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RESUMO

Do fruto do caraguata (Bromelia faustuosa Lindl) foi extral

do um polissacaridecs, que depois de purificado fol submeti

do a varias reacgoes para o estudo de sua estrutura.

Da hidrolise total do polissacaridec em meioc acide, foram
obtidos somente galactose, xilose e arabincse. Fol verifica

da a ausencia de acidos uronicos.

Tor hidrdlise parcial do polissacaridec fol obtide um
polissacaridec degradado, de menor peso molecular. Tan-

- = u Ll
to o polissacariden, quante o© polissacaridec degradado fo
ram submetidos a reagoes de metilascac e oxidagace com perio-

dato de sddio.

Do polissacaridec degradado também foram feitos espentros

- - . 13
de raszsonanclia nuolsar magneiica de O

]

Foram ainda verificados os sentlidos dos angulos de rotagao

dos dois polissacarideocs.

- - - .. - . . . -
U peso molecular do polissacaridec fol determinado por



ultracentrifugacao.

Com base nos resultados obtidos fol proposta uma possivel

- il o ¥ -
estrutura para a unidade basica do peolissacarideo.
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SUMMARY

A polysaccharide was isclated from the fruit of "caraguata”

{(Bromelia faustuosa Lindl). Methylation analysis and

periodate oxidation revealed that the polysaccharide has a
branched structure consisting of D-galactopyranose, D-xylo-

pyranose, L~arabinopyvrancse and L-arabincfurancse residues.

£ N.m.r. spectroscopy was used te assign the configura-
tionn of ancmeric carbons as well the positions of substi-~

+pents in  the monosaccharide rvesidues.

The molecular weight of the polysaccharide was determined

by ulitracentrifugation.
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1. INTRODUCAD

- w - « -~ *
Poligsacarideos tem grande e crescente importancia na tec-
nologia de alimentos onde sac essenclals pelas suas proprig

- .
dades recloglcas.

A importancia da determinagao das estruturas dos polissaca
- - -

ridecs, torna-se evidente, uma vez gue as prapriedades reo
e " — « - -

logicas desses compostos estac diretamente ligadas as res-—

pactivas estruturas,

- - ol * - et -
A Bromelia em estudo, contém um polissacaridec de faecll eX

-

tracio, cuja solugico em agua € altamente viscosa que pode-

R

ria ter large empregoe na indGstria de alimentos.

0 polissacaridec extraido do caraguata, depois de purifieca
do  fol submetide aos mitodos classicos de determinacgac de
sstrutura., Alfm disso o polissacarideo fol hidrolisado

parcialmente e © polissacaridec degradado, submetido a &5

. ~ s . “ 13
pectroscopia de ressonancia nuclear magnetica de Ce

o



2. REVISAC D& LITERATURA

Hampton et al (1), em 198928, hidrolisawram 8 xilana extraida
de determinade tipo de grama, a “oran esparto™, com acido
nitrico diluideo obtendo 93% de xilose. Por metilagio do
palissacapfdea e posterior hidrdélise do produte metilado,

os autores verificaram gque as posicoes 2 e 3 estavam 1i-
vres, & gue as posicoes 8 e 5 poderiam, ou estar lligadas a
cutras unidades de xilose ou fazer parite do anel. Basea-

dos nesses resultados e levando em consideragac a estabi-
lidade do polissacarideo, Hampton et al (1) propuseram Dba

L] 3 - Ll »
ra as unidades de xilese a forma pirancsidica.

. -
Pelo valor de ap = ~109 do polissacaridec, o aulores con-

cluivam gue as unidades de xilose estavam na forma £.

Em 19831, Haworth e Percival (2} estudando a estrutura de
uma xilana empregando metilagdc em meilo alcalino, seguida
z - . v . - ‘ 4 L

de acetdliise, obtiveram um dissacarideo que feol desacetila

g0, & em seguida oxidado com dgua de brema. 0 acido forma

do nessa reacio foi metilado e esterificade; por hidrdli-

se desse produto fol obtido a 2 : 3 ¢ & -~ trimetil ~ xile
piranose que foi identificada pelo ponto de fusac, ana
lise elementar de carbonoe e hidrogenio e analise de g

pos metoxiliceos.



Colson et al (3}, em 1974, empregou a espectroscopia de
ressonanaia nuclear magnética de 138 ne estudo das estru-
turas de varias dextranas lineares e cicledextrinas, por
comparagae com espectros da  Deglicose, e de derivados me
tilados e oligossacarideos da glicose. Os autorass verifi-
caram também a influéncia do ambiente nos deslocamentos qui
micos dos cavbonos nic sé anoméricos, mas também de Atomos

de ecarboneo em outras posigGes, como & o caso de [~b nas

ciclodextrinas e glicanas linesares,

Gorin (4}, em 1875, no estudo da estrutura da manana da

Fhodotorula glutinis, empregou a ressonancia nuclear mag

- 13 ,
netica de C. O espzctro obtido mostrou 12 picos; o au

tor atribuiu os pleces a 101,86 e 98,7 ppm aps carbones ano-

0

méricos e pilovs a 62,7 e 62,3 ppm ac  carbono na DOSiCAs B

o dos outros sinals o autor nreparoy

iy

joda
)
fral #

Para a identificacg
tres mananas com of carbonos nas posigdbes 3,5 e 6 deute-
rados e através da verificacdc de efeitos isotbpicos & e

. [ - “
g, conclulu gue a manana continbha residuos de E-De-manopira

nose ligades em 1 -~ 32 e 1 =+ 4,

0 autor também verificon que o deslocamento de sinais de
ceytos nicleos de C metilados sram semelhantes aos deslo
camentoes observados nesses mesmes nucleos quando ligados

i -
& outros regidung de mAanGse.



Bazeado nesses dados, o autor concluiu gue o deslocamen-
-+ © - - x *

to gquimico & influenciade por diverses fatores estrutu-

rais e portantc, um deslocamento guimico &€ caracteristico

de uma determinada estrutura guimica.

Roy et al (5}, em 1976, hidrolisaram © polissacaridec da

do, compesto de galactose, ramnose, arabinose e dcido ga

lacturonico.

5

degradagao de Barry. Baseados nos resultados
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cbtidos, of autorss propuseram uma esirutura para a uni-

dade repetitiva do polissacarideo degradado.

produtos  obtidos nessas reagoes foram igantificades por
cromatografia em fase gasosa acoplada & sspectronetria de

Hasga .

Segundo os autorss uma 4as fragoes {(H} continha Le-arabl



nose, D-xilose, D-galactese, L-ramnose 2 acido galacturdni
oo e atraves de estudos de metllagaoc og autores mosiraran
que esta fracac tinha uma estrutura altamente ramificada
em diferentes posigoss.

Eribing et al (7)), publicaram em 1376, o©s resultados dos

estudos Teitos com o polissacaridec da Klebsiella tipo 1.

Para a determinacao da estrutura ©s autoyes enpregaram me
s ~ . ~ - P s Lo
rilagac, espectro ds ressonancia nuclear magnetica de "H

e oxidacio com pericdato de sddis. Os autores também hi

drolisaram gradativanmente o polissac Tdeo, obtendo dois

o -, -

digsacarideos & um trissacaridec; esses oligossacarideos,

tiveram as respectivag estruturas slucidadas por mnslo de
PO . e, o «

hidrflise enzimdtica, metilac3o e ressonancia nuclear mag-
- L

netica e H.

Us autores propuseram, baseados nos  resultados, um trigs

o

carfdeo como unidade bisica do polissacarideco.

Seymour et al (B, em 1976, empregaranm especiros de Iessoe
nincia nuclear magnética de T C para a determinagac de es

truturas de uma serie de dextranas, as quais haviam sido an
mers de ramifi-
cagdbes, por meti ilacao. Os especiros mostiraram gue tTodas as

. o~ . * e \ .
ligacoss plicosidicas dessas a2XTranas  eram em Q.




Correlacionando os picos na regiao entre 75 e 85 ppm, com
os resultados obtides na metilacao, os autores estebeleca-
ram gue agueles picecs indicavam a presenga de ligagoes

s-D(L+ 2}, a-IH1 -+ 23}, ou ainda ¢-D{(1 * i),

Foi verificade também, que o deslocamento quimico obser-

. A4 —
vado dependia da temperatura {(yml). OUOs valorss dﬁ-g% 8aC PO

sitivos e estac dentrs do intervalo de 0,01 a 0,03 ppm por

grau Celsius, sendo gque estes valores sae malores do gua

oe valores observados para moleculas penores. Os  autores

observaram também que atomos de carbono DAC ancmericos, com
prometidos em ligacOes glicosidicas, apresentavam um va-

) AS
lor maior para gy«

=

Im 1876, Woolard et al {9} verificaram qus um dos polissaca

Tdens, extraide da casca do sorgo, era constituide de L

it

o glucuronico, dcide 4-~O-metil glu

s
Cu

arabinose, D-xilose, ac

curcnico na seguinte propopgac molar:. 15 ¢ 18 1 2 @ 1. Atra
vis de estudos de metilacdo, de oxidagao por periodato &

por tridxido de cromo, de hidrdlise parcial e de estudos de
ressondncia nuclear magnética de protons, os autores conclul

ram que o polissacaridec era constituido de uma cadeia prin-

- - . -, - - I8 « P PN .

cipal de residucs de 8-D{I -~ U} xilopirancse 1ligados 2m
. g - - - « o

algumas posicdes 7 a residups acidos, e 1igados a resliduoes

n3s redutoras de a ~L-arabinofurancss nas posigoess 3, £ em



alpuns Casos nas pagigées 7 e 2. Sepundo o3 aultores alguns
residuos de L-arabinofuranose estavan substituidos nas po

sigoes 2 ou 3.

Segura e Duarte (103, em 1876, isclaram do caracol Stro-

- - = L] " x *
phocheilus oblongus um polissacarideo, identificado pelos

autores, como sendo uma galactana.

Desga galactana, submetida a tres degradag Ses sequencials
- i -
de Smith, foi obtido wm poligsacaridec de meNOr DESY mole-

-

cular, & de ssirutura mais linear gque o polissacaridec inl

clal.

Por metilagao do §oli$5aca?iﬁaa degradado, 08 aulorss ©ong
rataram que nessa pollissacar des houve um  aumento na pors
centagem de 2, B, © etpi- & diminuicao nas porcentagens de
2, 3, 4, 6 ~tetra- & 4y B - i-, = uma grande variagan Da
guantidade de 2, 3,  wtpieQemetlili-D-galactose, COM rala-
cas  ac pollssacapiéea inicial. BSegundo Segura e Duarie,

ge dariam 2, 3, 4, §& -Te-~

tra- @ 24 35 Y -?riwﬁmmetilmﬁwgaiaciaae% Foram degirui-

Com Dase  NIESSEs ragultades, 08 auitores SUEeTem que 2 de
gradagac oom DEriodato 58 a3 atraves das extremidades nao



redutoras e de algumas unidades internas que vao sendo
expostas, a medida que os residuos finais v3o sendo dea~

trulidos.,

Em 1976, Heaney -~ XKieras e Chapman (11), estudando a e

trutura do polissacaridec extracelular de uma alga &

Porphyridium cruentum através da identificacio dos produ-
tos obtidos da hidrdlise total do polissacarideo, verifi
caram que o mesmo era constituido de galactose, xilose,

glicose, &eido glicurdnice e &cido 2-0-metil glicuronico,

além de grupos sulfato.

Az configuragoes da galactose, glicose e Acido glicuro-

et s

nice foram determinadas pelos autores, atraves de ensaios
com enzimas, como sando D e L para a galactose & D para a

glicose e acido glicuronico.

)

o

prta

clissacar

fud

deo fol dessulfatade e tanto este,como o po
lissacarideo natural foram oxidados com periodato, @ o8
resultados obtidoes mostraram que ambos foram igualmente

Lol - W o
BEENELVELE & OXIdagaa.
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Por hidrdlise parcial do polissacar isola
ram tres dissacarideos que foram submetidos a reagles de

oxldacac com tetraacetato de chumbo, seguida de reducas



" . . - . " e
com hidreto de boro e sodio e os produtos das reagoes foram

fote

{dentificados por cromatografia em fase gasosa.

Com base nos resultados obtidos, Heaney - Hieras e Chapman
- » ** =

sugeriram que no pollssacaridso estudado, a5 hexoses, 08

- * b L3 = a =

acidos uronicos, e aproximadamente metade da xilose esta-

riam ligades 2m 1 + 3.
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Ho estudo das 28

Sporothrix schenckii Mendonga et al (123, em 1576, empre-

garam & hidrdlise total, metilagao, oxidagao com periocdato

seguida de degradagio de Smith & espectrescopia de ressonan-
. P - 13

cia nuelear magnetica de kE e C.

f¢  autorss verificaram gue 5. schenckil nas diferentes  fa

ses de desenvolvimsnto sintetizam polissacaridecs com  es-

truturas diferentes os guals tem a cadeia principal sempre

constituida por manose, e as cadelas laterais formadas por
diferentes proporgoes de ramncse, MENCSe ou galactose,

Dm 1977, Wilkie e Woo (13} estudsram a estirutura molecular

e hambu, atravas  de

de hemicelulpses extraidas de Folhas ¢

idralise total, metilacgio e hidrdlise parcial. 0s oligoessa

It

caridens obtidos a partir da hidrSlise parcial foram identdi

ficados pelos autorss por cromatogralia em papel.



Além disso, os oligossacarideos foram submetidos a PeAGORs

de hidrdlise total e metilagao.

Nz resultados levarvam os autorss a concluir que a cadeia
principal das hemiceluloses era formada por unidades de
xilopiranoses ligadas em 1 ~ 4 com substituictes nas posi-

~ . . ‘ )
ooes 2 ou 3 por residuos ou cadeias laterals.

Em 1877, Lindberg et al (14}, no estude do polissacarideo

dz Klebsiella Tipo 37, smpregaram rea Gas de hidrolise, de
Fy 3 -+ == 3

metilacao, de oxidagao e de degradacic, espectroscopla de
- - 1 13 ]
regsonancia nuclear magnetica ce H @ Z, sendo gue © €8

A

- % L) j_‘- -
pectre de ressonancia puclear magneiicd ue H, zegundc 05

autores, nao Fol bem resclvido.
Basepados nos resuliados obtides, Lindberg et al, propuse-
ram a estrutura do retrassacaridec gue constitula a unida-

n o, -. - -
dge repetitiva do peligsacarides.

Dutton e Yang {(18), em 1877, para a determinagae da estru-

tura de um polissacaridec Zcido da Kisbsiella  sorotipo
K-£7 uzaram especiroscopia de regsonancia nuclear magneti-

1

ca de B e observaran Que O espeoinrse ara pouco resolvido
devido & viscosidade da solugac. Os autores verificaram

que guandc o polissacarideo fol brandamente despoliimeriza



do e o produto obtido examinade por espectroscopia de
regsonancia nuclear magnética de protons, a resolugas
aumentou e o espectrc mostrou cinco sinais na regiao ano-

mérica.

0s autores metilaram o poiisgacariéeo praviamente reduzi-
do e identificaram o8 produfos de hidrOlise por cromato-
grafia em fase gaé&gawespeatrmmetyia de massa 4os aldi-
t&is acetilades. Os autores também hidrolisaram parcial-

N - e .
menie o polissacaridec, Separaram 08 produtos optidos por

filtracio em ssphadex G-15 e analisaram a estrulura dos
cligossacarideos separados, por ressonancia nuclear magné-
-

I

tica de protons, metilacdo, rotaglc Otica, hidrolise dcida
" - . - . - ~ . -

e enzimdtica. Os produtos de oxidagac do polissacarideo

foram analisados por Dutfton e Yang por cromatografia 2m

-
L

papel g em fase gasosa.

Ur

Com  hase nos resultadeos, o5 aulores propuseram um pentas-
: i by I S g, — ke
sacariden, come unidade basica repetitiva do polissacari-

=1

Tm 1877, Woolard et al (1&) na determinagao da estrutura de

NIERISUPIRIEREY

fad
=y

rés fragoes de uma hemicelulose extraida da casca de

ries de sorgo, empregaram reagdes de hidrolise, metilaga

0

P e . - - e - . .
e oxidagao com periodalto de sodio e trioxide de cromo;  fo



ram também determinades am cada fraglo: teor de nitrogenio,
rotagido Stica, grau de polimerizacio e peso eguivalente. Ba
seados nos resultades thiﬁas o auvtores concluiran (gue OS
nolissacaridecs eram formados por cadeias de B-D-xilopirano

ppsicoes 3 ou 2

ses ligadas em 1 + 4, podendo ter algumas
e 3, substituidas por L-arabinofurancse, ¢ algumas nosicoas

? substituidas por acido glicurcnico.

Oz mesmos augtores obsarvaram gug as  tres fracoes de hemice
l .

oy
A

Tulose diferiam sentre si apena

il

&
o)

no grau de rami

¥m 1878, Bhattachariee et al (17) sstudaram og 23pecires 4
S - - -+ v w Bﬂ et . - N
ressonancia nuclear magnética de 7 C na regiadc anomerion
- L
dos polissacarideocs agar, K-CATTASRENan, K-CarTageenan

narcialimente  dessuliatadds & 1-Carragsenan.
- - = - g —y - — - o L 4 e “ ——
Por comparacac com modelos da literatura, 05 auTores &iri

buiram, em cada caso os picos na regize de 103,72 a i

de % A-~snidro-t-L-zalactose. Ko Case de R-oarrageenan =
B oy L o et &

LI

ol arribuido ao C~1 40 ras

i

=iy

se-2-suliato.



Em 1878, Dutton e Mackie (18) estudaram a estrutura do

polissacaridec da Klebsiella sorotipo K-70, empregande

hidrdlise total e parcial, metilagdo do polissacarideo,

seguida de degradagac alcalina e oxidacio sepuida de de

gradacao de Smith.

Qg autores analisaram os espectros de ressonancia Ny
- 1. . i3 ) -
clear magnetica de H e de C do polissacaridec e dos

compostos obtidos a partir da hidrolise parcial, da de
gradagao alcalina e da degradagaoc de Smith.

-

« bt . = > -
A configuragas dos aguoares componentes do  polissacarl

{1

dec foil determinada pela curva de diercismoe circular.

Baseados nos resultades cobtidos, os sautores propussran

um hexassacarideo linear, como unidads basica do  polig-

- .
5aCATIOS0.,
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P . : g

¢
b
i
LAy}
el
0
o
iy
o
5
fir
e}
-
e
e
i
i
!
i1
&
o4
s
s
[§]
it
h
]
{7
-
i
st
[
~t
&
3
)
oy
it
fi
=

. - “ Lad oA Yo
ge parcial dos polissacaridecs orlginals.

i
i ot
L]
i



g

Com Dbase nos resultados obtidos os autores verificaram,
> E .
que um dos polissacaridecs era umad maEncpiranana € o ou-

tro era uma glicuvonoxilana ramificada.

Em 1873, Shashkov et al (20} aplicaram a sspeciroscopia
; .- - 13

de ressonancia nuclear magnetica de C no estudo de he
terooligossacaridecs isolados da substancia H do  grupo

sanguineo, cujas estruturas ja haviam sido determinadas

pia

anteriormente como constituidas de galactose, Z-acetam

do~2-gdesoxi-D~galactitol & fucose.

Para a analise, os autores se basearam em dades obtides
o . . s 1%,
nos espectros de ressonancia nuclear magnetica de L

3 g TA ] T3 = w‘* e (3 =y i
q}_ic.aasz.m@a 2 0LLECESACAarlisns dg @5yt Lrdas Cg_

o

Seymour st al (213, em 1878, empregaram 2s5peciros de res

- - 13
sonancia nuclear magnetica de C no estudo da esitrutu-

ra de duas fracgles de dextyanas produzidas por LeuConos-

+oc mecentercides e gue haviam sido previamente estabele

- .

cidas por reagoss de metilag@o e hidrolise.

fs autores obtiveram melhor rssolugao com o especiro 42
i3 o
ragssonancia nuclear magnética de C obtide a 907°C =1

{0

- ot G
relagac ao espectro obltido a 34 (.



Seymour et al verificaram que uma das fragoes apresentava
substituigdes em 3 e 6 nas unidades de a-D-glicopiranose,

-

mas nao residuos com substituigdes apsnas em 3.

Seymour e Julian (22}, em 1979, empregaram espectroscopia
de infravermelho ocom transformacdo de Faurier,. no estu-
do da estrutura de uma série de dextranas. Os autores

obtiveram significativos resultados por.subtragéc do es

pectro da dextrana a ser sstudada do espectro de uma dex

e

trana lLinear usada como padrao.
Segundo Seymour e Julian, como neste método um polissaca-
ridec padrio & usado como linha de ‘thase, os esbdectros ob

tidos sac diferencials o gue elimina o problema da seme-

;.J
b
Wh

hanga entre o8 espectres de polissacaridecs mesme 05 qus
apresentam estruturas muite diferentes entre si. Alem dis

so  por éste métode s3o obtidos espectres livrees de rulde,

Em 1878, Kennedy =t 31 (73), estudando o polissacaridec

extraldeo das cascas dg semente de Plantage ovata TForsk,

através de andlice de metilacio e hidrolise parecial com

. Ly . - g 1 PO N N
mostraram gue o ?QllSSdCdflqeﬂ tinha wuma cadeid

IR

&3

ot

it
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ipal formada de residucs de D-xilopirancse ligados

v
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em 1L + Y% & 1~ 3 os gualis estariam substituidos ao aeaso,
nag posicies 2 e 3 com arabinose, xilose e acido 2-O-galac

turonil-ramnose.

Tm 1279, Joseleau 2 Marals (24} estudaram a estrutura do

polissacaridec capsular de Klebsiella X Tipo 63 por melo

de metilagic, oxidagdo com periodato, degradagzo alcalina
- . 13
2 ressonancia nuclear magnstica de C.

Para a espectroscopia de ressonancia nuclear magnetica de
‘1‘ 3 ) - - + N - Ll .

¢ os autores hidrolisaram parcialmente o polissacarideo,
para que foBse diminuida a viscosidade e aumentada a solu

hilidade da amostra e assim pudessem ser obtidas solugoes

com concentracoes mals altas.

Os autores encontraram ¢ificuldade em identificar os sinals

R - s - ., 13
do espeotro de ressonancia nuclear magnetica de e &

« - PR - - - - -
atribuiranm essa dificuldade ao fato do polissacarideo ser

- a - - PR .
formado por Tres residucs diferenies.

Im 1480, Dutton e Folkman(25) nz determinagao da estrutura

do polissacaridec capsular da Klebsiella sorotipo K-k em

oregaram metilagdo, degradagac alcalina do polissacaridao

metilado e identificacio dos compostos formados na degrada



- - o
05 sutores tambem estudaram OS oligossacaridecs formados

por hideblise parcial, atravis de metilagdo, vessonancia

o 1 13 .
nuclear magnética de H e ¢ & eramatografia sm fase gaso

sa acoplada a espectrometria de massa.

Para a obtengac dos especiros de ressonancia nuclear mag-
1 13

nitica de H e C do polissacarideo, os autores fizepram
uma despolimerizagdc branda para que foagsse obtida uma soly

-

cdo menos ViscoSa.

_ ) ) -
mitton e Folkman conclulram que O polissacarided era forma
% < - = - 3

o mor unidades repetitivas de um pentassacarided 1inear

frg

- L "
contendo grupes acetllicos.

[ )

Y, astudando POllEBACAT

[
o8

Tm 1880, 0'Reil e Selvendran {

X -

jédos parenquimatosos de Acls

9]

dens da parede celular de te

i

ripos de feilao {"dwarf Ffrench’” e Ypanner ') enpragaram tres

asolventes diferentes pavra a extrag%miﬁmlugéa BQuUOsa de

-

desoxicolato de sédio, fanol-acide acetico-agua € sulfoxi-

58 Y

do de dimetila-agua. As campogigﬁﬁs em MONOBEACETLIGROE,

- L

dos polissacaridecs exiraidos pelos diferente

s

oss F

)

*

i

m
ram muito semelhanies € cada ?PQD&?&@%S continha paquana

= * - v x = - bl
mas significants quantidade de glicoproteinas.



Por anilise de metilagido oz autores identificaram nos
polissacaridecs: acide galacturonico, glicose, galactose e
xilose com ligacSes em Y43 arabinose com ligagdo na posigao
5 e ramnose ligada na posigas 2 sendo gue a ordem de con-
centracic fol a seguinte: dcido galacturonics » glicose »

galactose > arabinose > ramnese > xilose.

Gs poliss carfdecs continham vamificacdes nas posigoes &
¢a glicose, 3 da arabinose e 4 da rammose zendo que arabing

- L, - Ly - >
., xilose e galactose constifulam 0S5 reslcduos Terminalis

W
{h

nac redutores.

Tm 1980, Makumoto e Yamaguchi (27) apresentaran mailoress &£
vidéncias para a esirutura 4e uma mano sfucogalactana obtida
da fruta de Plammulina velutives (Ir).

s zutores determinaram as esiruturas Jos CligORSACAr ridans
- e . . - . - . —
obtidos na hidrdlise vareial do polissacaridec por Tearas o8

cxidacao com perivdato e sosterdicr redugac com hidreto 42

bore o sodio segulda os de

[t

obhtidos da rsagao de sxicacas foram analisados por oromato-
grafia em fase gasosa.



galactopirancse unidos em 1 + 6 e substituidos na posigao

b 3 3 £
2 por residuos ou cadeias de maness e fucose,

m 1980, Valent et al (28) descreveram um novo mnétodo pa
- - hind - v A &

ra a determinacido da sequéncia de residucs glicosidicos

em polissacarideos. 0 método consiste em reduzir, meti

lar e hidpolisar parcialmente o polissacarideo.

o

0s oligessacaridecs obtideos sao etilados, reduzidos e se-

-
i

parados por cromatografia  liquida de alta pressas em fa

in
43
]
6]
b
[
o)
-
ikt
8]
o
‘3
|
4

e reversa e identiflecados  como derivado

cromatografia em fase gascsa scoplada a espeotrometria de
- wh w
massa. Lom este matodo & possivel, segundo os autores, a

. . - + L. -
distincdo entre um residuo pirancsidico ligado em 4 e um

o ¥y N F Al 13 o A o
residus furancsidico  ILg300 em 2.

Segunde Valente et al, esta técnica nac seria comprome-

U
tida opela presenca, no carboidrato a ser analisado, de
ligaches glicosidicas com malor ou menor facilidade de

qusncial teria como vantagens a sua relativa rapidez e a
necassidade  de apenas miligrames de amosiya para & sua



Covin et al (28), em 1980, em continuagao ao estudo da
elucidagie da estrutura do polissacarideo obtide do Copry =
nebacterium insidicsum, empregaram & metilagac e esperiros

- . . 1 13 .
de ressonanecia nuclear magnetica de H e C. A oomposli-

P . = .- . N - ol
cio do polissacaridec ja era conheecida, sendo constitulda

de D-glicose, D-galactose, L-fucose e Zcido piravice.

Os sinais a 10,3 e 102,1 - 01,3 ppm (3C), foranm atyibui-
- X - e P . * 2
dos pelos aniores € um residue ligado eam § e Tyas Iesiducs

em a. Na regiac de alto ca@gag fopam cheervados sinals a

27,1 e 17,3 ppm (20}, gue foram atribuidos aos carbonos ma
+I1ic0s do acatal do acido pirivies na configuragac R e
dos residuos de L-fucose, rasnectivanente.

. . T
0 gspectre de ressonancia nucleay magnetica dg O nao 0L

ham resolvide e neste apenas foram abgervadas uma constan-

te de acoplamento de valor alto, que oOF autores atribuiran
% Farma &, e oubras constanies de valor baixo, atribuldas
a fTorma o.

. .o - e . . - )

solissacaridec com acido trifluorcacetico, 48 autores  BTO
- . - LS [ SN U T P

THIB e AN A o rrutura ?&V‘Ei A unldGads masloa a0 k)'.'}wi.,.;.:ﬁ:»at:m?_‘,”’



Em 1380, Hranisavlijevidé - Jakovljevié et al (30) estuda
ram um polissacaridec obtido por extragac com #Aicall do

* ) — . . .
1iquen do carvalho ({etraria islandica (Lyy, Os autorss

com base em estudos de metilaclo, oxidacdo com periodato
EUCIE S T4 x e - -
g hidrolise parcial, mostraram gue o polissacaridec  ten
b . ' - . . - -
uma estruotura ranificada cuja cadeia principal e formada

- -
de residuns o

i

glicopirancse e dcido glicuronico ligados
em 1+ 2 e residuos de glicopirancse ligados em 1+8 e

oy Lo+ By

. il * - Ll R T e T
Por comparacac dos 0llgossacarlideos ohtidos na hidroli-
- ) Ld o . G
se parcial com oligeossacarideos sadroes, ofF AuTOrss de

e -

monstraram a predominancia de ligagoes B, fato confivma-
do pela baixa rotagao otica e dades de especiro de infra

veprmelhe 40 Do



3,1. Carvaguata (frutos)

., - e - -
Os frutos do caraguata, planta pertencente a familia das

fromeliaceae {Bromelia faustuosa Lindl), utilizados neste

tpabalho, foram colhidos na Fazenda Santa Flisa, Campinas

em Jurho de 1878,
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neiag fol 1M
[

produto comercial com grau aleotlico de 39,5 Gl

O acicarss ussdos COWO nadraes foram produicg DUNCE para

- . a
a analise da marca Merok.

o v - LR - [

Os poliois (treitrol e eritritel) e os aldexdos {glicolal~
N " N - o . . P LA e

cdelde, gliceralaslao @ formaldeido) utilizados come. Da
drSes na identificacdc dos produtos de nidrolise do DO
tisszcsrides oxidado e redurido foram produlos pures para
z analise da marca Blgma.

Og glieasﬁﬁecs USAGOR DAPE & prabaragsc de derivados  meTL

- ~Z2-



lados da glicose, galactose, xilose e arabincse foram pro-

dutos puros para & analise da marca Sigma.

o5 derivados metilados da glicose, galactose, xilose & ara

d
A

u - -
sinose foram preparados por metllagac dos MONOSSACAridecs
- > el -
e dos respectivos giicosideos segundo Sandiord e Conrad

{313,

0 wmaterial usade nos experimentos de cromatogralia em cama
da delgada foi silica gel G-80 da marca Merck.

0s demalsz reagenites utilizados neste ryabkalho foram produ-
tos pro~andlise das marcas Merck, Carlo Erba, PBakern o

A
Tak
>
ik
{5
r
{i
;v.-wi
L
l o
i

(g anarelhos utilizados nesis +rabalho  foram:

-
-

- Ispectrofotometre de absorcie infravermelno Pye Unicam,

b

modalo SF 1080,

- Ceptrifuga International, modelco K.

L



Potenciomnatre Mstrohn Herisau E 512 com microeletrods

oombinado.

Evaporador rotatorio Buchler Instruments, Inc.

Fstufa Fanem, modelo 320/1.

Liofilizador Virtis modelo n® 10-146 ME

i1izador Stokes modelo 24 .0,

“

Prenza manual hidraulica vertical Bardd
" - . 7

xima de 10 kgf/om™.

CromatOgrafo a gas Perkin Elmer modelo

R

stea fotoelétrico Carl Zei

PN
03
i
3
O
=

~BA.

Fl hr o R e . P -
Ultracentrifuza Spinco Deckman moceL0 5

~75.

o2
uF

s}

<

ranectrometrn Varian ¥L-1U00-1S-FT (25,2 MHz).
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-
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. METODOR B RESULTADOS

o~ N ’ -~
5,1, Métodos quimicos de analise.

A umidade foi determinada segundo o método 28008 deseriio

A determinacho de cinzas fol felta sepunde O metode ZB0LZ,
gdescrito em ADAC (32,

aefetuada segundas ¢ srocedimente des

& reacic de Blureto fol feita pelo matodo 22013 descorito



- L I -~ .
4,31.5, Prova para ACLA0S uYOnicos

& prova para acidos uronicos fel efetuada po

¥4

reacac  com

-

‘todo desori-

%, - 3 i ~
carbazol € acido sulfurico de acordse oom &

e

+o por MeComb e Melready {347,

- - “ -~ = e = et
4,2, Extracac e purificacad do polissacaridec do caraguala

0 suso do capaguatd (que e onde se encontra o polissaca
e F Fag > T ke T . - - ] ol i . . *
~Thaad fol obtido por preansagem oos Feutos 218 Rrensa hi

Yarias cargas de Trulos contendo cada uma 3 kg, foram

3
W
+

ok v

prensadas separaganente, sendo gue cada uma fo prensada

: I3
AoTD LS008

il
&
g
A1l
w

\

vpog vazes. O suce de todas as  CATEES

dando um total de 10 litros. U suno, 1iguido viscoso, fFol

* LY bt} . 4T T e - e oy i . Fogy
semarads dos residucs por filtragac atraves de um pano i
.

T L - e B et s o "ﬁ“‘*‘“v-i s g g = s
He £iltrado o DOILSESACaTIOs0 L04 ~reciplitade poy AL1ga0 U2

0 wrecipitado fol deixado em repouso nor 24 horas, apns o
que fel filtrado atraves de um panc fino, Lavado Tres Ve
ses com efanol a 75%, uma vei  COE sztannl akscluto, &
£ s ) : oo [ N s -

Finalmente com acefona & seoo & %9 £ enm sstufa a vacuo



por 24 horas. O rendimento do  processo fol

o
P
*

Ho produto obtido foram determinados Teor de umidade e de
cinzas, & feitas reagbes de Fehling, Biureto e para Acidos

aronicos, com os seguintes regultados:

umidade - 8,73%
cinzas  0,71%
reacio de Fehling : (4]
yeacko de Bilureto ¢ (=3
reacho para acidos uyronicos @ (=)

o oplissacaridec assim obtido foi dissolvido am agual destl

.o < s ; by PYRR : Co

tada e dialisado primeliye conira agua destilada a 570 por

% L - ] * £ e e

48 horas o em seguida conlra AZUA desionizada a o nar
- - s P s oA

2% horas & a Suspensan de polissacariaas Il antan liofill

TEGR .

E - 5 TG g g R R R e 1‘:1Pt."'. o ",j I} f ; ‘:’Tﬁi“"w

ey polissacarides 110I11Izad00 {polissacarides ol Telts

reanas G2 Fehling com vesultado negativo.

-

u,2, HideAlise total do poli:

Tras granas o soligsacarideo T fopram adicionados a 100 ml
g L e % 5 e e D{_‘f‘ TE Tiomag
de Acidn olorlGricd 18 g hidrolisanos a FOUC por 15 ROPAS.



A solugao fol nsutralizada com bicarbonato do sodio e desio
nizada pela adigao de uma mistura em quantidades iguals das

resinas Amberlite TR120, forma H¥, 28-35 mesh e Amberlite

Ipu5, forma OH, 28-35 mesh. O material nac retido nas re
sinas foi liofilizado e usado na identificagao e na dosagem

dos agucares.

b, b4, Tdentificacdo dos produtos da hidrdlise total do polis-

sacaridea I

it.5,1. Identificagac por cromatografia

0 obtidos na nidrdlise teotal do polissaces
rTdee I foram identificados opor cromatografiia

durante 2% horas,

G fol acsiato o=

& . 2 5 1 (wiv) (235) e o prevelador usado foi pranisidinaz-aci

SRy OR




Y.4.2, Identificagio mor cromatografis em fase gasosa

ol . " » )
Dog agucares obitidos em %,.3. foram preparadas &3 OoxXimas si-
1iladas de acordo com o metodo de Mason e Slover (373, as

guals foram ewpregadas na cromatopgrafia gasosa.

. - el
0 solvente usado para a adigao da amostra no cromatogralo

fol o hexano.

A separacio fol feita em oolunas de ago inoxidavel de
3,66 m x 2 mm &.1i., empacotadas com 2% silicone QV-17, @m

Chromnosord W-AW-RMDS, de B0~31050 mesh.

Como gas de arvaste fol empregado nitrogenlic com VAZSO de
30 mb min —. As vazfes de hidrogenic e ar, foram 35 mb
S < T C ok g s S nrm S
min g 500 mbL min 7, respectivansnte.
+ P - . 3 o s s - {J-;-z-s:.. S ’}{,}QOCQ ey g o e
45 tTemperaturas empregadasg Toram: celeQior 2 3 inieton

o e - x : ol e_r"'_‘
5070, eoluna indecisimente a L0700

do npapel no



tempos de retengao dos produtos obtidos na hidrolise,

os tempos O retencan de acuCAres padrac.

A x

A& figura 1 mostra O cromatograma abtido.

I‘?’l&ﬂ

Q0T

" L " - -
Dosagem dos MONgsSsacariaeos regultantes da hidrolise

total do nolissacariden I

Tyan amostras, contende cada uma 40 mg do produio ohitido am

4,3, as quais foram juntados 10 mg de inositol {padrac in

rerna) Foram cromatografadas de soorde com o método descri-

o am B.4,2. De cada amosira Fepam Feitos 5 cromalogramnas.
- - - =

A quantidade relativa dos acucares foir determinacda S£EUNGO

vason e Slover (377,
A& relacac molar encontrada foil de & : 2 3 2 para ga
lactose, xilose & avabinose regpectivanente.
Ty o il 4 . 2 = b} - - bl

B.5. Hidrolise gradativa do polissacaridee T

- . N -y “ - . - . - e .
A g do polissacarices 1Tiafilizado Toram Tuniacds 100 mb
SR~ Y o ¥ s 11 A ey N = 700, a cada
S aeddo CLOPIGERLOR & @& MALsETura & Ju L 4 CRLa
30 minutes fol retirada umpa aposira de & wml até um maxime



de 16 horas. Cada amostra foi submetida a cromatografia em
placas de silica, previamente “fara iz com bissulfito de s&
dio e tampdo de fosfato-citrato a pH 4,0, segundo © método

de Pruden et al {283,

Ao mesmo Tempo, junto com as amositras, fol cromatografada

uma mistura contendo xilose, arabinose e galactose.
A revelagido fei feita com pranisidina: Zoide ftalico (361,

Depois de 340 ﬁ?ﬂutab houve aparecimento da2 galactose e ara

nincse; a xilose sd fol observada depois de 120 minutos.

2, 7. Oxidacan do polissacaridec T e hidpolise

0 nolissacaridec I fol tratado com periodato ds shdio &
em sezuida com hidreto de Dhoro e sodio segundo

al (3%).

O wyoduto obtido fol posteriormente nigrolisado, da manei-
ra descrita em 4,3,

4.8, Tdentificacie dos produtos obtidos na oxidacas e hi-




5.8.1. Idsntificac3c de aldefdos por cromatografia em cama-

da delgada

0 aldeide presente no hidrolisado obtido em 8.7 fol separa-
do e identificade por cromatografia em placas de silica de
0,25 mm da esspessura, sendo o solvente empregado: Dbenzeno,
etanol, aAgua 2 amdnia na proporgac de 200 : ¥7 : 15 1 v/v
(fase superior) (#0); como revelador Fol empregada solugao

de 2,4 - dinitrofenil - nidrazina (383,

Por comparagac do Ry do produto nbtido, com os Ry de CoOmDOE
& - -t

sy

e . . - e . . - . . - - %10? -
ros padrac (formaldeide, glicoaldeldo e gliceraldeido) foi

.

1A ﬁi " T3 d =1 Ant Any nirenent
oarGeran comn O I AL O8O0 TITEREREITLE .

By e e i
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0 poliol presanis NO hidralisado obtido em #.7, fol identi-

f

ficado por cromatograiia ascendente em papel, tendo come sol

{L})

. butanol, piridina e Agua na proporgac de 6 1 M ¢ 3

SEnT

%
{

B

i)
LR
b
!..-h
[

0 rewvelador usado fol nitrato de prata-hidroxide de



Ao mesmo tempo foram cromatografadas, apostras pALPAT de
glicel, glicerol, treitrol e eritritol.
Por comparagac dos Ry dos compostos de hidrGlise com 0§

-

E? de compostos padrao fol identificado o glicerol como o

o . -
unioe peoliol presesntie.

4,8,3. Identificacdc por cromatografia em papel dos moncs-

-
sacarldecs recyparados

nor eromatografia em papel, de manelra analoga a descrita

em B.4.1.

Par este metedos foram identificados xilcose, ara =

galactose.

b,8.4, Tdentificacds dos  produtes de hidrdlise por cromar
tografia em fase gasosa

R i B



As condigdes de operacico foram andlogas as descritas ne

- — L Ee] L

item 4.4.2 com excegio da programagac empregada: 8070 ate
0 o . . O ;|

1807C a 4°C por minute, isotsrma a 1%0°C por 1% minutos e

oy ) - o . o D .

finalmente programagas & 4 C por minuto ate 1827°C, segul

~ o . o
da de programacado a 6°C por minuto até 2807C.

A identificacio foi feita pelos fempos de retengac dos com

postos. (Figura 23,

H.8, Dicsagem Gos m&nassacarféa@s PEOUDE RGOS na_@xidacéc

. * - - - Lad ~
com pericodate de sodic do woligsacarides 1

A& guantidade relativa de monogsacaridess guUe nAan  SOITETAR

e

s
bt
§ 4y
HES
b
§ L
3
o
£
7
Q2
bt
o
-
ik
3
oy
Hi]
b

L3 -~ iy
do poelissacaridan

; P R34 he % - g L K o e =
slgtura foram adlcionades 10 mlL de solugac 0,7¥ de periocda
. . e R o e e I
vo de 85430 & a solugas obtida fol mantida a 57C por 72 ho
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Para a cromatografia em camada delgada foram empregados tres
sistemas diferentes ds solvente: éter diisopropilice e meta-
nol na proporgac de 5 1 1 {vw/v) {(84)3 acetona e benzeno na
DYODOTGES de.l : 1 (w/v) {45) e benzeno, stanol, Agua £ amo-

aia na proporeac de 200 @ M7 @ 15 1 (v/w) (uO}.

Como revelador, para os cromatogramas tTanio em papel COMO

iy

ey

am camada dalgada, fol usada solugaon de p-anisidina-ac

fralico (36).

. * . - . oo
Entre os produios de hidrdlise do polissacaridec I metilado,

by
fdn
[N
e

.

e
i

Foram 3 -

HEN

Fficados por comparacac dos respeotives RF @ Rg

com os valores de compostos-padran: 2, 3, ¥, & tetra-O-metil

salactose e 4, 3, 5 tri-0-metil arabinose; por COMPATAGAS COM

valores 4a literatura (48) fol identificado o Z, 3, % ~tri-O-

4,13, Estudo da estrutura do polissacerideo por ressonancia

- = s - - . - am . o v
Trag amostras o2 6 cada una 0 DOLLSRATAPYLOR0 Toram adiono
nadas separadamente a 200 =L de aclde cloridrico 1N e agueai~
; " . e e .
dag & 7070 por 2,4 e 5 hioras respecllvanente apos o due  Caua

iugae foi diglisada cont agua destilada 5°C por 8§  ho
solingac foil dizlisada contra agua destilaca a o L po i



. P - o
ras segulda de dialise contra agua desiconlzada a 5 O por 24

horas.

e
"
Fod 3

Em seguida, de cada amostra fol precipitado o polissacam

iy

dao
degradado por adicio de Alcool 85%; as suspensoes foramdeixa

das em repouse por 28 horas e sm segulda filtradas. Us DrEcipl

J

dog tres vezes com etanol 85%, uma

H

vz

&

4!

tados separados Toram 1

1.

vez com  etancl absoclute, finalmente com acetona e mantidos

sgsscador a vaouo por 24 horas.
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£
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4,13.2. Fepectros de ressonancia nuoleary magnetvi

Fier g
e an

- J00 .7 tempo de 20ulsies
mulses 9,2 sepundps, pw LU-4%




. v : - - w m .
0 meihor espactro fol obtide com o polissacarideo hidrolisa
dn durante 6 horas (Polissacarides II) o gqual fol usado pa
ra a interpretagac {(Figura S5).

IR

oy n - . . " = - R
1. 18, Hidpolise total do oolissgacariden I3

I 4 - - n X 4

Trés gramas do polissacaradeo II foram hidrolizados ©omo
desopito em 4.3 e o8 produtes de hidrGlise foram idantifica
dos por cromatografia em fase gasosa de manelira analoga A&

™of
L b e



M.16. Oxidacao do  polissacaride : dentificagao  dos

&
o
b4
e
D
G

¥ Pl =
orodutos de hidrolise

- - u -, a— . v v
A pxidacao do polissacarides 11 com periodato e a identi-
Ficagao dos produtos de hidrolise, foram feitas por croma-

tourafia em Tase gasosa de acordo com of melodos descrliitos

{"C’é

em 4.7 e 4,8.%, respectivamente. Toranm identificades gli-~

Q
;._.-2

colaldeido, glicer arabinose, xilese e galactose (Figu

;“E}"
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