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INTRODUCAD

Os polissacarideos, compostos capazes de formar e estabilizar sp
lugdes coloidais, encontram largo campo de aplicacdo na industria
de alimentos para a formagdo de geis, como espessantes e em emul

soes.

Além da celulose e do amido, a primeira usada unicamente apos mo
dificagoes quimicas, a indistria de alimentos usa outros polissa
carideos naturais extraidos de.plantas terrestres e aquaticas, -
porém poucos s3o produzidos no Brasil e poucas tambem sao as
fontes naturais economicas de tais produtos. Lonsequentemente -~
torna-se importante o estudo de novas fontes e novos polissacari

deos de possivel uso em alimentos.

Ko presente trabaiho procureu-SE'estudar um polissacarideo extral
do de uma fonte ainda nao explorada como 520 os cactus do genero
Opuntia abundantes na regiao nordeste do Brasil,os gquais conten
uma mucilagem altamente viscosa que poderia ser utilizada indus-
trialmente como agente espessante. 0 polissacarideo purificado -

foi submetido a estudos cujo objetivo era elucidar a sua composi

cdo e estrutura.



2. REVISEAO pA LITERATURA

Em 1929 SANDS e KLAAS (1) estudaram a estrutura de um polissaca-
ridec constituinte da goma “cholla® ( a mucilagem do cactus Opun
tia fulgida). Através da hidrolise acida gradativa da goma as
autores conseguiram purificar e posteriormente identificar os sg
guintes monossacarideos: L-arabinose, D-galactose, L-ramnose e
acido D-galacturdnico. Os monossacarideos foram identificados pe

las suas constantes fisicas e pelos derivados preparados.

A mesma mucilagem foi estudada mais detalhadamente por BROWN ,
HIRST e JONES (2) em 1949. 0 polissacarideo foi extraido com so-
Juc3o aguosa diluida de hidroxido de sodio da qual foi precipita
do com metanol. O polissacarideo purificado apresentou somente -
um componente gquando submetido a eletroforese. ApGs hidrolise a-
cida do polissacarideo, os autores identificaram os seguintes mo
nossacarideos, nas seguintes proporgoes: L-arabinose (f partas);
p-xilose {2 partes); L-ramnose (tragos); D-galactose {3 partesje
Zcido D-galacturdnico (1 parte). A separacdo, identificacao )
quantificagdo dos monossacarideos constituintes do polissacarides
foram efetuadas por cromatografia em papel. Os referidos autores

tambem cbtiveram informagdes relativas as posicoes em que se da~



vam as ligacoes dos varios mnnossacarfdeos, neta ddentificagan
dos produtos de hidrolise do polissacarideo metilado. Utilizan-
do extragao por solventes e destilacdao fracionada, os seguintes
acucares foram isolados e posteriormente identificados pelas
suas constantes fisicas, nas seguintes proporgoes moleculares-
(valores aproximadoes): 2,3,5-tri-O-metil-L-arabinose ( 4 moles };
2,3,8=tri-0-metil~D-xilose ( 2 moles }; 2,4~-di-0-metil-D~galacts
se { 3 moles ); L-arabinose ( 1 mol ) e acido 2-0O~metil-D-galactu
ronico { 1 mol }. Dos resultados obtidos, BROWN et al (2) con-
cluiram que: (1) a D-xilose se encontrava no polissacarideo na
forma piranosidica e como unidade terminal da cadeia; (Z} que a
L-arabinose se encontrava na forma furanosidica e gue uma parte
deste acgucar estava presente como unidade terminal e outra parte
estava substituida nos C-1, €-2, C~3 e C-5; {3) gue possivelmen-
te as unidades de D-galactose estavam ligadas entre s atraves de
ligacdes glicosidicas 1+3 e 1+6 e finalmente que as unidades de
acidos uronicos possuia# substituintes nas posicbes: C-1, C-3 e

C-4.

FERNANDEZ (3) efetuou uma serie de analises quimicas nas "raque
tes" e no fruto da Opuntia ficus indiea. 0O referido autor suge =

riu a possibilidade de utilizagao das "raquetes" como alimento



forrageiroe para gado. Tambem foi estudada a possibilidade de ex
tragdo e fermentacdo alcodlica dos aglcares contidos no fruto e

a viabilidade economica da extragio do bleo da semente,

ALDERETE (4) em 1955 verificou que a massa mucilaginosa extraida
das “raquetes” da Opuntia quimilo, da Opuntia ficus indica, da
Opuntia kiska-loro, do Cereus validus e 2 massa fibrosa da
Cereus coryne poderiam ser usadas para clarificar a igua que con
tém particulas de terra em suspensdo, tornando-a propria para
consumo humano. 0 autor tambem verificou que a muciiagem e espe
cialmente a massa fibrosa das especies de cactus citadas ante -
riormente, absorvem das solug¢Ges aquosas os seguintes compostos:

acido acetico, glucose, azul de metileno & eosina.

MELLA (5) realizou um estudo bromatoldgico em frutos da Opuntia
fieus indica M. e da Pyrus communis.Todas as amostras analisadas
pelo autor eram originarias das provincias de Santiago e Vaipa
raiso, Chile. Para os frutos da Opuntia ficus indieca 0 autor -
obteve os resultades indicades nas Tabelas 1 e 2. Pelos rasulta
dos obtidos.MELLA concluiu que o fruto da Opuntia ficus indieca
possui alte valor nutritivo pelo seu contetdo em sais minerais-

e yitaminas.



TABELA 1. Resultados das
tos da Opuntia

Analises Quimicas Efetuadas em Fru-
ficus indica M., segundo Mella (5).

Analise g/100 g de parte comestivel
Umidade 81,4
Proteinas { N x 6,25) 1,08
ResTduo celulosico 3,1
Extrato etereo 0,43
Extrato nao nitrogenado 13,47
Cinzas 0,52




TABELA 2. Resultados das Analises de Minerais e Vitaminas Efe-
tuados em Frutos da Opuntia ficus indica H., segundo

Mella {5).

Analise mg/100 g de parte comestivel
Calcio 57,3
Fosforo 32,0
Ferro : 1,23
Sodio 2,01
Potassio 156,9
Tiamina - 0,010
Ribofiavina 0,022
fMiacina 0,26
.Kcido Ascorbice 18,4




CAMPELLO e CORREA (8) publicaram, em 1960, um estudo sobre I
cultivo ¢ a utilizagao das cactaceas forrageiras sem espinhos .
No referido trabalho os autores procuraram estudar a classifica
¢ao botanica das cactaceas existentes na regido seca de Pernam
buco e a forma pela qual deve se processar o arracecamento do ga
do com a palma. 03 autores tambeém apresentaram um breve histd-
rico a respeito da introducdo das palmatorias no nordeste bra-
sileirs e concluiram que "e& indiscutivel a necessidade de fomen
tar o mais intensamente possivel a cultura das palmatorias na
zona seca de Pernambuco, a fim de que ¢ sertanejo e o seu gado

nag perecam®.

Posteriormente, CORREA (7) em 1963, publicou uma revisio biblig
grafica sobre tres cactaceas vulgarmente denominadas “"palmas” -
empregadas nas areas do nordeste brasileiro como forrageiras pa
ra gado bovino. As palmas estudadas foram: "palma gigante”(Opun
tfa fious indica Mill.): "palma redonda", talvez uma variagao -
da anterior e "palma doce" ou "palma miuda" (Nopalea cochenilli
fera (L) $.D.). D autor inicialmente apresentou uma reviszo da
literatura correlata e, em seguida, procurou caracterizar 0%
nrincipais nucleos de cultura das palmas no nordente. 0 autor -
tambem discutiu as publicagles a respeito do valor nutritive das

palmas & apresentou os resultados experimentais obtidos pelto Ing



tituto de Pesquisas Agronomicas de Pernambuco visando resclver -
alguns dos problemas da cultura das tres cactaceas citadas ante-

riormente,

VILLAREAL, MENDOZA, ARELLANO e MOREND (8) em 1963 publicaram o0s
dados obtidos a respeito de alqgumas propriedades quimicas de seis
especies diferentes de cactus do genero Opuntia {Tabela 3). Em
hase aos resultados obtidos os autores discutiram a selegciao de
especies de cactus para a possivel utilizacdo como fonte de pecti

na e celulose,
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VILLAREAL, ALVA e ROMERO em 1964 (9) publicaram os estudos fei-
tos com o suce extraido do fruto de diferentes espécies de
cactus Opuntia : 0. megacantha;0.spp.; 0. strepitacantha; 0. lar
reji; 0. amyeclaea; e 0. ficus indieca. O estudo foi efetuado -~
com o objetivo de determinar as melhores condicoes de processa-
mento e estudar a qualidade dos sucos eniatados. Pelos resulta-
dos obtidos, os referidos autores concluiram que o suco extrai-
do do fruto da 0. streptacantha e 0 que apresentava as melho -
res caracteristicas para enlatamento, sendo relativamente alto
o seu conteudo em sdlidos totais (18,3%); pectina {2,0% base sg

ca), vitamina C ( 45 mg%) e carotenoides (0,3 mg%).

Em 1966 PARIKH e JONES publicaram dois artigos a respeito daz g0
ma "cholla” {Opuntia fulgida). No primeiro artigo (10), apds hi
drolise 2cida total da goma e utilizando cromatografia em papel
us autores isolaram, idéntificaram e determinaram, quantitativa
mente os seguintes monossacarideos: L-arabinose (51,6%), D-ga -
lactose {31,7%), D-xilose {15.0%)}, L-ramnose‘(2-3%} e acido D~ .
nalacturdnico (11,2%). Apos hidrdlise parcial da goma com acide
sulflirico a 3%, os autores isolaram (por cromatografia em colu-
na de celulose) e identificaram ( com base nos resultados da
cromatografia em papel, das constantes fisicas e pelos derivades

preparados ) o© seguinte dissacarideo: 3-0-{acido 8, D-galacto~
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piranosil uronice) - D-galactose. Apbs outra hidrolise com acido -
sulfirico 6 N atemperatura ambiente (20~23°C) durante 23 dias .
PARIKH e JUNES obtiveram uma mistura de mono e ojigossacaridess-
e um polimero degradado o qual apos hidrolise 3cida apresentou ,
na cromatografia em papel, dois componentes principais: galacto
se e acido galacturdnico na relacido de 9:2 respectivamente. 0 po
Jissacarideo degradado foi metilado e apos hidrolise &cida foram
separados por cromatografia em papel e posteriormente identifica
dos os seguintes aclUcares metilados: 2,3,4,6—t&tra-0-meti1;D*ga-
lactose; 2,3,4-tri-0-metil-D~galactose; 2,4,6~tri~0~metil~-D-ga -
tactose; 2,4-di-0-metil-D-galactose e acido 2,3,4~tri-O-metil~-D-
galacturdnico. Apds oxidag3o do polissacarideo degradade com acj
do periodico e posterior redugdo e hidrolise, os autores identi-
ficaram, por cromatografia em papel, os seguintes compostos: D~
galactose, glicolaldeico, glicerol e acido gliceronico. Basea
dos nestes resultados os autores propuseram uma possivel estruty
ra bisica para o polissacaridec degradado pela qual as unidades-
de galactose estariam unidas entre sT atraves de ligagoes glico-

s7dicas 1+6 e 1+3 (Figura 1).
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FIGURA 1. Estrutura proposta para a"unidade basica"” do polis~-
sacarideo degradado da goma "chola", segundo PARIKH
e JONES (10).

Em seu segundo artigo sobre a goma "cholla" PARIKH e JONES (11}
jdentificaram os oligossacarideos obtidos durante a hidrolise -
acida parcial da goma{l10). Os oligossacarideos foram separados

por cromatografia em papel e jdentificados {com base nos dados-
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“da cramatografia, das constantes fisicas e pelos derivados pre-

: pagadas) como: 6-0-B-D-galactopiranosil-D-galactose; 3-0-8-D-g2

lactopiranosil-D-galactose; 3-0~a-L-arabinofuranosii-L-arabino-

se; 5-0-8-D-xilopiranosil-L-arabinose; 3-0-g-D-galactopiranosil-
L-arabinose e um novo trissacarideo: 0O-g-D-xilopiranosil {1+5)~
Qeg-L-arabinofuranosil {1+3) L-arabinose. Apos oxidacac do po-
lissacarideo com metaperiodato de sodic e posterior redugao -
e hidrolise, os autores identificaram por cromatografia em pa-
pel, 05 seguintes compostos: D-galactose, glicerol, glicolaldei-
do, Eci&o P-galacturonico; L-arabinose; etilenoc glicol e L-ramno
se. Baseados nos resultados obtidos neste € nos outros trabalhos
publicados anteriormente (1,2 e 10} os autores propuseran uma

possTvel estrutura para a "unidade basica" do polissacarideo (Fi

gura 2).
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FIGURA 2. Estrutura proposta para a"unidade basica™ do polis
sacarideo da goma “cholla®, segundo PARIKH e JONES -

{11}.
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AMIN, AWAD e EL-SAYED (12) publicaram, em 1970, os resultados ¢os
estudos feitos com amucilagem extraida das "raquetes” da Opuntia

fieus indica. A mucilagem foi isolada nela extracdc das “raque -
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tes" com acido c?or?drico 0,1 ¥ e posterior precipitagao com ace
tona; o precipitado obtido era pouco solivel em agua. ApoOs hidrd
lise acida da.muci1agem os autores identificaram, por cromatogra
fia em papel, os seguintes acticares nas porcentagens indica-
das: arabinose, 37,5%; galactose, 35,7%; xi1ose,.15,5% e ramnose,
11,5%. Apos metilacdo e hidrdlise da mucilagem os autores identi
ficaram, pela comparacdo dos valores de Rg obtidos pela cromato-
grafia em papel, dois componentes principais: 2,3,5-tri-0~-metil-
arabinose e 2,3,6-tri-0-metil galactose e em menor guantidade mais
dois componentes: 2,4-di-0-metil galactose e 3,4-di~0-metil rﬁmng
se. Com bhase nos resultados obtidos na dosagem do acido formico -
produzido durante a oxidagao do polissacarideo com periodato  de
sodio, os autores concluiram que © pciissacar?deo era constituldo

por cadeias de aproximadamente 55 unidades de acucares.

OSPINA {13) publicou em 1971 os dados relativos a distribuigdo-
gepgrafica e a composigao quimica do fruto da Opuntia ospinae
cultivada na regido de Bogota, Colombia. 0 autor verificou  que
a polpa do fruto pode ser considerada um'a1imento acido por aprg
sentar pH de 3,6 e que possui alto contelido de substancias nitro
genadas (7,47% base seca). No suco extrajdo do fruto , OSPINA

jdentificou, por cromatografia em papel, unicamente tevulose. O

autor tambem estudou a identidade do pigmentoc contido na polipa

15



do fruto nic chegando a identifica-lo.

ESPINOSA e colaboradores (14), em 1973, estudaram a composigao e
a2 possibilidade de processamento do suco obtido do frute de duas
variedades de Opuntia ficus indica. No suco 0s autgores identifi-
caram o0s seguintes acglicares sollveis: frutose, galactose e qluco
se. A porcentagem de agucares redutores totais foi de 9-14% de-
pendendo do estdgio de maturac3e do fruto. O pH do suco variou -
entre 5,8 a 6,3 e tanto o suco guanto o fruto mostraram-se sus -
ceptiveis a deterioragdo bacteriana. 0s autores concluiram que

o suco requer adicdo de acido para sua melhor preservacio.

SRIVASTAVA e PAUDE (15) em 1974 isolaram e caracterizaram um po~
lissacarideo extraido da Opuntia dillenti. ApOs hidrolise acida-
do polissacarideo os autores identificaram { por cromategrafia -
~em papel e em camada delgada, pelas constantes fisicas e pelos -
derivados preparados) os seguintes aclicares: D-galactose e l-ara
binose na relacio molar de 3:1 respectivamente. No hidrolizado -
do polissacarideo metilado os autores identificaram (por croma-
tografia em papel, pelas constantes figicas e pelos derivados -~
preparados) os seguintes agucares metilados: 2,6~di-0-metii-0-~g2
lactose; 2,3,6-tri-0-metil-D-galactose, 2,3,4,6-tetra-0-metil-0-
galactose e 2,3,5~tri-0-metil-L~arabinose. Com base nestes dados

¢ nos resultades obtidos apds oxidagdo do polissacaridec com pe

16



riodato de sodio, os autores propuseram uma possivel estrutura
para a arabinogalactana na qual a cadeia principal era forma-
da por unidades de D-galactopiranose unidas entre s37 atraves -

de ligacdes glicosidicas 8-~1+4.

GARCIA, SOLER & BARBA (16) em 1975 isolaram e purificaram um
dissacarTdeo encontrado no fruto maduro da Opuntia ficus indi
ea. A partir da andlise elementar, dos resultades da cromatogra
fia em papel, da formagao da osazona, dos resultados obtides pe
ta metilacao e finalmente pelo espectro infravermelho, os autg
res identificaram o dissacarideo como sendo isomaltose {0-a-D-
giucopiranosil-1+6-D-glucopiranose). Os referidos autores propy
seram o nome de Opuntiposa para o dissacarideo estudado em subs

tituicdo ao de isomaltose.

MINDT e colaboradores (17) em 1975 publicaram um artigo a res -
peito da composigio da mucilagem obtida de quatro espécies difz
rentes de cactus: Opuntia monoeantha, Opuntia nopalea-coccinilli
fera, Cereus peruvianus € Wigginsia erinaced. Em todas as muci-
Tagens os autores identificaram, por cromatografia em papel, a-
cido galacturonico como um dos principais componentes. A porcen
tagem de acido galacturonico variou de 20% para 0. ﬁapalea*eacci
nillifera a2 51% para W. erinacea. Apds a hidrolise das mucila -

gens de cada uma das Opuntias foram identificados, por cromate
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grafia em papel, ramnose, arabinose, galactose e xilose, Da mes-
ma maneira nas mucilagens da C.peruvianus e W. orinacea foram-
jdentificados: ramnose, arabinose e galactose. 0s referidos auto
res tambem metilaram e identificaram, por cromatografia em papel
e por cromatografia gasosa - espectometria de massas, os produ -
tes de hidrolise de cada uma das muciTagens metiladas. Com base
nos resultados obtidos os autores sugeriram uma similaridade es?
trutural entre os polissacarideos de cactus e as gomas exudadas-

pelas especies Sterculia e Khaya.

LERCKER, LERICI e CAPELLA (18) em 1976 isolaram ¢ identificaram,
por cromatografia gasosa, 0S8 actcares soluveis e 0s TipTdeos pre
sentes no fruto do figo da India {cactus Opuntia). Os aclcares ~-
foram identificados como sendo principalmente glucose e frutose~
e em menor quantidade sacarose. A composicao dos acidos graxoes -
extratdos das sementes do fruto mostrou-se muito similar ao oleo
extraido das sementes da uva, particularmente pelo alto conteldo
de Zcido linoleico (56,0%). Dos dados obtidos, os autores concluf
ram que a composicdo do oleo exira?dc da semente do cactus Jpun-
tia, ndo evidencia a presenga de qualquer composto que possa im—
pedir seu uso na alimentacao humana e sugeriram que O cactus Jpun
ttaq seja considerado como uma fonte de alimento do tipo nag con

vencional,

18



3. MATERIAL

3.1. Amostras da Palma,

As "raquetes" da palma gigante utilizadas neste trabalho fo
ram colhidas de plantas existentes na Estacao Experimental Centrd
de Nova Odessa do Instituto de Zootecnia da Secretaria da Agricul
tura do Estado de S$3oc Paulo. As referidas plantas pertencem a fa-
milia das Cactaceas, genero Opuntia, especie ficus indieca (Mi1l)

e s3o originirias de mudas trazidas da regido nordeste do Brasil.

Para a extragdo da mucilagem foram escolhidas "raquetes™ bem de-~
senvolvidas e que apresentaram as caracteristicas fisico -~ quimicas

expressas na Tabela 4. As "raquetes” utilizadas eram semelhantes-

3quelas mostradas na Figura 3.
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o .
TABELA 4. Caracter?sticas fisico-quimicas das "raguetes™ da

Opuntia ficus indica Mill.

Peso Unitario (g)
Comprimento {mm)
Largura {mm)
Espessura (mm)
Umidade (%)

Proteina (%)
(N % 6,25)

Extrato etéreo (%)
Cinzas (%)
Fibra (%)

‘Extratives nio Nitrogenados (%)

1000
370
160

20
92,3
0,91

0,23
1,43
2,86
2,67

As caracteristicas fisicas representam a média de

& medidas

efetuadas em amostras diferentes. As caracteristicas quimi -

cas representam a media de 3 determinagoes.
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FIGURA 3. Fotografia de "raquetes" da Palma Gigante .

(Nova Odessa).

21



3.2. Reagentes.

0 etanol absoluto era produto comercial com 99,5% de alcool.
Os aglicares utilizados na preparag3do de derivados padroes foram

todos produtos pures para analise da marca MERCK.

A 2,3,4,6-tetra-0-metil-D-glucose foi preparada em nosso 1aborat§
rio pela metilacdo exaustiva da D-glucose segundo o metodo de
WALKER, MILDRED e Mc CREADY (19), com posterior hidrolise acida
do grupo metila do carbono redutor (20). A pureza da 2,3,4,6-te -
tra-0-metil-D-glucose obtida foi verificada por cromatografia em
camada delgada utilizando placas de s¥1ica gel G. Os solventes -
utilizados e os valores encontrados na medida de Rf, juntamente ~

com valores obtidos da literatura estao apresentados na Tabela 5.

0 #cido D-galactarico foi preparade a partir da D-galactose segun-

"do o método descrito por LEWIS, SMITH e STEPHEN (23).

As fenilosazonas da D-xilose, L-arabinose e D-galactose foram pm

paradas de acordo com o metodo descrito por SHRINER e FUSON (24},

0s demais reagentes utilizados neste trabalho foram produtos pro-

anilise das marcas MERCK, CARLO ERBA ou BAKER.

22



TABELA 5. Valores de R, da 2,3,4,6-tetra-0-metil-D-glucose.

SOLVYERNTES ({v/v)

Benzeno 200
Etanol 47 Diisepropil eter 83
Hzc 15 Metanol 17
NHQOH 1
* R Q**
Re Re £ f
Determ. Literat. Determ. Literat.
37 38 44 45

* Segundo HAY, LEWIS & SMITH (21)
** Sequndo LEWIS & SMITH em STAHL (22(a))
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3.3. Aparetlhos.

-Espectofotometro u]travia1gta-vis¥ve1 Yarian Techtron,
modelo 635 - D. |

~Balanca Mettler modelo H-34.

-Espectofotometro Pye Unicam, modelo SP 1000.

-Conjunto de eletroforese Savant Instruments, Inc., modelo
HY 5000 A.

-Centrifuga International, modelo K.

-Potenciometrs Metrohn Herisau E 512 com microeletrodo com
binado.

~Evaporador rotatorio Buchler Instruments, Inc.

-fstufa FANEM, modelo 3Z20/1.

-ViscosTmetro tipo CANNON-FENSKE n® 50 V 94, para l1iquidos
opacos.

~Liofilizador Virtis modelo n0® 10~-146MR-BA.

-Conjunto para determinacdo de ponto de fusao Mettler, mode-
1o FP52.

24



4, METODOS £ RESULTADOS

4.1. Metodos Quimicos de Analise.

4.1.1. Umidade
A umidade foi determinada segundo o metodo 7.003 da ADAC
(25).

4,1.2. Proteina |
Utilizou-se o metodo 42.016 da AOAC (25). Npos calculos -
usou-se o fator 6,25 para a conversao de nitrogenio total em pro

teTna.

4.1.3. Cinzas |
A determinacgio foi feita segundo o método 7.010 da AQAC -
(25).

4.1.4, Fibra Crua
Seguiu-se o metodo 7.057 da AQOAC (25).

4,1.5. Extrato Eteéreo
Foi determinado segundo o metodo 7.048 da ADAC (Z5).
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4.1.6. Teste de FEHLING
Foi efetuado segundo © procedimento descrito por LITWACK

(27).

4.1.7. Teste de Biuretio

Procedeu-se de acorde com o metodo 22.013 da ACAC (26).

4.1.8. Teste para Acidos Uronicos
Foi efetuada a reagao de acidos hexuronicos  com carba-
7201 e acido sulfurico de acordo com o metodo descrito por DISCHE

(28).

4,1.9. Teste para Peroxidases

Foi efetuado segundo o metode descrito por HUNTER (29).

4.2. Reagentes de Coloragdo Utilizados na Cromatografia em Cama~

da Delgada e em Papel.

4.2.1, p-Anisidina - 3cido ftalico
Preparado segundo o metodo descrito por KREBS, . HEUSSER
e WIMMER, reagente n¢ 12 em STAHL (30).

4.2.2. Nitrato de prata - hidroxido de sodio

Foi preparado de acordo a0 procedimento descrito por
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KREBS, HEUSSER e WIMMER, reagente n® 234 em STAHL {30).

4.2.3. Anilina - difenilamina - acido fosforico
Foi preparado segundo o metodo descrito por KREBS, HEUSSER
e WIMMER, reagente n¢ 8 em STAHL (30).

4.2.4. Azul de bromofenc]
Reagente preparado de acordo ao procedimento descrito por

PETROWITZ e PATUSKA (31).

4.3. Metodos Utilizados e Resultados Obtidos no Estudo do Polis-

-
sacarideo.

4.3.1. Extracdo e Precipitacao da Mucilagem das "Raquetes”  da

Palma.

Raguetes da palma foram cortadas em peguenos pedagos de
aproximadamente 3 x 3 cm e imediatamente escaldados com vapor de
agua durante 15 minutos, este tempo foi suficiente para inativar
peroxidases. Em seguida o material foi triturado em Tiquidifica-
dor com minima adicdo de agua. A mistura viscosa obtida foi coa-
da em pano fino e as fibras residuais extraidas mais duas vezes
com peguena adigao de agua. Aos extratos aquosos reunidos foi
adicionado etanol absoluto até nao mais haver formacao percepti-

vel de precipitado ac. adicionar mais etanol. A mistura foi deixa

27



da em repouso durante 20 horas e ap0s esse periodo coada em pano
fino. 0 filtrado hidroalcodlico continha 67% v/v de etanol a 15°%
¢ foi posteriormente utilizado para obtengac dos aglcares soll -
veis. 0 précépitado, de cor levemente esverdeada, foi lavado com
etancl 80% v/v ate eliminagdo da pigmentacgido, sequido de etanoi-
absoluto e finalmente seco a 45-50%C em estufa com circulagdo de
ar. A porcentagem de precipitado bruto obtido foi de 3,4% (em ba

se a palma umida) e apresentou as seguintes caracteristicas:

Teste de Fehling : negativo
Teste de Biureto : positivo
ProteTna (N x 6,25) % : 9,6
Cinzas_% : 12,88

4.3.2. Obtenc3o e Purificagio dos Aglicares Soluveis da Palma.

0 filtrado hidroalcoolico obtido em 4.3.1. foi concentra-
do & pressao reduzida a temperatura de 4006, ate um volume apro-
ximado de 250 ml. O material concentrado foi clarificado por fil
tracao com celite e o filtrado foi novamente concentrado a 80° ¢
e a pressio reduzida ate obter um xarope o qual foi extraido com
acetona sequido de etanol -70%. 0 extrato etandlico foi concentra
do 3 pressao reduzida a temperatura de 40%, ateé volume aproxima
do de 30 ml e posteriormente desionizado passando-se & sotugao -

por colunas de troca ionica AMBERLITE IR 120, forma w¥, 28-35 mesh
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e AMBERLITE IR 45, forma OH, 28-35% mesh. A sclucdo que passou pe
tas colunas foi novamente concentrada 3 pressao reduzida e a tem-
peratuyra de 40°%c, at® um volume aproximado de 25 m1. Este extrate

foi utilizado na identificacao dos carboidratos soluveis da palma.

4.3.3. Identificacaoc dos Carboidratos Soluveis da Palma.

0s agucares soluveis da palma, presentes no extrato obtido
em 4.3.2 , foram identificados por cromatografia em papel, no sen
tido deécendente. 0s solventes usados estac apresentados na Tabe-
la 6. Apos o desenvolvimento, os cromatogramas foram secos ao ar
e revelados com solucio de p-anisidina-3acido ftalico ou nitrate
de prata~hidroxido de sodio. Em cada cromatograma, na amostra con
tendo o extrato dos aclcares soluveis foram reveladas unicamente-
3 manchas, que por comparagao com as manchas nroduzidas pelos
acucares padroes foram identificadas como: frutose, glucose e saca
rose, Os valores dong obtidos dos - carboidratos soluveis da pal

ma estao reunidos na Tabela 6.
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4.3.4, Extracdo e Purificagdo do Polissacarideo.

25 g do precipitado obtido em 4.3.1. foram adicionados a
2 Titros de aqua destilada e é mistura agitada % temperatura am-
biente durante 30 minutos. Apds centrifugacio a 1800 r.p.m., du-
rante 10 minutos, o sobrenadante foi decantado e o srecipitado ~
novamente extraido com Ggua e centrifugado ateé obter um sobrena-
dante transparente e incolor. 0s sobrenadantes reunidos foram -
submetidos a desproteinizagao ﬁeio método de SEVAG (35). Apos a
desproteinizagao o polissacarideo foi precipitado da solucac me-
diante a‘adigio de 3 volumes de etanol absoluto para cada vé?ume
del1?quido. A mistura foi deixada em repouso durante 20 horas e
coada em pano fino. O polissacarideo precipitado foi suspendido-
em agua e a suspensio submetida a dialise sequndo o meétodo des -
crito por BINKLEY (36), apds o que o material foi liofilizado. O
espectro infravermelho do polissacarides 1iofilizado gsta apre -
sentado na Figura 4. A porcentagenm de polissacarides liofilizado
obtida foi de 1,0% (em base a palma umida) e apresentou as Se-

gquintes caracteristicas:

Teste de Felhing = negativo

Teste de Biureto = negativo

Teste para Bcidos Urbnicos = positive
Cinzas {%) = 0,34
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4.3.5. Eletroforese de Zona do Polissacarideo.

A eletroforese do polissacarideo obtido em 4.3.4 foi efe-
tyada segundo o método descrito por NORTHCOTE {37}, com as sa-
guintes modificacoes: {a) o papel utilizado foi Whatman 3 MM; (b)
as tiras de papel foram de 6 x 50 cm; (c) foram aplicados 40 mA
durante Qb a 120 minutos e (d) as tiras de papel foram secas a
temperatura ambiente, tratadas durante 10 minutos com solugac a
1% de periodato de sodio, lavadas imediatamente com etanol 80% ,
secas novamente a temperatura ambiente e reveladas com nitrato de
prata-hidroxido de sodio ou anilina-difenilamina. Em todas as ti

ras uma unica mancha foi revelada.

4.3.6. Hidrolise Total do Polissacarideo.

3,0 g do polissacarideo obtido em 4.3.4 foram adiciona -
dos a 100 m1 de acido cloridrico 1 N e hidrolisados durante 7 ho
ras em banho maria ate obter teor de aclicares redutores constan-
te, determinados pelo metodo de SOMOGYI - NELSON (38 e 39). A
- solugao foi neutralizada com bicarbonato de sodio, concentrada a
pressdo reduzida, temperatura de 40%c, ate um volume aproximado-
de 25 ml e posteriormente desionizada pela passagem em colunas -
de troca iBnica de AMBERLITE IR 120, forma H', 28-35 mesh e

AMBERLITE IR 45, forma “pH, 28-35 mesh. 0 material nao retido nas
o

~
L

colunas foi concentrado a pressizo reduzida i temperatura de 45
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até um volume aproximadoe de 25 ml. Essa solugdo foi utilizada pa

ra a identificacao e dosagem dos aglucares neutros.

0 acido uronico retido na coluna de AMBERLITE IR 45, foi eluido
com solugio 0,4M de acido formico. 0 eluido foi concentrado a
pressao reduzida, temperatura de 45°C, até um volume aproximado-
de 10 ml. Esta solucdo foi utilizada para a identificag3do de aci

dos uronicos.

4.3.7. ldentificacao dos Produtos da Hidraiise Total do Polissa-
carideo.

0s monossacarideos neutros contidos no extrato obtido em 4.3.6 -

foram identificados por cromatografia em papel, no sentido des-

cendente. 0Os solventes utilizados estao apresentados na Tabela 7.
0s cromatogramas, do extrato contendo os produtos de hidrolise do
polissacarideo, apds revelagio apresentaram somente 3 manchas as

gquais foram identificadas como xilose, arabinose e galactese

Na Tabela 7 estdo reunidoes os valores dos Rg dos monossacarideos

neutros constituintes do polissacarideo.

0 extrato obtido em 4.3.6 contendo & iidos uronicos por cromato-
grafia em camada delgada utilizando placas de silice gel e de
celulose, apresentou unicamente uma mancha a qual fpi identifica

da como Acido galacturonico. Na Tabela 8 estio reunidos ©s solven
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TABELA 8. Valores de R. do Acido b«ga1actar6nico em Cromategra-

fia em Camada Delgada de S71ica Gel

e de Celulose.

531ica Gel Celulose
n-Butanol 2 Piridina 36 Acetato de Etila &
Rcido Acetico 1 Acetato de Etila 36 Kcido Formico 2
Rgua 1 Kcido Acetico 7 Raua 2
Egua 21
* * *
Rf Rf Rf Rf Rf Rf
Obs. Lit. Obs. Lit. Obs. Lit.
32 32 24 25 33 33
Sequnde LEWIS SMITH, em STAHL (22(a))
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tes utilizados e 03 valores de Rf obtidos, juntamente com valo-

res encontrados na Titeratura.(zg(a)).

4.3.8. Dasagém dos Produtos da Hidrolise Total do Polissacarideo.

0 acido galacturonico foi dosado utilizando o reagente de
carbazol sequndo o metodo descrito por McCOMB e McCREADY {41). Pa
ra o preparc da curva padrao foi utilizade acido D-glucurdonico. A

porcentagem de acido galacturdnice determinada foi de 14,5%.

Para a dosagem dos aglcares neutros foram aplicados 200-400pt da
sclucdo de hidrolise obtida em 4.3.6, em papel Whatman 3 MN de
19 x 48 cm. Os cromatogramas foram desenvolvidos no sentido des -
cendente utilizando como solvente acetato de etila-piridina-agua-
{8:2:1 v/v). Apos 28-30 horas de desenvolvimento os cromatogramas
foram secos ao ar. Uma tira de 1 cm de largura foi cortada ac lon
go da parte central de cada cromatograma e revelada com p~anisidi
na-3cido ftalico. 0Os cromatogramas foram cortados em tiras abe-
decendo 3 localizacdo de zonas reveladas pela tira central e de
cada zona, por eluigao com agua, foi obtido um agucar posterior -
mente dosado pelo método de SOMOGYI-NELSON (38 e 39). Para as do-
sagens foram usados gquatro cromatogramas sendo que a media aritme
tica da porcentagem obtida para cada um dos monossacar?déos foi

de 39,7,33,0 ¢ 12,8% respectivamente para galactose,arabinase 2
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xilose.

A recuperagio de amostras padrdes a partir de tres cromatogramas
feitos de forma identica ao acima descrito foi de 98,0 a 100,00 %

para xilose, arabinose e galactose.

4.3.9. Preparagao de Derivados dos Monossacarideos Conétituéntes
do Polissacarideo.
A partir do extrato obtido em 4.3.6 e que contém o 3cido galacty
ronico, por tratamento com Zgua de bromo foi preparado 3cido
D-galactarico segundo o método descrito por McCREADY (42). 0 pon
to de fusdo do produto obtido bem como o ponto de fusdo da mistyu
ra com uma amostra auténtica de acido galactarico estdo na Tabe-
1a 9. Para cada um dos acucares neutros, contides no extrato
obtido em 4.3.6 e separados por cromatografia em papel segundo o
método descrito em 4.3.8, foi preparada a fenilisazona de acordo
com o método descrito por SHRINER e FUSON (24). 0 ponto de fusdo
de cada produto obtido e o ponto de fusdo da mistura de cada uma
das fenilosazonas com amostras autenticas de fenilosazonas pre-

paradas com aciicares puros encontram-se 7na Tabela 9.

4.3.10. Hidrolise Gradativa do Pplissacarideo.

5,0 g do polissacarideo obtido em 4.3.4. foram adicionados

a 250 m1 de dgua destilada e o pH da suspensdo ajustado a 3,0 uti
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TABELA 9. Ponto de Fusio e Ponto de Fusao de Mistura de Deriva-
dos Preparados a Partir dos Acucares Constituintes do
Polissacarideo.

Agucares Derivado Pontc de Fusio em °C| Ponto de Fus3o
do Derivado e de { °C.
Misturas com Amostras .
padroes Literatura
D-xilose {Fenilosazona 161,0 - 162,5 b 1683 (27}
L~arabinose Fenilosazona 163,86 -~ 165,5 : 166 (27)

. 185
D-galactose Fenilosazona 189,3 - 191,8 387:>(43)
Kcido D-ga- |Acido D-galacti 214,5 - 215,8 214 (42)
Tacturenice rico
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1i{zando acido cloridrico 4N. A suspensao foi aguecida em banho de
agua - a 70°C. Apos 4 horas de hidrolise foram adicionados ,

com agitacio constante, 750 ml de etanol absoluto. 0 precipitado-
formado foi centrifugade a 2000 rpm durante 10 minutos & o sobre-
nadante foi utilizado para identificacio dos monossacarideos. 0
precipitado foi submetido a hidrSlises sucessivas do mesmo modo -
como descrito acima, porem nos seguintes pH e intervalos de tempo

de reacgao:

pH Tempo (h)

2,5 20

2,0 88

1,8 _ 88

1,6 20

1,6 20

1,6 _ 26
Tempo total de hidrolise por amostra: 246

0s varios sobrenadantes foram concentrados a pressao reduzida ,
temperatura de 40%¢. 0Os monossacarideos foram identificados por-
cromatografia em camada delgada de s7Vlica gel com os sequintes -
solventes: acetona-agua (9:1 v/v) e n-butanol-dcido ac@tico agua
{(2:1:1 v/v). As placas foram secas ac ar e peveladas com solugdo

de p-anisidina-acido ftalico e de azul de bromofencl.

Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 10 e ¢ espectro in-
fravermelho do residuo obtido apds as 246 horas de hidrolise en-

contra~se na Figura 5.
a0
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TABELA 10 . Concentragoes Relativas dos Monossacaridess Obtidos
Apds a Hidrolise Gradativa do Polissacarideo em Diferen

tes Intervalos de Tempo e pH e a Temperatura de
70°¢C.
pH 3.0 2,5 2,0 1,8 1,6 1,6

Tempo (h)} - 4 20 ” 88 88 20 26
lL~arabinose tragos ++++ bt +++ ++ -
D-xilose - + 4+t +4 + -
B-galactose - - - + . 434
Ecido D-ga- - - | - - - | -
Jacturonico

* 0 sinal + indica a existéncia do aglicar e o numero de sinais simbo~

liza a quantidade aparente de cada agucar.
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0 residuoc obtido apos as 246 horas de hidrolise foi novamente hi~
drolisado porém com 100 ml1 de acido cloridrico 0,IN e a refluxo.
ApG6s 2, 4 e 8 horas foram adicionados 300 m1 de etanol absociuto e
‘repetido o procedimento acima descrito para as hidrolises sucessi
‘yas. As concentracoes relativas dos monossacarideos identificados

nos sobrenadantes encontram-se na Tabela 11.

4.3.11. Metilacio Exaustiva do Polissacarides.

5,0 g do polissacarideo obtido em 4.3.4 foram adicionados
a 45 m1 de agua destilada e a suspensao foi diluida com 40 wi &
nidroxido de sodic 40%. 30 ml de sulfato de metila foram adicio-
nados gota a gota, em atmosfera de nitrogénio, durante um pericde
de tres horas com agitagan constante a qual foi continuada por
mais 15 horas. A mistura de reagao foi diluida com 25 m1 de agua,
neutralizada a frio com acide sulfurico 25% e concentrada a pres-
s3o reduzida até obter uma pasta grossa. 0 processo foi repetido-
mais 3 vezes e o produto apds concentracio foj dialisado por 24
horas apos o que o produto foi novamente metilado por duas vezles
e de novo dialisado.D produto dialisado foi submetido a mais duas
metilacbes sucessivas usando acetona como solvente e adicionando-
simultaneamente as solucBes de hidréxido de sodio e sulfato de me
ti1a, de tal maneira a manter pH alcalino na mistura de reacaoc. O

produto obtido foi dialisado durante 48 horas contra 3gua desioni
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TABELA 11 . Concentracbes Relativas dos Monossacarideos Obtidos
Apos Hidrolise do Polissacarideo com Acido Cloridri
co 0,1N e Temperatura de 88°C.

Tempo {h) 2 4 8
D-galactose ot b dodor
RAcido D-galacturonico + e ++

* - + * - . x .
0 polissacarideo utilizado nesta experiencia foi aguele obti-

do apds 246 horas de hidrolise gradativa {Tabela 10).
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zada e licfilisado. 0 espectro infravermelho do polissacaridec me-

tilado esta apresentado na Figura 6.

4.3.12. Hidrolise e ldentificacao dos Produtos de Hidrolise do

Polissacarideo Metilado.

1,0 g do polissacarideo metilado obtido em 4.3.11 foi hidrolizado-
primeiramente com dcido formico 90% e posteriormente com acido sul
furico 0,25M, de acordo com a metodologia descrita por BOUVENG e

LINDBERG (44).

0s produtos de hidrGlise do polissacarideo metilado foram identifi
cados por cromatografia descendente em papel Whatman n® . Us sol-
ventes utilizados encontram-se na Tabela 12. Os monossacarideos me
tilados tambem foram identificados por cromatografia em camada del
gada de sTlica gel utilizando-se como solvente benzeno: acetona -
{1:1 v/v). Tanto na cromatografia em papel quanto na de camada del
gada, o5 cromatogramas foram secos ao ar e revelados com solugao ~

de p-anisidina~3cido ftilico. Os valores dos R, dos aglicares metiia

g
dos foram determinados e estao rennidos na Tabela 12. 0s valores -
pepresentam a media aritmética dos resultades obtidos em 3 cromatp

gramas desenvolvidos para cada solvente.
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4.3.13. Dosagem do Acido Formico Produzide pela Oxidagdo do Polis

sacarideo com Periodato de Sodio.

Do polissacarideo obtido em 4.3.4, 1,5125 g foram adicionados a
200 m1 de solucdo de periodato de sodio 0,05M contends 5,0 g de
cloreto de sodic. A solugio foj mantida sob agitagao constante.Em
tempes determinados foram retiradas alfguotas de 10,0 w1 e a quan
tidade de 3cido formico produzida determinada por titulagao poten
ciométrica de acordo com o metodo descrito por HAY, LEWIS e SMITH
{48). 0s miligramos de acido formico obtidos em fungdo do tempo-

de reacgap encontram-se na Figura 7.
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FIGURA 7. Grafico da Quantidade de Kcido Formico Produzido pela

Oxidagio do Polissacarideo com Periodato de Sodio em

Funcio do Tempo de Reagao.

HCOOH tmg 1/1,51,25:9 Poliss.
L
o

iak
o

20 |

10

i |

125 180
TEMPO {horas)

25 50 7% 100

49



4.3.14. Degradagao Controlada do Polissacarideo pela Oxidagac com

Periodate, Reducdo e Hidrolise.

Foi preparada uma solugac do polissacarideo em periodato de sodio

de maneira idéntica aquela descrita em 4.3.13. A oxidagdo do volis
sacarideo, a redugao com boroidreto de sodio e a hidrolise com

icido cloridrico foi feita conforme o metodo descrito por GOLDSTEN,
HAY, LEWIS e SMITH (49) com as seguintes modificagtes : {2) na hi
drolise a concentracao de Zcido cloridrico foi 1N, (b) a hidrdlise
foi efetuada em banho maria a ebuligio, durante 5 horas, (¢} a ana
1ise cromatografica do hidrolisade foi efetuada por cromatografia-
em camada delgada de sTlica gel, utilizando como solvente acetona-
agua (9:1 v/v) e n-butanol-acido aceético-agua (2:1:1 v/v) e como -
reveladores p-anisidina-acido ftalico e azul de bromofenol.  Ndo

foi possivel detectar nenhum dos monossacarideos neutros constituln

tes do polissacarideo, porem foi detectado o acido D~galacturonico.

4.3.15. Determinacao do Peso Molecular do Polissacarideo Utilizands

Cotuna de SEPHADEX G-100.

Para a determfnagﬁo do peso molecular do polissacaridec procedeu-se
segundo o método descrito por WHITAKER (50). Para isso foi prepara-
da uma coluna de 31,0 x 1,8 cm contendo 4,5 g (base seca) de  3Se-
nhadex G-100 fino. Como eluentes foram utilizados tampao acetato -

0,0IM, pH 5,0 e tampao Tris 0,1M contendo cloreto de sadio 1M, oH
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8,0. A velecidade de fluxo da coluna foi de 3,5 ml min~ ! cm~%. Pa

—

ra determinar o volume externo, Vo=23,0 ml,foi utilizado azul de

dextrana-2000 (peso molecular aproximado: 2 x 108

Y. A curva de ca
Jibrac3o da coluna foi obtida determinando o volume de eluigao,V,
de amostras contendo 10 mg de proteinas de peso molecular conheci
do. O canteﬁdo‘de proteina em cada fragao coletada, 1 m}, foi de-

terminado pela leitura direta da absorbancia a 280 nm.

As condicBes e os resultados obtidos na calibrac3ao da coluna es-
tio apresentados na Tabela 13, a curva de calibragido esta apresen

tada na Figura &

De forma semelhante foi determinade o volume de eluigao, V=33,0
ml,de uma amostra, 1 mg, do polissacarideo obtido em 4.3.4. 0
contelido de polissacarideo em cada uma das fragoes coletadas fof
determinado pelo método descrito por HODGE e HOFREITER {51}, uti
lizando fenol-acido sulfiirico e com leitura da absorbancia 4

480 nm, 0s dados obtidos encontram-se na Figurag .

4.3.16. Determinacio da Viscosidade Especifica de Solugbes ¢do

Polissacarideo.

Utilizando o viscosimetro capilar de CANNON-FENSKE para 1Tquidos

opacos foi determinada a viscosidade especifica de solugoes con
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FIGURA 8. Grafico da Relagdo entre Volume de Eluigia (V/Vo) e
Peso Molecular de ProteTnas na Coluna de Sephadex -
G-100 Fino a Temperatura de 26+1°C.
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FIGURA 9. Grafico Representativo da Eluigio do Polissacarides

da Palma Gigante em Sephadex G~100 Fino.
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tendo as seguintes concentracgdes do polissacarideo obtido em

4.3.4: 0,0125; 0,025 e 0,05% nos seguintes solventas:

1. Egua destilada;
2. Solucgdo 5% de cloreto de sodio em 3gua destilada;
3. Kgua destilada com pH 3,0 ajustado com Acido cloridrico;

4. Solugao aquosa de sacarose a 5,0%.
O0s resultados obtidos estdo apresentados na Figura 10.
Tambem foi determinada a viscosidade especifica de solugoes con-

tendo 0,05% do polissacarideo obtido ém 4.3.4 ¢ 0,07; 0,05 ¢ 0,7%

de cloreto de sbdio. Os resultados obtidos estio apresentados na

Figura 17.
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FIGURA 10. Graficos das Viscosidades EspecTficas em Fungao de
Varias Concentracbes do Polissacarideo da Palma Gi-
gante em Diferentes SolugBes: 1. Solugao Agquosa . Z.
Solucdo Aguosa contendo 5,0% de Sacarose. 3. Solu -
¢3c Aquosa com pH Ajustado a 3,0 e 4. Solugao Agquo
sa contendo 5,0% de Cloreto de Sodio.
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FIGURA 11. Grafico do Efeitc da Concentracis de Cloreto  de
Sodio na Viscosidade Especifica de Solucbes Aquo-

sas contendo 0,05% do Polissacarideo da Palma Gi-

gante.
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5. DISCussko

5.1. Metodos Analiticos

Todos os metodos analiticos usados neste trabalho foram me-
todos padronizados e tem sido empregados rotineiramente por di-
versos autores de modo que & possivel comparar os resultados des
te trabalho com os resultados de trabalhos semelhantes j& publi-
cados. A matéria prima utilizada neste trabalho foi caracteriza-
da na sua composicao e caracteristicas fisicas externas conforme
os resultados apresentados na Tabela 5, mostrando-se semelhante-

ag material descrito por CAMPELLO e CORREA (6}.

5.2. Extracdo e Purificacdao do Polissacarideo

As “ra@uetes“ da paima foram escaldadas com vapor de agua -
para amolecer o tecido e para inativar o complexo enzimatico da
planta. A inativagdo visou evitar possiveis degradagbes enzimati
cas dos carboidratos. Considerando que as peroxidases sap as en~
simas mais estiveis ao calor, a inativac3o enzimatica foi consi-
derada satisfatoria quando o material tratadec nao mais mostrou a
tividade enzimatica de peroxidases. Por razfes analogas & puri-
ficacdo do polissacarideo foi feita de modo & evitar os efejtos~

de acidos ou bases que poderiam causar degradagiaoc ou hidrolise -
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das moleculas, especiaimente quande existem estruturas furanosi-

dicas ou icidos uronices como parte da molécula do polissacarideo.
Deste modo foi escolhido o metodo de SEVAE (35) para a desprotei-
nizagdo do produto ainda que seja um método trabalhoso e mais ip

dicado para pequenas quantidades.

A homogeneidade do palissacar?deo nurificado foi estabelecida por
eletroforese em papel. Considerando que a mobilidade dos acucares
na eletroforese & fungdo do seu peso molecular e da sua carga, @
obtencio de uma unica mancha na eletroforese em papel do polissa-
carideo {4.3.5) indicou que o produto era homogeneos. Metodo seme-
Thante tem sido utilizado por outros autores (BROWN et al {2); Jd0
NES ¢ PERRY (52), SRIVASTAYA e PAUDE (15)) para verificar a homo-

geneidade de polissacarideos.

A homogeneidade do polissacarideo foi confirmada em coluna de

SEPHADEX G-100 desde que uma unica banda de eluicio foi obtida ,

{Figura 9}.

0 espectro infravermelho do polissacar?deo purificado (Figura 4)
mostrou bandas de absorgao caracteristicas dos sequintes qrupons

funcionais: hidroxila e carboxila.
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5.3. Identificacio e Dosagem dos Monossacarideos Constituintes do

Polissacarideo.

A hidrolise total do polissacarideo (4.3.6) permitiu identificar
por cromatograftia em papel e pelas 05226Nas preparadas os seguin
tes aglicares: D-xilose, L-arabinose e D-galactose. 0 acide uroni-
co cuja existencia havia sido prevista no polissacaridec pela pre

senca das bandas de absorgao na regiac de 1650 e 1730 cm'}

do es~-
pectro infravermelho (Figura 4) e pelo resultado do teste comCar
bazol -Acido sulfurico (28) foi identificado nos produtﬁs de hidro
lise, por cromatografia em camada delgada, como sendo acido  ga-
jacturonico, o gue foi confirmado pela formacao e identificagao ~

de acido D-galactarico por oxidagao do produto com bromo em agua.

A composic¢doc qualitativa do polissacarideo isolado da paima mos-
trou ‘ser diferente daquela atribuida ao polissacarideo iso
lado de Opuntia ficus indiea por AMIN e colaboradores {12) que
encontraram ramnose mas nao acido galacturonico em seu produto,

Outros polissacarideos isolados de Opuntias (1,2 e 10}~ contem
ramnose, excecao de Opuntia dillenii cujo polissacarideo 50 contem

D-galactose e L-arabinose (15)}.

A determinacio quantitativa dos componentes do polissacarideo oti-
do {4.3.8) mostrou resuyltados semelhantes dgueles obtidos nor
AMIN e colaboradores (12} para os aglcares neutros da Opuntia fi-

eus irndieca.
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5.4, Hidrolise Gradativa do Polissacarideo.

As determinagogs preliminares executadas no polissacarideo-
(hidr3lise total, dosagem dos produtos de hidrolise, espectro in
fravermelho) forneceram apenas conhecimentos relativos a composi
¢io qualitativa e quantitativa em monossacarideos na moléecula do
po?issacar?den, tais dados entretanto nao foram suficientes para
a reconstrucgao da estrutura da cadeia do composto pois os dados-
obtidos n3o exclareciam a maneira como os monossacarideos se 1i-

gam entre s7.

A hidrolise gradativa forneceu alguma informagac a respeito da
estrutura do polissacaridec pela hidrolise preferencial nos resi
duos dos aghcares mais susceptiveis 3 agao de acidos. Furanosi -
deos sao hidrolizados mais rapidamente do que piranosideos & is-
so parece ser devido 3 conformacao quase plana do anel de 5
membros nos furanosideos o que deverda resultar num estadoe de
transicio menos deformado (53). Também, os pentapiranosideos sao
hidrolizados mais rapidamente do que hexapiranosideos tendo si
do mostrado por Be MILLER (53) que ha uma relagao direta entre-
a velocidade de hidrolise e a facilidade de rotagio dos carbonos
das ligacdes C4 e C5, e assim a remogao de um grupo valumoso co-

mo o grupo -CH,OH do C5 devera facilitar a hidrolise dos pentapi

-
ranosidecs.
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Na hidrolise de polissacarideos a ligagao gTicos?dica_do final de
cadeia & hidrolisada mais rapidamente do que as outras ligagdes .
Esta conclusio provém do fato de que a hidrdlise de uma ligagdo -
glicosTdica interna do pelissacarideo atraves da formacic do ion
carbonio-oxonio necessitara a reorientacaoc de um grupo volumo-
s0 ao contrario do que ocorreria na hidrolise de grupos terminais

(53).

Pelos dados apresentados na Tabela 10 verificamos que o primeiro-
aghcar a ser hidrolisado foi a L-arabinose. As condigoes brandas
em que foi feita a hidrdlise (4.3.10) indicam que a L-arabinose -
deveria estar na forma furanosidica alem de possivelmente ser uni
dade terminal na molecula do polissacarideo. A porcentagenm de
L-arabinose encontirada para o polissacarideo {4.3.8) sugere, por

outro lado, gue esta pentose devera estar ligada lateralmente.

0 aparecimento da D-xilose como Unico outro componente ao lade da
L-arabinose apds 24 e 112 horas de hidrolise indica que a D-xilose
estaria na forma piranosidica, o que justificaria a sua menor ye-
locidade de hidrdlise. 0 nio aparecimento de outros aclcares mes-
mo apds 112 horas de hidrdlise (Tabela 10) pode ser considerado -

evidéncia da ligac3o lateral da D-xilose.

0 fato da B-galactose ser o© monossacarideo encontrado em maior -
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proporgio no polissacarideo (4.3.8) e de ser o unico agitcar pro-
duzido entre 220 & 246 horas de hidrolise (Tabela 10) sugere a
possibilidade deste agucar formar a cadeia principal da melecula
do polissacarideo. Pelos dados da Tabeia 11 verificamos que s0-
mente o acido D—galacturanﬁco foi produzido conjuntamente com a
D-galactose : i;to nos sugere a possibilidade do acido D-galactu-
‘ronico estar ligado diretamente na cadeia de unidades de D-ga-

lactose.

0 residuo do polissacarideo nzo hidrolisado apos 246 horas de
hidrdlise {4,3.10) forneceu o espectiro infravermelho apresenta-
do na Figura 5. As bandas de absorcao na regiao de 1660 e 1750

em™) indicam a existéncia de grupos -COOH neste material que
apds nova hidrolise (4.3.10) forneceu alem de galactose um outre

aciicar identificado como 3cido D-galacturonico {(Tabela 11}.

5.5. Metilacic, Hidrdlise e Identificacdo dos Produtos de Hidre-

lise do Polissacaridec.

A metilagio exaustiva de pelissacarideos com posterior iden
tificacio dos produtos de hidrolise do composte metilado & util-
na elucidagdo da estrutura de polissacarideos j3 que permite es-
tabelecer comp as unidades de monossacarideos estio ligadas en-

tre sT e quais as unidades terminais e as unidades nas gquais ocor
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rem as ramificagoes.

A separagao e identificagao dos produtos de hidrolise de polissa
carideos metilados pode ser feita por cromategrafia em papel. kg
te procedimento foi utilizado entre outros por HIRST, HOUGH e
JONES (45) na separagﬁo e identificacio dos produtos de hidrolise

de varios polissacarideos metilados.

A metilacao total da molécula do polissacaridec pode oferecer di
ficuldades e mesmo na metilagao exaustiva existem sempre boas pos
sibilidades de grupos -OH residuais. A verificacao do alcance da
metilacao pelo espectro infravermelho, Figura 6, mostrou gue 0
produto obtido na metilagdo praticamente estava livre de grupos

*QH .

pelos dados apresentados na Tabela 12 verificamos que os agucares
produzidos em major proporgac pela hidrolise do polissacarideo -
Imetilado g cujas estruturas estio apresentadas na Figura 12 fo-
ram: 2,3,5-tri-0-metil-lL-arabinose; 2,3,6-tri~0-metil-D-galactose

e 2,3~diw0-metil-n~xi}ose.
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deo Metilado.
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A identificacdo do 2,3,5-tri-0-metil-L-arabinose como Gniéc pro
duto derivado da L-arabinose indicou gue este agucar se encontrz
va na molécula do polissacarideo a2 forma furanosidica e gque 0
mesmo poderia estar unicamente como unidades ferminal. Os dadcs.-
obtidos confirmam a estrutura proposta com base nes dados da hi-
drolise gradativa (4.3.10). O mesmo produto foi identificado por
BROWN et al (2), por AMIN e colaboradores {12) e por MINDT et al
(17) em mucilagens obtidas de cactus opuntia. A identificagac de

2,3,4~tri-0-metil~-D~xilose como um dos produtos derivados da

D-xilose (4.3.12) sugeriu a possibilidade da D-xilose se encon
trar na forma de anel piranosidico e a baixa nroporcac daqueig -
derivado nos produtos de hidrdlise (4.3.8) indicou gue o mesmo €
proveniente de unidades terminais de D~xilose. A presenca de 2.
3,4-tri-0-metil-D-xilose foi tambam verificada por BROWH et 2l
{2} e por MINDT e colaboradores (17} em mucilagens obtidas de

cactus Opuntidg.

A identificagao de 2,3-di-0-metil-D-xilose em proporgao elevada-
nos produtos de hidrolise (4.3.12) mosirou a possibilidade da
existencia de cadeias de unidades de D-xilopiranose ligadas en-
tre sT atraves de ligagbes glicosidicas 1+4. 0Os dados obtidos es

tio de acordo com os resultados da hidrolise gradativa {4.3.10}.

A identificacao de 2,3,4,6-tetra~0-metil~-D-galactose (4.3.12) su
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geriu que a D-galactese se encontrarié ne polissacarideo na es
trutura pirancsidica e a baixa proporcao daquele derivado nos
produtos de hidrolise do polissacarideo metilado indicaria que o mesmo
era proveniente de unidzdes terminais de D-galactose. A presenca
de 2,3,4,6-tetra-0-metil-D-galactose tambem foi verificada por
MINDT et al (17) em cactus Opuntia. A presenga de uma alta pro-
porcao de 2,3,6-tri-0-metil-D-galactose nos produtos de hidroli-
se do polissacarideo metilado sugeriu gue na formagao da cadeia-
as unidades de D-galactose estariam ligadas entre s7 atraves de
ligagBes glicosidicas 1+4. A presenga de 2,3,6-tri-C-metil-D-ga~
1actose.foi tambem verificada por AMIN et al {12} na mucilagem -
extraida de Opuntia ficus indica. A presenga de 2,3-di-U-metil -
D-galactose foi indicativa de que a cadeia de unidades de D-ga-
Tactose possuiria substituintes atraves do grupo hidroxila do

carhong 6.

5.6. Oxidagdo do Polissacarideo com Pericdato.

A analise de carboidratos por oxidacio com acido periodico,
tecnica descrita por MALAPRADE i3 em 1928 (54), permite pela oxi
dagio de glicois vicinais verificar a presenga de tais grupos ou
de substituintes nas hidroxilas dos aclcares. Aldeidos szo prody
zidos a partir de « ,B»QTicois e acido formico & produzido du-

rante a oxidacdo de a,B .y glicois de acordo com o esquema abat-
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K03

103

Ry = C,HOH - C,HOH - R, Ry = CyHO + R, - C,HO.
R. - C.HOH - C.HOM - C.HOH - R, 107 R, - C. HO 4
1 1 2 3 2 —————zm ] i T

Ry - CBHO + HCZOQH.

0 andamento da reaciao de oxidagao com periodato pode ser seguide
pela determinacdo da guantidade de idcido formico produzido duran

te o processo {48).

A analise da Figura 7 mostra que a quantidade de acido formico-
produzido foi baixa (2,3%) ou seja havia poucos grupos -CHOW -

CHOH - CHOH - na molécula do polissacarideo. Tais dados reforgam
a possibilidade da estrutura furanosidica da L-arabinose termi -
nal e tambem confirmam a possibilidade evidenciada pelos produ -
tos de hidrdlise do polissacarTdeoc metilado de que a D-xilose es
taria formando cadeias laterais e que a D-galactose forma cadeias

atraves de ligacdes glicosidicas 1-+4.

6 fato de nac ter sido detectado nenhum dos aclticares neutros apos
& oxidacdo, reducdo e hidrolise do poTissacarideo (4.3.14) indi-

cou que cada um dos monossacarideos deve possuir dois grupos hi
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droxilas vicinais livres. Tal afirmag3o tambeém esta de acordo -
com a anilise dos produtos da metilagdo (4.3.12), ja que a L~
arabinofuranose terminal, as unidades de D-xilopiranose termi -
nais e as ligadas entre s7 atraves de ligagdo glicosidica 1+ 4
e a D-galactopiranose substituida nos C-1, C-4 e C-6 possuem -
grupos -CHBH~QHOH~ livres. 0 fato de ter sido detectado acido
D-galacturonico nos produtos de oxidacdo, indicou que as molecy
1as de acido D-galacturonico presentes no polissacarideo, naoc
possuem grupos ~CHOH-CHOH- livres. BROUN et al (2} verificaram-
que o acido D-galacturonico presente no polissacarideo da Opun

tia fulgida possue substituintes nos c-1, £-3 ¢ C-4.

§.7. Viscosidade de Solugoes do Polissacarideo.

pela analise da Figura 10 verifica-se que 2 viscosidade das
solucbes diluidas do polissacarideoc diminue pelo abaixamento do
pH. Essa mudanca de viscosidade corrobora os dados gue indicaram
a presenga de acido uronico na molécula do polissacarideo ja que
uma das caracteristicas de po]issacar?deos contendo grupos carbo
xilas © exatamente a alteragdo da viscosidade de suas solugoes -
com a mudanca do pH. Esse tipo de comportamento foi verificado -

nas solucdes de pectina {55 e 56) e de goma arabica {57})-

A explicagio desse tipo de comportamento reologico foi tentada
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por OWENS et al (56) que admitiramum dos seguintes fatores como -
atuando nesse fenomeno: {a) interacgao entre soluto 2 solvente ,
{b} esticamento ou encolhimento da molecula {c) aumento da quan-
tidade de trabalho necessario para mover os jons um em relacao -

ao ocutro.

Pela Figura 10 verifica-se tambem que a adigcao de sacarose teve-
um efeito menos pronunciado sobre a viscosidade do que a varia -
cao do pH. A alteracao provocada pela adicdo de sacarose poderia
ser atribuida 3 diminuicao da atividade da agua e consequente -
efeito sobre a hidratacao da molecula do polissacarideo,. Efeite-
semelhante foi preconizado por CARLSON e ZIEGENFUSS (58} no caso

de goma guar.

A adic3o de cloreto de sbdio mostrou consideravel efeito na vis-
cosidade de solugbes do polissacarideo (Figura 10). A diminuigao
da viscosidade foi também estudada mais detalhadamente pela verj
ficacao do efeito de concentracoes crescentes de cloreto de §0-
dio sobre solucBes do polissacarides (Figura 11}, 0 exame do gra
fico mostra que ha uma concentragaoc limite de cloreto de sodio -
acima da qual o efeito e praticamente constante. Resultado se~
_melhante foi observado por OWENS et al (56) e por KORTSCHAK (59)

em solugoes diluidas de pectina.
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5.8. Estrutura Proposta para a "ynidade basica" do Polissacarideo.

Com base nos dados experimentais obtidoes, uma das possiveis
estruturas para a “"unidade bisica" do polissacarideo & apresenta

da na Figura 13.

Pelos dados obtidos na dosagem dos produtos de hidrdlisa {4.3.8)
ver1f1cam05 que O0$S monossacarideos constituintes do polissacari-
deo encontram-se na seguinte relacao molar 1:3:3:1 respectiva -
mente para p-xilose, L-arabinose, D-galactose ® acido D-galactu-

ronico, resultado esse que @ compativel com a estrutura proposta.

Considerando que o peso molecular do polissacarideo e aproximada
mente 63x&104 (4.3.15) 2 molacula do mesmo teria 27 unidades por
molecula, 0 que estd de acordo com © resultado da dosagem do
Zcido formico produzido pela oxidacio do polissacaridec com pe-

riodato (calculado: 2,8%, encontrado: 2.3%).

A estrutura proposta & compativel com os produtos da hidrolise do
pelissacar1deo permetilado (Tabela 12). Tambem a identificagao de,
unicamente, acido D- -galacturonico apos oxidac3o, redugao e hidro-
lise (4.3.14) corrobora 2 estrutura proposta a qual tambeém esta
de acordo com os resultados da hidrolise gradativa (4.3.10). Deve
ser esclarecido que a estrutura proposta e apenas uma das estrutu

ras possiveis da molecula do po!issacar1deo
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6. CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos conclue-se que:

Glicose, frutose e sacarose foram oS aclcares soluveis encon
trados nas “pagquetes” da palma gigante (Opuntia Fficus indicea,

Mil1).

¢ polissacarideo isolado das "raquetes” da palma contem: D~

xilose, L-arabinose, D-galactose e iacido D-galacturonico.

No polissacarideo a D-galactose e o componente da  cadeia-
principal, a D-xilose e 2 i~arabinose estao ligadas Tateral
mente 3 cadeia principal enquanto que o Zcido D-galacturoni
co deve estar ligado direta e 1ateralmente a cadeia princi-

pal do polissacarideo.

A L-arabinose encontra-se no po?issacar?deo na conformagao-
furanosidica e unicamente como unidade terminal e 2 p-xilo-
se encontra-se na conformagao piranosidica ¢ forma cadeias-
laterais atraves de ligagoes glicosidicas 14, enquants que

a D-galactose encontra-se na conformagao piranos?dica &
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estd ligada entre sT atraves de ligagoes glicosidicas 1-4

com ramificagoes nos grupos hidroxilas do carbono 6.

0s acucares neutros constituintes do polissacarideo possuenm
dois grupos hidroxilas vicinais livres na sua molecula e ©
Zcido D-galacturonico nao possue dois grupos hidroxilas vi-

cinais livres na sua molecula.

A viscosidade de solugdes aquosas do polissacarideo diminue

pelo abaixamento do pH e pela adicao de sacarose, ou de clo

reto de sodio.
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RESUMO

Da mucilagem de “raquetes” da palma gigante (Opuntia ficus indi-
ez, Mill.) foi obtido por extracac aquosa um notissacarideo. 0
produto purificado e eletroforeticamente homogeneo foi submetido
a reacoes de hidrolise, metilagdo e oxidagio com periodato de so
dio para o estudo da sua estrutura. 0 peso molecular do polissa-
carideo foi estimado por filtracao em gel de Sephadex. Foi tam -
bem estudada a viscosidade de solugdes aquosas do polissacarideo
e o efeito de sacarose, cloreto de sodio e do pH sobre a viscosi

dade.

Com base nos resultados obtidos foi proposta uma estrutura possy

vel para a “unidade basica® do polissacariedo.
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 SUMMARY

Rqueous extraction of the mucilage obtained from "paima gigante”™
{opuntia ficus indica, Mi11) yielded a polysaccharide which was
purified to an electrophoretically homogeneous fraction. The

purified polysaccharide was hydrolysed, exhaustively methylated
and oxidized with.sodium periodate. The molecular waight of the

polysaccharide was determined by gel filtration on sephadex.
Measurements were made of the viscosity of agqueous solutiocns of
the polysaccharide and of the effect of sucrose, sodium chloride

and different pH on their viscosities.

A possible structure for the basic unit of the polysaccharide was

suggested.
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