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RESUMO

O polissacarideo da goma de Vochysia tucanorum foi obtido por extracdo aquosa a
temperatura ambiente (PVT), aquosa a quente (PVTQ) e por extracdo alcalina (PVTK).
Todas as fracOes apresentaram-se heterogéneas por HPSEC-MALLS e foram
submetidas ao processo de purificacdo por congelamento e degelo, através do qual
foram isolados 2 componentes com massas moleculares diferentes ( para todas as
fracbes. Em seguida as fracdes sobrenadante de congelamento e degelo foram
reunidas, assim como as fracées precipitado de congelamento e degelo, pois possuiam
composi¢cdes monossacaridicas e espectros de RMN muito semelhantes e foram agora
denomindas de SGD-PVT e PGD-PVT, com M, 350.000 e 520.000 g/mol
respectivamente. As duas fracdes foram submetidas a degradacéo controlada de Smith,
expondo cadeias laterais de B-Galp 3-O substituidas, e demonstrando que as unidades
de arabinose estéo localizadas perifericamente no polissacarideo. Através de hidrolises
acidas parciais foi verificada a presenca de uma glucuronomanana como cadeia
principal, dado este confirmado através de analises de RMN, metilacdo e
carboxirreducdo. A analise dos derivados metilados da fragdo carboxirreduzida mostrou
a presenca de [B-D-Glcp 4-O substituida, revelando que as unidades de [-D-GlcpA
encontram-se ligadas em O-4. Do sobrenadante etandlico foram isolados dois
oligossacarideos, uma [-D-xilana 4-O substituida e uma mistura de oligossacarideos
com um componente em maior proporgcado que corresponde a ArasHex,. A extracédo do
polissacarideo da goma de Vochysia thyrsoidea foi realizada apenas por extragédo
aguosa a temperatura ambiente. Este polissacarideo (VTy) foi submetido a
degradacdes controladas de Smith e hidrolise acida parcial. Os polissacarideos gerados
foram analisados por RMN e metilagdo. A estrutura encontrada foi uma
glucuronomanana. Os dois polissacarideos estudados possuem na cadeia principal a
unidade repetitiva - 4)-B-D-GlcpA-(1 - 2)-a-D-Manp-(1 -, onde as unidades de manose
estdo substituidas em O-3 por cadeias laterais de B-D-Gal 3-O substituidas, sendo estas
cadeias laterais ainda substituidas por cadeias menores, ou unidades simples, de a-L-
Araf. As unidades de [-D-GlcpA quando encontram-se substituidas também em O-3. A
estrutura
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ABSTRACT

Extractions of the gum exudate of Vochysia tucanorum were carried out with water at
25 °C to give polysaccharide PVT, at 80 °C to give PVTQ, and with aqueous KOH at
25 °C give PVTK. Each fraction was heterogeneous and was submitted to freeze-
thawing, providing soluble and insoluble fractions which were homogeneous and had
similar contents of arabinose, mannose, glucose, galactose, and glucuronic acid. Due to
their higher yield, monosaccharide contents, methylation data, and **C-NMR spectra,
insoluble (PGD-PVT) and soluble fractions SGD-PVT, were selected for more detailed
studies. These contained similar chemical structures, although different M,, 520,000 and
350,000 g/mol, respectively). Mild acid hydrolysis of PGD-PVT removed Araf units,
revealing a core (HP4-PVT) containing nonreducing end- and 3-O-substituted units off3-
D-Galp and 2-O
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1 INTRODUCAO

O termo goma, de um modo geral, € usado para definir os produtos de natureza
polissacaridica que sdo exsudatos vegetais, geralmente resultantes de traumatismos.
Estas gomas se acumulam em lacunas situadas em diferentes tecidos que, quando
feridos, exsudam. Os fatores elicitores da biossintese das gomas estdo bem
estabelecidos quanto a evidente influéncia das condi¢cdes de estresse na casca das
arvores produtoras, incluindo injdria fisica, ataque de microorganismos, periodos de
estiagem e outros fatores ambientais. A biossintese destas estruturas complexas
depende de uma ampla cascata enzimatica, além da eventual participacdo de fungos e
outros microorganismos no processo, estimulando ainda mais a producdo dos
exsudatos (SANDFORD e BAIRD, 1983).

F. SMITH e J.K.N. JONES (1949) definem as gomas da seguinte maneira:

“Substancias originarias de plantas que sdo obtidas como exsudacdes dos frutos,
troncos ou galhos das arvores, espontaneamente, ou depois de injiria mecanica da
planta, podendo ocorrer por incisdo da casca, ou pela remo¢ao de um galho, ou depois
ainda de invasdao por fungo ou bactéria.”

Estas gomas de exsudatos sdo constituidas principalmente por polissacarideos
produzidos, principalmente, por um grande numero de plantas e que sdo facilmente
vistos nos troncos das arvores, como massas de cor variavel e as vezes secas. Elas
ndo sdo produzidas exclusivamente nos troncos, mas também nos galhos e frutos e
aparecem, na maioria dos casos, como mecanismos de defesa da planta. BELESKI-
CARNEIRO et al. (1999) estudando a goma dos frutos de Chorisia speciosa, relata que
esta goma era produzida apos a injlria mecanica nos frutos e que esta é muito similar a
goma arébica e diferente da goma do tronco que é uma glucuronomanana.

A maioria das gomas estudadas até hoje sdo de Angiospermas, mas também
sdo descritos estudos para Gimnospermas. As principais familias que tiveram seus
exsudatos pesquisados sdo: Anacardiaceae, Bromeliaceae, Burseraceae, Cactaceae,
Combretaceae, Coniferaceae, Gnetaceae, Leguminoseae, Meliceae, Ombeliferae,

Proteaceae, Rosaceae, Rutaceae, Sapotaceae e Sterculeaceae. Dentre estas a mais



estudada é a familia Leguminoseae, onde se encontra a Goma Arabica e muitas outras
Acéacias (MENESTRINA, 1999).

A composicdo dos exsudatos é muito variada de espécie para espécie, alguns
sao de composicdo muito complexa e isto torna o seu estudo cada vez mais
interessante. STODDART e JONES (1968) trabalhando com a goma do liméao (Citrus
limonia) detectaram a presenca de uma galactana altamente ramificada com ligacdes 3-
(1-3) e B-(1-6) dispostas de maneira ndo ordenada, com ramificagbes de ramnose,
acido glucurdnico e arabinose. DELGOBO et al. (1998) pesquisou a goma nativa de
Angico Branco (Anadenanthera colubrina) e descreve o polissacarideo como uma
estrutura extremamente complexa (FIGURA 1), que contém 26 sinais na regido de H-1
por RMN-'H e 20 sinais na regigo de C-1 por RMN-*C, o polissacarideo em quest&o
trata-se de uma arabinogalactana, onde a cadeia principal € composta de unidades de

(1 - 3)-B-galactopiranose e variados tipos de cadeias laterais.

FIGURA 1: Representacdo esquematica da arabinogalactana, presente na goma de
Angico-Branco (Anadenanthera colubrina), com ligacbes B-(1-3). Ramificacdes na
cadeia principal em C-6 por cadeias laterais de galactose, arabinose, acido urénico e

ramnose.



Com a mesma complexidade se apresenta a goma nativa do cajueiro,
Anacardium occidentale, (MENESTRINA et al., 1998). Uma heterogalactana &cida
(FIGURA 2) que apresenta como cadeia principal unidades de galactose unidas por
ligacdes B-(1 - 3), onde se encontram cadeias laterais de (-D-Galp com ligagbes B-(1 - 6)

e como terminais ndo redutores unidades de a-L-Araf e B-D-GIcpA.

FIGURA 2: Representacdo esquematica da arabinogalactana, presente na goma de
cajueiro (Anacardium occidentale), com ligagbes B-(1-3). Ramificagbes na cadeia
principal em C-6 por cadeias laterais de galactose e terminais nao redutores de

arabinose e acido glucurénico.

LEON DE PINTO et al. (1998) isolou um polissacarideo do exsudato de
Laguncularia racemosa. Devido a sua complexidade, os autores utilizaram degradacdes
controladas de Smith obtendo-se diversas moléculas por este processo, dentre eles um

pentassacarideo. O mesmo pentassacarideo foi obtido por hidrolise acida parcial,



sugerindo que o mesmo faca parte da cadeia principal, corroborando com os resultados
obtidos de estruturas complexas de gomas, como foi sugerido por ASPINALL (1969).

Mais recentemente, TISCHER et al. (2002a) estudaram os oligossacarideos
livres e redutores da goma arabica e desta maneira contribuiram para a elucidacéo da
estrutura tdo complexa desta goma. TISCHER et al. (2002b) também estudaram o
polissacarideo da goma Ghatti. Este polissacarideo tem sido estudado exaustivamente
por varios pesquisadores e, mesmo assim, 0s autores encontraram algumas diferencas
em relacdo ao que ja foi publicado, dentre elas pode-se citar a substituicdo em O-4 das
unidades de (B-GlcpA por unidades de a-Rhap.

Outras gomas vegetais estudadas foram as gomas das palmeiras jeriva (Syagrus
romanzoffiana) e leque-chinés (Livistona chinensis). Os dois polissacarideos
apresentam-se como heteroxilanas altamente substituidas. Em dados publicados por
MAURER-MENESTRINA et al. (2003), o polissacarideo de leque-chinés apresenta
terminais ndo redutores de a-L-Fucp substituindo em posi¢éo 2 unidades de L-Araf e/ou
L-Arap. SIMAS et al (2006), estudando o polissacarideo de jeriva, encontraram o
mesmo padrdo de substituicdo, caracteristico para polissacarideos das gomas da
familia Arecaceae. SIMAS (2004) estudou a goma de Scheelea phalerata (Uricuri) e
mais uma vez encontrou uma xilana altamente substituida (FIGURA 3) com unidades
de fucose terminal, indicando uma forte caracteristica desta familia e corroborando com

a hipotese anteriormente sugerida.
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FIGURA. 3: Representacdo esquematica da heteroxilana, presente na goma de
Scheelea phalerata (Uricuri), com liga¢gdes B-(1 - 4). Ramificacdes na cadeia principal

em O-2 ou O-3 por unidades de arabinose e xilose.



WAGNER et al. (2003) estudando a goma de Vochysia lehmannii (Quaruba),
uma planta amplamente encontrada no Brasil desde a Amazonia até o norte do Paran4,
encontrou um polissacarideo com espectro de RMN-'3C muito simples com apenas dois
sinais na regido de carbono anomérico, o0 que é incomum para polissacarideos de
gomas. Este detalhe despertou o interesse para a determinacdo estrutural deste
polissacarideo, onde foi encontrada uma glucuronomanana (FIGURA 4) de estrutura
muito simples e pouco ramificada. Esta glucuronomanana possui em sua cadeia
principal unidades de a-D-Manp, substituida em O-2, e unidades de [B-D-GIcpA,
substituidas em O-4, alternadas. Algumas unidades de manose podem ser substituidas
em O-3 por unidades de arabinofuranose ou arabionopiranose e estas substituidas por

unidades de glucopiranose.

OH

FIGURA. 4: Representacado esquematica da glucuronomanana, presente na goma de
Vochysia lehmannii (Quaruba), com ligagdes - 4)-B-D-GlcpA(1- 2)-a-D-Manp-(1-

alternadas.



1.1 Importancia das gomas

Ha milhares de anos que os exsudatos vegetais, incluindo as gomas, séo
conhecidos e manipulados com diversos fins, desde 0s antigos egipicios que as
utilizavam nos preparados para a mumificagdo até os dias atuais onde elas séo
componentes de manipulagbes farmacéuticas, tanto alopaticas quanto cosméticas.
Além de serem utilizadas em diversos segmentos industriais, principalmente, por suas
propriedades geleificantes e entre estas industrias podemos citar as industrias de
detergentes, téxtil, de adesivos, de papel, de tintas e a alimenticia (WHISTLER, 1993;
RODRIGUES, PAULA e COSTA, 1993). Nestas industrias as gomas utilizadas tém
diversas finalidades como agentes espessantes, geleificantes, emulsificantes,
floculantes, clarificantes, encapsuladores, estabilizadores de espuma e suspensoes,
entre outras (BeMILLER, 1987).

Tomando por base a goma arabica, exsudato produzido nos galhos e troncos da
Acacia senegal (Wildenow) ou outras espécies relacionadas de Acacia spp. (Familia
Leguminosae), atualmente mais de 70% do fornecimento mundial desta goma é
proveniente do Sudao. As outras areas produtoras sdo o Chade, a Nigéria, Senegal,
Mali, Mauritania e o Niger (CHIKAMAI, 1997).

Alguns dados de producdo e comercializacdo destas gomas estdo disponiveis e
€ possivel verificar que em grande parte os paises do continente africano dominam este
mercado. Somente a Nigéria comercializou apenas em goma bruta, sem refinamento,
US$ 26 milhdes em 2004 e a expectativa de crescimento é para US$ 30 milhdes em
2010. Se a goma arabica € refinada antes de ser comercializada estes valores
aumentam e foram da ordem de US$ 103 milhdes em 2004 e com expectativa de ser
US$ 120 milhdes em 2010 (ABDULLAHI, 2004). Este crescente mercado faz do Brasil
um potencial produtor, devido a sua flora vastissima e ainda pouco explorada.



TABELA 1: Fontes de goma arabica em 12 paises africanos participantes do projeto de

controle de qualidade da FAO.

Métodos de obtengdo da AG
Pais Acacias utilizadas Fonte da AG Acacias utilizadas Fonte da AG
para producao de produzida para producgéo de produzida
AG comercial AG comercial

1 2 3 4

Burkina A. senegal o o A. senegal *%

Faso A. laeta - A. laeta %

A. seyal - A. seyal %

A. gourmaensis - A. gourmaensis **

A. dudgeoni o A. dudgeoni .

A. raddiana - A.raddiana *

Mali A. senegal -, o A. senegal % %

A. laeta o o A. laeta - **

A. seyal . A. seyal .

A. polyacantha - A. polyacantha *x

A. raddiana - A. raddiana *x

Mauritdnia | A. senegal . . A. senegal *x *x

A. laeta . A. laeta %

A. seyal - A. seyal *x

A. macrostachya o A. macrostachya **

Senegal A. senegal o o A. senegal % %

A. ehrenbergiana o A. ehrenbergiana - %

A. laeta *% A. laeta *%

A. macrostachya o A. macrostachya .

A. macrothyrsa . A. macrothyrsa .

A. nilitica . A. nilitica %

A. polycanthat % A. polycanthat %

A. sieberana o A. sieberana **

A. tortilis o A. tortilis -

Sudao A. senegal var. % % A. senegal var. *x

senegal senegal

A. seyal var. seyal - A. seyal var. seyal *x

Etiopia A. senegal var. o . A. senegal var. % %
senegal senegal

A. senegal var. o A. senegal var. %
kerensis kerensis

A. seyal var. seyal o A. seyal var. seyal %

A. seyal var. fistula o A. seyal var. fistula *

A. polyacanthat - A. polyacantha x

A. drepanolobium . A. drepanolobium .

Quenia A. senegal var. - A. senegal var. **
kerensis kerensis

A. paoli o A. paoli .
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liofilizada. O rendimento desta fracdo foi de 12% (24 g de polissacarideo em relagcdo ao

peso de goma umida).

FIGURA 6: Fotos da goma de Vochysia tucanorum.
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Com a finalidade de obter maior quantidade de polissacarideos, as particulas de
goma que nao solubilizaram na extracdo aquosa a quente foram submetidas a extracao
alcalina a temperatura ambiente. Utilizou-se 1 L de solucdo aquosa de KOH 1% e
adicionou-se aproximadamente 50 mg de NaBH,4 para proteger as pontas redutoras dos
polissacarideos. Nesta etapa ocorreu uma completa solubilizacdo da goma. A solucéo
resultante foi neutralizada com acido acético, concentrada em evaporador rotatério até
300 mL e adicionada a 3 volumes de etanol para a precipitacdo dos polissacarideos,
gue foram removidos por centrifugagéo, gerando a fragdo PVTK, que foi dialisada em
membrana de 12-14.000 Da contra agua corrente e liofilizada. O rendimento desta
fracéo foi de 3% (6,0 g de polissacarideo em relagéo ao peso de goma umida).

Apés as etapas de extracdo dos polissacarideos, o primeiro experimento a ser
realizado foi a determinacdo da homogeneidade através de HPSEC-MALLS. Os perfis
de eluicdo obtidos para PVT e PVTQ foram idénticos e mostraram amostras
heterogéneas, pois foram visualizados dois picos (FIGURA 8) utilizando o detector de
indice de refracédo (IR). Este experimento ndo foi realizado para a fracdo PVTK, pois
esta ndo era soluvel em agua. Este perfil heterogéneo levou a um primeiro passo de
purificacdo por congelamento e degelo, onde a amostra é solubilizada em &gua
destilada, depois é congelada e descongelada varias vezes, centrifugada para separar
a parte soluvel da parte ndo solivel em &agua fria, até que no sobrenadante deste
procedimento ndo seja visualizado mais a presenca de precipitado ao se descongelar o
material. Desta maneira, realizou-se este procedimento para PVT e PVTQ, de onde
foram obtidas duas subfragbes: sobrenadante de congelamento e degelo (SGD-PVT e
SGD-PVTQ) e precipitado de congelamento e degelo (PGD-PVT e PGD-PVTQ). Na
FIGURA 9 encontram-se resumidos 0s processamentos realizados com cada fracao.

Um novo experimento de HPSEC-MALLS foi realizado para estas fracdes obtidas
e verificou-se que agora as amostras estavam homogéneas, pois com este
procedimento simples de purificacdo utilizado foi possivel separar os dois picos antes
encontrados na amostra original (FIGURA 10).

Com as fragBes foi possivel determinar seu peso molecular. Primeiramente foi
determinada a constante dn/dc para cada molécula e em seguida através do software

do préprio equipamento chegou-se a massa molecular média das moléculas (My). A
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fracdo SGD-PVT teve uma M,, de 350.000 g/mol (dn/dc = 0,134), enquanto PGD-PVT
520.000 g/mol (dn/dc = 0,139).

Goma
Vochysia tucanorum
2009

Extracéo Aquosa TA Material insolavel

PVT
|
|

Extracdo Aquosa 80°C Material insolavel
PVTQ

Extracéo alcalina
PVTK

CONGELAMENTO E DEGELO

Sobrenandante de Precipitado de
congelamento e degelo congelamento e degelo
SGD-PVT PGD-PVT

FIGURA 7: Fluxograma de extracdo e purificacdo do polissacarideo da goma de

Vochysia tucanorum
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FIGURA 8: Perfil de eluicdo por HPSEC-MALLS do polissacarideo nativo PVT. As

fragcdes PVTQ e PVTK tiveram o mesmo perfil de eluicéo.



SGD-PVT

Degradacao
Controlada de Carboxirredugéo
Smith-5,0¢ 500 mg
S1-SGD CR;-SGD
1,39 480 mg
Degradacao : x
Controlada de Carboxwr‘elgggrﬁg
Smith-5,09
S,-SGD CR2-SGD
250 mg 425 mg
PGD-PVT
Hidrélise Parcial Hidrélise Parcial
TFA 0,1 M, 100°C, 4 h TFA 0,1 M, 100°C, 4 h
2,049 109
Precipitagdo com etanol Precipitacdo com etanol
HP4-PVT HP4h
1,64 330 mg

Hidroélise Parcial

TFA 0,5 M, 100°C, 2 h
159

Precipitagdo com etanol

HP42-PVT
860 mg

Hidrdlise Parcial

TFA 0,5 M, 100 °C, 30 min
600 mg

Precipitacéo com etanol

HP4230
390 mg
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FIGURA 9: Fluxograma de obtencao das fracfes a partir do polissacarideo da goma de

Vochysia tucanorum
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FIGURA 10: Perfil de eluicdo por HPSEC-MALLS das fragbes SGD e PGD-PVT obtidas
apos processo de congelamento e degelo.

As fracdes purificadas, as fragdes foram submetidas a hidrélise total com TFA 1
M durante 8 h a 100 °C, para andlise da composicdo monossacaridica. Todas as
hidrélises foram acompanhadas por cromatografia em papel. Como € possivel observar
na TABELA 4, os monossacarideos principais sdo arabinose, galactose e acido urdnico,
e ainda pequenas quantidades de manose e glucose.

TABELA 4: Composicdo monossacaridica, em porcentagem, das fracdes obtidas da

goma de V. tucanorum, apos purificacdo por congelamento e degelo.

Fractes (%)
Monossacarideos® SGD-PVT PGD-PVT SGD-PVTQ PGD-PVTQ SGD-PVTK

Arabinose 43 51 55 58 61
Xilose 1 1 1 - -
Manose 5 5 3 3 2
Galactose 18 16 20 16 16
Glucose 2 2 2 2 1
Acido urénico ° 31 25 19 21 20

% Hidrolise com TFA 1 M, 100 °C durante 8 h. Monossacarideos derivados & alditol acetato e
analisados por GC-MS.

® O teor de &cido urdnico foi determinado pelo método de FILISETTI-COZZI e CARPITA, 1991.
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A composi¢cdo monossacaridica das fragbes do sobrenadante e precipitado de
congelamento e degelo apresentaram-se semelhantes, indicando, a principio, que o
procedimento de purificacdo por congelamento e degelo apenas foram separados
polissacarideos iguais com pesos moleculares diferentes. Esta indicacédo foi confirmada
ao se realizar as andlises de RMN-'3C destas fracdes. A primeira fracédo analisada foi o
polissacarideo nativo (PVT), antes de realizar a purificacdo, e como se pode verificar na
FIGURA 11, existem muitos sinais na regido de C-1, dentre os quais podemos destacar
os sinais na faixa de 6 108,7 a 106,1 referentes a unidades de o-L-Araf (JOSELEAU et
al., 1977), um sinal em 6 104,3 que pode ser atribuido as unidades de (-D-Galp 3-O
substituidas (PERLIN e CASU, 1969), além do sinal em § 101,2 correspondente as
unidades de B-D-GlcpA 4-O substituidas (WAGNER et al., 2004). Ainda pdde ser
verificado o sinal em & 174,2 referente ao CO,H-6 das unidades de acidos urdnicos.

Os espectros de RMN-C das fracées SGD-PVT e PGD-PVT foram analisados e
verificou-se que os espectros eram muito semelhantes e ndo diferiam da fracao que lhe
deu origem (PVT). Com isso, comprovou-se que se tratava mesmo de um unico
polissacarideo com pesos moleculares diferentes. Desta maneira as fracbes de
sobrenadante e precipitado de congelamento e degelo da extracdo aquosa a frio e a
guente foram reunidas e passaram a ser chamadas de SGD-PVT e PGD-PVT,
respectivamente.

Com o objetivo de se chegar a cadeia principal do polissacarideo, as fracbes
SGD-PVT e PGD-PVT foram submetidas a um ciclo de degradacdo controlada de
Smith, oxidacdo com periodato de sédio, gerando as fracdes S;-SGD e S;-PGD, que
foram posteriormente hidrolisadas com TFA (1 M, 100 °C durante 8 h) e tiveram sua
composi¢cado monossacaridica determinada. Os resultados encontrados estdo mostrados
na TABELA 5. Pode-se verificar que apenas um ciclo de oxidacéo foi suficiente para
diminuir somente as unidades de arabinose das cadeias laterais, mas como se pode
notar uma diminuicdo da quantidade de &cido urdnico, podemos sugerir que estas
unidades encontram-se O-4 ligadas e desta forma sdo passiveis de sofrerem oxidacao

pelo periodato de sédio.
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FIGURA 11: Espectro de RMN-*C do polissacarideo nativo (PVT). Andlise realizada
com “probe” de 5 mm, 50 °C, em D,0. Os deslocamentos quimicos (&) SG0 expressos

em ppm.

TABELA 5: Composicdo monossacaridica das fracbes obtidas da goma de V.
tucanorum, apos purificacdo por congelamento e degelo (SGD-PVT e PGD-PVT) e
daquelas obtidas ap6s um ciclo de degradacdo controlada de Smith (S;-SGD e S;-
PGD).

Fracoes (%)
Monossacarideos® SGD-PVT S.-SGD PGD-PVT S,-PGD

Arabinose 44 21 52 24
Manose 5 9 5 8
Galactose 18 46 16 43
Glucose 2 4 2 4
Acido urdnico ® 31 19 25 21

& Hidrdlise com TFA 1 M, 100 °C durante 8 h. Monossacarideos derivados a alditol
acetato e analisados por GC-MS.

® O teor de &cido urénico foi determinado pelo método de FILISETTI-COZZI e
CARPITA, 1991.
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Ao se analisar os espectros de RMN-*C das fracdes S;-SGD e S;-PGD
(FIGURA 12) pode-se verificar que os espectros sofreram uma modificacdo pela
hidrélise parcial depois de serem oxidados, restando sinais referentes as unidades de
a-L-Araf (6 109,0) e outros conjuntos de sinais em & 103,5 e 101,5. Estes dois espectros
sdo similares, mostrando que mesmo os polissacarideos apresentando M,, diferentes
eles possuem estruturas semelhantes, pois ao serem oxidadas mostram espectros
parecidos. Porém, com a degradacéo controlada de Smith ndo foi possivel esclarecer

gual era a cadeia principal do polissacarideo.

S1-SGD

S1-PGD

- & T - T T T T T T T I "" | T T T T T T T T T T T T T T T
- oautT 100 0 20 0 &0 ppm

FIGURA 12: Espectro de RMN-*C dos polissacarideos obtidos apés degradacéo
controlada de Smith (S;-SGD e S3;-PGD). Analise realizada com “probe” de 5 mm,

50 °C, em D,0. Os deslocamentos quimicos (d) Sdo expressos em ppm.

A estratégia utilizada para se chegar a cadeia principal foi a hidrélise acida
parcial, que foi realizada como descrita em Material e Métodos, no item 3.6. O
polissacarideo gerado (HP4-PVT) na primeira hidrélise (TFA 0,1 M por 4 h a 100 °C)

apresentou na composi¢cao monossacaridica uma diminuicdo dos teores de arabinose
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(TABELA 6), mas esperava-se gque este resultado fosse mais relevante, pois em uma
concentracdo decimolar de acido a 100 °C seria suficiente para remover todas as
unidades de arabinose, e iSsoO nao ocorreu, possivelmente porque n&o ocorreu
completa solubilizacdo da amostra.

Entdo, uma nova hidrélise foi realizada com TFA 05 M por 2 h a
100 °C (HP42). Neste polissacarideo parcialmente hidrolisado houve remocé&o, quase
completa, das unidades de arabinose e um grande aumento nos teores de galactose,
sugerindo que unidades de B-D-Galp 3-O substituidas pudessem estar presentes, 0 que
pode ser notado pelo espectro de RMN-'3C, onde o sinal em 5103,6 é caracteristico
deste polimero (TISCHER et al., 2002; GUTIERREZ de G et al., 2005; GORIN e
MAZUREK, 1975).

TABELA 6: Composicdo monossacaridica das fracbes obtidas da goma de

V. tucanorum, apos hidrdélise acida parcial

Fracdes (%)
Monossacarideos® PGD-PVT HP4-PVT HP42-PVT HP4230 HP4h

Arabinose 52 21 3 2 -
Manose 5 17 16 23 39
Galactose 16 31 62 45 4
Glucose 2 7 4 5 18
Acido urénico® 25 24 15 6 39

? Hidrolise com TFA 1 M, 100 °C durante 8 h. Monossacarideos derivados a
alditol acetato e analisados por GC-MS.

® O teor de &cido urdnico foi determinado pelo método de FILISETTI-COZZI
e CARPITA, 1991.

PGD-PVT — polissacarideo do precipitado de congelamento e degelo
HP4-PVT - hidrélise com TFA 0,1 M; 100 °C, 4 h

HP42-PVT — hidrélise com TFA 0,5 M; 100 °C, 2 h

HP4230 - hidrélise com TFA 0,5 M; 100 °C, 30 min

HP4h — hidrélise com TFA 0,5M; 100 °C, 4 h

Para tentar deixar a cadeia principal com menos substituintes uma nova hidrdlise
com TFA 0,5 M por 30 minutos a 100 °C foi realizada na fracdo HP42, gerando HP4230,
e o resultado mostrou uma reducdo dos teores de galactose, ficando o polissacarideo
com arabinose, manose, galactose, glucose e acido urénico na propor¢do molar de
2:23:45:5:26. O espectro de RMN-'3C desta fragéo (FIGURA 13A) mostrou um espectro
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com 7 sinais bem resolvidos na regido de C-1. Verifica-se que o sinal em & 103,5 é
referente as unidades de 3-D-Galp (1 - 3) ligadas, e outros dois sinais em 6101,6 e 98,3,
gue remeteram a uma estrutura ja determinada para o polissacarideo da goma de V.
lehmannii, uma glucuronomanana (WAGNER et al., 2004).

Para verificar se esta estrutura realmente estava presente no polissacarideo foi
realizada uma hidrolise parcial com condi¢cdes mais drasticas. Foi utilizado TFA 0,5 M a
100 °C durante 4 h para dar origem a fracdo HP4h. Através da composicéo
monossacaridica ja podemos verificar que foi removida grande parte das unidades de
galactose, restando apenas 4% de galactose, ainda com a presenca de manose (39%),
glucose (18%) e &cido urdnico (39%). A andlise de RMN-*C de HP4h mostrou o que
era esperado, um espectro com apenas dois sinais principais na regido de carbono
anomérico (FIGURA 13B). Sendo o sinal em 9 98,3 correspondente as unidades de a-D-
Manp substituidas em O-2 e o sinal em & 101.5 correspondente as unidades de [(-D-
GlcpA substituidas em O-4 e de modo alternado e repetitivo, como ja descrito para a
goma de V. lehmannii (WAGNER et al., 2004) e o sinal em & 92,1 é correspondente a
extremidade redutora de a-D-Manp.

A grande dificuldade aqui encontrada foi a porcentagem de glucose encontrada
na composi¢cdo monossacaridica (18%), pois ndo havia evidéncias desta no espectro de
RMN. A principio acreditava-se que este monossacarideo estivesse presente,

entretando esta glucose pode ser proveniente da red
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fragmentacdo do glucitol temos a presenca de ions provenientes da fragmentagéo
primaria que sao caracteristicos desta reducao (m/z 147, 219, 291 e 377).
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FIGURA 13: Espectro se RMN-'3C das fracdes HP4230 (A) e HP4h (B), obtidas ap6s
hidrélise parcial. Andlise realizada com “probe” de 5 mm, 50 °C, em D,O. Os

deslocamentos quimicos () sdo expressos em ppm.
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100 %

Galactitol hexaacetato

Glucitol hexaacetato

FIGURA 14: Perfil de fragmentacdo de massa em andlise por GC-MS da amostra HP4h,

reduzida com NaBDjy.

Outra forma de identificar o a presenca do acido urénico presente foi através da
técnica de carboxirredu¢cdo (TAYLOR e CONRAD, 1972). Com a reducdo do acido
urbnico presente, concomitantemente, ird ocorrer um aumento no correspondente
acucar neutro formado. Para o polissacarideo da goma de V. tucanorum (SGD-PVT)
foram necessarios 2 ciclos de carboxirreducdo, mesmo assim restaram no
polissacarideo 4% de &cido urbnico. Desta forma, o que anteriormente era de 31% de
acido urénico, passou agora a ter apenas 4%, quantidade esta que nao iria interferir nos

préximos experimentos.
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A composi¢cdo monossacaridica dos dois ciclos foi acompanhada para verificar
se um aumento nas porcentagens de glucose era observado (TABELA 7), mas isso nao
foi possivel, uma vez que a hidrélise do polissacarideo carboxirreduzido ocorre com
maior facilidade sem a interferéncia do grupos carboxilico dos acidos urdnicos, foi
observado um aumento nas quantidades de glucose e de galactose. Somente com este
resultado ndo seria possivel definir qual é o &cido urbénico em questdo, mas com 0
resultado anterior pode-se afirmar com certeza que se trata do acido glucurdnico. Os

espectros de RMN-*C destas fragées néo foram obtidos.

TABELA 7: Composicdo monossacaridica das fragbes carboxirreduzidas obtidas da
fracdo SGP-PVT de V. tucanorum

Fracoes (%)
Monossacarideos? SGD-PVT CR;-SGD CR,-SGD

Arabinose 43 43 43
Xilose 1 1 1
Manose 5 11 13
Galactose 18 28 29
Glucose 2 8 10
Acido Urénico ° 31 9 4

# Hidrolise com TFA 1 M, 100 °C durante 8 h. Monossacarideos
derivados a alditol acetato e analisados por GC-MS.

® O teor de &cido urdnico foi determinado pelo método de FILISETTI-
COZZl e CARPITA, 1991.

Os dados obtidos de composicdo monossacaridica e RMN-C foram
confirmados pela analise dos dados de metilagdo. Todas as amostras de
polissacarideos foram primeiramente submetidas ao método de Haworth para facilitar a
solubilizagdo dos polissacarideos em Me,SO e, posteriormente, metilados pelo método
de CIUCANU e KEREK (1984).

Através da andlise dos dados de metilacdo das fracdes originais, SGD-PVT e
PGD-PVT (TABELA 8), pode-se mais uma vez confirmar o que ja era indicado pelos
dados de composicdo monossacaridica e RMN-'3C. Estas duas fracées sdo muito
similares e diferem realmente no tamanho molecular. Elas sdo bastante ramificadas
com elevada porcentagem de terminais ndo redutores de Araf (31%) e ainda é
observado unidades de Araf que estdo substituidas em O-2 ou O-3. Ainda estdo

presentes unidades de Ara que podem ser tanto piranosidicas quanto furanosidicas,
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representadas pelo derivado 2,3-Mez-Ara (9% e 10%, respectivamente), além da
presenca de Araf O-2,3-substituidas, o que sugere um alto grau de ramificacdo para
estas moléculas. Nao foram observados terminais ndo redutores de Manp, mas
observou-se uma porcentagem de 5% de terminais ndo redutores de Galp. Estes
terminais podem estar como substituicbes simples da cadeia principal ou como
terminais de cadeias laterais de (1 - 3)-Galp ligadas, visto que estdo presentes 16% e
17% do derivado 2,4,6-Me3-Gal. A cadeia principal do polissacarideo é indicada pela
presenca dos derivados 3,4,6-Mez-Man (3%) e 4,6-Me,-Man (10%), onde as unidades
de Man encontram-se O-2 ligadas e uma maior porcentagem encontra-se ligada em O-2
e substituida em O-3.

A degradacédo controlada de Smith (S;-SGD) mostrou uma reducao nos teores de
Ara (10%), que apoés este tratamento se encontram como terminais ndo redutores, e
com concomitante aumento dos terminais ndo redutores de Gal (17%), indicando que
as unidades de Ara podem ser substituintes nas cadeias de (1- 3)-Galp ligadas ou
como substituices Unicas nas unidades de Manp, confirmados pelo aumento nas
porcentagens dos derivados 3,4,6-Mez-Man (12%), 2,4,6-Mes-Gal (33%) e 4,6-Me,-Man
(24%), além de uma diminuicdo do derivado 2,6-Me,-Gal (4%). Estes dados estdo de
acordo com a técnica utilizada, uma vez que as unidades de Gal 3-O substituidas sao
resistentes a oxidagdo com o m-periodato de sédio e como uma grande porcentagem
das unidades de Man sao ligadas em O-2, mas sao substituidas em O-3 também sao
resistentes a oxidacao.

A fracdo carboxirreduzida (CR2-SGD) por ser proveniente da fragao SGD-PVT
deve se assemelhar em muito a ela, com o Unico diferencial que em CR; observa-se a
presenca do derivado 2,6-Me,-Glc (13%) que foi gerado a partir da reducédo das
unidades de é&cido glucurénico, formando glucose. A presenca deste derivado indica
gue as unidades de acido glucurdnico encontram-se ligadas em O-4 e substituidas em
O-3 por cadeias laterais de 3-D-Galp 3-O substituidas ou por terminais ndo redutores de
Gal ou Ara.

As fracBes obtidas por hidrélise acida parcial (HP4230 e HP4h) apresentaram
poucos derivados metilados. A fracdo HP4230 mostrou um alto teor de terminais néo

redutores de Galp (30%), indicando que estas unidades estdo ligadas na cadeia
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principal como terminais n&do redutores, ou ainda como terminais de cadeias laterais de
B-D-Galp 3-O substituidas, representadas pelo derivado 2,4,6-Mes-Gal (16%). Os
derivados 3,4,6-Mes-Man (19%) e 4,6-Me,-Man (31%) indicam que a cadeia principal
encontra-se substituida em O-3 e que as unidades de Manp estéo (1 - 2) ligadas.

Na analise dos dados da fracdo HP4h verifica-se que grande parte das cadeias
laterais de Gal foram removidas, restando poucas unidades de Galp como terminais
nao redutores e que em sua maioria temos apenas unidades de a-D-Manp 2-O

substituidas.

TABELA 8: Andlises de metilacdo das fracbes de V. tucanorum: alditéis acetatos

neutros parcialmente O-metilados obtidos das fracdes per-O-metiladas.

% de area do fragmento®
Alditol acetato® R¢ SGD-PVT PGD-PVT S;-PVT CR, HP4230 HP4h

2,3,5-Mes-Ara 0.81 31 31 10 24 2 -
3,5-Me,-Ara 0.93 3 2 - 1 - -
2,5-Me,-Ara 0.96 5 8 - 6 - -
2,3,4,6-Me,-Man  0.99 - - - - 2 4
2,3-Me,-Ara 1.03 9 10 - 2 - -
2,3,4,6-Me,-Gal 1.05 5 - 17 3 30 3
5-Me-Ara 1.13 3 5 - 3 - -
3,4,6-Mes-Man 1.28 3 1 12 2 19 88
2,4,6-Me;-Gal 1.35 16 17 33 18 16 -
2,3,6-Me3-Glc 1.37 3 - - 5 - -
4,6-Me,-Man 1.63 10 17 24 18 31 5
2,6-Me,-Gal 1.70 9 9 4 11 -
2,6-Me,-Glc 1.75 - - - 13 - -
2-Me-Gal 2.60 - - - 1 - -

% 0% relativa & area total do pico; valores < 1% n&o est&o inclusos
® O-Metil alditol acetatos analisados por GC-MS.
° Tempo de retencéo relativo ao do derivado 2,3,4,6-tetra-O-metilglucitol acetato
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4.2 Oligossacarideos da goma de V. tucanorum

A partir do sobrenadante etanodlico obtido da extracdo aquosa foi realizada uma
cromatografia analitica em papel para verificar a presenca de oligossacarideos nesta
fracdo. Diferentemente da goma de V. lehmannii j& estudada, foi observado a presenca
de oligossacarideos livres redutores em seu sobrenadante etandlico. A partir desta
constatacdo foi realizado o isolamento destes oligossacarideos através de coluna de
carvao/Celite. O material foi aplicado nesta coluna e eluido primeiramente com agua
para a remocdo de monossacarideos, que neste caso foi principalmente arabinose. Em
seguida a coluna foi eluida com solucbes de concentracdo crescente de etanol (5, 10,
20 e 50%). O material eluido desta etapa foi monitorado por cromatografia em camada
delgada (CCD, FIGURA 15).

FIGURA 15: Cromatografia em camada delgada (CCD) das fragcdes obtidas da coluna
de carvao/celite. Fase mével 4:2:2:1 (n-buOH:HOAC:EtOAc:H,0), corrida de 7 cm

A cromatografia em carvdo/Celite foi Gt no fato de ter separado o0s
monossacarideos, principalmente arabinose, dos oligossacarideos, mas nédo foi
eficiente para deixa-los com um grau de pureza necessario para serem analisados. Por
este motivo, as fracdes de maior rendimento que continham oligossacarideos (5, 10 e

20%) foram reunidas e aplicadas em uma coluna de gel permeacédo de Sephadex LH20.
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Esta coluna foi eficiente em separar dois oligossacarideos. O perfil de eluicdo destes
oligossacarideos é visualizado na FIGURA 16 e as fracdes que puderam ser analisadas
foram denominadas de Oligo-2 e Oligo-4. As fracbes 1 e 3, apesar de conterem

carboidratos, nao foi possivel interpretar os resultados.
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FIGURA 16: Perfil de eluicdo da cromatografia de gel permeacdo em Sephadex LH20
dos oligossacarideos obtidos da coluna de carvao/Celite. Volume morto de 13 mL,

volume total de 60 mL. Coluna eluida com agua destilada.

O rendimento destas fragcbes foi de 6 mg para o Oligo-2 e de 10 mg para o Oligo-
4. Devido ao baixo rendimento as primeiras anélises realizadas foram as de RMN-*C.
A frac&o Oligo-2 mostrou um espectro de RMN-'3C com apenas 5 sinais, sendo apenas
1 sinal na regido de carbono anomerico (FIGURA 17A), sugerindo que ndo se tratava
de um oligossacarideo, mas de um polissacarideo sollvel em etanol. O sinal em &
103.1 do espectro de RMN-"C e o sinal centrado em 3 5,07 sugeriram que se tratava
de uma B-D-xilana 4-O substituida (EBRINGEROVA et al., 1990) e com 0s espectros

bidimensionais isso foi esclarecido.
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Com os espectros de HMQC e COSY (FIGURA 17B e C) foi possivel fazer os
assinalamentos para todos os carbonos e protons das unidades de xilose. Estes
assinalamentos podem ser visualizados na TABELA 9. O espectro de TOCSY
confirmou a presenca da xilana, sem antes ter a composicdo monossacaridica e 0s
dados de metilacdo (FIGURA 17D), onde foi possivel ver todas as correlaces entre H-1

e 0s demais protons, sendo referentes aos protons axiais da xilose.

TABELA 9: Deslocamentos quimicos para carbono e préton obtidos para o Oligo-2.

Posicao
B-Xil-(1 - 4) 1 2 3 4 5
Carbono * 103,1 74,1 751 77,8 64,4
Proton * 505 388 415 435 3,97

* Deslocamentos quimicos (8) S0 expressos em ppm.

ApOs realizar as andlises de RMN foram feitas as analises de composicdo
monossacaridica e metilacdo. Na composicdo monossacaridica, como esperado,
somente xilose foi observada. Os dados de metilagao indicaram a presenca de uma
B-D-xilana 4-O substituida pela presenca majoritaria do derivado 2,3-Me;-Xil, deuterado
em C-1.

A andlise de ESI-MS foi feita para tentar determinar o tamanho molecular deste
oligossacarideo, mas nao foi possivel, pois por se tratar de uma molécula com apenas 5
sinais no espectro de RMN-3C e ter apenas um sinal na regiéo de carbono anomérico
ja se suspeitava que este oligossacarideo seria maior devido ao ndo aparecimento do
terminal redutor.

Pelos dados de metilacao foi possivel estabelecer uma relagdo entre as areas
dos picos do terminal ndo redutor para a area do pico do derivado 2,3-Me;-Xil e esta
relagdo ficou na razdo de 1:34, indicando que tratava-se realmente de um

polissacarideo sollivel em etanol e ndo de um oligossacarideo.
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FIGURA 17: Espectro de RMN-*C (A), HMQC (B), COSY (C) e TOCSY (D) obtidos

para o Oligo-2. Andlise realizada com “probe” de 5 mm, 70 °C, em D,0. Os

deslocamentos quimicos (d) sdo expressos em ppm.
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A fracdo Oligo-4 mostrou um espectro de RMN-3C bem mais complexo, com 6
sinais na regido de carbono anomeérico (FIGURA 18). A composi¢cdo monossacaridica e
os dados de metilacdo foram de extrema importancia para a caracterizacao parcial da
estrutura deste oligossacarideo. A composi¢cdo monossacaridica foi Ara:Man:Gal na
razdo molar de 5:3:2 e a andlise de metilacdo mostrou a presenca de terminais nao
redutores de Ara (21%), 2-O- (12%) e 3-O-Araf (10%) substituidas, 3-O- (8%) e 3,4-di-
O-substituida Galp (12%) e unidades 2-O-substituida de Manp (37%), entretanto estes
dados nao foram suficientes para estabelecer a estrutura deste oligossacarideo.

Através da andlise de ESI-MS (FIGURA 19A) foi possivel desvendar a estrutura
e verificar que este oligossacarideo tratava-se de uma mistura de trés oligossacarideos
gue diferiam entre si apenas em uma unidade de arabinose ou de hexose. O ion
molecular deste oligossacarideo presente em maior porcentagem é o de m/z 893
(ArayHex,) e depois os ions m/z 1025 e 731 (ArasHex;, e ArasHex, respectivamente) e
ainda pode ser visualizado um ion com menor intensidade com m/z 1156, que seria

correspondente a Arag
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FIGURA 18: Espetros de RMN-3C (A), HMQC (B), COSY (C) e TOCSY (D) obtidos
para o Oligo-4. Andlise realizada com “probe” de 5 mm, 70 °C, em D,0. Os

deslocamentos quimicos () sdo expressos em ppm.
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FIGURA 19: Espectro de ESI-MS para o Oligo-4. Scan realizado no modo positivo (A) e
fragmentacdo do ion molecular com relacdo m/z 893 (B). Em C tem-se a estrutura

proposta para este oligossacarideo.
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4.3 Polissacarideo da goma de V. thyrsoidea

A goma de V. thyrsoidea (FIGURA 20) é de exsudagdo natural e a area de
coleta, segundo informou a pesquisadora, é pertencente a uma regido de queimadas
frequentes, onde as arvores locais sofrem um estresse periodico, ou pela seca ou pela
gueimada. Foi enviada uma quantidade de 200 g de goma.

O processo de extracdo do polissacarideo da goma foi semelhante ao da goma
de V. tucanorum, mas com a diferenca que nado foi necessario fazer a solubilizacdo
desta goma em solucdo alcalina, uma vez que toda a goma foi solivel em agua a
temperatura ambiente. O esquema de obtencéo das fracOes até agora estudadas esta
representado na FIGURA 21.

A analise de homogeneidade por HPSEC (FIGURA 22) mostrou que este
polissacarideo (VTy) é homogéneo ndo necessitando, desta maneira, passar por
nenhum processo de purificagdo. Mas, mesmo assim, este polissacarideo passou por
um tratamento com solucdo de Cetavlon 5%. Todo o polissacarideo precipitou em pH
7,0, ndo restando polissacarideo no sobrenadante apds centrifugacdo. Quando este
polissacarideo foi novamente analisado para sua homogeneidade o perfil de eluicdo
permaneceu idéntico, comprovando desta maneira a presenca de apenas um
polissacarideo. A massa molecular (M,,) foi determinada e apresentou um valor de
92.500 g/mol (dn/dc = 0,212), com pequeno grau de polidisperséo, indicado pela largura

do pico obtido.



FIGURA 20: Fotos da goma de Vochysia thyrsoidea.
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FIGURA 21: Fluxograma de obtencéo das fracGes de polissacarideo e oligossacarideos
da goma de exsudato de V. thyrsoidea.

A composi¢do monossacaridica foi determinada apos hidrélise com TFA 1 M por
8 h a 100 °C, e a quantidade de &cidos urbnicos determinada pelo método de
FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991), resultando para este polissacarideo na
composi¢cdo monossacaridica de Ara:Xil:Man:Gal:Glc e acido urénico com propor¢ao de
27:3:22:12:12:24, como mostrado na TABELA 10. O espectro de RMN-*C (FIGURA 23)
de VTy mostra um polissacarideo complexo com varios sinais na regido de carbono
anomeérico. Alguns sinais que podem ser destacados sdo os sinais na regiao de 4 108,0

a 106,3 que sao correspondentes as unidades de a-L-Araf. Ainda pode ser visto um
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sinal em 9 104,3 correspondendo as unidades de B-D-Galp 3-O substituidas e um sinal
mais intenso em 4 102,6 que pode ser correspondente a (1 - 3)-B-Galp com substituigdo

em O-2 e o sinal em & 98,5 foi atribuido ao C-1 das unidades de a-D-Manp 2-O

substituida.
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FIGURA 22: Perfil de eluicdo por HPSEC da fracdo VTY de V. thyrsoidea, utilizando

detector de indice de refracéo (RI).

AplGs a determinacdo da composi¢cdo monossacaridica e esta andlise prévia do
espectro de RMN, deu-se inicio a degradacédo controlada de Smith para simplificar e
facilitar a analise estrutural deste polimero. Foram realizadas duas degradacbes
controladas em seqiéncia, que geraram as fragbes S;Y e S,Y. Os espectros de RMN
das duas fracbes ndo mostraram sinais de boa qualidade, mesmo em diferentes
solventes como D,0 e Me,SO e tendo uma quantidade suficiente de amostra. Mas pela
composicdo monossacaridica podemos verificar que as propor¢des de manose e acido

urbnico permanecem aparentemente inalteradas, ocorrendo apenas uma diminui¢do
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das porcentagens de Ara. Este resultado foi repetido novamente em outras
degradacdes controladas de Smith realizadas, indicando que nesta estrutura estdo

presentes unidades que sdo mais resistentes a oxidacao pelo m-periodato de sodio

TABELA 10: Composicdo monossacaridica das fracdes obtidas do polissacarideo da
goma de V. thyrsoidea.

Monossacarideos (%)*

Fracdes Ara Xil Man Gal Glc Acido urdnico”
VTy 27 3 22 12 12 24

S1Y 22 1 23 26 5 23

SyY 16 1 30 20 12 21

HPy 2 i 35 3 21 39
HPy-CR . . 51 5 44 :

CRay 28 4 29 10 25 4
SMT-CR 5 i 47 9 34 5

® Hidrélise com TFA 1 M, 100 °C durante 8 h. Monossacarideos derivados & alditol acetato e
analisados por GC-MS.
® O teor de acido urdnico foi determinado pelo método de FILISETTI-COZZI e CARPITA, 1991.

Como as degradagbes de Smith apenas retiraram unidades passiveis de
oxidacdo e ndo expuseram a cadeia principal do polissacarideo, foi realizada uma
hidrélise parcial na fracdo VTy nas mesmas condi¢cbes que foi realizada a hidrdlise
parcial para o goma de V. tucanorum, usando TFA 0,5 M a 100 °C durante 4 h. O
polissacarideo resultante (HPy) apresentou principalmente manose, glucose e éacido
urénico. Novamente a presenca de glucose ndo estava condizente com o espectro de
RMN-C (FIGURA 24) que apresentou apenas 2 sinais principais na regido de carbono
anomeérico, correspondendo a um grupo de duas unidades repetitivas.

Para mostrar novamente que esta quantidade de glucose era proveniente da
reducdo das unidades de &cido urdnico, que em condicdes acidas formam
glucuronolactona, usou-se uma estratégia diferente daquela utilizada para o
polissacarideo de V. tucanorum. Desta vez, foi realizada uma condicdo na qual era

possivel quebrar a ligacao da glucuronolactona antes de realizar a redugcdo com NaBH,.
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ApOs ser hidrolisado, o material foi levado a secura para a remo¢édo do TFA e, na
sequéncia, utilizou-se uma quantidade catalitica de NH,OH para quebrar a ligacdo da
glucuronolactona (Sassaki, 2006). Em seguida fez-se a redugdao com NaBH, e depois a
acetilagcdo com piridina:anidrido acético. O resultado foi avaliado de duas formas, por
GLC e por CCD. Analisando primeiramente a CCD (FIGURA 25) vemos que ao se
adicionar NH4OH ao hidrolisado ocorre a quebra da glucuronolatona e nédo se observa
mais a banda referente a este composto. Ja no hidrolisado onde néo foi colocado
NH,OH a banda da glucuronolactona permanece. Entdo quando é realizada a reducao
com NaBH, somente no material em que nao foi desfeita a glucuronolactona é
observada a presenca de glucose. Ainda nesta figura pode-se notar que o material
carboxirreduzido (CRsy) ndo apresenta a banda da glucuronolactona nem a banda de
acido urénico, mostrando, desta forma, que houve uma completa reducdo dos grupos

carboxila.

—174,1

FIGURA 23: Espectro de RMN-'3C do polissacarideo obtido da goma de V. thyrsoidea

(VTy). Analise realizada com ““probe™ de 5 mm, 50 °C, em D,0O. Os deslocamentos

guimicos (d) sdo expressos em ppm.
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Ao se analisar as amostras por GLC verificou-se que as proporcdes dos
monossacarideos para o material ndo tratado com NH,OH foi de Man (38%), Gal (7%),
Glc (16%) e GIcA (39%). Quando o hidrolisado é tratado com NH;OH a composi¢éo
monossacaridica € de Man (51%), Gal (8%), Glc (2%) e GIcA (39%). Estes resultados
indicam que durante a hidrolise de material que contenha &cido urdnico realmente
ocorre a formacéo da glucuronolactona e a presenca de glucose no material deve ser
investigada com mais profundidade.

Quando este fracdo (HPy) foi carboxirreduzida, originando (HPy-CR), verificou-se
gue a composicdo monossacaridica permaneceu praticamente idéntica a composigcao
da fracdo que lhe deu origem e que a dosagem de &cido urdnico é uma metodologia,
gue apesar de ser colorimétrica, € confiavel, pois antes da carboxirredu¢do o contetdo
de &cido urbnico era estimado em 39% e apdés a carboxirreducdo ndo houve

desenvolvimento de coloragcdo na dosagem e o conteudo de glucose no material
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carboxirreduzido foi de 38%. Este dado de composicdo monossacaridica esta de
acordo com o espectro de RMN-'3C, onde pode-se notar que houve um deslocamento
dos sinais correspondentes as unidades de B-D-GIcpA e a-D-Man, que anteriormente no
espectro de HPy (FIGURA 26A) eram o 101,6 e 98,3, respectivamente. Apés a
carboxirreducéo estes sinais estdo em 6 102,1 e 99,6 (FIGURA 26B), correspondendo

as unidades de [3-D-Glcp 4-0 ligadas e a-D-Manp 2-O ligadas, respectivamente.

Lactona Com Sem  CRsy Man
GIcA NH,OH NH;OH Glc

FIGURA 25: Cromatografia em camada delgada (CCD) das fragbes HPy (tratada e n&o
tratada com NH;OH) e CR3y hidrolisadas com TFA 1 M por 8 h a 100 °C. Padrbes de
glucuronolactona, acido glucurénico, manose e glucose. Fase moével 4:2:21 (1-
proOH:EtOAc:HOAC:H,0), revelada com orcinol.

Partindo-se do principio que em polissacarideos que ndo apresentam
grupamentos acidos a hidrolise ocorre sem a interferéncia dos mesmos, uma outra idéia
foi realizar uma degradacéo controlada de Smith no material carboxirreduzido. Para
tanto, foi necessario realizar a carboxirreducdo de uma grande quantidade do

polissacarideo VTy, para dar origem a CRgy. Apds o primeiro ciclo de carboxirreducéo a
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guantidade de acido urdnico era de 9%, depois do segundo ciclo de 5% e ap0ls o
terceiro ciclo ainda restavam no polissacarideo 4% de acido urdnico. Este quantidade
residual de acido urbnico, além de mostrar-se resistente ao método de carboxirreducéo,
nao teria uma influéncia tdo grande quanto os 39% originais, por esse motivo fez-se um
ciclo de degradacéo controlada de Smith nesta fracdo (CR3zy). E podemos verificar que
a composicdo monossacaridica (TABELA 10) da fracdo CRsy equivale a fracdo VTy,
com reducao das unidades de &cido urénico para o seu agucar neutro correspondente,
a glucose. Além deste fato, podemos verificar que no espectro de RMN-*C para a
fracdo CRsy houve um deslocamento nos picos referentes a (3-D-GICpA e a a-D-Manp
(FIGURA 27A) e que ap6s a degradacao de Smtih o espectro de RMN fica bem mais
simples com apenas 2 sinais principais na regido de C-1 (FIGURA 27B), pois ao ser
realizada a degradacdo controlada de Smith ocorreu uma reducdo nos teores de
arabinose (5%), permanecendo inalterado o valor de galactose (9%) e ocorreu um
aumento nos valores de manose (47%) e glucose (34%).

Os resultados das andlises de metilagdo mostrou melhor o que esta ocorrendo
em cada processamento feito com as amostras (TABELA 11). O polissacarideo VTy
apresenta uma grande quantidade de terminais nao redutores de Araf (23%), além de
uma pequena proporcdo de terminais nao redutores de Arap (3%) e Xilp (3%). Ainda
podem ser observadas unidades de Galp como terminais ndo redutores (8%). Cadeias
de (1- 3)-B-D-Galp ligadas podem ser evidenciadas pela presenca dos derivados 2,4,6-
Mes-Gal (4%), 2,6-Me,-Gal (10%) e 2-Me-Gal (3%), indicando uma ou duas

substituicdes nesta cadeia.
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FIGURA 26: Espectro de RMN-*C da fracdo HPy (A) e HPy-CR (B), obtidas apés a
hidrélise parcial de VTy e carboxirreducdo da fracdo HPy, respectivamente. Analise
realizada com ““probe™ de 5 mm, 50 °C, em D,0. Os deslocamentos quimicos () séo

expressos em ppm.
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FIGURA 27: Espectro de RMN-*C das fracdes CRay (A) e Sy-CR; (B), obtidas apds a
carboxirreducdo de VTy e apds degradacdo controlada de Smith de CRgy,
respectivamente. Andlise realizada com “probe” de 5 mm, 50 °C, em D,;O. Os

deslocamentos quimicos (&) sdo expressos em ppm.
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TABELA 11: Andlises de metilacdo das fracdes polissacaridicas da goma de V.

thyrsoidea: alditois acetatos neutros parcialmente O-metilados obtidos das fracdes per-

O-metiladas.
Fracoes (%) @
Derivados ° R ° VTy S.Y CRs-Y SMT-CR HPy HPy-CR
2,3,5-Mes-Ara 0,81 23 3 25 2 2 1
2,3,4-Mes-Ara 0,83 3 1 8 - - -
2,3,4-Mez-Xil 0,85 3 - 4 - - -
2,5-Me,-Ara 0,96 1 1 - - - -
2,3,4,6-Me,-Man 0,99 Tr 6 - 3 3 4
2,3,4,6-Me,-Glc 1,00 Tr - - 1 2 4
2,3,4,6-Me4s-Gal 1,05 8 8 8 5 4 2
5-Me-Ara 1, 2 3 1 1 - -
3,4,6-Mez;-Man 1,28 5 8 3 34 76 48
2,4,6-Me3z-Gal 1,35 4 9 6 14 1 5
2,3,6-Me3z-Glc 1,37 - - 12 20 - 32
4,6-Me,-Man 1,63 38 26 17 12 10 4
2,6-Me,-Gal 1,70 10 25 12 3 - -
2,6-Me,-Glc 1,75 - - 4 3 - -
2-Me-Gal 2,60 3 - - 2 - -

% 9 relativa & area total do pico; valores < 1% n&o est&o inclusos
® O-Metil alditol acetatos analisados por GC-MS.
° Tempo de retencéo relativo ao do derivado of 2,3,4,6-tetra-O-metilglucitol

A cadeia principal deste polissacarideo é evidenciada pela presenca dos
derivados 3,4,6-Mes-Man (5%) e 4,6-Me,-Man (38%). Este dado revela que grande
parte das unidades de manose esta 2,3-di-O substituida. Esta substituicdo ocorre por
cadeias laterais de B-Galp 3-O substituidas, podendo estas mesmas cadeias estarem
ramificadas, ou ainda por unidades simples de Ara, Xil ou Gal.

Quando foi realizado um ciclo de degradacdo controlada de Smith gerando a
fracdo Syy, ocorreu uma diminuigdo nos terminais ndo redutores de Araf (13%), além da

remocao completa dos terminais nédo redutores de Xilp. As cadeias laterais de Galp 3-O



67

substituidas também ficam menos ramificadas, como é visto pelo aumento dos
derivados 2,4,6-Mes-Gal (9%) e 2,6-Me,-Gal (25%). Juntamente com este dado uma
diminuicdo nas substituicbes da cadeia principal, pois ocorre uma diminuicdo do
derivado 4,6-Me2-Man e um aumento nos derivados 2,3,4,6-Mes-Man (6%) e 3,4,6-Mes-
Man (8%), mostrando que as unidades de Manp 2-O substituidas fazem parte da cadeia

principal.
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4.4 Oligossacarideos da goma de V. thyrsoidea

A procura por oligossacarideos livres redutores foi inicialmente realizada no
sobrenadante etandlico proveniente da extracdo aquosa, através de cromatografia em
papel e por CCD. Por estes métodos foi possivel observar que no sobrenadante
etanolico existia uma grande quantidade de monossacarideo livre, que por comparacao
com os padrdes utilizados tratava-se de arabinose. Um banda de intensidade muito
fraca préximo a origem (Rga 0,2) foi observada, mas com o pouco contetado de
sobranadante etandlico seria inviavel purificar este componente.

Entdo a estratégia utilizada para se obter oligossacarideos foi a hidrdlise acida
parcial, que tanto serviu para produzir um polissacarideo mais simples para a analise
como para produzir oligossacarideos que ajudassem na elucidacdo da estrutura do
polissacarideo. O polissacarideo VTy foi hidrolisado com TFA 0,5 M, durante 4 h a 100
°C. Em seguida, sem realizar a neutralizacdo do material, esta solucao foi adicionada a
um excesso de etanol (3 x v) para primeiramente precipitar o polissacarideo hidrolisado
parcialmente. O sobrenadante etanolico foi concentrado em evaporador rotatério para
retirar tanto o TFA, quanto o etanol e depois foi 