pobres em
acUcares, a excepcao do obtido a partir da extraccdo com 1M KOH a 1°C. Egte Ultimo erarico em
xilose e &cido urdnico, aclcares caracteristicos das xilanas. Os sobrenadantes dos extractos de 1M
KOH possuiam uma composi¢do em aclcares que indicava a presenca de Xiloglucanas. Na fraccéo
obtida a 20° C a deteccdo de manose sugere a solubilizacdo de mananas juntamente com xiloglucanas.
Xiloglucanas, mananas e glicoproteinas ricas em arabinose parecem entrar na composicdo dos
extractos de 4AM KOH e 4M KOH + borato.

A fraccdo s+RC erg, ta como na azeitona verde, muito pobre em aglicares e continha
essenciadmente materid péctico. O RC2 representava 45,2% do materid, dos quais s6 60,3% eram

aclicares, erarico em glucose e possuia também arabinose, acido urénico (10mol%) e xilose.
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c) Efeito do Processamento na Extracgéo Sequencial do CWM

A quantidade de materid e aglcares solubilizados do CWM da polpa da azeitona fresca e

processada em verde e preto pelos varios solventes aquosos foi comparada nas Figuras 5.5 e 5.6.
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Figura5.5 - Percentagem de material extraido do CWM da pol pa da azeitona em fresco e processada em
verde e em preto com os varios solventes (KOH-3 = 4M KOH; KOH-4 = 4M KOH + borato).

Nas azeitonas processadas, a primeira extraccdo com CDTA solubilizou a maior parte do
materia péctico presente no CWM; na azeitona fresca, ao contrario, uma grande parte do materia
péctico fol solubilizado com NaCO3. O facto destes polimeros terem sido solubilizados pela
introducéo de um agente quelante permite inferir que se encontravam associados a parede celular
principamente por ligages Ca2*, nd necessitando do tratamento com NapCO3 para terem sido
solubilizados. A maioria dos polissacarideos pecticos extraidos com NapCO3 poderiam estar
"bloqueados’ pelos polimeros extractavels com agentes quel antes ou mesmo também associados por

pontes de Ca2*.
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Figura 5.6 - Percentagem de agUcares extraidos do CWM da pol pa da azeitona em fresco e processada em
verde e em preto com os vérios solventes (KOH-3 = 4M KOH; KOH-4 = 4M KOH + borato).

A azeitona processada em preto gpresenta menor percentagem de materia péctico do que a
verde (Figura 5.7). Este facto podera ser devido a perda deste tipo de materia durante a maturacéo
tal como acontece com as substancias pécticas de outros tecidos parenquimatosos como o tomate
(Gross, 1984, Seymour et al., 1990, Greve e Labavitch, 1991), o kiwi (Redgwell et al., 1990, 1991,
1992) e a uva (Villar et al., 1992). Este tipo de polimeros pode também ter difundido durante o
tempo prolongado das salmouras a que a azeitona a processar em preto € sujeita.

A quantidade de materia extraido com cada uma das solugbes de KOH n&o gpresentou
variacdo sgnificativa, sendo somente de registar na azeitona processada em verde o baixo rendimento

daextraccéo com KOH a 20°C, compensada com a extraccdo com 4M KOH (Figuras 5.5 e 5.6).
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Figura 5.7 - Percentagem dos diferentes tipos de material extraido do CWM da polpa da azeitonaem
fresco e processada em verde e em preto.

A Figura 5.7 mostra que o materid hemicduldsico precipitado gpds a didise (Hemi-A) foi
mais abundante na azeitona preta e menos na verde. A existéncia de materia fendlico condensado,
verificado pelo baixo teor em aglcares destas fracgbes da azeitona preta (Tabela 5.3), poderd
explicar este aumento da massa de Hemi-A; na azeitona verde, as fracgdes de Hemi-A sdo maisricas
em aclcares peo que o efeito de co-precipitacdo de polissacarideos com compostos fendlicos é
menor.

Globamente, os extractos de KOH das azeitonas processadas em relacdo aos extractos da
azeitona fresca gpresentam uma diminuicéo do teor em arabinose (Tabelas 3.5, 5.2 e 5.3). Edtes
resultados sdo sina de degradacao das pectinas existentes nestes extractos.

Os RC2 de ambos os CWM das azeitonas processadas possuem muito mais material do que
0 CWM da azeitona em fresco gpresentando-se também mais ricos em agUcares (Figura 5.6). Estes
resultados sugerem que os tratamentos a que estas azeitonas foram submetidas originaram, paraaém
de degradacdo nos polissacarideos, também precipitagdo de substdncias que permaneceram
insolUvels e associadas ao material das paredes celulares gpés os tratamentos de extraccdo a que este
fol sujeito. Este materid era, possvemente, de origem fendlica e impediu a extraccdo de parte do

materid glicodidico.
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5.2.2 - Extracgdo do CWM de Azeitonas Frescas com Agua Quente

A extensdo e tipo de degradacéo provocados pelo processamento foi comparado com os
efeitos de degradacéo dos polissacarideos pécticos do CWM provocados pela extraccdo com &gua
guente e oxdato a quente: 0 CWM da polpa da azeitona em fresco foi extraido sequencidmente com
&guaa80°C, oxdato de amonio a1% a80°C, 1M KOH e 4M KOH (Tabela5.4).

Tabela 5.4 - Composicao em aclicares de fracgdes do material da parede celular da polpa da azeitonafresca obtidos
por extracgao sequencial com agua quente, oxalato quente, 1M e 4M KOH.

Rendimento AcUcares da parede celular (mol %) AcUcares
Fracgéo (%) totais”
Rha | Fuc | Ara | Xyl [ Man| Gd | Glc | AcUr. | (ug/img)

H 0 80°C 331 3 1 44 1 - 2 1 48 923
oxaato 80°C

sn. 84 2 \Y 35 Y v 3 1 59 774

ppt.i 08 2 % 28 3 1 3 7 56 830
1M KOH

sn. 5,2 1 1 19 36 7 5 18 13 84

ppt.i 50 1 - 3 80 1 1 6 8 357
4M KOH

sn. 33 \Y Y 19 27 1 8 29 16 253

ppt.| 37 - v | 56 | 9 - 5 4 26 582
RC1

sn-RC 23 - % 56 9 - 5 4 26 582

RC2 382 1 20 8 1 3 58 9 597

* Valores expressos em g de aglcar anidro por mg.
i Material precipitado no decorrer dadidise.
v = Quantidades vestigiais

A extraccdo do CWM da polpa da azeitona fresca com agua quente originou uma fracgéo
abundante (33,1%) muito rica em &cido urénico e arabinose e que continha também ramnose; era
uma fraccdo muito rica em aglcares. A extraccdo com 1% de oxaato de amonio, pH 5,0 a80°C
solubilizou exclusivamente materia péctico, rico em &cido uronico; registou-se também a ocorréncia
de substancias pécticas no extracto de IM KOH. O materia péctico da fracgdo sn-RC eramuito rico
em aabinose. O RC2 continha ainda materid péctico; a quantidade de acido urénico presente
(9mol%) ndo era, contudo, t&o abundante quanto a obtida a partir do CWM da azeitona em fresco

extraidacom CDTA e NapCO3 (14mol%).
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5.3 - Fraccionamento dos Extr actos

5.3.1 - Fraccionamento de Extractos Ricos em Substancias Pécticas

Todas as fracgdes analisadas foram primeiro fraccionadas por precipitacdo com solugdes de
concentracdo crescente de etanol e algumas fracgbes mais dgnificativas foram fraccionadas por

cromatografia de troca anionicaem DEAE- Trisacryl.

a) Extractosde CDTA

O extracto de CDTA-1 da azeitona verde originou um residuo insolivel muito abundante
apés descongelacdo da amosgtra (Tabea 5.5). O fraccionamento com etanol originou 5 fracgBes ricas
em arabinose e &cido urénico. As fracgdes precipitadas com concentrages mais elevadas de etanol
eram menos ricas em &cido urdnico. A fraccdo mais abundante foi precipitada com 30% de etanol
(C30v) tendo sido posteriormente andisada quanto ao tipo de ligagdes glicosidicas (ponto 5.4.1). A
fracgdo precipitada com 80% de etanol, por ser das mais ricas em arabinose, foi fraccionada por
cromatografia de troca anidnica (Figura 5.8), tendo a maior parte do materia eluido com 0,25M de
NaCl. O facto de néo ter Sdo obtido materid na fracgo neutra permite inferir que este material néo
Se encontrava sgnificativamente edterificado. As fracgdes andisadas continham uma percentagem em
&cido urénico muito superior a fracgéo C30v, sugerindo que parte da arabinose tivesse ficado retida
na coluna ou possater difundido através da membrana de didise.

O extracto de CDTA-1 da azeitona preta originou, por precipitacdo com etanol, 4 fracgdes
ricas em arabinose e &ido urénico. A fraccdo mais abundante foi precipitada com 30% de etanol e
eraamaisricaem &cido uronico (Tabela5.5). A fraccdo precipitada com 80% de etanol, por ser das
mais ricas em arabinose, foi fraccionada por cromatografia de troca anidnica. A percentagem de
recuperacdo foi muito baixa sendo possivel que o materid tivesse ficado retido irreversvelmente na

coluna ou tivesse difundido pela membrana de didise.
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Tabela 5.5 - Composi¢ao em aglicares das fracgBes solubilizadas pelo CDTA (CWMv e CWMp) e &gua quente
(CWM da polpada azeitona fresca) ap6s precipitagdo com etanol seguida de cromatografia de troca anionica.

Rendim. Acucares da parede celular (mol %) Aclcares
Fracg&o (%) totais”
Rha | Fuc | Ara | Xyl [ Man| Gd | Glc | AcUr. | (ug/img)
Verde (CDTA-1)
residuo insol. 232 3 v 50 1 % 4 2 40 657
EtOH 15% 78 2 v 45 1 - 4 v 48 627
EtOH 30% (C30v) 61,1 3 v 57 1 % 4 1 35 692
EtOH 50% 6,4 3 v 52 1 2 4 3 35 742
EtOH 80% (C80v) 122 3 v 57 1 1 4 2 32 736
0,125M NaCl 8,6
0,25M NaCl 65,7 4 - 39 v - 3 1 53 A6
0,5M NaCl 57 6 - 35 v % 2 4 53 592
EtOH 80% sn. 56 3 v 63 1 % 4 2 27 807
Preta (CDTA-1)
EtOH 30% (C30p) 60,0 5 1 37 1 6 4 8 39 664
EtOH 50% 9,7 4 % 56 1 \Y 4 1 4 574
EtOH 80% (C80p) 21,7 3 v 56 1 4 v 36 764
0,25M NaCl 6,0 8 v 58 1 1 5 3 24 489
0,5M NaCl 14,0 7 40 2 v 3 1 48 653
EtOH 80% sn. 2,7 3 v 68 1 v 3 2 23 551
Fresca (4g. 80°C)
resid. insol. (HW) 76,5 2 % 54 1 v 3 3 37 756
EtOH 80% 174 1 v A 1 1 2 1 60 840
Tampéo 385 2 - A Y v 1 1 62 855
0,125M NaCl 404 1 v 32 v % 2 1 64 933
0,25M NaCl 96 2 v 22 1 1 2 4 68 542
0,5M NaCl 4.8 2 - 30 1 1 2 13 51 220
EtOH 80% sn. 6,2 2 - 83 1 1 1 3 8 706
Tampédo (HWA) 68,8 2 - 87 v 1 1 2 7 922
0,125M NaCl 188 2 - 27 3 3 2 6 57 408

* Valores expressos em g de aglcar anidro por mg.
v = Quantidades vestigiais
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Figura 5.6 - Cromatografiaem DEAETrisacryl dafraccdo C80v.
- - A 90, 0- Aogg; -, gradiente de NaCl

b) Extracto Obtido com Agua Quente

A descongelacdo do materia obtido na extraccdo do CWM da azeitona fresca com &gua
quente originou um precipitado muito abundante (Tabea 5.5). Ao sobrenadante foi adicionado etanal,
tendo parte do materid precipitado quando a concentragéo de etanol atingiu 80%. Este materia era
rico em &cido urénico, com uma proporcio Ac.Ur./Ara de 2:1; a fracgio solivel em etanol, a0
contrério, era pobre em &cido urénico, com umarazdo Ac.Ur./Arade 1:10.

O fraccionamento por cromatogr afia de troca anionica da fraccdo insolivel em 80% de etanol
originou 4 fracgBes (Figura 5.9), todas ricas em &cido urdnico. A fracgdo neutra e a fracgdo eluida
com 0,125M de NaCl foram as mais abundantes e ambas com elevado teor em aglicares; o facto de

serem ricas em &cido urénico sugere que estes residuos se encontravam extensamente eterificados.



5 - Efeito do Processamento nas Paredes Celulares da Azeitona 155

0,9 1
- 0,5

- —_
20,61 z
o3 O
[ata] S
ﬁ st
< =

0,3 1

0 . 0
0 20

Numero da Fracgéo

Figura5.9 - Cromatografiaem DEAETrisacryl dafraccdo EtOH 80%, proveniente da extracgdo com agua
quente. - - Aggp, 0 - Aogp, -, gradiente de NaCl

A fraccéo solivel em eanol originou duas fracgBes por cromatografia de troca anidnica
(Figura 5.10). A maior parte do material néo ficou retido na coluna e erarico em arabinose (HWA),
sendo a razéo Ac.Ur./Ara de 1:12. A "arabinang’ detectada nesta fracG80 possui uma composicio
glicosidica semelhante a que foi caracterizada por Stevens e Selvendran (1980b) a partir das paredes
celulares de folhas de couve por extraccdo com égua quente e a descrita por Pilnik e Rombouts
(1985) como resultado da turvacéo de sumos de maca tratados enzimaticamente. O facto deste
polimero ter sido detectado apds extraccdo com dgua quente e ndo ter sido detectado por extraccdo
com CDTA ou NapCOz3 sugere que se trate de um produto de degradagdo.

"Arabinanes’ semelhantes ndo foram detectadas pelo fraccionamento do extracto de CDTA-1
das azeitonas processadas. A hip6tese de que estes palimeros pudessem ter sdo solubilizados
durante a fase de preparacéo dos respectivos CWM foi testada tendo as fracges de SDS 0,5% sido
fraccionadas por precipitagcéo em etanal.
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Figura5.10 - Cromatografiaem DEAETrisacryl dafraccdo soltvel em 80% de etanol, proveniente da
extraccéo com aguaquente. - - A4qq; 0 - Aogp; -, gradiente de NaCl

¢) Extractosde SDS 0,5%

Uma parte ggnificativa do material do extracto de SDS 0,5% da polpa da azeitona
processada em verde permaneceu insolUvel gpds ter sido descongdlado e foi removido por
centrifugacdo. A adicdo gradua de etanol ao sobrenadante originou 4 fracgOes (Tabela 5.6). As
menos sollvels em etanol (EtOH 40% e EtOH 60%) eram ricas em Xilose e gdactose e continham
também &cido urdnico e arabinose, as fracgbes mas sollveis em etanol eram muito ricas em
arabinose, contendo a fracgéo "EtOH 80% sn." 89mol% de arabinose. Esta fracgdo tinha uma
composi ¢do glicosidica semelhante & fraccéo HWA, extraida com agua quente,

Um pequeno residuo que permaneceu insolivel gpds a descongelacdo da fraccdo de SDS
0,5% da polpa da azeitona processada em preto foi removido e 0 sobrenadante precipitado com
solugdes de concentragéo crescente de etanol, tendo sido obtidas 5 fracgbes. Tal como para a
azeitona verde, verificou-se um aumento da percentagem de arabinose a medida que a concentracdo

de etanol aumentava. No entanto, neste extracto, ndo foi possivel encontrar uma fracc@o "purd’ de

"arabinanas’. Egte resultado era esperado vigto tratar-se de uma azeitona madura, em que a
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quantidade de aglcares neutros de origem péctica é menor (Seymour et al., 1990; Redgwell et al.,
1991, 1992).

Tabela 5.6 - Composicéo em aglicares das fracgdes sol ubilizadas com SDS 0,5% durante a preparacdo do CWMv e
CWMp ap6s precipitagdo com etanol.

Rendimento AcUlcares da parede celular (mol %) AcUcares
Fracgdo (%) totais*
Rha | Fuc | Ara | Xyl | Man | Gd Glc | AcUr. (ng/mg)
Verde
residuo insol. 312 3 1 39 20 1 18 4 14 280
EtOH 40% 20,6 % % 7 59 v 14 2 18 744
EtOH 60% 24 5 1 31 27 v 21 2 13 679
EtOH 80% 348 4 % 62 4 v 17 3 10 670
EtOH 80% sn. 115 2 % 89 1 1 1 2 4 475
Preta
residuo insol. 35 5 % 31 2 2 9 12 19 146
EtOH 30% 273 3 % 11 60 v 5 5 16 49
EtOH 55% 838 5 % 35 29 v 15 6 10 478
EtOH 70% 9,2 5 - 55 9 v 13 6 12 487
EtOH 80% 115 5 % 66 4 v 9 4 12 593
EtOH 80% sn. 35

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

Em resumo, da polpa da azeitona, tal como de outros tecidos parenquimatosos, ndo é
possivel isolar arabinanas a ndo ser que sgam utilizados meios degradativos para as pectinas como a
extraccdo com &gua quente. As pectinas da pol pa das azeitonas processadas estudadas encontram-se
degradadas e foi possivel isolar este tipo de polissacarideo a partir da azeitona verde. A composicao
em aclcares das fracches sollveis dos extractos de SDS 1,5% (Tabela 5.1) das azeitonas
processadas revela que eram muito ricas em arabinose, sendo provavel que se encontrassem também

"arabinanas' nestas fracgles.

5.3.2 - Fraccionamento dos Extractos Ricos em Glucuronoxilanas

O materid insolivel proveniente do extracto de IM KOH 1°C da azeitona verde foi
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dissolvido em 1M NaOH e precipitado com uma solucdo saturada de acetato de cobre. O precipi-
tado azul formado foi desfeito com uma solugdo dcodlica de &cido cloridrico originando um
precipitado branco muito rico em xilose e &cido urénico (KCuv) em que a razdo Xyl/Ac.Ur. @a9:1
(Tabda5.7). O precipitado foi novamente suspendido em 1M NaOH e o materia néo dissolvido foi
removido por centrifugacéo; a0 sobrenadante foi adicionado HCl para diminuigcdo gradua do pH,
tendo sido obtido um precipitado a pH 12 (K12v), o mais abundante, e outro apH 5 (K5v). Ambos
0s precipitados e o sobrenadante foram didisados e liofilizados. A composicdo em aclcares das
fracgbes K12v e K5v é muito semehante (Tabela 5.7), sendo ambas muito ricas em xilose e
contendo também &cido urénico, numa composi¢ao caracteritica das glucuronoxilanas.

Tabela 5.7 - Composicéo em agUcares das fracgdes solubilizadas com 1M KOH 1°C que precipitaram ap6s adialise
(Hemicelulose A).

Rend. AcUcares da parede celular (mol %) Aclcares
Fracgdo (%) totais*
Rha | Fuc | Ara | Xyl | Man| Gd | Glc | AcUr. | (ug/img)
Verde
Cu(OAC) ppt. (KCuv) 60,0 1 - v 83 1 - \ 10 773
residuo insolvel 13
pH 12 ppt. (K12v) 70,7 1 % 1 85 1 1 2 9 873
pH5ppt. (K5v) 253 Y Y 1 83 1 Y 2 8 671
pH 5 sn. 40 1 1 5 59 7 3 13 1 855
Preta
Cu(OAC), ppt. (KCup) 53,8 1 - 4 83 - 1 - 11 790
residuoinsol. (Klp) 70 4 \ 41 15 1 7 7 25 668
pH 10 ppt. (K10p) 74,0 1 1 86 v \ \ 12 84
pH10sn. (K6p) 26,0 1 - 6 76 v 1 2 14 790
Cu(OAC), sn. 186 10 1 47 3 2 4 17 16 42

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

O materid insolivel proveniente do extracto de IM KOH 1°C da azeitona preta foi

dissolvido em 1M NaOH, tratado com acetato de cobre e reprecipitado com uma solucdo alcodlica
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de HCI. O precipitado foi recolhido por centrifugacéo e dialisado originando afraccdo KCup, ricaem
xilose e &ido urénico na propor¢do de 8:1 (Tabela5.7).

O materid da fraccdo KCup foi dissolvido em 1M NaOH e, por adi¢do gradud de HC|, foi
recolhido um precipitado a pH 10 ((K10p). Como a adi¢do de HCI até pH 6 ndo precipitou mais
material, 0 sobrenadante foi concentrado e dialisado originando a fracgdo K6p. A fracgdo K10p
tinha uma composicio em aglicares caracteristica das glucuronoxilanas com umarazéo Xyl/Ac.Ur. de
7:1; estarazao Xyl/Ac.Ur. foi de 5,4:1 nafraccio K6p, que também continha arabinose.

O materid néo precipitado com acetato de cobre foi neutralizado, didisado e liofilizado. Esta
fraccdo, apesar de abundante, era pobre em agUcares, sendo a arabinose o aglicar maioritario.

As fracgbes mais Sgnificativas, ricas em glucuronoxilanas, foram andlisadas por metilagéo
(ponto 5.4.2).

6.3.3 - Fraccionamento dos Extractos Ricos em Xiloglucanas

a) Azeitonas Processadas em Verde

O material solavel dos extractos de IM KOH 20°C e 4M KOH da azeitona verde foi
fraccionado por precipitacdo com solucdes de etanol (Tabela 5.8).

Do extracto de 1M KOH 20°C foi obtida uma fracgéo insollvel em &gua e 3 fracgBes por
adicdo de etanal. A fracgdo maior (EtOH 50%) erarica em xilose e glucose, numa razéo de cerca de
2:1. O fraccionamento por cromatografia de troca anionica ndo dterou Sgnificativamente a
composicao da fraccdo, tendo a fraccdo neutra resultante uma composi Gao em aglicares caracteristica
da presenca de uma xiloglucana, revelada pela presenca de glucose e gdactose, para dém da xilose;
adevada percentagem de xilose, no entanto, indica que uma xilanatambém se encontra presente.

Do extracto de 4M KOH foi obtida uma fraccdo insolivel em &gua e mais 2 fracgdes por
adicdo de etanol. A fracgdo precipitada com 50% de etanol era rica em glucose manose, xilose e

gaactose. O fraccionamento por cromatografia de troca anidnica ndo aterou significativamente a

composi¢ao da fraccao.
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Tabela 5.8 - Composi¢do em aglcares das fraccdes obtidas a partir do CWM da polpa da azeitona verde
solubilizadas com KOH (hemicelulose B) apés precipitaco com etanol seguida de cromatografia de troca anionica.

Rendimento Acucares da parede celular (mol %) Aclcares
Fracgdo (%) totais*
Rha | Fuc | Ara | Xyl [ Man| Gd | Glc | AcUr. | (ug/img)
1M KOH 20°C
residuo insol Uvel 148 1 1 12 32 6 5 40 3 405
EtOH 50% 47,1 1 1 8 43 8 7 26 6 670
Tampéo 475 % 1 1 44 6 7 27 4 750
EtOH 80% 294 1 v 1 51 4 6 21 6 787
EtOH 80% sn. 6,9 5 4 27 20 10 5 29 - 48
4M KOH
residuo insol Gvel 16,2 1 \ 10 32 15 8 31 3 505
EtOH 50% 413 v v 6 18 25 13 36 2 937
Tampéo 65,3 Y \ 7 17 27 13 35 1 825
EtOH 50% sn. 93 3 v 33 16 10 10 14 9 251

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

b) Azeitonas Processadas em Preto

O materid sollve dos extractos de 1M KOH 1°C e 20°C da azeitona pretafoi fraccionado
por precipitagéo com solugdes de etanol (Tabela5.9).

Uma grande fracgo foi obtida a partir do extracto de 1M KOH 1°C com 30% de etanal.
Edta fraccéo erarica em glucose e xilose e continha também arabinose e galactose, numa composicéo
em aglcares caracterigtica das xiloglucanas. O fraccionamento por cromatografia de troca anidnica
resultou numa fraccdo neutra rica em xilose e glucose. O facto desta fraccdo ndo apresentar
quantidades significativas de residuos de &cido urénico permite supor que se trate de uma xiloglucana,
possivelmente produto de degradacéo da parede celular provocado pelo processamento.

A fraccdo extraida com 1M KOH a 20°C originou uma fracgdo abundante muito rica em
acUcares com 35% de etanol. O fraccionamento por cromatografia de troca anionica resultou numa

grande fraccdo neutra rica em glucose, xilose e manose, residuos de aclicares provavelmente
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condtituintes de xiloglucanas e mananas.

Tabela 5.9 - Composi¢ao em aglicares das fracgdes obtidas a partir do CWM da polpa da azeitona preta solubili-
zadas com 1M KOH (hemicelulose B) ap6s precipitacio com etanol seguida de cromatografia de troca aniénica.

Rendimento AcUcares da parede celular (mol %) Aclcares
Fracg&o (%) totais”
Rha | Fuc | Ara | Xyl [ Man| Gd | Glc | AcUr. | (ug/img)

1M KOH 1°C
residuo insolUvel 127 1 % 19 58 1 4 5 12 733
EtOH 30% 50,0 % 1 u 31 1 10 43 3 988

Tampéo 89,2 % 1 16 42 1 7 32 1 804
EtOH 50% 235 % % 7 27 12 10 39 3 978
EtOH 70% 50 % % 7 28 15 10 34 6 908
EtOH 80% 2,7 1 % u 26 15 10 32 5 646
1M KOH 20°C
residuo insol Gvel 123 1 1 10 22 18 11 36 2 773
EtOH 35% 60,8 v % 6 19 21 13 39 1 976

Tampéo 9338 v 1 u 27 18 10 32 1 706
EtOH 50% 15 2 % 14 25 18 11 24 6 564
EtOH 80% 8.8 2 % 23 15 14 15 26 5 764
EtOH 80% sn. 73 1 2 57 6 7 6 10 11 165

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

5.4 - Andlise das L igacOes Glicosidicas

5.4.1 - Substancias Pécticas

As fracgbes C30v, proveniente da fraccdo de CDTA-1 da azeitona verde, C30p, proveniente
da fraccdo de CDTA-1 da azeitona preta e HW, materid insolivel proveniente da extraccéo do
CWM da polpa da azeitona fresca com agua quente, foram metiladas e os grupos carboxilicos

reduzidos com LiAID 4 e os resultados encontram-se na Tabela 5.10.
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Tabela 5.10 - Composicdo em ligacBes glicosidicas de polissacarideos provenientes dos extractos de CDTA do
CWM das azeitonas processadas e HoO a 80°C do CWM da azeitona em fresco (valores expressos em
percentagens molaresrelativas).

Fraccdo
Ligagdo CDTA - Verde CDTA - Preta 89.80°C -Fresca
C30v | C30v* C30p | C30p* HW HW*

2-Rhap 21 21 23 17 21 19
3-Rhap - 0,2 - 0,2 - 01
2,3-Rhap - 04 - 04 - 05
24-Rhap 17 21 16 23 20 22
T-Araf 136 119 16,6 127 186 132
2-Araf 0,6 0,6 0,6 05 08 05
3-Araf 82 71 7,7 49 97 73
5-Araf 236 179 29,2 151 238 172
35-Araf 29,2 212 311 175 30,6 212
Arabinitol 3,6 14 32 12 22 13
T-Xylp - - - - 0,2 -
2-Xylp - - 0,7 - - -
4-Xylp 3,6 05 0,7 05 15 10
24-Xylp 16 15 14 14 20 08
Xilitol 21 - - - - -
Manitol 13 - - - - -
T-Gap 0,7 038 19 11 12 09
3-Gap - - - - - 03
4-Gap 15 12 13 12 09 03
34-Gap - - - 05 - 04
Galactitol 22 11 - 18 - -
T-GapA - 0,7 - 09 - 04
4-GapA - 220 - 26,6 - 16,5
2,4-GdpA - 32 - 41 - 24
34-GapA - 30 - 4,0 - 24
Galactitol(A) - - - - - 09
4-Glep 03 03 - 04 20 16
24-Glep - 04 - 04 - -
34-Glcp - - - - - 04
4,6-Glcp - - - - 0,7 -
Glucitol 41 04 17 0,6 17 05
T-GlcpA - - - - - 48

* Amostras reduzidas com LiAID4.

A dficiéncia da reducdo dos grupos carboxilicos situou-se entre os 61% (HW) e os 91%
(C30p) (Tabela5.10). As amostras reduzidas revelam a mesma composicao em ligaghes glicosidicas

das amodiras néo reduzidas excepto nas percentagens de dditdis que diminuiram significativamente
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nas amostras reduzidas; regista- se também um aumento dos residuos de ramnose fruto do aumento da
labilidade da ligacdo entre a ramnose eo produto de reducdo do &cido urénico. A andise por
metilacdo é quantitativa para os aglicares neutros presentes; no entanto, na fraccdo C30p a andise de
aclicares revela a presenca de manose e glucose em quantidades ndo detectadas por metilacéo.

A maioria dos residuos de &cido gaacturénico encontrava-se em ligacéo (1® 4), tendo sido
também detectados residuos ramificados em C-2 e C-3 e também residuos em ligag&o termind.

A composicdo em ligagBes glicosidicas dos residuos de arabinose € relativamente semelhante
nas amostras andisadas. As proporcdes relativas dos residuos T-Araf : 3-Araf : 5-Araf : 35 Ardf
mantém:se relativamente congtantes e sdo semelhantes as encontradas para a azeitona fresca (ponto
3.5.2).

As substancias pécticas da azeitona fresca gpresentavam residuos de glucose em ligacéo (1®
4). Estes residuos encontram-se em quantidades vestigiais nas fracgBes C30v e C30p; na fracgéo
HW estes residuos atingem 2mol%. As quantidades envolvidas ndo sdo, no entanto, significativas para

gue possa ser tirada qua quer conclusdo acerca da presenca destes residuos has substéncias pécticas.

5.4.2 - Glucuronoxilanas

A metilacdo da fraccdo KCuv mostrou que a Xilose existente na fracgdo se encontrava
maioritariamente em ligac@o (1® 4), encontrando-se 14% dos residuos ramificados pelo carbono 2,
possivelmente com &cido glucurénico termina (Tabela 5.11, coluna 1). As fracgbes K12v e K5y,
obtidas por diminui¢do de pH, ndo diferem sgnificativamente, gpresentando um grau de polimerizacéo
egimado em 230 residuos e uma percentagem de ramificacéo de 10%.

A metilacdo da fraccdo KCup mostrou uma composicao glicosidica seme hante a da fraccéo
KCuv, detectando-se também a presenca de vestigios de materid péctico. Este materia péctico -
permaneceu ha suamaior parte insolivel em 1M NaOH, originando a fraccéo Klp, ricaem arabinose

e em &cido gaacturonico em ligagéo (1® 4).
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Tabela 5.11 - Composicdo em ligagBes glicosidicas de polissacarideos provenientes da hemicelulose A dos
extractos de 1M KOH (valores expressos em percentagens molares rel ativas).

Fraccgdo
Verde Preta

Ligagdo KCuv® KCuv KCup* KCup

K12v | K12v'| Ksv | K5V Kip | Kip” | K1op |K10p" | Kep | Kep”
2-Rhap - - - - - - 16 15 - - - 02
3-Rhap 04 03 05 05 05 05 - - 04 05 - 03
2,4-Rhap - - - - - 02 09 29 - - 10 03
T-Araf 0,2 - 0,6 03 0,2 13 16,2 145 04 07 22 24
2-Araf - - - - - - - 04 - - - -
3-Araf - - - - - 04 - 44 - - 06 0,6
5-Araf - - - - - 10 20,8 130 - - 22 20
35-Araf - - - - - 11 17,8 16,7 03 03 24 22
Arabinitol - - - - - - 08 0,7 - - - -
T-Xylp 04 03 06 03 04 05 06 0,6 04 05 08 0,7
3Xylp - - - - - - 37 - - - - -
4-Xylp 794 839 833 80,9 831 79,7 272 21,3 86,5 81,6 82,7 72,0
24-Xylp 12,6 95 93 10,0 9,7 10,0 - 12 10,2 10,3 6,9 12,3
Xilitol 19 09 04 04 0,6 0,7 03 03 0,6 04 03 0,7
4-Gdp - - - - - - 41 | 60 - - - -
34-Gap - - - - - - - 05 - - - -
Galactitol - - - - - - - 04 - - - -
2-GalpA 04 - - - - 04 - - - - - -
4-GalpA - - - - - 07 - 77 - - - 06
34-GalpA - - - - - - - 12 - - - -
T-Glep 06 | o5 | 07| 07 | 07 01 - - 03 | 04 - -
4-Glep - - - - - - 30 | 31 - - 07 -
4,6-Glep - - - - - - 21 | 17 - - - 06
Glucitol 0,2 46 10 69 02 03 09 0,6 09 04 0,2 03
T-GlcpA 36 - 36 - 46 31 - 13 - 45 - 48
2-GlcpA - - - - - - - - - 04 -
3-GlcpA 03 - - - - - - - - - - -
D.p. Xyl* 21 | 32 | 155 | 28 | 233 | 180 | 46 39 243 | 185 | 113 | 11
B.p. XyF# 14 10 10 1 10 1 - 5 1 1 8 14

* Amostras reduzidas com LiAIDg4;
*+ Grau de polimerizacéo da xilana;
# Percentagem de pontos de ramificagdo da xilana.

A fraccdo K10p cons stia numa glucuronoxilana com grau de polimerizacdo estimado em 220

residuos e percentagem de ramificacdo de 11%. O materia soluvel a pH 6 (K6p) consstia numa -
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glucuronoxilana com menor grau de polimerizacéo (120 residuos). Nada pode ser concluido quanto a
percentagem de ramificacéo devido a ndo concordancia dos valores obtidos para a percentagem de
residuos de (1® 2,4)-Xylp na amostra. No entanto, este valor é da ordem de grandeza do
encontrado para os restantes polimeros analisados.

Em todas as fracghes ricas em xilanas andlisadas se verifica a presenca de quantidades
vestigias de residuos de ramnose em ligagdo (1® 3). Estes residuos tém sido detectados como
condtituintes do termina redutor das Xilanas de arvores de madeira dura, ligados a residuos de &cido
gdacturdnico em ligacéo (1® 2) (ver ponto 1.2.7). Estes residuos foram detectados nas fraccdes

KCuv e KCup mas ndo nas restantes.

5.5 - Discussao Geral

Egte estudo € a primeira tentativa sstemética de observacdo das variagBes ocorridas nas
paredes celulares durante o0 processamento da azeitona. O estudo do efeito do processamento ao
nivel dos polimeros da parede celular da polpa da azeitona, ndo pretendendo ser exaudtivo, permitiu o
estabel ecimento de algumeas caracteristicas relativas ao processo de degradacdo das paredes celulares
por agentes externos.

A principa dteraco estrutura damatriz celular com o processamento é devida a degradac@o
dos polissacarideos pécticos. Esta dteracéo reflecte-se quer ao nivel dos polimeros associados por
pontes de Ca2* quer ao nivel dos polissacarideos pécticos solubilizados com as solugdes acdinas e
repercute-se nas caracterigticas de textura das azeitonas processadas. Nestas azeitonas verificou-se
também a ocorréncia de uma quantidade significativa de co-precipitacdo de proteinas intra-celulares e
compostos fendlicos, dando origem a materid polimérico condensado o qua néo é significativamente
solivel em solugBes aquosss.

Parte do material péctico € solubilizado durante a preparacéo do CWM (15 a 20% dos
repectivos CWM); o materia péctico normamente hidrolisado do CWM com solugdes de NapCO3
encontra-se, nas azeitonas processadas, somente associado por pontes de Ca2+, sendo amaior parte

solubilisada pelas solugdes de CDTA. As dterages verificadas em termos de extractabilidade com
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solugdes de CDTA ndo <e reflectiram em dteragbes sgnificativas da edtrutura das substéncias
pécticas, mantendo-se constantes as caracterigticas das "ramnogalacturonanas’ e "arabinanes’
estudadas.

A degradacéo provocada pelo processamento possui algumas semelhangas com a extraccdo
com &gua quente, provocando a despolimerizacdo das pectinas por b-diminacéo e originando uma
pequena quantidade de oligossacarideos ricos em arabinose.

As glucuronoxilanas presentes na polpa da azeitona ndo gparentam sofrer qualquer ateracéo
com O processamento e a populacdo mais abundante gparenta ter um grau de polimerizacdo de 220-
230 residuos e uma percentagem de ramificacdo de 10-11%. Etas xilanas possuem ramnose em
ligacdo (1® 3) e &cido gdacturonico em ligacéo (1® 2).

As fracgdes ricas em xiloglucanas foram solubilizadas com solugdes acainas de concentracdo
menor do que as xiloglucanas da azeitona fresca. As xiloglucanas presentes ndo parecem ter Sdo
ateradas pelo processamento, ndo tendo sido isoladas pelos métodos de fraccionamento utilizados. E
provavel que pequenas quantidades de xiloglucanas exigam livremente na polpa das azeitonas
processadas, tal como detectado por Gil Serrano et al. (1988) que isolaram e caracterizaram uma

xiloglucana obtida a partir da polpa de azeitona verde processada segundo o estilo espanhal.



