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6.1 - Preparacdo do CWM

O carogo da azeitona foi muito dificil de triturar pelos processos normais, tendo o materid
sido triturado em azoto liquido vérias vezes para ser aingido um tamanho de particula suficientemente
pequeno para se proceder a extraccdo sequencid do CWM. O processo utilizado de trituracdo a
baixas temperaturas néo produz ateracOes significativas no materia da parede celular (Lomax et al.,
1983). Durante a preparacdo do CWM foi evitada a utilizacdo de temperaturas elevadas, sendo o
materia lavado com agua e etanol atemperatura ambiente.

O CWM da parte lenhificada do caroco da azeitona (CWMS) é rico em xilose e glucose e 0
contetido tota em aglcares é somente 62% do peso seco do CWMst (Tabela 6.1). Uma grande
porcdo do materia que ndo é composto por aglicares é provavel mente lenhina, podendo a dificuldade
em triturar este material estar relacionada com o eevado contelido em lenhina que apresenta. A
quantidede de lenhina presente podera também ser a responsavel por somente uma peguena
quantidade de CWM4t ter sido solubilizada com DM SO a 20°C (0,3%). Tentativas de solubilizacéo
de materiad com 80% de 1,4-dioxano (Azuma et al., 1981) ou tiocianato de guanidinio 4M a
temperatura ambiente ou oxdato de amoénio a 1%, pH 5,0 a 80°C (Selvendran e King, 1989) néo
foram bem sucedidas.

6.2 - Dedenhificagdo do CWM st

6.2.1 - Tratamento do CWM st com Clorito/Acido Acético

A tentativa de dedenhificar o CWMst por tratamento com clorito/acido aético a 70°C
durante 4h tal como descrito por Jermyn e Isherwood (1956) s6 foi parcia mente sucedidaja que uma
quantidade significativa de lenhina resdua (degradada) ainda se encontrava presente no residuo. Para
remover ‘completamente a lenhing, o residuo teve que ser tratado durante mais 5h com adicéo de
clorito / &cido acético a intervaos de 1h. A holocdulose foi lavada abundantemente com &gua para

gue todos os vestigios de clorito fossem removidos e, na solugéo resultante da dedenhificacéo, foi
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borbulhado &gon com o objectivo de remover o didxido de cloro entretanto formado. No find, a

solucéo foi concentrada e didisada

Tabela 6.1 - Composicdo em agUcares de fraccdes do material da parede celular do carogo da azeitona obtido por
extraccao sequencial.

Rendim. AcUcares da parede celular (mol%) Aclcares
Fracgdo (%) totais*
Rha | Fuc | Ara | Xyl [ Man| Gd | Glc | Ac.Ur. | (ug/mg)
CWMst 1 Y, 2 48 Y, 1 41 8 619
agua 038 8 1 11 15 19 5 28 14 171
DMSO-1 03 2 Y, 7 40 2 5 31 13 328
Clorito 48 4 2 16 51 1 4 2 19 210
Holocelulose 70,8 1 - 2 44 v 1 38 8 718
CDTA 04 3 1 10 61 1 4 3 16 313
DMSO-2 15 1 - 3 81 1 1 6 8 506
0.5M KOH
sn. 115 1 - 3 7 - 2 v 17 616
ppt.i 136 1 - 1 86 - v v 12 773
1M KOH 1°C
sn. 24 1 - 3 81 - 2 1 14 770
ppt_: 2,7 1 - 1 89 - \% 1 9 868
1M KOH 20°C
sn. 0,8 1 - 3 7 \% 2 2 15 836
ppti  (K20) 10 1 - v 91 - v v 8 839
4M KOH 04 2 - 6 71 1 3 4 15 667
4AM KOH + borato 0,2 3 - 12 35 2 5 9 35 340
a-celulose
sn-RCst 04 3 - 23 1 - 9 2 63 565
residuoY 30,6 \'% - 1 2 \' 1 92 3 925

* Valores expressos em pg de aglcar anidro por mg;
i Material precipitado no decorrer da didlise;

Y a'-celulose,

v = Quantidades vestigiais.

A presenca de didxido de cloro durante a dedenhificaco inibe a reaccéo via radicais livres
entre o0 cloro e os polissacarideos, actuando como "radica scavenger" sem afectar a cloragdo da
lenhing, a qual ndo é uma reaccdo viaradicais. O didxido de cloro, por S S0, reage muito lentamente
com os polissacarideos (§dstrom, 1981). No entanto, € provavel que 0 meio sgja suficientemente
&cido para provocar a hidrdlise de residuos glicosidicos mais labeis. Em experiéncias comparativas do

efeito do tratamento com clorito/écido acético em complexos de lenhina-polissacarideos (Ford,
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1986), foi verificado um aumento da polidispersdo dos polimeros presentes. Esta dteracdo pode ter
gdo consequéncia da ruptura da lenhina, que actuaria como ligagéo de "cross-linking" entre os
polissacarideos, e ndo necessariamente consequéncia da ruptura de ligagBes glicosidicas intra-
poliméricas.

O materid polimérico isolado do licor de clorito possuia somente 21% de aglicares totais,

mostrando ser rico em lenhina degradada por oxidagao.

6.2.2 - Tratamento do CWM com Dioxano:H2O:HCI

Paralelamente ao tratamento com clorito e &cido ac&ico, 0 CWM4t foi tratado com etanol a
guente e com uma solucéo &cida de 1,4-dioxano:&gua, afim de que os produtos resultantes pudessem
ser comparados com os obtidos por tratamento com clorito e &cido acético.

O extracto solubilizado a partir do CWMst com etanol em refluxo durante 30 min foi
concentrado e adicionado a um grande volume de égua em agitacéo, registando-se aformagéo de um
precipitado (Lenhina EtOH) que foi recolhido por filtragdo e seco em estufa a40°C; o sobrenadante
foi concentrado, dialisado e liofilizado (Esquema 2.7). O precipitado formado (2,4% do CWM)
continha quase exclusvamente lenhina (Figura 6.1 e Tabela 6.2).

Né&o tendo sdo possivel solubilizar materid com 1,4-dioxano a 80% segundo as técnicas
descritas por Azuma et al. (1981) e Azuma (1989), o AIR foi tratado com uma solugéo &cida (HCI
2M) de 1,4-dioxano/dgua (9:1, v/v) segundo adaptacdo da técnica de Pepper e Siddiqueullah
(1961b). A extraccdo redizou-se a temperatura ambiente a fim de evitar uma possivel degradacéo
dos polimeros pelo aguecimento. Foi recolhida uma fracgo rica em lenhina (Lenhina 20°C) que
correspondia a 0,1% do materid inicid, sendo também de 0,1% uma fraccdo soltvel em &gua (LCC
20°C). Edta fraccdo era rica em aglcares, principamente &cido urénico e xilose (Tabela 6.2), e
continha também lenhina. No residuo fina permaneceu 91% do materid.

Como a quantidade de lenhina removida por este tratamento foi inggnificante, o AIR inicid foi
extraido com a mesma solugdo s6 que com refluxo de 30 min, tendo sido recolhida uma fracgéo de
lenhina que correspondia a 18.8% do materia inicid (Lenhina 87°C). O residuo find ficou reduzido a

45% do materid inicid. O materid que permaneceu sollvel em &gua (LCC 87°C) erarico em &cido
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urénico e xilose, num total de 35% de acUcares totais. Esta fraccéo continha menor percentagem de
arabinose e gdactose do que a fraccdo solivel extraida com o mesmo solvente a 20°C,
provavelmente devido a maior Iabilidade das ligaghes dos residuos destes aglicares em meio &cido a
quente.

Tabela 6.2 - Composicdo em aglicares das fracgdes solubilizadas do CWMst com 1,4-dioxano/agua/HCl e fraccdes
obtidas apds precipitagéo gradual com solucdes de etanol (ver Esquema 2.7).

Rend. AcgUcares da parede celular (mol %) AcUcares
Fracgdo (%) totais*
Rha | Fuc | Ara | Xyl [ Man| Gd | Glc | Ac.Ur. | (ug/mg)
AIR
Lenhina EtOH 24 o7

Dioxano:H,O:HCI 20°C

Lenhina20°C 01 127
LCC20°C 01 3 v 15 35 1 8 2 36 703
residuo insol .# 7.2 2 v 8 51 % 5 8 26 479
EtOH 50% 39,2 4 v 8 24 % 5 1 58 819
EtOH 65% 16,4 5 v 11 40 % 16 2 26 800
EtOH 85% 104 2 v 11 59 1 12 3 12 733
residuo 20°C 90,8 1 v 2 51 % 1 37 8 578

Dioxano:H»O:HCI 87°C

Lenhina87°C 18,8 o
LCC87°C 02 2 1 5 39 1 1 4 47 354
residuo insol # 31 2 v 6 39 1 2 10 40 194
EtOH 75% 15,8 2 v 6 17 1 2 6 66 666
EtOH 90% 6,3 5 v 6 30 1 2 7 49 364
EtOH 95% 10,0 2 v 38 | 25 v 1 3 31 556
EtOH 95% sn. 438 2 v 5 | 49 v 1 4 39 307
residuo 87°C 452 1 Y 2 32 Y Y 58 7 608

* Valores expressos em g de aglcar anidro por mg;

# Material insoltvel em agua;

" AcUcares totais determinados por reacgdo com fenol/acido sulfurico;
v = Quantidades vestigiais.
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6.2.3 - Egpectros de Absor ¢do de L enhinas no Ultra-Violeta

A exigéncia de lenhina degradada pelo tratamento com clorito/acido acético pode ser
verificada por comparagao do espectro de absor¢ao no ultra-violeta, particularmente o espectro de
diferenca (Figura 6.1 b), da fracc@o contendo a lenhina obtida a partir da fraccdo sollvel em clorito
(EtOH 95% soluvel, ver Tabela 6.3) com a fraccdo "LCC 87°C" e com afracgdo "Lenhina EtOH"
(materia extraido com dcool quente apartir do CWMst) (Figura6.1 e Tabela 6.2).

A (nm)

Figura 6.1 - Espectro de absor¢éo no ultra-violeta (a) eespectro de diferenca (b) de lenhinas solubilizadas dos
extractos. ¥, clorito, solivel em EtOH; ---, dioxano/agua/HCl a87°C; ---, etanol quente.
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Por comparacéo com resultados publicados (Arseneau e Pepper, 1965), pode ser inferido
que 0 maximo de absor¢do proximo de DA3qq, resultante do i&o fendxido, é pronunciadamente
reduzida nos polimeros solubilizados com clorito; 0 maximo de absorgéo proximo de DA s, o qua
€ provavelmente devido a0 nlicleo benzendide, teve, no polimero sollvel em clorito, uma diminuicéo

pronunciada ligeiramente desviada para um menor comprimento de onda

6.3 - Extracgdo Sequencial da Holocelulose

A holocelulose resultante do tratamento com clorito/écido acético foi extraida com CDTA e
DMSO a 20°C. Mesmo apds prolongado tratamento de dedenhificacdo a quantidade de CWM
solubilizada com estes reagentes foi muito pequena. O tratamento com DM SO pretendia solubilizar
xilanas eventualmente acetiladas mas a quantidade solubilizada foi somente 1,5% da massa seca do
CWMst.

O residuo insolivel em DMSO foi extraido sequencidmente com solugBes de KOH de
concentragdo crescente (Tabela 6.1) até a obtencdo do residuo de a -celulose, 0 qua é 31% do peso
seco do CWM4t. A suspensdo do residuo foi gustada a pH 5 com &cido acético glacid e a mistura
foi didisada contra &gua destilada durante 3 dias. A suspensio resultante foi centrifugada e ambos, o -
sobrenadante e o residuo @'-cdulose), foram liofilizados. O sobrenadante  (sn+RCst, 0,4% do
CWMS4) erarico em &cido urénico, arabinose e galactose, sendo provavel mente de origem péctica.

A a'-cdulose erarica em glucose proveniente da celulose e possuia uma quantidade inggnifi-
cante de outros polissacarideos associados. Estes resultados so semelhantes aos obtidos para a a -
celulose dos tecidos lenhificados da vagem do feijéo (Selvendran e King, 1989), no entanto,
contrastam com as quantidades significativas de polissacarideos pécticos e glicoproteinas associadas
a0 residuo rico em celulose dos tecidos parenquimatosos da vagem do feijéo verde (Ryden e Selven
dran, 1990a) e da polpa da azeitona (capitulo 3).

Os extractos sollveis nas solugbes dcdinas foram neutrdizados e, durante a didise,
originaram precipitados que foram removidos por centrifugacdo. Em gerd, as fracgbes de hemi-

cdulose A (Hemi-A) tinham quantidades rel ativamente grandes de xilose e pequenas de &cido uronico
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guando comparadas com as fracgdes de hemiceulose B (Hemi-B). Edtas Ultimas tinham quantidedes
pegquenas mais significativas de polissacarideos pécticos associados. O materid polimérico isolado do
extracto de 4M KOH é mais comparavel com a fraccéo de Hemi-B e o materid solubilizado por 4M
KOH + borato é rico em polissacarideos pécticos, sendo mais comparavel com o materid péctico

proveniente do residuo de a-celulose,

6.4 - Fraccionamento dos Extr actos

6.4.1 - Polimer os Solubilizados pelo Clorito

Como a informagéo disponivel acerca dos polissacarideos solubilizados juntamente com a
lenhina durante a dedenhificacdo é escassa, 0s polimeros solUveis na solugdo de clorito foram
submetidos a um fraccionamento por precipitacéo gradua com etanol (Tabela 6.3). Curiosamente,
ndo houve precipitacdo de polimeros até que a concentragdo do dcool atingisse 75% (VIV),
possivemente devido a lenhina degradada associada. O materiad que precipitou com 85 e 90% de
etanol tinha um teor muito baixo em polissacarideos e a maioria do materid que permaneceu sollvel
em etanol a 95% era principa mente lenhina degradada. O espectro de absor¢éo no ultra-violeta desta
fracc@o é mogtrado na Figura 6.1.

A maior fracgdo, precipitada com 75% de etanol, foi resolvida por cromatografia de troca
anionica em DEAE-Trisacryl M originando 4 fracgdes (Figura 6.2 e Tabela 6.3). Todas as fraccoes
exibiam forte absorcdo no ultra-violeta devido a presenca da lenhina degradada, sendo a presenca da
lenhina reflectida no baixo teor em aglicares de todas as fracgdes, particularmente a fraccdo duida
com tampéo contendo 0,5M de NaCl (ChD), a qua era muito rica em compostos fendlicos. Pelo
facto dos perfis da quantidade de aglcar e absor¢do a 280 nm co-duirem, pode ser inferido que os
polissacarideos e os compostos fendlicos se encontram provavelmente ligados. Duas destas fraccoes,
ChA, rica em xilose e rdativamente pobre em &cido urénico, e ChB, com quantidades comparaveis

de xilose e &cido uronico, foram sujeitas a andise por metilagéo.
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Tabela 6.3 - Composicdo em agUcares das fracgdes solubilizadas com clorito apds precipitagdo gradual com
solugdes de etanol seguido de cromatografia de troca anidnica.

Rend. Acucares da parede celular (mol %) Aclcares
Fracgdo (%) totais*
Rha | Fuc | Ara | Xyl [ Man| Gd | Glc | Ac.Ur. | (ug/mg)
residuo insol # 5,6 2 1 7 1 2 2 39 6 82
EtOH 75% 241 2 1 1 49 1 5 1 30 473
residuo insol # 20 8 - 18 31 3 4 7 30 151
Tampéo (ChA) 257 2 - 3 74 1 3 2 16 693
0.125M NaCl (ChB) 146 5 v 18 30 1 5 2 11 546
0.25M NaCl (ChC) 131 5 - 21 19 1 6 3 46 359
0.5M NaCl  (ChD) 136 5 - 24 16 2 8 6 39 174
EtOH 85% 106 2 1 2 54 3 4 1 1 255
EtOH 90% 185 2 1 28 56 2 3 1 8 133
EtOH 95% 98 4 1 25 47 2 3 3 16 73
EtOH 95% sn. 29,6 7 - 7 29 3 2 10 43 33

* Valores expressos em g de agUcar anidro por mg;
# Material que se tornou insoltivel apds liofilizaco;
v = Quantidades vestigiais.

L279 cha ChB che cho f

A 280 & 490
W) lioeN ]

Numero da Fraccéo

Figura 6.2 - Cromatografiaem DEAETrisacryl dafraccéo EtOH 75% do extracto de clorito do CWMst.
- - A 490 0-Aoggs -, gradiente de NaCl.
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6.4.2 - Polimer os Solubilizados com 1,4-Dioxano

O materid solvel em &gua, solubilizado com a solugéo &cida de dioxano:égua a 20°C, foi
ressuspendido em &gua, uma pequena porcéo de um residuo insolUve foi removida por centrifugacéo
e 0 restante materiad foi precipitado com solugbes de concentracdo crescente de etanol. O
fraccionamento com etanol originou 3 fracgOes (Tabela 6.2), todas apresentando forte absor¢do no
ultrarvioleta. O materia precipitado com 50% de etanol, afraccéo mais abundante, era muito rico em
&cido uronico e também continha xilose, as restantes fracgdes, sendo também ricas nestes dois
aclicares, apresentavam maior quantidade de xilose do que de &cido uroénico.

O maerid solivel em &gua, solubilizado com a solucdo &cida de dioxano:agua em refluxo, foi
ressuspendido em &gua, um residuo insollvel foi removido e o sobrenadante foi fraccionado com
solugdes de etanol originando 4 fracges (Tabela 6.2), todas com forte absorgdo no ultra-violeta. Td
como no fraccionamento do extracto de clorito, ndo houve precipitagdo até que a concentragdo de
etanol atingisse os 75% e grande parte do materia era solivel em 95% de etanol. Todas as fracghes
eram ricas em &cido urénico e xilose, numa razéo que diminuia a medida que a concentracéo de
etanol aumentava. O materid precipitado a 95% eratambém rico em arabinose.

A composicio glicosidica destas fracgBes sugere a presenca de complexos entre lenhing,
xilanas e substéncias pécticas. Estes compostos ocorrem em muito pequena quantidade no CWM dos

tecidos lenhificados do carogo da azeitona.

6.4.3 - Hemicelulose B da Fraccéo Extraida com 0,5M KOH

O materid, solivel em &gua, contido nesta fraccdo foi precipitado com etanol (Tabela 6.4).

O materid precipitado com 30% de etanol era rico em xilose e tinha uma quantidade
significativa de é&ido uronico, sugerindo que esta fraccdo pudesse conter complexos entre xilanas e
substéncias pécticas. A maioriado materid (75%) foi precipitado com 50 e 60% de etanol, contendo
edtas fracgdes principamente Xilanas acidicas. As fracgdes mais solUveis em etanol (precipitadas com
80 e 90% e a fraccdo sollvel a 90%) eram ricas em &cido urdnico, e a composicéo em aclicares

sugere que contivessem principamente complexos xilanas- polissacarideos pécticos.
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Tabela 6.4 - Composicdo em agUcares das fracgdes solubilizadas com 0,5M KOH (Hemicelulose B) apos
precipitacéo gradual com solugdes de etanol seguido de cromatografia de troca anidnica.

Rend. Acucares da parede celular (mol%) Aclcares
Fracgdo (%) totais*
Rha | Fuc | Ara | Xyl | Man| Gd | Glc | Ac.Ur. | (ug/mg)
residuo insol # 39 v 1 3 80 Y, 1 v 15 654
EtOH 30% (Hs30) 10,0 1 - 3 69 Y 2 1 24 664
residuo insol # 34 1 - 1| 8 v v 1 15 713
Tampdo  (HsA) 21 2 - 2 | & v v 1 15 755
0.125M NaCl (HsB) 88 2 - 6 68 1 4 3 16 556
0.25M NaCl (HsC) 22,3 3 - 12 12 1 7 2 64 572
05M NaCl  (HsD) 144 4 v 23 10 1 11 13 49 414
1M NaCl (HsE) 46 4 - 25 26 3 13 7 23 199
EtOH 50% (Hs50) 57,2 1 - 3 84 Y 2 Y 10 641
EtOH 60% (Hs60) 181 1 v 2 82 Y 1 Y 13 792
EtOH 80% (Hs80) 37 3 v 13 58 Y 7 1 18 493
EtOH 90% 21 3 v 14 47 1 v 9 25 314
EtOH 90% sn. 75 3 1 16 35 1 9 2 33 103

* Valores expressos em g de aglcar anidro por mg;
# Material que se tornou insoltivel apds liofilizaco;
v = Quantidades vestigiais.

O meterid precipitado com 30% de etanol foi posteriormente resolvido por cromatografia de
troca anionica em DEAE-Trisacryl M em 5 fracgBes principais (Figura 6.3). Pelo perfil de duicéo
destas fracghes verifica-se que os polissacarideos e 0 materia com &sorgdo no ultra-violeta co-
eluem, podendo ser inferido conterem materia fendlico (lenhing) associado. O facto das fracgbes 4 e
5 (HsD e HsE) apresentarem baixo teor em aglicares esta de acordo com o contetido em compostos
fendlicos. A fraccéo HSA, rica em xilanas acidicas, e a fraccéo HsC, que continha quantidade signifi-

cativa de &cido uronico provavelmente de origem péctica, foram submetidas a andlise por metilagéo.
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Figura 6.3 - Cromatografiaem DEAETrisacryl dafraccdo EtOH 30% do extracto de 0,5M KOH.
- - A o0 0-Aogps -, gradiente de NaCl.

6.4.4 - Hemicelulose A das Fraccfes Extraidas com 0,5M e 1M KOH

A Hemi-A resultante do extracto de 0,5M KOH foi dissolvidaem 0,5M NaOH e submetida
a precipitacdo gradua com etanol. Os polissacarideos precipitados a diferentes concentractes de
etanol foram dispersos em agua, a suspensdo foi gustada a pH 5 com &acido acético, diaisada,
liofilizada e andisada quanto a composicao em aclcares (Tabela 6.5). A fraccdo maior (70%) i
obtida por precipitacdo com 25% de etanol (Hp25), mostrando ser uma xilana pura com aguns
compostos fendlicos associados. Esta xilana possui umarazéo molar xilose/écido urdnico de 9:1. Uma
xilana semelhante foi obtida com etanol a 50%. As fracgBes subsequentes continham polissacarideos
pécticos associados com xilanas, por inferéncia devido aos baixos vaores darazio Xyl/Ac.Ur.

A Hemi-A resultante do extracto de IM KOH a 1°C foi dispersaem 1M NaOH e o residuo
insoltve foi removido por centrifugacéo. O pH do sobrenadante foi baixado por adi¢do gradua de
HCI, sendo obtido um precipitado a pH 12 e outro a pH 3 (K3). Pda composicéo em aclcares
destas fracches e do materid solivel a pH 3 (Tabela 6.5) verifica-se serem todas ricas em xilose,

contendo também acido urénico, sendo muito provavel mente Xilanas acidicas puras.
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Tabela 6.5 - Composi¢do em agUcares das fraccBes solubilizadas a partir da hemicelulose A dos extractos de 0,5M
KOH e 1M KOH a1°C.

Rend. Acucares da parede celular (mol %) Aclcares
Fracgdo (%) totais*
Rha | Fuc | Ara | Xyl [ Man| Gd | Glc | Ac.Ur. | (ug/mg)
0,5M KOH ppt.
Residuo insol.NaOH 27 1 - 1 75 Y 1 2 20 661
NaOH sn.
EtOH 25% (Hp25) 69,8 1 v 1 83 % % v 10 745
EtOH 50% 6,2 1 v 1 85 % 1 v 12 815
EtOH 70% 24 2 v 9 67 % 5 1 16 641
EtOH 80% 13 7 2 10 40 5 3 3 32 92
EtOH 80% sn. 24 1 v 3 76 % 1 1 17 272
1M KOH 1°C ppt.
Residuo insol.NaOH 57 1 - 1 86 v \ 6 5 327
NaOH sn.
pH 12 ppt. 68,6 1 - 1 88 - \Y \Y 11 821
pH 3ppt. (K3) 92 1 - 1 85 v \ 1 12 811
pH 3sn. 44 1 \Y 2 82 \ 1 1 13 805

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

6.5 - Andlise das LigacOes Glicosidicas

Na discussio que se seguird a metilagdo do CWM e da holocelulose sera abordada em
primeiro lugar, seguindo-se os complexos de xilanas-polissacarideos pécticos provenientes das
fraccOes de clorito e de Hemi-B, a discussio sobre as glucuronoxilanas e por Ultimo as fracgdes
provenientes da a -celulose.

A ocorréncia de glucuronoxilanas pode ser inferida pela presenca de residuos de Xylp em
ligagdo (1® 4) e (1® 2,4) e, s 0s grupos carboxilicos da amogtra tiverem sido reduzidos, pela
ocorréncia de GlcpA em ligacdo terminal. A ocorréncia de polissacarideos pécticos pode ser inferida
pela presenca de residuos de Rhap principamente em ligacéo (1® 2) e (1® 2,4) e pela presencade
residuos de arabinose e/ou gdactose ligados de maneira variada. Se os grupos carboxilicos da
amodtra tiverem sido reduzidos, a presenca de (1® 4)-GalpA € também diagndstica da ocorréncia de

polissacarideos pécticos.
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O grau de polimerizaggo (d.p.) das glucuronoxilanas, incluido nas tabelas em que se andlisam
as ligaghes glicosidicas (Tabelas 6.6 a 6.9), foi inferido a partir da razéo da totalidade de residuos de
xilose em relacdo aos residuos de xilose em ligacdo termind; a percentagem de pontos de ramificacdo
(b.p.) das glucuronoxilanas incluida nas mesmas tabelas foram inferidas a partir darazéo de (1® 2,4)-

Xylp para atotalidade de residuos de xilose presentes.

6.5.1 - Metilagdo do CWM e da Holocelulose

A metilacdo do CWM dos tecidos lenhificados do carogo da azeitona (CWMst) produziu
uma grande quantidade de xilitol (Tabela 6.6) e a quantidade de glucose detectada foi muito inferior a
quantidade presente, determinada pela andise de aglcares. Os principas residuos parcidmente
metilados foram (1® 4)-Xylp e (1® 4)-Glcp, diagnégticos de xilana e celulose, respectivamente. A
deteccdo de 20-Me-xilitol, que indica a presenca de (1® 3,4)-Xylp, é muito provave que sga
resultado de um efeito de submetilacdo; a submetilacdo ndo foi téo dgnificativa nos residuos de
glucose.

Os resultados de submetilagdo encontrados contrastam com os da metilagdo dos tecidos
lenhificados da palha de cevada (13% de lenhina) e da madeira de faia (20% de lenhing), em que a
submetilacdo ndo foi dgnificativa (Lomax et al., 1983). Com o objectivo de verificar se a lenhina
presente no caroco da azeitona (27%) (Nefzaoui, 1987) era a responsdvel peda submetilacéo
verificada, o residuo resultante da dedenhificacdo com clorito / &cido acético (holocelulose) foi
metilado.

A metilacdo da holocdulose ndo originou submetilacéo Sgnificativa, verificando-se, por
comparacdo com os vaores obtidos para 0 CWMsgt, uma diminui¢do dos residuos de xilitol e os
identificados como (1® 3,4)-Xylp. A maior parte dos residuos de xilose da holocelulose encortram:
se em ligacéo (1® 4) com cerca de 10% ramificados em O-2. Os residuos de glucose encontram-se
maioritariamente em ligagdo (1® 4), ndo sendo detectados residuos ramificados em quantidades
sgnificativas. E provavel que a glucose sgja SO proveniente da celulose. A arabinose presente

encontra- se sempre na forma de furanose, em ligacdo termind, (1® 5) ou (1® 3,5).
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Tabela 6.6 - Composicao em ligagdes glicosidicas do CWM dos tecidos lenhificados do carogo (CWMst), da
holocelulose e dos polissacarideos provenientes dos extractos de clorito (valores expressos em percentagens
molares relativas).

Fraccéo

Ligacéo CWMst Clorito Holocelulose

ChA ChB
T-Rhap - 02 14 -
2-Rhap - - 14 -
3-Rhap - 03 0,2 -
24-Rhap - - 0,7 -
T-Fucp - 03 05 -
T-Araf 0,6 12 6,5 10
2-Araf - - 12 -
3-Araf 03 03 2,7 -
5-Araf 11 09 99 10
25-Araf - - 05 -
3,5-Araf 2,2 09 6,8 11
Arabinitol 19 - 05 03
T-Xylp 03 23 18 09
4-Xylp 148 839 514 48,2
2,3-Xylp - - 09 -
24-Xylp 05 36 39 50
34-Xylp 95 - - 09
Xilitol 475 0,2 0,2 48
4-Manp - 0,2 - 038
Manitol 0,6 - - 04
3-Galp - 01 06 -
6-Galp - 05 12 -
34-Gdp - - 03 -
3,6-Gdp - - 14 -
Galactitol 12 04 - 04
T-Glep 02 - - -
4-Glcp 123 20 29 318
24-Glcp - - - 03
34-Glcp 0,7 - - 0,2
4,6-Glcp 10 08 0,7 09
34,6 Glcp 0,6 - - -
Glucitol 47 19 24 20
D.p. Xyl * 39 R
B.p. Xyl # 4 7

*+ Grau de polimerizacio daxilana;
# Percentagem de pontos de ramificacéo daxilana.
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Estes resultados parecem demostrar que o facto de o CWMst se encontrar muito lenhificado
poderd ter Sdo a origem da submetilacdo registada. A lenhina tera impedido a metilagdo da celulose,
ndo tendo a concentracdo de &cido utilizado na hidrdlise (TFA 2M) sido suficiente para libertar os
residuos de glucose. A metilacéo de grande parte dos residuos de xilose também néo ocorreu, tendo
estes sdo detectados na forma de xilitol. A detecc@o de residuos de xilose gparentemente em ligacéo
(1® 3,4) no CWM4t, detectados em muito peguena quantidade na holocelulose, permite inferir que, 0
grupo hidroxilo do G-2 da xilose, ou € mais reactivo na reaccdo de metilagdo do que o C-3 ou este

ultimo estava prioritariamente bloqueado pelalerhina

6.5.2 - Complexos Xilanas-Polissacar ideos Pécticos

A andlise por metilacéo das fracgdes ChA e ChB (Tabela 6.6), obtidas a partir da croma-
tografia de troca anidnica do extracto de clorito precipitado com 75% de etanol, revelou conter -
principalmente xilanas de cadeia curta (d.p. 30-40), facto que possivelmente contribui para a suafécil
extraccdo. A fracg@o neutra (ChA) continha principal mente xilanas enquanto que a fraccdo eluida com
tamp&o contendo 0,125M de NaCl (ChB) apresentava diferentes variedades de ligagcOes dos
residuos de arabinose e ramnose, encontrando-se também presentes as ligagdes caracteristicas das
xilanas, mostrando ser uma fracgdo rica em complexos xilanas- polissacarideos pécticos.

A fraccdo Hs30 (Tabela 6.7), obtida a partir da Hemi-B extraida com 0,5M KOH e pre-
cipitada com 30% de etanol, mostrou conter principamente Xilanas e polissacarideos pécticos.
Quando resolvida em vérias fracgles por cromatografia de troca anidnica, o materia neutro (HsA) e
0 euido com tamp&o contendo 0,125M NaCl foram submetidos a andise das ligagOes glicosidicas. A
fraccdo HSA mostrou conter principalmente um polissacarideo do tipo das glucuronoxilanas enquanto
a fraccdo HSC mostrou conter um complexo xilana-polissacarideo péctico. A sobreposicéo entre a
absorcdo no ultrarvioleta e a variacdo da quantidade de aglicar presente mostrou também a presenca
de lenhina degradada associada a este complexo. Recentemente foi provado que na madeira de
Pinus densiflora, uma planta Gimnospérmica, ocorrem ligagbes benzilicas éster (Watanabe e
Koshijima, 1988) e éer (Watanabe et al., 1989) entre a lenhina e os polissacarideos da parede
celular.
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Tabela 6.7 - Composicao em ligagdes glicosidicas de polissacarideos provenientes do extracto de 0,5M KOH
(Hemicelulose B) (val ores expressos em percentagens molares relativas).

Fraccéo
Ligacdo Hs30* Fraccionamento de Hs30 Hs50 Hs60* Hs80
HsA HsA* HsC HsC*

T-Rhap - - - 07 17 - - -
2-Rhap 03 - - 11 11 01 01 02
3-Rhap 06 - 03 - 0,2 0,2 0,6 05
24-Rhap 05 - - 05 10 01 03 0,6
34-Rhap - - - - - 02 - -
T-Fucp - - - 05 03 01 - 03
T-Arap - - - 14 2,7 - - -
T-Araf 15 0,6 0,7 115 94 12 10 51
2-Araf - - - 08 - - - -
3-Araf 03 - - 22 25 01 01 09
5-Araf 10 - - 124 104 08 03 43
25-Araf 0,2 - 0,2 03 04 0,2 - 05
3,5-Araf 12 01 01 44 41 05 03 41
Arabinitol - 0,2 - 11 01 01 - -
T-Xylp 14 21 25 1,7 19 16 17 28
4-Xylp 713 89,6 875 374 353 86,9 781 66,9
24-Xylp 6,8 6,0 80 17 20 57 101 85
34-Xylp - - - - - - - 11
Xilitol 04 0,2 01 04 0,7 01 01 03
T-Manp - - - - 01 - - -
4-Manp - - - 04 08 - - -
3-Gap 0,2 - - 03 05 01 - -
6-Galp 05 - - 43 47 04 - 18
2,6-Gdp 03 - - - - - - -
34-Gdp - - - - 08 - - -
3,6-Gap 0,2 - - 39 55 - - 13
Galactitol - 0,2 - 08 0,2 - - -
2-GalpA - - 02 - - - - -
4-GapA 08 - - - 7,0 - - -
34-GapA - - - - 03 - - -
T-Glcp - - - 03 03 - - -
2-Glcp - 01 01 - 0,2 - - -
4-Glcp 11 - - 10 16 11 0,3 -
4,6-Glcp - - - 03 - - - -
Glucitol 4,6 09 01 10,6 11 05 12 08
T-GlcpA 6,4 - 0,2 - 20 - 58 -
2-GlcpA 0,2 - - - 0,6 - - -
3-GlcpA 0,2 - - - - - - -
4-GlcpA - - - - 0,6 - - -
D.p. Xyl * 56 47 39 24 21 60 53 29
B.p. Xyl # 8 6 8 4 5 6 11 12

* Amostras reduzidas com LiAlDy;

*+ Grau de polimerizago das xilanas;

# Percentagem de pontos de ramificagéo das xilanas.
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Tabela 6.8 - Composicéo em ligagdes glicosidicas de polissacarideos de fracgdes provenientes dos extractos de
05M KOH e 1 M KOH (Hemicelulose A), da a-celulose e do residuo de a'-celulose (valores expressos em
percentagens molaresrelativas).

Fraccéo

Ligacdo 0,5M KOH 1M KOH a-celulose

Hp25 K3 K20 n-RCst n-RCst* resY
T-Rhap - - - 0,7 06 -
2-Rhap - - - 29 36 -
3-Rhap - - - 01 01 -
24-Rhap - - - 13 28 -
T-Fucp - - - 05 03 0,2
T-Arap - - - 11 0,6 -
T-Araf 0,7 05 03 177 155 05
2-Araf - - - 0,6 04 -
3-Araf - - - 48 48 0,2
5-Araf - - - 26,5 22 0,7
25-Araf - - - 0,2 03 -
3,5-Araf - - - 234 194 53
Arabinitol - 0,2 - 12 04 10
T-Xylp 11 10 09 12 10 04
2-Xylp - - - 0,2 0,2 -
4-Xylp 914 91,0 24 11 14 42
24-Xylp 6,8 53 53 10 10 -
Xilitol - 0,2 - 01 01 0,7
4-Manp - - - - - 04
T-Gap - 01 - 58 78 -
3-Gadp - - - 14 09 -
4-Gdp - - - 10 22 -
6-Galp - 01 - 26 30 -
34-Gap - - - - 31 -
3,6-Gap - - - 19 - -
4,6-Gap - - - 05 - -
Galactitol - - - 03 0,2 -
4-GapA - - - - 4,7 -
34-GalpA - - - - 01 -
T-Glcp - - - 03 03 0,2
3-Gcp - 12 - - - -
4-Glcp - 05 05 0,2 11 54,6
24-Glcp - - - 0,2 03 13
34-Glep - - - - - 28
4,6-Glcp - - - 0,2 04 57
2,34-Glcp - - - - - 19
2,4,6-Glcp - - - - - 26
3,4,6-Glcp - - - - - 6,0
Glucitol - 09 06 10 06 11,3
T-GlcpA - - - - 06 -
D.p. Xyl * 89 98 110
B.p. Xyl # 7 5 5

* Amostras reduzidas com LiAID g4; Y Residuo insoltivel daa-celulose (a'-celulose);

*+ Grau de polimerizacéo da xilana; # Percentagem de pontos de ramificagéo daxilana.
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As fracgbes solivels em etanol, como Hs60 e Hs80, continham xilanas muito ramificadas
quando comparadas com &s xilanas da fracgéo Hs30. A andise das ligages glicosidicas das fracgbes
de Hemi-B do extracto de 0,5M KOH graduamente precipitadas com etanol mostraram que as
xilanas que tendiam a permanecer em solugéo eram geralmente mais ramificadas e o grau de polimeri-
zac2o tendia a ser baixo (Tabela 6.7). Edas xilanas eram mais curtas e ramificadas do que as

encontradas na Hemi-A dos extractos de 0,5 e 1M KOH, discutidas a seguir.

6.5.3 - Glucuronoxilanas

As fracgbes de Hemi-A dos extractos de 0,5M KOH (Hp25), 1M KOH 1°C (K3) e 1M
KOH 20°C (K20) foram sdeccionadas para a andise por metilagdo (Tabela 6.8). Todas eas
mostraram ser glucuronoxilanas relativamente puras, confirmando os resultados obtidos pela andlise
de aclicares. A fraccio Hp25 foi analisada por espectroscopia de RMN de 13C (Figura 6.4)
confirmando as caracteridticas inferidas pela andise por metilacdo num espectro muito semelhante,
apesar da menor resolucdo, ao obtido para a xilana da polpa da azeitona (Figura 3.11): residuos de
xilose em ligacdo b(1® 4) e b(1® 2,4) e residuos de 4-O-Me-a-D-GlcpA em ligacéo termind. A
percentagem de ramificagdo, calculada pelas éreas dos sinais do C-1 dos residuos de (1® 4)-Xylp e
(1® 2,4)-Xylp do espectro de RMN, foi 7%, o mesmo vaor que o encontrado para a percentagem
de ramificac&o por andlise por metilaco.

Recentemente, com base no facto de ndo ter sido detectado acido 4- O-metil-glucurénico em
glucuronoxilanas de sementes de Cajus cajan, um legume, nem possivelmente num conjunto de
sementes em que s incluiam a soja (Aspindl et al., 1966) e os cereais (Montgomery e Srivastava,
1956), foi proposto (Swamy e Sdimath, 1990) que os tecidos lenhificados que revestem as sementes
fossem condtituidos por xilanas substituidas O por &cido glucurdnico. A presenca de &cido 4-O-meil-
glucurénico nos tecidos lenhificados do carogo da azeitona assm como nos tecidos lenhificados de
sementes de girassol (Bazus et al., 1992; Dusterhdft et al., 1992), pama (Dusterhoft et al., 1992) e
agoddo (Matsuo et al., 1991) ndo parecem corroborar a hipdtese emitida. E provavel que no mesmo

tecido lenhificado das sementes coexistam residuos de &cido glucurdnico subgtituido ou ndo (Matsuo
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et al., 1991), ta como se verificou ocorrer nos tecidos lenhificados da vagem do feijéo (Selvendran e
King, 1989).

As xilanas menos extractaveis tendem ater maior grau de polimerizacdo e menor percentagem
de pontos de ramificacdo, uma caracteristica comum quer as xilanas da Hemi-A (Tabela 6.8) como

daHemi-B (Tabela 6.7).

T T T T T - T T T T 1
110 100 50 80 70 a0 50

Figura 6.4 - Espectro de RMN de 13C daxilana da fraccéo Hp25.

a) Hidrdlise Acida Parcial

Tendo sido isoladas glucuronoxilanas puras e para se poder avaiar a ditribuicéo do &cido
glucuronico, afraccdo Hp25 foi submetidaa um curto tratamento com TFA. Os oligdmeros libertados
foram separados numa coluna de Bio-Ge P4 de acordo com o grau de polimerizacgo. As fraccOes
contendo grau de polimerizagdo de 7, 10, 14 e 17, inferido pela sequéncia de €uigéo, foram
analisadas por metilacéo (Tabela 6.9).

Pode ser visto que existe muito boa correspondéncia entre o grau de polimerizacéo inferido
pela metilacdo com o obtido por cromatografia de filtracdo em gel. Esta observacdo mostra também
que os vaores referidos para as diferentes ligagdes dos residuos glicosidicos nas fracgdes andisadas
por metilacdo sdo redistas. A percentagem de pontos de ramificacdo dos oligossacarideos

examinados variou entre 5,3 e 7,3, a qual se encontra de acordo com 0 que seria de esperar se 0s
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residuos de &cido glucurdnico se encontrassem dispersos como cadeias laterais da cadeia principa da
xilama.
Tabela 6.9 - Composicao em ligagdes glicosidicas de fracgdes seleccionadas a partir da hidrélise acida parcial

seguida por cromatografia de filtracdo em gel da fraccdo Hp25 (valores expressos em percentagens molares
relativas.

Ligacdo Fraccéo
7 10 14 17

T-Xylp 139 97 71 57
4-Xylp 789 80,7 87,0 88,1
24-Xylp 58 73 53 56
Xilitol 14 23 06 06
D.p. Xyl * 72 103 141 175
B.p. Xyl # 58 73 53 56

* Grau de polimerizacéo do oligossacarideo;
# Percentagem de pontos de ramificaggo.
Com base nestes resultados e nos da andlise por metilagio e RMN de 13C para este
polissacarideo (fraccéo Hp25) como maior fraccao obtida, as caracteristicas estruturais representadas

na Figura 6.5 sf0 propostas para a glucuronoxilana do carogo da azeitona.

4-O-Me-a-D-GlcpA
1

'
2
~E 4)-b-D-Xylp —(1}— 4)-b-D-Xylp-(1—4)-b-D-Xylp-(1—
12

Figura 6.5 - Caracteristicas estruturais da xilana acidica do carogo da azeitona.

6.5.4 - FraccOes da a -celulose

A pequena quantidade de polissacarideos pécticos associados ao residuo de a -celulose pode
s libertada por neutralizacdo do residuo de a-celulose (S+RCst) e este materia polimérico possui
uma composicdo em ligacles glicosidicas (Tabela 6.7) semehante as dos polissacarideos pécticos



6 - Isolamento e Caracterizacgao dos Tecidos Lenhificados do Caroco da Azeitona 187

isolados da polpa nas fracgdes C1A, NC1 e NC2 (Tabela 3.11). Este polissacarideo péctico €
também semelhante ao libertado do residuo rico em celulose da polpa da azeitona gpds neutraizacdo
(s+RC - Tabda 3.14). De notar, no entanto, uma maior percentagem de gaactose, principalmente
em ligagdo terminal, do que a registada nos polissacarideos pécticos da polpa. E provével que derive
das poucas cdulas parenquimatosas presentes no caroco da azeitona (Winton e Winton, 1932).
Materid péctico tem sido isolado em pequenas quantidades a partir de tecidos lenhificados como as
avores de madeira dura (Pigman et al. 1948) e cascas de sementes de girassol (Aspinal et al.,
1967). A composicéo glicosidica deste materia parece ser semelhante & das pectinas encontradas nos
tecidos parenquimatosos.

O materid da a'-cdulose ndo foi facilmente dispersa em DM SO, permanecendo uma
pequena porcéo insolivel aqua provavemente foi a responsivel pelo devado vaor do glucitol e de
residuos de glucose com V&ios tipos de ligacdo. No entanto, pode ser inferido ser praticamente 6

glucose, contendo uma pequena quantidade detectével de Araf e Xylp.

6.6 - Discussao Ger al

O estudo das paredes celulares dos tecidos lenhificados do carogo da azeitona SO € possivel
gpds um tratamento de dedenhificacdo. A dedenhificacdo com clorito e &cido acético provoca
dteracOes dgnificativas nos residuos de lenhing, no entanto estas aterages ndo sfo extensivels de
modo significativo aos polissacarideos presentes.

Os maiores polissacarideos ndo celulésicos so glucuronoxilanas. Dais tipos de xilanas foram
identificadas. glucuronoxilanas pouco ramificadas, com grau de polimerizacdo entre 90 e 110; e
glucuronoxilanas muito ramificadas, com grau de polimerizacéo entre 30 e 60.

A xilana mais abundante possuia um grau de polimerizacdo de 89 residuos de xilose e 7% de
pontos de ramificacdo. O &cido glucurdnico presente encontrava-se em ligagdo termind na forma de
4-O-Me-a-D-GlcpA, na proporcao de 1:14 residuos de xilose, numa estrutura regular.

A existéncia de dois tipos de glucuronoxilanas nos tecidos lenhificados do carogo da azeitona

esta de acordo com os resultados encontrados nas sementes de girassol (Bazus et al., 1992). A
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escassez de informagdo impede que estas caracteristicas possam ser generdizadas para todos os
tecidos lenhificados das plantas dicotiledoness.

As xilanas do caroco da azeitona sfo geramente mais curtas que as das fibras lenhificadas da
vagem do feljdo onde sdo encontrados polimeros com grau de polimerizacéo de 190 (Selvendran e
King, 1989). Este facto pode estar relacionado com as diferentes fungdes de ambos os tecidos: o
primeiro € um tecido de proteccdo da semente; 0 segundo um tecido fibroso muito aongado.

Complexos xilanas-polissacarideos pécticos associados a materid fendlico (lenhing) e
pequenas mas sgnificativas quantidades de polissacarideos pécticos virtudmente livres de glucu-
ronoxilanas encontram:se também presentes neste tecido.

Por dedenhificagdo e tratamento com solugdes de KOH foi possivel a extracgdo da quase
totaidade dos polimeros ndo celuldsicos, sendo o residuo find (a'-celulose) condtituido praticamente
SO por ceulose. Este resultado contrasta com as quantidades relativamente devadas de materid
péctico que permanece no residuo fina (RF) dos tecidos parenquimatosos da polpa da azeitona

(ponto 3.5.5).



