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Resumo

As hemiceiuloses do xilema de Podocarpus lambertii e Podocarpus selowii
foram escolhidas como fonte de estudo. A similaridade das composi¢des
monossacaridicas das fragdes obtidas com alcali (rendimento de 0,1 a 0,5 g%)
entre as duas especies, permitiu a escolha de Podocarpus lambertii como modelo
do estudo realizado. A deslignificagdo do xilema, previamente as extragcdes com
alcali, permitiu a obtencdo de quantidades significativas de hemiceluloses (15 a
20 g%). Extracbes com KOH renderam polissacarideos constituidos por unidades
de xilose e arabinose. Extragbes com NaOH resultaram em uma mistura de
polissacarideos constituidos por manose e xilose. A interpretacdo das analises
quimicas e fisico-quimicas das fracées indicaram a presenca de uma cadeia
principal de D-xilopiranose ligada glicosidicamente § (1—4), substituidas em O-2
por unidades de acido-4-O-metilglucurénico e em O-3 por unidades de «-L-
arabinofuranose. Subsequente a extracdo sequencial de arabinoxilanas com
concentraco variadas de KOH (1; 2 e 4 N), uma galactoglucomanana foi isolada.
a partir do emprego de NaOH 1N. As analises quimicas de oxidacdo com
metaperiodato de sodio. metilagédo e fisico-quimicas por polarimetria e ""C-RMN.
demonstraram uma estrutura constituida por uma cadeia principal de unidades de
D-manopiranose e D-glucopiranose, com relacdo molar Man:Glu 3:1, ligadas B
(1—4), eventualmente substituidas por D-galactopiranose o (1—6), com alta
massa molecular determinada por GPC, acoplada a detector por espalhamento
de luz, em torno 8 x 10° g/mol, que pode ser atribuida a presenca de agregados
moleculares. As estruturas quimicas caracterizadas mostraram-se tipicas de
outras gimnospermas anteriormente estudadas, no entanto observou-se que
estas encontram-se em quantidades similares. diferente do que normalmente é
encontrado para coniferas.
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1. Introducao




1.1. Hemiceluloses

As hemiceluloses s&o consideradas como o segundo material organico
natural mais encontrado na biosfera, ficando atras apenas da celulose
(JOSELEAU et al., 1992: POPA, 1996). Plantas vivas contém cerca de 6 x 10"
toneladas de hemiceluiose e em torno de 3 x 10" toneladas sao
fotossintetizadas. anualmente, por plantas terrestres superiores (WILKIE, 1983).

A origem do termo deve-se ao fato que, inicialmente, acreditava-se que
estes polissacarideos fossem os precursores da sintese de celulose (NEUKOM et
al.. 1967). O termo foi introduzido por Schulze, em 1891 o qual extraiu
polissacarideos de plantas com alcali diluido. Neste aspecto. hemiceluloses sdo
frequentemente definidas como polissacarideos de parede celular de vegetais
superiores que podem ser extraidas com alcali (FENGEL & WENEGER, 1989:
SJOSTROM, 1993: WILKIE, 1983). Entretanto, alguns polissacarideos extraidos
com agua. como as arabinogalactanas e glucomananas. também sé&o
considerados hemiceluloses (MILLS & TIMELL., 1963: SCHWARZ & TIMELL.
1963: WILKIE, 1979).

Dentro das caracteristicas especificas das hemiceluloses, alguns autores
definem-as como sendo heteropolissacarideos com funcdo estrutural na parede
celular apresentando, em geral, massa molecular menor que a celulose e grau de
ramificagéo reduzido. A quantidade de hemiceluloses, em massa seca da
madeira, geralmente gira em torno de 20 a 30%. As diferencas no contetdo de

hemiceluloses. tanto no aspecto constitutivo quanto ao percentual em massa, em
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diferentes estagios de crescimento. ndo se mostraram significativas (BUCHALA &
WILKIE, 1974, ROMANOWSKI, 1986). Entretanto. a composicdo
monossacaridica de hemiceluloses de diferentes tecidos em um mesmo individuo
apresenta bastante variabilidade (WILKIE, 1983).

Estes polissacarideos s&o constituidos pelos monossacarideos D-xilose,
D-manose, D-galactose, D-glucose, L-arabinose, acido 4-O-metilglucuronico,
gcido D-galacturonico e 4&cido D-glucurdnico. Eventualmente, apresenta
grupamentos O-acetil ligados as unidades petencentes a cadeia principal
(FENGEL & WENEGER, 1989; JOSELEAU et a/. 1993; PULS & SCHUSEIL,
1993: SJOSTROM, 1993).

As hemiceluloses estdo inseridas na parede celular de plantas em um
complexo fortemente associado, juntamente com a celulose e lignina (JOSELEAU
et al.. 1992). Analisando células individuais, as hemiceluloses s&o encontradas
na parede primaria, juntamente com celulose, pectinas e proteinas (Figura 1).

A parede secundaria ¢é dividida em trés camadas, caracterizadas
principalmente pelas diferentes orientacbes das microfibrilas de celulose. As
hemiceluloses estdo localizadas também na parede secundaria, que é lignificada

(FENGEL & WEGENER, 1989; SUIOSTROM, 1993).



Figura 1. Estrutura geral da parede celular da madeira, apresentando a
parede primaria (a); camadas da parede secundaria S1 (b); S2
(c); S3 (d) e camada verrucosa (e)

Fonte: REID (1997).

A extracdo dos polissacarideos da parede celular é realizada
mediante diversos tipos de solventes. A agua é capaz de solubilizar
pectinas e algumas hemiceluloses, como arabinogalactanas e
glucomananas (FENGEL & WEGENER, 1989; MILLS & TIMELL, 1963;
SCHWARZ & TIMELL, 1963; WILKIE, 1983). O emprego de alcalis, como
hidroxido de sédio, hidroxido de potassio ou hidréxido de bario sdo capazes
de solubilizar de forma eficiente polissacarideos hemicelulésicos (TIMELL,
1965a; WILKIE, 1979). Estes podem ser seletivos na obtencdo de
polissacarideos especificos. Xilanas sédo extraidas de forma mais eficiente

quando utiliza-se hidréxido de potassio ou uréia (SJOSTROM, 1993;



BACIC & STONE. 19881), enquanto glucomananas s&o solubilizadas, de maneira
mais eficaz, com hidroxido de bario ou acido bérico (MEIER, 1965; BACIC &
STONE, 1981).

Os solventes alcalinos, no entanto, causam modificacdes na estrutura
nativa das moléculas. pela remocao de grupos O-acetil e B-eliminagado da cadeia
polissacaridica, sendo o ultimo amenizado pela adicédo de boroidreto de sodio a
solugdo extrativa (ASPINALL, 1982: MEIER, 1965, SJOSTROM, 1993;
WOLFROM & THOMPSON, 1963).

Solventes inertes, como dimetilsulfoxido (DMSO), dioxano ou
dimetilformamida também podem ser empregados nas extragées hemicelulosicas,
apresentado como principal vantagem o efeito minimo de degradagdo da
estrutura nativa. preservando os grupos O-acetil e a massa molecular mais
proximas da forma original, nos polissacarideos, apesar dos baixos rendimentos
obtidos (BOUVENG & LINDBERG, 1965, HAGGLUND et a/, 1956, PULS &
SCHUSEIL, 1993: SIOSTROM, 1993). HAGGLUND et al.. 1956, citam ainda que
parte das hemiceluloses sdo extraidas com DMSO e que o material celuldsico
exibe significativo inchamento intermicelar durante o tratamento, razdo pela qual
muito material hemiceluldciso ainda € obtido apds subsequente extragcdo com
agua.

As hemiceluloses podem ser classificadas de acordo com o agente
precipitante empregado. Hemiceluloses A s&o aquelas que precipitam em pH 5,0,

apos neutralizagao do meio alcalino de extracdo. Geralmente sdo polissacarideos
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acidos. Ja hemiceluloses do tipo B s&o aquelas soluveis em pH 50 e que
precipitam com a adigdo de etanol (SJIOSTROM, 1993).

Grande parte dos trabalhos envolvendo a elucidagdo estrutural de
hemiceluloses de xilema de vegetais superiores teve seu inicio no final da
década de 50. a partir da descoberta e aperfeicoamento dos métodos quimicos
de analise.

Em diversos trabalhos com madeiras de coniferas. os estudos de
hemiceluloses dos géneros Picea, Gingko, Larix, Picea. Pinus, Thuja e Tsuga
evidenciaram a existéncia de uma similaridade em torno de suas estruturas
quimicas. Todas as espécies dos géneros estudados apresentaram, como
principal  hemicelulose,  O-acetil-galactoglucomananas e em menores
quantidades, arabino-4-O-metilglucuronoxilanas, com diferentes razdes entre os
monossacarideos constituintes (ADAMS, 1965a; ASPINALL. 1959: CROON &
LINDBERG. 1958: DUTTON & HUNT, 1960 a e b; TIMINSKI & TIMELL, 1960).

Outfos trabalhos que se seguiram demonstraram o mesmo perfil estrutural.
como no estudo da madeira de Abies amabilis (SCHWARZ & TIMELL. 1963) e
Picea engelmanni (MILLS & TIMELL, 1963). Desta forma. gracas & reunido de
resultados. pdde-se caracterizar as hemiceluloses de gimnospermas, de maneira
generica, como sendo constituidas por um polissacarideo hemiceluldsico
principal, O-acetil-galactoglucomanana (20-25%), onde grupos O-acetil e
galactose substituem unidades de glucose ou manose, da cadeia principal. Em
menor proporgdo, sao encontrados as arabino-4-O-metilglucuronoxilanas, com

proporgdes de monossacarideos dependentes do tipo do extrativo utilizado e da



fonte estudada (FELGEL & WEGENER, 1989; PULS & SCHUSEIL, 1993;
SJOSTROM, 1993; TIMELL, 1964; TIMELL, 1965 b).

As hemiceluloses de madeiras de angiospermas também possuem uma
similaridade em torno da composicdo e estrutura. Diferem substanciaimente, no
entanto, daquelas encontradas em gimnospermas. S&o constituidas basicamente
por 4-O-metil glucuronoxilanas (cerca de 30% em massa seca de madeira), com
taxas inferiores de outros polissacarideos. (FELGEL & WEGENER, 1989; PULS
& SCHUSEIL, 1993; SJOSTROM, 1993: TIMELL, 1964; TIMELL, 1965 b).

Desta forma, a composicao monossacaridica da madeira de coniferas deve
apresentar teores mais elevados de manose e glucose, enquanto que na madeira
de angiospermas, 0s niveis de xilose devem ser maiores. como mostrado na

Tabela |.
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Tabela . Unidades n&o-giucosicas de hemiceluloses de varias madeiras.

Divisao Espécies Composigio monossacaridica (moi %)

Man Xil Gal Ara GluA Acetil

Gimnosperma Abies balsamea 100 52 10 1.1 48 1,4
Larix decidua 11,5 51 61 2,0 2,2
Larix laricina 123 60 24 1,3 2,8 1.6
Picea abies 136 56 28 1,2 1.8
Picea glauca 120 70 19 1.1 44 12
Ficea mariana 94 60 20 1.5 51 1.3
Pinus strobus 81 70 38 1.7 52 1,2
Pinus sylvestris 124 76 19 1,5 50 1.6
Tsuga canadensis 106 33 18 1.0 4.7 1.4
Thuja occidentalis 74 38 15 1.7 58 0.9
Angiosperma Acer rubrum 33 181 10 1,0 49 3,6
Betula alleghaniensis 1,8 185 0,9 0,3 6,3 3,7
Betula papyrifera 20 239 13 0,5 57 3,9
Betula verrucosa 32 249 07 0,4 3,6
Fagus grandiflora 1.8 217 08 0,9 59 43
Fagus sylvatica 09 180 14 0,7 4.8
Fraxinus excelsior 38 183 09 0,6 6,0
Populus tremuloides 35 212 11 0,9 3,7 3.9
Robinia pseudoacacia 22 16,7 0,8 0,4 47 2.7

Fonte: FENGEL & WENEGER (1989).

Hemiceluloses de xilema de angiospermas e gimnospermas apresentam,

portanto, um padrdo diferenciado em sua composicao monossacaridica (FENGEL



& WENEGER, 1989). Nos anos 80, o advento de técnicas mais sofisticadas,
como o eimprego de métodos espectroscopicos € equipamentos cromatograficos
de alta resolucdo, tanto no processo de isolamento, quanto na etapa de
elucidac&o estrutural, trouxe enormes avancos ao estudo dos polissacarideos.
Levando-se em conta que grande parte dos trabalhos envolvendo estruturas de
hemiceluloses de madeiras, principalmente gimnospermas, datam das décadas
de 50. 60 e 70, poucos exploraram o mesmo, a partir das décadas seguintes,

através do uso das mais modernas técnicas.

1.2. O-acetil-galactogilucomanana (GGM)

S&o hemiceluloses que apresentam uma cadeia principal de unidades de
manose e glucose alternadas ligadas B (1—4), eventualmente substituidas por
galactose a (1—6) e grupos O-acetil nas posicés O-2 e/ou O-3 das unidades de

manose (FENGEL & WEGENER, 1989).

¢H,0H
HO._ 3.
o N
N 0
1
CH,OH 0-ac OH ¢y, CH,OH
0. 0. 4 o_ 0 0
OH CH JH OH O 0-Ac O H
™o o’ Yo 0
{H,0H CH,0H OH

Figura 2. Estrutura quimica parcial de uma O-acetil-galactoglucomanana de
gimnosperma.

Fonte: FENGEL & WEGENER (1989).



A razdo Man:Glu:Gal (3:1:0.1) e geralmente encontrada, podendo, no
entanto, variar de acordo com a espécie e o0 metodo extrativo utilizado (FENGEL
& WEGENER. 1989).

A razdo aproximada de 3:1 (Man:Glu) entre manose e glucose é
encontrada em diversos trabalhos envovendo coniferas. como Picea abies (3,5:1)
(CROON & LINBERG, 1958), Picea glauca (3:1) (TIMINSKI & TIMELL, 1960),
Pinus syivestris (3:1)(MEIER. 1958) e Larix laricina (2,7:1) (KOOIMAN & ADAMS,
1961).

As massas moleculares de glucomananas tém sido determinadas ao longo
do tempo por diversas técnicas de analise. CROON & LINBERG (1958),
determinaram o grau de polimerizagédo (GP) do polissacarideo através dos
derivados metilados. a partir da razao existente entre os derivados 2,3,6 tri-O-
metil manitol, 2,3,6 tri-O-metil glucitol e o terminal n&do-redutor 2,3,4,6 tetra-O-
metil hexitol, resultando em GPs de 68 e 100, para glucomananas extraidas com
agua e alcali. respectivamente. de madeira de Picea abies. uma conifera. Da
mesma forma. outra especie do mesmo género. Ficea glauca., rendeu uma
glucomanana com GP médio de 172 (TIMINSKI & TIMELL. 1960).

Em estudo mais recente, giucomananas de sementes de Asparagus
officinalis, uma monocotileddnea, apresentaram massas moleculares entre 1,5 x
10° - 2 x 10°, quando cromatografados por gel-filtragcdo, em Sephadex G-200,
(GOLDBERG et al., 1987).

O efeito degradativo dos métodos de deslignificacdo utilizados devem ser

considerados, dificultando a elucidacdo das massas moleculares de
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hemiceluloses nativas (ASPINALL. 1982; TYMINSKI & TIMELL, 1960; SIMKOVIC
et al., 1886). Além disso, extracées alcalinas também s&o responsaveis pela
clivagem de ligacbes «-glicosidicas das unidades de galactose (FENGEL &
WEGENER, 1989). Em GGM de tabaco (Nicotiana tabacum), o conteudo de
unidades substituintes de galactose, apos extragdo com hidroxido de sédio 25% e
acido baérico, foi de aproximadamente 14%.

A extracdo de GGM na sua forma acetilada pode ser obtida pelo emprego
de DMSO como agente extrator. GGM de Pinus sylvestris possui cerca de 5% de
grupos O-acetil (MEIER. 1961). Estudos de GGM foram realizados em
hemiceluloses de uma espécie dicotiledonea, Linum usitatissimum. O trabalho
correlaciona os assinalamentos de unidades de manose e glucose acetiladas a
partir de espectros bidimensionais, utilizando a técnica de HMBC (2D-
heteronuclear proton-detected muitiple-bond coherence) (HAZENDONK et al,
1996). Outra metodologia adequada a identificacdo de grupamentos O-acetil
utiliza FT-IR (Fourier Transform-infraRed). Em madeira de Populus deltoides,
moida e tratada com éalcali, a determinagdo quantitativa de grupos acetil foi
apresentada, baseada na variacdo da altura dos picos a 1735 cm-1, devido ao
grupo carbonila da hemicelulose. Uma boa correlacdo com valores obtidos por
cromatografia a gas foi obtida (ZANUTTINI et al., 1998).

A caracterizagao estrutural de uma GGM de suspensa&o em cultura de
celulas Nicotiana plumbaginifolia foi determinada a partir do estudo dos
oligossacarideos produzidos pela digestdo com diferentes enzimas. O tratamento

com o e [-galactosidase mostrou que a maioria da cadeia era composta por
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unidades de Galp-a-(1— substituindo a cadeia principal de glucomanana.
Tratamento com endo-(1~>4)-[3;mananase confirmou a presenca alternada de
unidades de —4-D-Manp-3-(1— e —4)-D-Glcp-B-(1 (SIMS et a/., 1997). Estudos a
partir de oligossacarideos também foram realizados por hidrélise acida parciai,

como em GGM de Popuius molinifera (KUBACKOVA et al., 1992).
1.3. Arabino-4-O-metilglucuronoxilana (AGX)

Em gimnospermas, sdo constituidas por uma cadeia principal de unidades
de xilopiranose ligadas {3 (1-4), substituidas por « (1—3) arabinofuranose e
acido 4-O-metilglucurdnico ligadas o (1-2), enquanto que em angiospermas
dicotileddneas as unidades xilopiranose sao substituidas ndo mais por arabinose,
mas por grupos acetil nas posicées O-2 ou O-3, ou ainda em menor quantidade,
substituicées em O-2,3 (CARPITA, 1996)(Figura 3).

Em xilema de Mimosa scabrella. uma angiosperma dicotiledonea, a
ocorrencia de grupos O-acetil na cadeia de xilana indicou substituicdes em O-2
(14%), O-3 (16%) e O-2,3 (5%) (REICHER et al., 1984).

Em recente trabalho, HAZENDONK et al., 1996, estudando hemiceluloses
acetiladas (xilana) de Linum usitatissimum, uma angiosperma herbacea (JOLY,
1991), aplicaram técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN) a fim de
elucidar a localizagdo de grupo acetil nas moléculas de xilana, a partir de
espectros bidimensionais, utilizando técnica de HMBC. Como parte conclusiva do

trabalho. a xilana linear ligada $ (1—4) possui grupos O-acetil substituintes em C-



2 e C-3, com grau de acetilagdo 0,5. Ja OHKOSHI et al. (1997), estudaram
grupos C-acetil em xliana de Betula maximowiczii, a partir de experimentos de
“C-RMN e HSQC (Heteronuclear Signal Quantum Coherence). Os autores
afirmam ainda que n&o ha mudancas na distribuicdo dos grupos O-acetil quando
0 material é submetido ao processo de deslignificacdo pelo método que utiliza
clorito de sodio como agente deslignificante.

Considerando os substituintes em AGX. de forma geral, a cada dez
unidades de xilose. cerca de sete sdo substituidas por unidades terminais de 4-
O-metilglucurdnico, enquanto que uma unidade terminal de arabinose ocorre a
cada oito ou nove unidades de xilose (FENGEL & WEGENER, 1989; PULS &
SCHUSEIL. 1993). Em hemiceluloses de xilemas, as derivatizagdo de &acidos
uronicos, pela inser¢do de grupos 4-O-metil, é total. Em monocotiledbneas, como
acontece na maioria das especies. 0s acidos urdbnicos nao apresentam grupos
O-metil ligados (CARPITA, 1996; ASPINALL, 1959; CARPITA & WHITTERN,

1986: WILKIE, 1983).

COOH

0
HOHzC

@C&Q

Figura 3. Estrutura quimica parcial de uma arabino-4-O-metil glucuronoxilana de
gimnosperma.

Fonte: FENGEL & WEGENER (1989).



Arabinoxilanas acidas, em angiospermas monocotileddneas, diferem
daquelas encontradas para dicotiledoneas. As primeiras sdo formadas por
cadeias de unidades de xilopiranose ligadas f (1—4), substituidas por
arabinofuranose « (1—-3) e/ou a (1—2) e acido glucurdnico ligadas o (1—2).

A razdo Xil:Ara neste grupo de vegetais pode chegar até 1.1, o que
confere caracteristicas fisico-quimicas distintas daquelas encontradas em
coniferas e dicotiledoneas. ANDREWARTHA (1979), cita que a distribuicao de
grupos arabinosil ao longo da cadeia de xilana € de grande importancia, ja que
afetam a conformacédo e a capacidade das AGX interagirem entre si e/ou com
outros polissacarideos. Conformagé&o da cadeia e interacdes intermoleculares
influem no comportamento relacionado a certas propriedades fisicas e funcionais
dessas macromoléculas (IZYDORCZYK & BILIADERIS, 1995). As AGX de caules
de gimnospermas e angiospermas monocotiledoneas geralmente apresentam
solubilidade em meio aquoso, apesar do metodo extrativo geralmente utilizar
solugbes alcalinas. Ha, no entanto. possibilidade de formacdo de agregados
moleculares (GRUPPEN et al., 1992a).

A massa molecular de AGX, independente do grupo vegetal. apresenta
grande disparidade de valores. Em cereais, por exemplo, as massas podem
atingir de 6,5 x 10* a 6,6 x 10" para o trigo, quando obtidos por sedimentag&o
(ANDREWARTHA et al., 1979). Para a mesma espécie, estes valores alcancam
80 x 10° a 5 x 10° quando avaliados por gel filtracdo (FINCHER & STONE,
1986), 7,0 x 10° - 10 x 10° (FINCHER & STONE, 1974), 22 x 10°

(GHIRHAMMAR et al., 1986). GHIRHAMMAR & NAIR (1992), utilizando HPLC,
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estimou massas moleculares médias de AGX de centeio em valores em torno de
52x10°a7,7 x10°.

Utilizando técnicas modernas, como analise por espalhamento de luz
(“light scattering”), GRUPPEN et al. (1992a), reportaram a diferenga existente
entre as massas moleculares de uma arabinoxilana de trigo extraida com NaOH
1IN (Mw = 8,5 x 10°) com suas subfragbes obtidas por separacdo em coluna por
troca ionica DEAE-Sepharose CL 6B. As subfracbes originadas resultaram em
massas moleculares menores que a fracdo original, variando de 2,6 x 10°a 6,4 x
10°. Os autores citam que a diferenca observada pode ser devida a agregacao
molecular. Da mesma forma, IZIDORCZYK & BILIADERIS (1995), comentam que,
em HPSEC (high pressure size-exclusion chromatography) a estimativa de
massas moleculares dependem da técnica, condi¢do do solvente utilizados
durante a medida e eventos de agregagao das cadeias.

Estudos realizados por espalhamento de luz revelaram que o tempo de
armazenamento de fracdes por pelo menos trés anos pode gerar um alto fator de
agregacdo, comprometendo a elucidacdo das propriedades fisico-quimicas de
arabinoxilanas (EBRINGEROVA et a/., 1994b). No mesmo trabalho, varios
solventes aproticos como DMSQ, cuoxano, cadoxeno (CdO) e tartarato férrico de
sodio, foram utilizados como solventes de AGX. Foram realizadas analises por
difus&o de luz. onde foram avaliadas as massas moleculares e os raios de
giracdo de amostras armazenadas durante longos periodos, onde observou-se
uma um aumento de agregacgado proporcional ao tempo de armazenamento da

fracéo.
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Cadeias nao-substituidas de xilanas B(1-—-4) formam complexos insoluveis,
estabilizados pelas interagdes por pontes de hidrogénio (ANDREWARTHA,
1979). A agregacao de moléculas de AGX ¢ limitada pelo impedimento estérico
imposto por unidades laterais de arabinosil. A adicdo dessas unidades parece
manter a cadeia em forma estendida e com flexibilidade restrita. Como resultado
dessa conformacéo rigida, as AGX podem exibir alta viscosidade em solucGes
aquosas (IZIDORCZYK & BILIADERIS, 1995).

O estudo de cinco fracGes de AGX de trigo, por exemplo, mostrou que o
aumento do conteudo de arabinose reduzia a viscosidade intrinseca da solugéo,
ao mesmo tempo em que se aumentava o conteudo de grupamentos fendlicos,
sendo estes Ultimos responsaveis pela diminuicdo do grau de viscosidade
(IZYDORCZYK & BILIADERIS, 1994).

Ja em gimnospermas, a partir de estimativas realizadas por método de
metilacdo, arabinoxilana de Abies amabilis apresentou um grau de polimerizacéo
da cadeia principal de xilana 8 (1—4) em torno de 100 (SCHWARZ & TIMELL,
1963), enquanto em Picea engelmanni, o GP é de 88 (MILLS & TIMELL, 1963).

Deve-se ressaltar que a massa molecular de polissacarideos pode variar
de acordo com a metodologia utilizada na obtencdo dos mesmos. Deslignificacao
e extracOes alcalinas s&o citadas como responsaveis pela clivagem de
polissacarideos (ASPINALL, 1982; WILKIE , 1979). SIMKOVIC et al. (1986),
descrevem, a partir de analises '>C-RMN, treze. sub-produtos de degradacdo
alcalina de uma arabino-4-O-metilglucuronoxilana. Perdas de unidades de

arabinose e cidos urodnicos foram também relatadas.
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Estudos de oligossacarideos produzidos pela agdo de enzimas
(McCLEARY & MATHESON., 1986) ou tratamento acido (GOLDSTEIN et al.,
1980), podem resultar em respostas conclusivas a respeito da distribuicdo dos
mondmeros em torno da molécula. Trabalhos recentes avaliaram
oligossacarideos de AGX de trigo, produzidos pelo tratamento com endo-(1—4)-
B-D-xilanase |, onde foram analisados por espectroscopia de 'H-RMN (GRUPPEN
et al., 1992b). A caracterizagao dos elementos, que possuiam GP de 3 a 7,
reportou analises espectroscopicas bidimensionais de préton, utilizando
experimentos de ROESY (Rotating n.O.e. spectroscopy) e HOHAHA
(Homonuclear Hartmann-Hahn), além de fa.b.-ms e analises de metilacdo
(HOFFMANN et a/., 1991, HOFFMANN et al., 1992).

Do mesmo modo, xilo-oligossacarideos permitem a elucidacao estrutural a
partir de espectros de ">C-RMN, combinados com espectroscopia de 'H-RMN

(KOVAC & HIRSCH, 1980).

1.4. Interagao hemicelulose-polimeros da parede celular

Muitos autores avaliam a existéhcia de interagdes entre as hemiceluloses
e 0s outros componentes da parede secundaria de espécies dicotileddneas,
como a celulose e lignina (AZUMA et al., 1981; DAS et a/., 1981; DAS et al.,
1984a e b; JOSELEAU et a/., 1993; REICHER, 1984; SUOSTROM, 1993), ou de
espécies monocotileddneas, principalmente gramineas e cereais, que ainda vém

sendo extensivamente caracterizadas (GRAHAN et a/.. 1995; KATO & NEVINS,
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1985. MCRRISON. 1974 MARKWALDER & NEUKOM. 1976. MICHNIEWICZ et
al.. 1990; RYBKA et al.. 1993; WALLACE et a/.. 1995 WENDE & FRY, 1997;
WHITMORE. 1974). Com relagao a proteinas. o estudos das interacoes se
processa, de forma majoritaria. nos polissacarideos da parede primaria de
vegetais superiores (EBRINGEROVA, et al., 1994a; KEEGSTRA et al., 1973,
SHOWALTER, 1993; VARNER & LIN, 1989).

Existem evidéncias sobre o tipo de interacdo envolvendo as hemiceluloses
e lignina. A lignina € um biopolimero estrutural, formado por unidades de fenil-
propano, constituinte da parede celular de vegetais superiores (SJOSTROM,
1993). Em gimnospermas, podem ser chamadas de “guaiacil lignina”, referéncia
ao produto de polimerizagdo do alcool coniferilico, enquanto que em
angiospermas podem ser denominadas “guaiacil-siringil lignina”, um copolimero
de unidades de alcool coniferilico e sinapilico (SARKANEN & HERGERT, 1971;
SJOSTROM, 1993). Estes dois tipos de lignina podem ser melhor difenciados
com base nos produtos de oxidacao com nitrobenzeno. Ligninas de
gimnospermas produzem principalmente vanilina e pequenas guantidades de
hidroxibenzaldeido. enquanto que em angiospermas, os produtos gerados sao
siringaldeido e vanilina (SARKANEN & HERGERT, 1971).

Interagdes entre lignina e carboidratos foram investigados, em caule de
Mimosa scabrefla. Ligagbes do tipo ester envolvendo a carboxila em C-6 das
unidades de acido 4-O-metilglucuronico com fendlicos constituintes da lignina,

onde cerca de 15% do acido urdnico total estaria envolvido com este tipo de
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ligacdo. Ligacdes do tipo éter também foram investigadas (REICHER & CORREA,
1982).

Em caule de outra angiosperma, Corchorus capsularis. popularmente
conhecida como juta, o grau de esterificacao foi estimado em 34% (DAS et al.,
1984). Outros trabalhos mostram a possivel existéncia de ligacdes covalentes do
tipo éter entre C-5 das unidades substituintes de arabinose, constituintes de
AGX. com grupamentos fendlicos da lignina ou ainda ligacdes do tipo éter entre o
C-3 de unidades substituintes de galactose, que formam as

galactoglucomananas, com os compostos fenolicos (Figura 4).
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Figura 4 . Exehplos sugeridos de formacdo de complexo lignina-carboidrato:
uma ligacdo éster de xilana de madeira através de um acido 4-O-
metilglucurdnico (1); uma ligacao eter atraves de uma unidade de
arabinose (2); uma ligacao éter de uma galactoglucomanana atraves
de uma unidade de galactose (3)

Fonte: SJOSTROM (1993).
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SUN et al. (1998), revelou estudos sobre interacao lignina-carboidrato em
parede celular de Musa textlis, uma monocotileddnea de onde se utiliza as fibras
na fabricacdo de papel. a partir da deteccdo por FT-IR (espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier) de grupamentos envolvidos nas
ligagbes dos complexos. FILIPPOV (13892), cita que a espectroscopia de FT-IR
pode ser util, em particular, para resolver problemas de identificacdo de
polissacarideos, checar sua pureza, assim como na investigagado de interagoes

intermoleculares.

1.5. Aplicagoes de hemiceluloses

Hemiceluloses sdo atualmente muito utilizadas em processos industriais,
devido a suas caracteristicas quimicas. Sao facilmente convertidas a
componehtes primarios, como xilose, xilitol, hidroximetilfurfural e &cido levulinico,
na formacdo de glicol e acido gliconico (usado na industria alimenticea como
sequestrante de cations). O principal derivado, xilitol, consiste em polialcool de
cinco carbonos, € utilizado como adogante ndo-cariogénico em xaropes e balas
(WADE & WELLER, 1994; POPA, 139396).

Qutro importante emprego de hemiceluloses na industria consiste na
bioconversdo de xilose a xilitol, onde Candida € considerado um dos principais
géneros de fungos utilizados, considerando o rendimento e otimizagao do
processo (WINKELHAULSEN & KUZMANOVA, 1998). Atualmente, as

hemiceluloses apresentam largo emprego na bioconversdo enzimatica para
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producado de etanol. Sdo inumeros os microorganismos capazes de transformar
xilose em etanol, sob condigdes anaerobicas. (FEIN et al.. 1984;: TORGET et al.,
1995; PCPA, 1996). O trabalho de LASTICK et al. (1990), porém, cita que € mais
dificil a fermentagao de xilose a etanol, do que o mesmo processo para glucose,
derivada da celulose.

Hemiceluloses s&o tambéem aplicadas em processos fotograficos,
cosmeticos, estabilizantes de cervejas e no melhoramento da qualidade das
fibras na producao de papel e celulose (WILKIE, 1983).

A propriedade geleificante de xilanas 4&cidas foi avaliada, quando
introduzida em meio contendo quitosana. Provavelmente, a complexagao entre
acido glucurdnico da xilana e o grupamento amino da quitosana é a responsavel
pela formagao do hidrogel (GABRIELLI & GATENHOLM, 1998).

Na area farmacoldgica, muitos estudos estdo sendo desenvolvidos no
teste da atividade biologica de hemiceluloses e oligossacarideos derivados das
mesmas, principalmente como atividade antitumoral (RAIDARU et al., 1997,
MAEDA et a/., 1998: POPA. 1996; WANG & ZHENG, 1997).

Em diferentes tipos de organismos, os polissacarideos podem apresentar
potencial como indicadores quimiotaxondmicos. Em fungos, por exemplo, GORIN
& SPENCER (1970), apresentaram uma discussdo taxondmica de diversos
géneros, a partir da identificacdo, por espectroscopia de 'H-RMN, de
oligossacarideos produzidos pela hidrélise de mananas e glucanas (hidrélise

parcial e enzimolise) da parede celular.
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Ja em liquens. IACOMINI & SCHNEIDER (1985), relataram um estudo
comparativo envolvendo trés diferentes especies do género Cladonia, onde
utilizaram galactomananas como fonte principal do estudo. A continuacdo da
pesquisa envolveu o estudo de outras espécies do género Cladonia
(WORANOWICZ et al., 1997). A perspectiva do emprego de galactoglucomanas
“existentes em liguens foi investigada em Cladonia ibitipocae e Cladonia
substellata (WORANOWICZ et al., 1998).

Galactomananas de endosperma de Schizolobium parahybae e
Schizolobium amazonicum foram utilizadas como parametro taxonémico, de
acordo com o padrdo de oligossacarideos produzidos por hidrolise acida parcial
(PETKOWICZ et al., 1998).

Paredes celulares de vegetais superiores apresentam diferengas
basicas, de acordo com o grupo vegetal. Desta forma, as gimnospermas,
angiospermas mono e dicotileddoneas possuem diferentes polissacarideos

estruturais (CARPITA, 1996; FENGEL & WENEGER, 1989; SJOSTROM, 1993).

1.6. O género Podocarpus

a) Caracteristicas ecologicas

O género Podocarpus € um representante da familia Podocarpaceae,
ordem Coniferales e divisdo gimnosperma (JOLY, 1991). Dentre as oito espécies

encontradas no Brasil. Podocarpus lambertii € a de maior ocorréncia (Figura 5),
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sendo que no Parand, aparece de forma dispersa, formando macigos puros,
com elevado nimero de individuos por unidade de area (INOUE et al., 1984,
MAINIERI & PIRES, 1973). P. lambertii habita preferencialmente a Floresta
Ombréfila Mista (Floresta com Araucaria), nas formagcdes Aluvial (galeria),
Montana e Alto-Montana. E encontrada também na Floresta Estacional
Decidual Montana, na regido central da Bahia, nos campos rupestres ou de
altitude e na Estepe Gramineo-Lenhosa, onde se da o inicio da formacao dos

capdes de mata (CARVALHO, 1994; INOUE et al., 1984).

Gy, m e

Figura 5. Representante de Podocarpus lambertii.

Fonte: LORENZI (1992).



Outra especie do género. nativa do Estado dc Parana €& Podocarpus
selowil, porém com ocorréncia bastante reduzida guando comparada com P.
lambertii. Esta encontra-se na Floresta Ombrofila Densa (Floresta Atlantica) e na
Floresta Amazonica (JOLY, 1991; MAINIERI & PIRES, 1973). As caracteristicas
morfologicas e reprodutivas de P. selowii s@o muito semelhantes a P. lamberti,

exceto a dimensédo foliar, que atinge de 5-9 cm de comprimento (MAINIERI &

PIRES, 1973).

b) Caracteristicas morfologicas

S&o pianta didicas de 8-14 m de altura, com tronco de 30 a 60 cm de
didmetro, com folhas coriaceas, de 2-4 cm de comprimento (Figura 6). A
ramificagdo € monopodial quando jovem, formando copa conica e dicotdomica

(simpodial), com galhos grossos e longos nas arvores adultas (CARVALHO,

1994; LORENZI, 1992).
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Figura 6. Caracteristica foliar de Podocarpus lambertii

Fonte: INTERNET

As flores femininas sdo terminais, em ramos curtos especiais. Os évulos
s&o anatropos com um envoltério carnoso na base, que se desenvolve na
semente madura, como um pedunculo carnoso (proporcionando a origem do
nome do género). As flores masculinas sdo reunidas em densos estrébilos
alongados, em geral, nascendo em fasciculos de varios estrébilos (CARVALHO,

1994).



c) Aplicagoes da madeira

A madeira de P. Jamberti encontra muitas utilizacbées. Usada em
embalagens, molduras, ripas, guarnicdes, carpintaria comum, tabuas para forros,
caixaria. lapis e palitos de fosforo, brinquedos, marcenaria, caixa de ressonancia,
compensado, laminado, aglomerado e instrumentos musicais. Espécie adequada
para produgdo de papel, principalmente para fibra longa (CARVALHO, 1994;
INOUE et al., 1984). Apresenta baixa resisténcia ao ataque de cupins e seu
crescimento € lento, o que impede um uso mais extensivo da especie para fins

comerciais (CARVALHO, 1994: LORENZI, 1992).

d) Caracteristicas evolutivas

As espécies da familia Podocarpaceae s&o, morfologicamente e
ecologicamente, a mais diversa de todas as coniferas (KELCH, 1998).
Apresentam caracteristicas incomuns as‘ gimnospermas. como a formagdo do
epimacio. um envoltdrio carnoso unido ao cone (JOLY, 1991) ou estrutura de
suporte do ovuio (KELCH, 1998), caracteristica que provoca. ha varios anos,
controversias em torno de seu processo evolutivo dentro das gimnospermas e
sua real classificagao botanica (Figura 7). FLORIN (1954) interpreta o cone
como sendo homologo a escala ovulifera de outras coniferas, como da familia

Pinaceae. No entanto, Podocarpus langa uma controversia, quando se considera
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0 epimacio como um perianto ou um segundo integumento do Ovulo de

angiospermas (KELCH, 1998; TOMLINSON, 1992).

Figura 7. Cone de Podocarpus sp.

Fonte: INTERNET

STOFFBERG (1991), cita o desenvolvimento do évulo como um primordio
de uma estrutura inicial na escala das sementes. Dentro do enfoque evolutivo,
fésseis encontrados do género Podocarpus datam do Periodo Cretaceo, muito

antes, portanto, do surgimento de muitas angiospermas (KRASSILOV, 1974).
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Um indicador taxonomico. utilizando componentes estruturais da lignina,
podem ser atribuidos para o género Podocarpus. A oxidacdo com nitrobenzeno.
usada para determinar subprodutos caracteristicos para grupos vegetais rende,
para gimnospermas, quantidades elevadas de metoxil. guaiacil e hidroxifenil
propano. Em angiospermas, o conteudo destes compostos € pequeno. enquanto
gue os teores de siringaildeido apresentam-se elevados (SARKANEN &
HERGERT. 1971). No entanto, algumas espécies de Podocarpus, como P. totara,
P. amarus e P. pedunculatus, sao contituidas de quantidades significativas de

unidades de siringaldeido.

JUSTIFICATIVAS

As propriedades estruturais de hemiceluioses de xilema foram
extensivamente estudadas entre as decadas de 50 e 70, permanecendo as
décadas seguintes, até os dias atuais, com poucos trabalhos envolvendo o
mesmo tema. principalmente considerando as grandes possibilidades abertas
pelo avanco tecnolégico dos equipamentos hoje utilizados. Hemiceluloses de
xilema de espécies gimnospermas carecem de ampla revisdo de suas estruturas
quimicas, determinadas até entdo por metodos quimicos de analise.

As trés espécies representativas de coniferas nativas do Brasil s&o
Araucaria angustifolia, Podocarpus lambertii e Podocarpus selowii, sendo as duas
ultimas praticamente ausentes de trabalhos cientificos. principalmente com

relac&o aos aspectos estruturais das hemiceluloses.
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Entretanto. o género Podocarpus e. tambem. extensivamente estudado em
suas caracteristicas morfologicas. devido a peculiaridade observada, originando
diversas discussdes em torno de sua taxonomia. Os estudo das hemiceluloses

pode contribuir para este entendimento, pela potencialidade como indicador

quimiotaxondmico.



2. Objetivos




Objetivo Gerali
Cbter e caracterizar estruturalmente as fracdes hemicelulosicas de
Podocarpus e relacionar os resultados obtidos com agueles registrados em

literatura para gimnospermas € angiospermas.

Objetivos especificos

a. Extrair as hemiceluloses de P. /amberti e P. selowii e determinar as

composi¢bes monossacaridicas.

b. Determinar as condi¢ées de deslignificagao com clorito de sodio do caule de P.
lambertii e avaliar a interferéncia dos grupos fendlicos da lignina em diversos

metodos de dosagens de proteinas.

c. Determinar a melhor condi¢c&o de obtencdo de hemiceluloses de caule de P.

lambertii deslignificado, utilizando hidroxido de sédio e/ou hidroxido de potassio

em diferentes concentracées.

d. Purificar as fragées atraves de metodos quimicos e cromatograficos.

e. Caracterizar estruturalmente as fracdes principais.

f. Discutir e avaliar a taxonomia de Podocarpus sp., assumindo como parametros
comparativos as hemiceluloses e aspectos morfolégicos e anatdomicos das

especies.



3. Materiais e Métodos
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3.1. Métodos gerais

A secgao de tronco utilizada foi descascada e pulverizada em moinho WILLEY,
com granulometria de 200 mesh.

Para precipitagao dos polissacarideos, foi utilizado etanol com grau de pureza
comercial.

Para a remocao de solventes foi utilizado rotaevaporador a vacuo, utilizando
temperaturas entre 40 e 50°C

As analises de acetatos de alditois foram obtidas por cromatografia liquido-
gasosa (g.l.c.), em cromatografo HP 5890 Ii, coluna capilar DB-225, com detector
por ionizagao de chama (FID) e temperaturas de 250 e 300°C para o injetor e
detector, respectivamente. Nitrogénio foi usado como gas de arraste a 2 mL/min. A
quantificagao dos picos foi obtida por integrador HP acoplado ao cromatégrafo.

Os derivados metilados foram analisados em um cromatografo a gas VARIAN
3300, acoplado a um espectrometro de massa FINNIGAN MAT (g.c.-m.s., utilizando
coluna capilar DB-225 e hélio ultrapuro como gas de arraste. com fluxo de 2 mL/min
e temperatura do detector a 220°C. A integracao dos picos foi obtida pelo software
ITDS 4.10.

Os espectros de infravermelho (IR) foram obtidos em aparetho BECKMAN
ACCULAB ™10. As amostras, soltveis em cloroférmio foram analisadas em células
de NaCl. A secagem das amostras para analise espectrofotomeétrica em

infravermelho foi feita em estufa a vacuo EGDCOM 5P a temperatura ambiente.



Os espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono treze (°C-RMN e
DEPT) foram obtidos em aparelho BRUCKER AC-400. a 101,6 MHz acoplado a
transformador de Fourier. As analises foram realizadas em amostras solubilizadas
em agua deuterada (D,0) ou hidroxido de sodio deuterado (NaOH 1% em D,0), em
tubos de 0,5 cm de diametro e temperatura de analise a 303 K. Os deslocamentos
quimicos foram expressos em ppm.

As dosagens de acgucar total foram determinadas pelo método fenol-acido
sulfurico (DUBOIS et al., 1956), utilizando curvas padrdo de xilose e manose, em
comprimentos de onda a 480 e 490 nm, respectivamente.

Acidos urénicos foram dosados utilizando o método descrito por
BLUMENKRANTZ & ASBOE-HANSEN, 1973, com padrdo de acido glucurénico e
leituras em comprimentos de onda de 520 nm.

Trés metodos colorimeétricos para dosagens de proteinas foram utilizados. O
metodo descrito por BRADFORD (1976) (leitura das absorbancias em 595 nm); o
metodo descrito por HARTREE (1972), em comprimentos de onda a 650 nm,
também utilizado para as dosagens de compostos fenolicos. Por ultimo, o método
descrito por PETERSON (1977), a 750 nm. Para todos os métodos colorimétricos
para dosagem de proteina utilizou-se curva padrao de soroalbumina bovina (BSA).

Para dosagem de compostos fenolicos, curvas de acido coniferilico e
siringaldeido foram utilizadas.

Foi realizado também dosagem de proteinas utilizando método titulométrico

de Kjeldahl (KABAT & MAYER, 1964). Esta determinacdo foi realizada no



Laboratorio de Nutricdo Minerai do Departamenio de Solos desta Universidade,
assim como as dosagens dos minerais fosforo (P), magnesio (Mg), potassio (K),
calcio (Ca) e teor de cinzas.

Os teores de lignina em P. lamberti e P. selowii foram determinados
utilizando-se metodologia descrita por ADAMS, 1965, a partir da obtencdo da
Klason-lignina.

As determinagées espectrofotométricas para a regido do visivel foram
realizadas em aparelho SPECTRONIC 20 GENESYS. Para a regiao do ultravioleta,
foi utilizado o apareiho HITACHI U-2001.

As analises de homogeneidade foram realizadas em um cromatégrafo liquido
de alta pressao (HPLC) WATERS 2410, detector por indice de refragao (RI), em
série com detector de espalhamento de luz, utilizando quatro colunas WATERS
dispostas de forma sequencial e apresentando diferentes limites de exclusdo (1 x
10° (coluna 2000); 4 x 10° (coluna 500); 8 x 10* (coluna 250) e 5 x 10° (coluna 120)).
As colunas sao alimentadas pelos solventes através de bomba peristaltica WATERS
515.

A filtracdo das amostras para utilizagdo em HPLC e espalhamento de luz
foram feitas em aparelho de ultrafiltracao SARTORIUS com pressdo maxima de 2
kgf/cm®, em membranas SARTORIUS ou MILLIPORE, apresentando porosidade
0,22 um para uso em HPLC e 0,45 um para espalhamento de luz.

As fotografias das laminas de xilema de P. lambertii foram realizadas no

laboratorio de Anatomia da Madeira da Escola de Florestas da UFPR.
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3.2. Obtencao do material de pesquisa

Uma arvore de Podocarpus lambertii com oito anos de idade, seis metros de
altura e DAP (didmetro a altura do peito) de 15 cm, com aspectos morfologicos
adequados para a espécie, foi abatida pelo autor (Engenheiro Florestal), junto a
area localizada no municipio de Bocailva do Sul, regido metropolitana de Curitiba,
local onde sao encontrados macicos de pinheiro-bravo.

A amostra de tronco de Podocarpus selowii foi obtida e identificada peio
Engenheiro Florestal Prof. Dr. Carlos Vellozo Roderjan, que coletou o material na
regiao de Guaraquecgaba, local de ocorréncia natural da espécie. A arvore abatida

possuia 11 anos de idade cerca de sete metro de altura, com DAP de 15 cm.

3.3. Obtencgao da holocelulose

O material, previamente moido e seco, foi deslipidificado em aparelho
SOXHLET, em solvente tolueno-etanol com proporcao de 2:1. durante 48 horas.

O residuo, livre de extrativos lipidicos, foi submetido ao processo de
deslignificacao descrito por TIMELL (1965a). As proporgdes de reagentes utilizadas
na deslignificacdo foram calculados em relagcdo a 30 g de material a ser extraido.
Desta maneira, o material moido, juntamente com 490 mL de agua destilada foram
adicionados em um kitasato, sob aguecimento, até atingir 65°C. Adicionou-se ao

sistema 3,5 mL de acido acético glacial e 24,5 mL de clorito de soédio 40% miv,
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aplicando-se vacuo imediatamente. Apos uma hora. nestas condigbes. a mesma
guantidade de acido acético e clorito de sddio foi adicionada, permanecendo por
mais cince horas na mesma temperatura. O meétodo modificado, sugerido neste
trabalho, exciui a segunda etapa de adi¢ao de reagentes, permanecendo todas as
outras condigbes de extragao constantes.

Ao término desta extracao, o residuo contendo celulose e hemicelulose
(material holocelulésico) foi filtrado, lavado com etanol 95%, duas vezes
consecutivas com etanolamina alcodlica 3% v/v e, finalizando, nova lavagem com
etanol 95%, sendo todas estas etapas realizadas com solventes sob ebuligéo,

procedendo as lavagens por 3 minutos, em refluxo (GREEN, 1963).

3.4. Obtengao dos polissacarideos

O material, deslignificado ou ndo, foi submetido a diferentes procedimentos
de extragao polissacaridica, a partir de estratégias pré-definidas. Foram realizadas
extragoes sequenciais com EDTA, agua, KOH, NaOH e outra, isoladamente, com
DMSO, conforme descrito nos fluxogramas |, Il lll e IV (pag. 52, 56, 63 e 66).

As solugdes hemiceluldsicas foram neutralizadas com acido acetico a pH 5,0,
dialisadas contra agua corrente para eliminacao do sal (48 horas), seguidas de
redugao do volume para cerca de 10 mL. Aproximadamente 3 a 4 volumes de etanol
foram utilizados para precipitar os polissacarideos. O contetudo foi centrifugado

(5.000 r.p.m., 15 min.) e precipitado com etanol absoluto.



3.5. Hidrdlise acida total de hemiceiuloses

Cerca de 10 mg de material hemiceluldsico foram utilizados para a realizagao
de hidrélise acida com TFA 1N, em tubos hermeticamente fechados, durante 5 horas
em banho de agua fervente (ADAMS, 1965). Os produtos foram evaporados em
capela.

Outra hidrolise, descrita por SAEMAN (1954), foi utilizada para os residuos
celulodsicos finais das extragbes alcalinas. Cerca de 10 mg de material foi submetido
a uma pre-hidrélise acida, com tempos variaveis (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 horas) com acido
sulfarico 72% miv em gelo, seguida por diluigdo do acido a 8% m/v, em banho

fervente, por 5 horas. O material foi neutralizado com carbonato de bario e filtrado.

3.6. Reducao dos monossacarideos

Os monossacarideos foram reduzidos pela adicao de cerca de 10 mg de
boroidreto de sodio (NaBH,) (WOLFROM & THOMPSON, 1963b). Apos duas horas
foi adicionado resina catiénica DOWEX 50W-X 8-H" para remogao dos ions Na“ (até
pH 5,0). As solugbes foram filtradas e o solvente evaporado a vacuo. Metanol foi

adicionado ao residuo e o borato de metila formado, evaporado a vacuo.



3.7. Acetilagao dos alditois

Os alditois foram acetilados pela adicdo de 0.5 mL de anidrido acético e 0,5
mL de piridina, em tubos vedados, permanecendo durante cerca de 10 horas a
temperatura ambiente (WOLFROM & THOMPSON, 1963a).

A reagao foi interrompida adicionando-se agua gelada, sendo a seguir
procedida a extragao dos acetato de alditois, através da adicdo de cloroférmio e
posterior eliminagao de piridina em tratamentos sucessivos com sulfato de cobre
(CuS0,) 5% e agua destilada.

Os acetatos de alditdis formados foram submetidos a cromatografia liquido-

gasosa (g.l.c) para analise da composi¢gdo monossacaridica.

3.8. Fracionamento de polissacarideos

3.8.1. Fracionamento de polissacarideos da fragoes H1aT e KOH1a por

solubilidade em agua

Cerca de 200 mg das fragcdes H1aT e KOH1a foram dissolvidas em 2 mL de
agua destilada e congeladas. Apds descongelamento os materiais foram
centrifugados em microcentrifuga (12.000 rpm, 3 min). Os precipitados, secos em
estufa a vacuo a 25°C, geraram as fracdes H1aT-agua(ins) e KOH1a-agua(ins),

enquanto o sobrenadante foi precipitado com excesso de etanol, centrifugado



(5.000 r.p.m., 15 min.) e seco em estufa a vacuo a 25°C. gerando fracao H1aT-

agua(sol) e KOH1a-agua(sol).

3.8.2. Precipitacao de polissacarideos acidos da fragao H1aT-agua(soi)

utilizando CETAVLON (brometo de hexadeciltrimetilaménio)

A fracao H1aT-agua(sol) foi submetida ao tratamento com sal de aménio
quaternario (CETAVLON), conforme descrito por SCOTT, 1965, a fim de precipitar
seletivamente arabinoxilanas acidas do material hemicelulésico. Uma solugcdo de
CETAVLON 1 g% (50 mL) foi adicionada a uma solugao polissacaridica 0,5 g% m/v
(100 mL). Cerca de 1,5 mL de sulfato de sédio 1 M foi adicionado ao sistema
(solugao final 0,015 M) a fim de incrementar a agrega¢dao do complexo. O sistema
permaneceu durante 30 minutos sob agitacdo, sendo a seguir centrifugado (15.000
r.p.m., 20 min.) e o precipitado submetido a trés tratamentos sucessivos com NacCl
2M para descomplexacdo. A solucdo foi dialisada durante irés dias e liofilizada,

gerando a fragao H1-aTcetavion.

3.8.3. Purificagdo de polissacarideos acidos da fragcao KOH1a-agua(sol),

utilizando hidroxido de bario

Cerca de 300 mg da fragado KOH1a-agua(sol) foram submetidas ao processo

de fracionamento de arabinoxilanas acidas e glucomananas, através do método



descrito por MEIER (1965). Cerca de 300 mg de uma soluc¢ao polissacaridica 1 g%,
contendo 5 mg de NaBH,, foram adicionado a 30 mL de uma solucdo saturada
(previamente filtrada em papel filtro) de Ba(OH),. Apos 10 minutos, o precipitado,
constituido por polissacarideos contendo manose, foi separado por centrifugacao
(5.000 r.p.m., 15 min.) e exaustivamente lavado com etanol absoluto, até atingir a
neutralidade. O material foi seco em estufa a vacuo a 25°C, gerando a fragao
KOH1a-bario(ppt). O sobrenadante da reacao foi neutralizado com acido acético
50% e dialisado durante 48 horas. A solucao teve seu volume reduzido a 10 mL,
sendo a seguir precipitada com 4 volumes de etanol absoluto, centrifugada (5.000
r.p.m., 15 min.). O precipitado formado foi seco em estufa a vacuo a 25°C, gerando a

fracao KOH1a-bario(sol).

3.8.4. Cromatografia de gel permeacdao em Sephacryl S-200

Foram utilizados 100 mg da fragdo KOH1a-agua(sol) (Fluxograma V)
dissolvidas em 2 mL de agua destilada. A solucdo foi aplicada no topo da coluna
contendo o gel (coluna 1.5 x 32,0 cm) de Sephacryl S-200 e eluida com agua
destilada, sob fluxo de 0,5 mL/min. Tubos contendo cerca de 2 mL de material eluido
forma monitorados em seu conteudo de agucar (DUBOIS et al., 1956). As fragoes
obtidas foram submetidas a analise de composicdo monossacaridica e teste de

homogeneidade. A fracdo com maior rendimento e menor quantidade de
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contaminantes foi submetida a analise de sua estrutura e recebeu a denominacgao

KOH1a-col.

3.9. Teste de homogeneidade das fragoes eluidas em coluna

As fragoes eluidas da coluna de gel permeacao foram analisadas em HPLC
acoplado a espalhamento de luz. Para cada fragao foram utilizadas 5 mg de material
previamente filtrado em membranas MILLIPORE 0,2 um, em nitrito de sodio 0,1N e
azida de sodio 200 ppm dissolvidos em agua milliQ. Foram injetados em HPLC, 150

uL de solucao, com fluxo de 0,6 mL/min.

3.10. Determinagao das massas moleculares das fragoes NaOH-a e NaOH-b por

espalhamento de luz.

Solugdes de 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 mg/mL das fragoes NaOH-a e NaOH-b, em
solvente NaOH 0,5 M, previamente filtradas em membranas MILLIPORE 0,4 pum,
foram inseridas em viais de vidro (rigorosamente limpos) a fim de proceder as
analises por espalhamento de luz.

Cada vial foi acoplado ao equipamento e submetido a técnica de
espalhamento de luz por multiplos angulos, para construgdo do Plot de Zimm. O
valor de dn/dc utilizado como parametro foi de uma xiloglucana, também uma

hemicelulose extraida em alcali, com valor de 0,172.
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3.11. Oxidagao com metaperiodato de sodio

A fragdo NaOH-a foi dissolvida em agua destilada (60 mg/10 mL) a qual foi
adicionado mais 10 mL de solucdo de metaperiodato de sodio 0,1 N (GUTHRIE,
1962). O meio reagente permaneceu durante sete dias a temperatura ambiente, sob
agitagdo, no escuro. O processo foi interrompido pela adicdo de 0,5 mL de
etilenoglicol, para decompbsigéo do excesso do agente oxidante. A solugao foi
dialisada durante dois dias e seu volume reduzido a 10 mL. A amostra foi dividida
em duas aliquotas de iguai volume, sendo a primeira submetida a hidrolise, redugao,
acetilagao e analise em g.l.c. A segunda foi submetida a nova etapa de oxidagao,

nas mesmas condi¢oes ja descritas, sendo por fim analisada em g.l.c.

3.12. Polarimetria

As fragbes NaOHa e H1aT-agua(soi) foram submetidas a analises
polarimetricas em um aparelho RUDOLPH RESEARCH AUTOPOL Ilil. Foram
preparadas solugées polissacaridicas (10 mL) de concentracdo 0,5 g% em solvente
NaOH 1% m/v (NaOHa) e agua (H1aT-agua(sol)). As solugdes foram inseridas em
cilindros de vidro de 10 cm de comprimento e 1 cm de diametro.

A rotagao optica especifica foi determinada como segue:
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5= _« x100 onde,

dxc

(o

o = leitura no aparelho
d = comprimento do caminho o6ptico (dm)

¢ = concentragao da solugao (g%)

3.13. Analises de metilacao

3.13.1. Metilagao da fragao NaOH-a

Método de Haworth

Foram utlizados 60 mg da fragdo NaOH-a (Fluxograma [V) para o
procedimento de pre-metilagao, utilizando método de Haworth (HAWORTH, 1915;
HIRST & PERCIVAL, 1960). A amostra foi solubilizada em 10 mL de solucdo NaOH
40%. Ao sistema foi adicionada cerca de 5 mg de NaBH, A seguir foram
acrescentados sucessivamente ao sistema, sob constante agitacao e temperatura
ambiente, aliquotas de 0,5 mL de dimetil sulfato em intervalos de 30 minutos, por
sete repeticbes. A reagdo permaneceu durante 12 horas, quando o meio foi
neutralizado com acido acético, em gelo, sendo posteriormente dialisado contra

agua corrente por 72 horas e posteriormente seco a vacuo.



Meétodo de Ciucanu

O material parcialmente metilado foi submetido a metilagao pelo metodo
descrito por CIUCANU & KEREK (1984). Foi adicionado a amostra seca 1 mbL de
DMSO e apos solubilizagdo, cerca de 40 mg de NaOH rigorosamente seco e
pulverizado. Ap6s 10 minutos de constante agitacdo em vortex, adicionou-se ao
meio 0,5 mL de iodeto de metila, permanecendo em agitacdo por 6 minutos seguido
pela neutralizagdo com adicdo de gelo e gotas de H,SO, 0,5 N. Os produtos
metilados foram extraidos do meio com cloroformio e submetidos a sucessivas
lavagens com agua destilada.

A amostra seca foi analisada por espectroscopia de infravermelho. A
existéncia de bandas referentes a grupamentos hidroxila motivou duas repeti¢ées do
mesmo método. Apos metilagado completa o polissacarideo foi submetido a hidrdlise

de Saeman (item 3.5.), reduzido, acetilado e analisado em gc.-m.s.

3.13.2. Metilacao da fragao H1aTagua(sol)

A fragcao H1aTagua(sol), soluvel em DMSO, foi submetida diretamente ao

método de metilacdo descrito por CIUCANU & KEREK (1984), conforme descrito

anteriormente.



3.14. Metanolise

Aproximadamente 2 mL de metanol saturado com HCI gasoso foi inserido ao
tubo de hidrolise contendo o polissacarideo metilado. A solugdo permaneceu em
banho a 65°C durante duas horas quando foi interrompida pela adigdo de carbonato
de prata até neutralidade. O cloreto de prata formado, insoluvel, foi separado por
fillracao. A solugado filtrada contendo o material metanolisado foi submetida a
hidrolise acida com H,SO, 0,5 N durante 6 horas a 100°C, em estufa. A solucéo foi
neutralizada com carbonato de bario e filtrada. Os monossacarideos parcialmente

metilados foram reduzidos, acetilados e finalmente, analisados em g.c.-m.s.



4. Resultados e Discussao




4.1. Obtencao e caracterizagao gerai do material de pesquisa

A escolha da secao do tronco utilizada durante o trabalho. para ambas as
especies, esteve de acordo com modelo de crescimento existente para os
vegetais arborescentes. Segundo KOSLOWSKI (1971), as camadas de
crescimento no tronco sao como um serie de cones sobrepostos uns sobre os
outros (Figura 8). Por isso € importante, por exemplo, para se determinar a idade

de uma arvore, que a amostra seja retirada a pouca altura do fuste.

Figura 8. Disposi¢c&o esquematica das camadas de crescimento no tronco

Fonte: KOSLOWSKI (1971).
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Da mesma maneira, amostras contendo todas as idades de uma arvore
devem, para fins cientificos, minimizar erros referentes a variagéo ambiental.
possibilitando resuitados mais representativos para a especie estudada. Partindo
deste principio, as sec¢des escolhidas, para as duas espécies, foram de 50 cm,
partindo-se da base do tronco.

A madeira é constituida por material polissacaridico da parede celular
(celulose e hemiceluloses), lignina, proteinas (geralmente localizados em células
de parénquima (SJOSTROM, 1993), extrativos e minerais (cinzas).

As amostras de madeira moida de P. lamberti e P. selowii foram
submetidas as determinagdes de seus constituintes n&o-polissacaridicos. O
conteudo de lignina (lignina Klason) foi de aproximadamente 32%, estando de
acordo com os teores de lignina de outras coniferas (SARKANEN & HERGERT,
1971).

A composigdo mineral foi determinada para as duas espécies. O total de
cinzas foi de 0,6 e 0.7 % para P. lambertii e P. sefowii, respectivamente, sendo
compativeis com outras gimnospermas estudadas (STERK et al., 1987). Deste
total. foram determinados espectrofotometricamente, os teores de potassio (K),

fosforo (P), caicio (Ca) e magnésio (Mg), como mostrado na Tabela Ii.
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Tabela ll. Composicao dos minerais em xilema de P lambertii e P. selowii

Composigao (g %)

P.lambertii P.selowii
Potassio (K) 0,09 0,06
Fosforo (P) 0,04 0,01
Célcio (Ca) 0,22 0,24
Magnésio (Mg) 0,04 0,04

A quantidade de extrativos de P. lambertii e P. selowii foi de 1,0 e 1,2%,
respectivamente. Os teores de extrativos podem reunir diversos componentes,
como lipideos, taninos e resinas. Algumas coniferas apresentam aito conteudo de
extrativos, como Finus eliotti e em outras praticamente encontram-se ausentes,
como em Araucaria angustifolia. Os extrativos ndo constituem portanto, uma
caracteristica inerente ao grupo vegetal.

O conteudo de proteinas no xilema, determinado pelo método de Kjeldaht.
para P. lambertii e P. selowii, foi de 0,21 e 0,08 %. respectivamente, compativel
com os teores normais de proteinas encontrados em parede secundaria de
vegetais superiores (FOSKET, 1994).

Deve-se ressaltar que, para dosagens de proteinas em hemiceluloses, s&o
utilizados meétodos colorimétricos, como os descritos por BRADFORD (1976) e
HARTREE (1972). Entretanto, os resuitados obtidos por estes métodos, para

fracbes hemiceluldsicas obtidas com prévia deslignificagdo, mostraram-se
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incompativels com aqueles esperados para material constituinte de parede
secundaria, resultando em teores proximos a 17% (Tabela Ill). Esta
superestimativa foi atribuida aos compostos fendlicos constituintes da lignina,
presentes nas fracdes hemiceluldsicas. O metodo descrito por PETERSON
(1977), que elimina a presen¢a de compostos fenolicos, rendeu teores em torno
de 2,5%, comprovando a interferéncia destes compostos nas dosagens de

proteinas pelos métodos de Hartree e Bradford.

Tabela Ill. Dosagem de proteinas em hemiceluloses de P. lambertii e P. selowii

utilizando-se trés métodos colorimétricos.

Método Composigao (%)
P. lambertii P. selowii
BRADFORD 17.0 17,6
HARTREE 17,4 17.8
PETERSON 2,3 2,5

Foram realizadas trés diferentes curvas de calibragdo, utilizando os
padrées de fenolicos (acido salicilico e siringaldeido) e um padrdo de proteina
(BSA), para o método de Hartree e Bradford.

Observa-se na Figura 9, relativa ao método de Hartree, um padrio linear

de resposta para os trés compostos utilizados. Este comportamento deve estar
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relacionado com o reagente utilizado pelo método (reagente de Folin), também

usado nas determinagdes colorimétricas de fenélicos (FOLIN & DENNIS, 1912).

D.0. (650 nm)

—e- 3cido salicilico

03t /‘f{« / - BSA
i B ‘ ; el S—

-e- Siringaldeido

g 10 20 30 40 50 60 7O 80 90 100
Concentracao (e fmh

Figura 9. Curvas de calibragao dos padrées BSA, acido salicilico e siringaldeido,

utilizando o método de Hartree.

Para o método de Bradford, observou-se um platé nas concentracées
utilizadas, ou seja, acima de 10 mg/mL (Figura 10). Este experimento sera
repetido utilizando-se concentgracées de padroes de fendlicos menores que 10
mg/mL, a fim de investigar a aplicacdo do método de Bradford para
microdosagem de fendlicos.

Desta maneira, materiais contendo quantidades significativas de

compostos fenodlicos sdo inapropriados para serem submetidos a dosagens de
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ser empregado o método de Peterson. Por outro lado, o método de Hartree
mostrou-se reprodutivel nas dosagens de fendlicos, sendo, desta maneira,

empregado no decorrer do trabalho.

04
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o 03} .
()]
N2,
o)
D 02 B
»
Fe—l L g =——"1 -+ BSA
01 b b 1 . e
—e— acido salicilico
J -~ Siringaldeido
0.0 . . : . =

0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100
Concentracao (1 gimi)

Figura 10. Curvas de calibracdo dos padrées BSA, acido salicilico e

siringaldeido, utilizando o método de Bradford.

Foram realizadas microfotografias da anatomia da madeira de Podocarpus
lambertii (Fotografia 1). Este estudo contribui para a identificagcdo de inUmeras
espécies (BURGER & RICHTER, 1992). A Fotografia 1 apresenta o xilema de
Podocarpus lambertii, para os trés eixos anatémicos (transversal (X), longitudinal

radial (R) e longitudinal tangencial (T)).



A espécie apresenta caracteristicas tipicas de gimnospermas, como
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a

presenca de traquedides axiais e auséncia de vasos (BURGER & RICHTER,

1992).
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Fotografia 1. Anatomia da madeira de Podocarpus lambertii.

4.2. Obtengdo e composi¢gao monossacaridica de material hemiceluldsico

de P. lambertii e P. selowii

As madeiras moidas e livres de extrativos de P. lamberti e P. selowii,
foram submetidas a extracdo de hemiceluloses com KOH 2N. Solu¢des aquosas
de NaOH e KOH sao os solventes mais largamente empregados na extracéo de

hemiceluloses, justificando o emprego do KOH preferencialmente ao NaOH, pela
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formag¢ao do acetato de potassio durante a neutralizacao do extrato alcalino. sal
mais soluvel em etanol que o acetato de sodio. durante o processo de
precipitacdo polissacaridica (FENGEL & WEGENER. 1989).

Em trabalho utilizando xilema de uma conifera. MEIER (1958), extraiu de
forma eficiente hemiceluloses ricas em arabinoxilanas de Pinus silvestrys,
utilizando solugao KOH 14% (p/v) e com prévia deslignificacdo pelo método
clorito (TIMELL, 1965a), citando que cerca de 25% de glucomananas presentes
na holocelulose ainda eram resistentes ao tratamento. Cerca de 15 % de material
hemiceluldsico foi extraido neste processo. Do mesmo modo, ADAMS (1965),
utilizou solugdo de KOH 5% para remover arabinoxilanas da holocelulose.

O processo de extragdo com KOH 2N e as composi¢gdes monossacaridicas
sdo apresentadas no Fluxograma |, Tabela IV. Os rendimentos de material
hemiceluldsico seco nao se mostraram significativos, indicando que a
metodologia utilizada para sua obtencdo nado foi eficiente. Provavelmente, os
teores elevados de lignina (32%) limitam a solubilizacdo dos polissacarideos, por
impedimentos quimicos e fisicos, resultando no baixo conteudo hemiceluldsico.
Segundo ADAMS (1965), o material tratado com agente deslignificante
(holocelulose) é uma fonte mais acessivel de obtencao de xilanas acidas do que
feita diretamente do material original, pois oferece maior acesso ao solvente
extrator. Alguns autores extrairam hemiceluloses sem o emprego de agente
deslignificante. SUN et al. (1996), estudando polissacarideos de caule de trigo,
realizaram extragbées com NaOH de material lignificado, obtendo rendimentos

significativos de até 12 g % de material polissacaridico.



Fluxograma |. Extragao alcalina sequencial das hemiceluloses de P. lambertii e P. selowii.

30 g de material moido

tolueno etanol (2:1)
48 horas, Sohxlet

material deslipidificado

despectinizagao
EDTA 0,2 % (300 mL), 8 horas, T.A., didlise

Material deslipidificado e despectinizado

KOH 2 (150 mL), T A
NaBH,; N,

extrato

residuo

pH 5.0 (AcOH)

dialise

Hemicelulose A

EtOH 3V

Hemicelulose B
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Em todas as fracdes obtidas nota-se que o monossacarideo majoritario € a

xilose, principalmente nas hemiceluloses do tipo B.

Tabela IV. Composicdo monossacaridica das hemiceluloses de P.Jamberti e

P.selowii, obtida por extragdo com KOH 2N.

Composicao monossacaridica (mol %)

Rendim.

Fragéo (g %) Ram Ara Xil Man Gal Glu
Hemi A1 0,1 1.7 10,4 38,1 7.2 7,0 35,6
Hemi B1 02 0,3 8,1 48,0 14.8 57 23,0
Hemi A2 0,2 0,9 42 341 7.8 56 47 2
Hemi B2 0,5 0,7 7,4 55,4 15,3 6,5 147

Onde:

1 - Podocarpus lambertii
2 - Podocarpus selowii

A possibilidade de grande parte das hemiceluloses terem se apresentado

resistentes ao processo extrativo levou a realizagdo de uma hidrolise de Saeman

do residuo das extragdes alcalinas (Tabela V).

TABELA V. Composicédo monossacaridica apos hidrolise de Saeman do residuo

das extragdes alcalinas.

Ara Xil Man Gal Glu
mol %
P. lambertii 8,22 21,46 26,23 3.66 40,43
P. selowii 8,24 15,42 2522 3,46 45,46
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A composicdo percentual de monossacarideos mostra que grande parte
das hemiceluloses ainda permanecem retidas no material holoceluldsico, com
conteudos semelhantes de xilose e manose.

Tanto as hemiceluloses A quanto as hemiceluloses B, de P. lambertii e P.
selowii, mostraram um grau de similaridade em sua constituicdo monossacaridica.
Desta maneira, as espécies provavelmente possuem hemiceluloses com
estruturas guimicas semelhantes. Desta maneira, devido a maior
representatividade, maior facilidade para obtengcdo futura de amostras e
proximidade de coleta, sendo muito encontrada na regidao metropolitana de
Curitiba, Podocarpus lambertii foi escolhida para dar continuidade ao estudo das

hemiceluloses.

4.3. Obtengdao e composi¢gdo monossacaridica de material hemicelulésico

de P. Jambertii, com prévia deslignificagao

Os baixos rendimentos de hemiceluloses obtidos indicaram que o uso de
um agente deslignificante, anterior a extracdo alcalina. seria indispensavel para a
obten¢ao de quantidades significativas de material hemiceluiésico. A metodologia
descrita por TIMELL (1965a), originalmente proposta por Wise & Ratliff, 1947,
envolve a utiliza(;éo de clorito de sédio, reconhecidamente eficaz na solubilizagéo
parcial da lignina. GREEN (1963), reportou que a eficiencia do processo de
deslignificacdo deve ser considerada sob trés pontos de vista: a remogao de
quantidade maéaxima de lignina; retencdo da uma quantidade maxima de

carboidratos e a degradacdo minima dos polissacarideos. Cita ainda que estes
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trés objetivos ndo sao necessariamente compativeis. SIMKOVIC et al. (1986),
afirma que quando a madeira € deslignificada. alguns carboidratos sao perdidos.
Em estudos de hemiceluloses de caule de gramineas. WILKIE (1979), também
cita a existéncia de despolimerizacdo durante o tratamento clorito-acido para
remogao da lignina.

As etapas sequenciais de extracbes foram iniciadas pela deslipidificagao
do material de parede celular, seguida de uma extragdo com agente quelante
EDTA, responsavel pela solubilizacdo de material péctico, a partir da
complexacdo do EDTA com ions Ca' ligados as unidades acidas dos
polissacarideos (Fluxograma Il). A eliminagdo do agente quelante por dialise
tornou-se uma dificuldade, permanecendo parte do composto no material péectico
seco, evidenciado pelo baixo conteudo de agucar total da fragdo (em torno de
20%). Alguns autores, estudando material pectico e utilizando CDTA como
agente quelante, abordaram o problema, sugerindo que a incompleta remog¢ao do
agente seja provavelmente devido aos ions calcio no extrato, naturaimente
ligados aos agucares acidos. 0s quais complexam ao CDTA e consequentemente
impedem a sua remocao por dialise (COIMBRA et al., 1994; GOONERATNE. et
al, 1994).

Alem das pectinas, hemiceiuloses soluveis em agua, como
arabinogalactanas e glucomananas, podem eventualmente fazer parte da mistura
polissacaridica, como pode ser evidenciado pelo teor elevado de unidades de
manose. Os resultados sumarizados na Tabela VI, mostram que a composi¢céo
dos monossacarideos da fraggdo Ag-1 € composta por 44,4% de unidades de

glucose, podendo ser resultado de contaminag&o com particulas de celulose. O



Fluxograma Il. Extragao alcalina sequencial (KOH 4N e NaOH 4N, respectiva-mente), com prévia deslignificagao

30 g de material moido

toluenc eta
48 horas,

nal (2:1)
Sohxlet

material deslipidificado

EDTAQ2

despectinizagéo
% (300 mL), 8 horas, T A | dialise

Material deslipidificado e despectinizado

|

NaClO,
75°C Bh: vacuo

deslignificagéo parcial
(metade dos reagentes)

lavagem EIOH T.A lavagem EtOH T A
extrato ligninicd | holocelulose extrato ligninic holocelulose
KOH 4N (150 mL), 4 h, KOH 4N (150 mL), 4 h,
TA., NaBH, N, T A, NaBH, N,
extrato hemicelulosico residuo 1-T extrato hemiceluldsico residuo 1-P
H1aT
H1aP

NaOH 4N (150 mL), 4h, NaOH4N (150 mL), 4h,
T.A., NaBH, N, T.A. NaBH, N,
extrato h&;n;?relulésico residuo 2-7 extrato hemiceluldsico residuo 2-P

H2aP




TABELA VI. Composigao monossacaridica, agucares totais e fendélicos totais das fragdes obtidas por extragdes alcalinas
(KOH 4N e NaOH 4N, respectivamente), com prévia deslignificagao (total e parcial).

Fragao Rendimentosg Composi¢gao monossacaridica : Acgucares Fendlicos
:' (mol %) E Totais (%)  Totais (%) **
ERam Fuc Ara Xil Man Gal Glu Acidos ;
f Urénicos * |
? ?
Ag-1  0490@1¢%) 149 03 56 32 119 39 444 288 | 20 n/d
(EDTA 0,2%) E i
i !
Hi-aP  189(1269%) | 08 03 82 411 80 68 58 289 | 32 11,6
(KOH 4N) ; E
i !
Hi-aT  1799(1259%) : 09 04 80 469 65 49 62 262 ; 31 13.3
(KOH 4N) ! |
{ :
H2-aP 0,93 g (6,5 g%) E 0,3 01 13 58 624 27 197 7,7 i 52 53
(NaOH 4N) E E
: !
H2-aT 0619 (4.3g%) g 0,2 -- 39 121 525 34 170 10,7 ; 50 6,4
(NaOH 4N) ! :

* percentagem em relagao a composigao monossacaridica.

** em relagao ao padrao de acido coniferilico.

tn
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conteldo elevado de acidos urbnicos demonstra que as pectinas foram
eficientemente extraidas.

Foram utilizadas duas diferentes formas de extracao do conteudo ligninico.
O Fluxograma |l expbde a sequéncia de tratamentos utilizados. A primeira
estratégia baseou-se na utilizagdo de todas as condi¢des descritas pelo metodo
original (denominada deslignificacdo total), enquanto na segunda foi o emprego
de metade dos reagentes recomendados, permanecendo as outras condigoes
constantes (deslignificacao parcial). Desta maneira, pode-se avaliar a influéncia
dos reagentes sobre a constituicdo monossacaridica das fracbes submetidas ao
tratamento e a eficiencia da deslignificacdo, reflexo da quantidade de material
hemiceluldsico e holoceluldsico obtida ao final dos processos de extracao.

O material livre de extrativos e material péctico foi submetido a
solubilizagdo da lignina, conforme discutido, rendendo um material
holocelulosico. Este material foi exaustivamente lavado com etanol, a fim de
remover os solventes e subprodutos de degradagdo, gerados durante o
tratamento.

A holocelulose foi, a seguir, submetida as extragdes alcalinas, inicialmente
com KOH 4N e posteriormente com NaOH 4N. Os altos rendimentos de material
hemiceluldsico, totalizando cerca de 18 % (conjunto de todas as fracdes), sdo
muito superiores ao alcangado nas extragdes realizadas sem o emprego do
agente deslignificante. mostrando que a metodologia empregada na solubilizagao
da lignina influenciou diretamente na capacidade extrativa dos solventes
alcalinos. Tanto a metodologia de deslignificagdo total quanto a parcial

proporcionaram rendimentos em material hemicelulésico bastante semelhantes.



LI
el

levando o trabaiho a empregar. na sequéncia das atividades de extragdo, o
processo de deslignificacdo parcial. supostamente menos degradativo, de acordo
com os pontos de vista abordados anteriormente por GREEN (1963). Os
rendimentos de hemiceluloses s&o similares, apesar de ocorrer uma significativa
diferenga na eficiéncia da solubilizacdo da lignina. Isto pode ser melhor explicado
verificando-se os rendimentos dos residuos holoceluldsicos produzidos apés as

extragoes (Tabela VII).

Tabela VIl. Rendimento em holocelulose apods os diversos tratamentos, em

relacdo ao material original (deslipidificado e despectinizado).

Rendimento

% em relacao ao material original (28,6 g)

Deslignificacdo Deslignificagdo
Parcial Total
Holoceiulose 81,8 741
KOH 4N 60,1 51,0
NaOH 4N 50,4 32.8

Os resultados expressam a quantidade de material holoceluidsico
remanescente, em relagdo ao material de partida (livre de extrativos. pectinas e
hemiceluioses soluveis em agua). Os residuos holocelulosicos das extragées,
partindo-se da deslignificagao total com clorito de sodio, apresentaram menores
conteudos de material remanescente. quando comparado ao processo iniciado

com deslignificagc&o parcial, evidenciando uma remog&o mais eficaz da lignina.
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Ao final de todos os tratamentos. o material celuldsico restante foi de 50.4
e 32,8% para deslignificacao parcial e total. respectivamente. Deve-se considerar
que os tratamentos podem. eventualmente. solubilizar parte da celulose
pertencente ao material, conforme discutido por GREEN (1963). O autor comenta
que a degradacao da celulose sempre ocorre durante a deslignificacéo e que
parece ser impossivel isola-la da madeira com o mesmo grau de polimerizagao
do material nativo. Desta maneira, o percentual final, apresentado na Tabela VII,
nao reflete o conteudo real de celulose em Podocarpus lamberti.

A fim de verificar a composigdo monossacaridica nos residuos finais de
extraggo, foram procedidas hidrolises de Saeman, conforme mostrado na Tabela
Vill. Deve-se ressaltar que a presenca de glucose nao foi considerada, ja que

este pode ser oriundo tanto da celulose como das hemiceluloses.

TABELA VIIi. Composigdo monossacaridica dos residuos submetidos a hidrélise

de Saeman.
Composi¢ao monossacaridica (mol %)
Ram Ara Xil Man Gal Glu
Residuo 2-T -— 2,0 4.7 28,3 51 59,9
Residuo 2-P 1.4 45 10,0 297 6,7 50,1

O residuo final, gerado a partir da deslignificacdo total, apresenta teores

de glucose proximos aquele gerado a partir da deslignificacdo parcial. Deve-se
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salientar que, apesar da hidrolise ocorrer sob condicoes drasticas. ainda restou
material insoluvel no meio de reacao.

Uma caracteristica comum observada nas extragdes alcalinas com
deslignificacdo foi a auséncia de precipitagéo de material polissacaridico apés
neutralizaggo com &acido aceético, a fim de gerar hemiceluloses do tipo A. De fato,
os trabalhos que estudaram hemiceluloses de madeira de gimnospermas, com
deslignificacdo prévia, expde os resultados em termos de hemiceluloses totais,
sem meng&o sobre a existéncia de hemicelulose do tipo A (CROON & LINBERG,
1958, KOOIMAN & ADAMS, 1961; MEIER, 1958; MEIER, 1961; MILLIS &
TIMELL, 1963, SCHWARZ & TIMELL, 1963: TIMINSKI & TIMELL, 1960). Ha, no
entanto, trabalhos que estudaram hemicelulose A de caule de angiospermas,
como em Mimosa scabrella, bracatinga (REICHER et al.,, 1984) e de Quercus
suber, carvalho (ASCENCIO, 1986), ambos utilizando remogdo da lignina com
agentes clorados.

Os solventes alcalinos utilizados foram avaliados quanto a sua
seletividade na remocdo de polissacarideos da parede celular. Conforme
apresentado na Tabela VI, as extracbes com KOH 4N renderam conteudos
majoritarios de xilose (cerca de 40%) e baixos teores de manose (cerca de 8%),
indicando que o alcali foi capaz de solubilizar, de maneira especifica, os
polissacarideos constituidos por xilose. A posterior extracdo com NaOH
solubilizou os polissacarideos constituidos por manose (cerca de 60 %).
Considerando o rendimento em hemiceluloses totais, o emprego de KOH
forneceu fragdes em torno de 12 g %. No entanto, os teores de acucares totais

resultaram em valores proximos de 30 %. Desta maneira, o rendimento real em
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polissacarideos devem ser proximos de 4 g %. cerca de um ter¢o do material total
obtido. Ja as extracdes com NaOH renderam fracdes entre 4 - 6 g %. com
percentual de acucares totais em torno de 50%.

A investigacdo em torno dos baixos rendimentos em acucares totais recai
em torno da presenca de lignina e seus subprodutos (compostos fendlicos),
gerados durante o processo de deslignificacdo, onde seriam carreados em
conjunto com as hemiceluloses durante o processo extrativo. As dosagens de
fendlicos pelo meétodo de Hartree, utilizando padréo de acido coniferilico, indicam
a existéncia destes compostos nas fracées hemiceluldsicas. As fracdes extraidas
com KOH, sucessivas ao tratamento de remocao da lignina, apresentaram teores
em torno de 20 % de compostos fendlicos. As extragdées com NaOH,
subsequentes a extracdo com KOH, renderam conteudo de fendiicos em torno de
10%. Provaveimente, o material holocelulésico originado do tratamento com
clorito de sédio ainda permanecia contaminado por fendlicos da lignina, nao
extraidos durante a lavagem com etanol.

As dosagens, relativas ao padrdo de acido coniferilico, servem apenas
como parametro comparativo, ja que grande quantidade de produtos gerados
durante a deslignificacédo impede a utilizacdo de uma solucdo padrao especifica.

Em fluxograma alternativo (Fluxograma lil), foi realizada uma extragéo
inicial com NaOH 4N, com o material previamente deslignificado (deslignificacdo
parcial), finalizando com uma extracdo com KOH 4N. A Tabela IX sumariza os
resultados obtidos. Pode-se observar que na fracdo H1-bP, as porcentagens de
xilose € manose sao praticamente iguais, sugerindo uma mistura equivalente de

manose e xilose. A composigdo monossacaridica da fracdo H1-bP evidencia uma



Fluxograma lll. Extrag&o alcalina sequencial (KOH 4N e NaOH 4N, respectivamente), com prévia deslignificagdo parcial.

30 g de material moido

tolueno:etanol (2:1)
48 horas, Sohxlet

material deslipidificado

despectinizagéo
EDTA 0,2 % (300 mL), 8 horas, T A, didlise

Material deslipidificado e despectinizado

NaClO, + AcOH 75°C 6h, vacuo
(deslignificagéo parcial)

extrato ligninico

lavagem EtOH T A.

holocelulose

NaOH 4N (150 mL), 4h,

T.A, NaBH, N,
extrato hemiceluldsico .
H1-bP residuo |
KOH 4N (150 mL), 4h,
T.A., NaBH, N,
extrato hemiceluldsico residuo Il

H2-bP

€9



TABELA IX. Composi¢ao monossacaridica, agucares totais e fendlicos totais das fragdes obtidas por extragdes alcalinas
(NaOH 4N e KOH 4N, respectivamente), com prévia deslignificagao (total e parcial).

Acucares Fendiicos

Totais (%)  Totais (%) **

Composigao monossacaridica

(mol %)

Fragcdo Rendimentos

Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glu Acidos

T
|
|
|
{
|
T
|
|
~ . !
Urdnicos * |
5
l
|
|
|
|
1
|
|
|

H1-b 1.2 08 46 305 366 51 115 97 66 6,2
4,63 g (154 g%)

(NaOH 4N)

H2-b 0,039 (0.1 9%) 28 08 189 312 103 48 6,1 25,0 38 7.7

T
|
|
|
|
|
T
{
!
!
1
|
]
|
|
|
|
I
|
{
!
i
I
I
|
(KOH 4Nj {

* percentagem em relagao a composi¢ao monossacaridica.

** em relagao ao padrao de acido coniferilico.

190
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distribuicdo similar de arabinoxilanas e giucomananas. A extracdo subsequente
com KOH resultou na fragdo H2-bP. de baixo rendimento (0,1 g %), indicando
gue os polissacarideos haviam sido removidos durante a extracao com NaOH.

As observacbes obtidas nas metodologia até entdo apresentadas
(Fluxogramas [, Il e lll) sugeriram a realizacdo de uma nova etapa de extragdes,
com o objetivo de fracionar hemiceluloses purificadas, utilizando extracdes
sequenciais com KOH 1; 2 e 4 N e NaOH 1 e 4N (Filuxograma V).

O holocelulose gerada da deslignificagdo parcial teve a etapa de lavagem
modificada, por conta da contaminagdo de fenodlicos, observada nas etapas
anteriores. GREEN (1963), sugere sucessivas lavagens, utilizando etanol
fervente a 95%, duas lavagens consecutivas com etanolamina aicoolica fervente
a 3%, finalizando com nova lavagem com etanol fervente a 95%.

A Tabela X apresenta as dosagens de fendlicos nas fragdes
hemiceluldsicas, utilizando padrdo de 4cido coniferilico, o que resultou em
valores entre 3,0 e 7,2%, apresentando um perfil descendente com o decorrer
das extracoes alcalinas.

As extragbes com KOH renderam fracdes com diferentes razdes entre os
seus monossacarideos constituintes. A Tabela X mostra que a primeira extragao
com KOH 1N removeu a maior parte das arabinoxilanas. O rendimento da fragdo
KOH1a, em material hemiceluldsico total, foi de 13,8 g %.

A soma de todas as outras fragdes obtidas com KOH chegou a 2,2 g,
aproximadamente metade do conteudo da fragcdo KOH1a. Isto pode indicar que o
fracionamento mais efetivo ocorre em concentracées menores que KOH 1N. Em

estudo de polissacarideos da parede celular de trigo, SUN et al. (1996),



Fluxograma IV. Extra¢do alcalina sequencial (KOH 1, 2 e 4N e NaOH 1 e 4N, respectivamente), com

prévia deslignificag&o parcial.

[ Material deslipidificado e despectinizado

NaClO, + AcOH 75°C 6h, vacuo
(deslignificagao parcial)

l lavagem EtOH 95% (2x) fervente,
’ extrato ligninico etanolamina alcoolica (2x) fervente

holocelulose

l l

extratos hemiceluldsicos residuo 1

KOH 1N (2 extragdes) 150 mL, 4h, T A., N,, NaBH,

KOH1a e KOH1b KOH 2N (2 extragées) 100 mL, 4h, T A., N,, NaBH,

l

|

extratos hemiceluldsicos

residuo 2

KOH2a e KOH2b

l

extratos hemiceluldsicos
KOH4a e KOH4b

residuo 3

I

l

KOH 4N (2 extragdes) 100 mL, 4h, T.A., N,, NaBH,

NaOH 1N, 50 mL, 4h, TA., N,, NaBH,

residuo 4

extrato hemiceluldsico
NaOH-a

NaOH 4N, 50 mL, 4h,

TA., N, NaBH,

l

|

NaOH-b

extrato hemiceluldsico

residuo 5

Q9



Fluxograma V. Extragdo de material hemicelulosico com DMSO, submetida a prévia deslignificagéo parcial.

30 g de material moido

tolueno etanol (2:1)
48 horas, Sohxlet

material deslipidificado

despectinizagao
EDTA 0,2 % (300 mL), 8 horas, T.A., didlise

Material deslipidificado e despectinizado

NaClO, + AcOH 75°C 6h, vacuo
(deslignificagao parcial)

lavagem EtOH 95% (2x) fervente;
etanolamina alcoolica (2x) fervente

extrato ligninico holocelulose

DMSO, 14 dias 28°C

extrato hemiceluldsico

id
H-DMSO residuo |

H,O, 12 horas, T.A.

extrato hemiceluldsico

H-H20 residuo il

LY
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realizaram extracdées com NaOH nas concentracoes 0.25: 0.50; 0.75: 1.0, 1.5 e
2,0 N. A primeira fracdo, na concentracéao de NaOH 0.25 N. rendeu 12,3 g % em
material polissacaridico seco, representado cerca de 56 % de todas as fragdes
obtidas. Da mesma forma, DU PONT & SELVENDRAN (1987), realizaram
extragcdes sequenciais com KOH em diferentes concentragées, utilizando farelo
de trigo como fonte de hemiceluloses, onde a primeira fracdo obtida, extraida
com KOH 1N, apresentou o maior rendimento em material hemicelulosico.

Considerando que grande parte das arabinoxilanas concentraram-se na
fragdo KOH1a, as fracées subsequentes, extraidas com KOH, comecaram a
apresentar proporgoes cada vez maiores de manose, indicando a presenca de
glucomananas, evidenciadas pela razdo sucessivamente maior de Man: Xil.

Observou-se uma variagdo na razdo Xil:Ara, onde a fragdo KOH1a
apresentou uma relagao de 1,8:1, enquanto a fracdo KOH4a, obtida por extragdo
com KOH 4N, resultou uma razdo de 4,4:1. IZYDORCZYK & BILIADERIS (1995),
sugerem que as diferentes razdes Xil:Ara ocorrem devido as técnicas e
condi¢cbes de solventes empregados. Relatam, no entanto, a possibilidade da
existéncia de diferentes familias de arabinoxilanas, em cereais, de acordo com 0s
padroes de ramificagdo das moléculas.

A fragdo KOH4b apresentou alto teor de arabinose, galactose e ramnose,
resultado inesperado dentro da sequéncia de composicdo monossacaridica até
entdo obtida. A suposicdo que a presenca destas unidades sejam ainda
pertencentes a polissacarideos pécticos pode ser fundamentada pelo trabalho
realizado em cotilédones de feijdo, que reporta a maior parte dos polissacarideos

pécticos extraidos com KOH 4N, apds diversas extracdes aicalinas com teores
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menores destes polissacarideos. Esta fragao apresenta valores inesperadamente
altos de arabinose, galactose e ramnose. que sao geraimente obtidos em
extragdes aquosas (GOONERATNE et a/., 1996).

As extragbes com NaOH renderam fragcbes praticamente puras de
galactoglucomananas, onde a fracdo NaOH-a apresentou 70,0 % de manose e
18,1 % de glucose.

A razdo Man:Glu, para todas as oito fragcdes obtidas por tratamento
alcalino variaram de 2,5:1 a 3,0:1. Todas as fragdes obtidas (Fluxograma V)
estdo de acordo com outras espécies de coniferas ja estudadas (CROON &
LINBERG, 19588; TIMINSKI & TIMELL, 1960; MEIER, 1958; KOOIMAN &
ADAMS, 1961).

No entanto, FENGEL & WEGENER (1989), citam que as unidades laterais
de galactose s@o labeis a solventes alcalinos, o que pode explicar os baixos
teores encontrados nas fragcbes NaOH-a e NaOH-b.

Os teores de acidos urdnicos apresentaram-se superiores nas fragoes
obtidas pela extracao com KOH, constituindo parte das arabinoxilanas. As
fracoes NaOH-a e NaOH-b apresentam teores em torno de 3% de agucares
acidos. Este dado sugere gue as unidades acidas pertencem as cadeias de
arabinoxilanas, como ja esperado para esses polissacarideos de hemiceluloses
de madeira. A presenca de acidos urbnicos nas fragdes de glucomananas,
provaveimente fazem parte da contaminag&o de arabinoxilanas ainda presentes
nesta fragéo.

As extragbes com solventes alcalinos sao responsaveis pela degradagao

de grupamentos acetil das hemiceluloses, o que motivou a realizagdo de uma
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extracao alternativa da holocelulose com DMSO. solvente aprotico. usado para
extracao de hemiceluloses acetiladas. Os baixos rendimentos s&go relatados como
0 maior obstaculo para a utilizacdo do solvente. A interpretacdo do espectro de
"C-RMN sugere uma mistura de polissacarideos e evidencia um sinai pouco

intenso em ¢ 20,6, indicando a presenga de grupamentos acetil.

4.4. Analise estrutural da fragao NaOH-a (galactoglucomanana) de xilema de

Podocarpus lambertii.

A fragdo NaOH-a, extraida com hidroxido de sodio 4 N (Tabela X;
Fluxograma 1V), apresentou teores de glucose, manose e galactose de
aproximadamente S0 % em composi¢cdo monossacaridica. A presenca de apenas
3,0 % de fendlicos totais (padréo de acido coniferilico) indica um grau reduzido
de contaminantes ndo-polissacaridicos. Os teores de 50% em agucar total podem
estar relacionados com o grau de umidade encontrado na frac&o, ja que a mesma
foi submetida a processo de secagem em estufa a vacuo, em temperatura
ambiente, a fim de evitar perda ainda maior de solubilidade. devido & agregacéo
molecular, carateristica jJa encontrada na fragao.

A razdo Man:Glu:Gal de 3,3:1,0:0,1 aproxima-se daquela encontrada para
a maioria das espécies de coniferas (FENGEL & WEGENER, 1989).

A analise estrutural da fragao NaOH-a iniciou com a metilagado do material,
insoluvel em DMSO, pelo método de Haworth (HAWORTH, 1915; HIRST &
PERCIVAL, 1960). O polissacarideo parcialmente metilado, agora soluvel em

DMSO, foi submetido a trés metilagbes consecutivas pelo meétodo descrito por
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CIUCANU & KEREK (1984). Uma vez completada a metilacdo do polissacarideo,
verificada pela auséncia de banda de absorcdao. em espectrometria de
infravermelho, na regido de 3400 cm’'. caracteristica do grupamento hidroxilico.
o material permetilado foi hidrolisado, reduzido, acetilado e analisado por g.c.-

m.s. na forma de seus acetatos de alditois parcialmente metilados.

Tabela XI. Analise dos derivados parcialmente metilados da fragdo NaOH-a de

Podocarpus lambertii.

Derivado mol % Fragmentos (m/z)
2,3,6-Mes-Man 71,9 99,101,113,117,129,131,161,173
2,3,6-Me;s-Glu 244 99,101,113,117,129,131,161,173
2,3,4 6-Me,-Gal 0,8 87,101,117,129,145,161,205

2,3,4,6-Me4-Hex 2,0 87,101,117,129,145,161,205
2,3-Me,-Hex 0,9 87,101,117,129,143,203

A interpretagdo dos resultados sugere a existéncia de uma
galactoglucomanana tipica da divisdo gimnosperma. Uma cadeia principal de
unidades alternadas de manose e glucose (1—4) foi indicada pela presenca dos
derivados 2,3,6-Me;-Man e 2,3,6-Mes-Glu, com proporcdo molar de 3,0:1, similar
aquela encontrada na composicdo monossacaridica da fracdo original. A
existéncia de substituicbes simples da cadeia principal foi confirmada pela

deteccdo dos derivados 2,3-Me,-hexitol (atribuido as unidades de manose e/ou
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glucose) e o correspondente derivado 2.3.4.6-Me,-Gal. substituinte unitario ligado
1—6 na cadeia principal de glucomanana.

A dificuldade de atribuir qual a unidade monossacaridica representativa
das unidades terminais de hexitol deve-se a grande proximidade dos tempos de
retencdo relativos dos derivados 2.3,4 6-Mes-Glu e 2.3,4,6-Mes-Man. O terminal
da cadeia principal constituido por 0,8 mol%, determina a cadeia principal com
um GP de aproximadamente 120.

A fim de confirmar a natureza das ligag6es presentes na molécula,
procedeu-se a oxidagdo com metaperiodato de sodio da fracdo NaOH-aApds a
oxidagdo (sete dias), reducdo com NaBH, hidrolise acida, nova reducdo e
acetilacdo, os produtos derivados da oxidagao foram analisados em g.l.c. . Esta
oxidagao foi repetida, a fim de se obter o polissacarideo completamente oxidado.

Os resultados das duas oxidagdes estdo apresentados na Tabela XII.

Tabela Xll. Composicdo dos subprodutos das duas etapas de oxidagdo com

metaperiodato de sadio.

Composicao (mol%)

Eritritol Manitol Galactitol Glucitol

18 etapa 67,5 8,8 10,6 12,9

2% etapa 99,2 0,8 -- -
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Os unicos produtos gerados foram eritritol. com teores praticamente
absolutos (99,2%) e tracos de glicerol. manitol e glucitol, confirmando uma cadeia
constituida por ligagdes do tipo 1-—4.

A anomericidade da molecula de galactoglucomanana pode ser avaliada
utilizando-se analises polarimétricas. A fragao NaOH-a foi solubilizada em NaOH
1%, em concentracéo de 0,5 g%, apresentando rotacdo 6tica especifica de [«]*o
= -40, representativo de ligagdes do tipo B. A diluicdo da mesma solugcdo para
0,25 g% nao modificou a rotagao optica, indicando que a concentragcaoc utilizada
foi ideal para se obter um resultado representativo para a molécula. O resuitado
apresentado é bastante similar a outras espécies de coniferas ja estudadas,

conforme apresentado na Tabela XIil.

TABELA XIll. Rotagdo optica especifica e razdo entre os monossacarideos de

galactoglucomananas de diversas espécies de coniferas.

Espécie Man:Glu:Gal [a]°2s
Ables amabilis 3:1:0.1 -38
Araucaria angustifolia 3,8:1:0,3 -29
Ficea engeimannii 3:1:0,2 -40
Finus sylvestris 3,3:1:0,2 -34
Tsuga canadensis 3:1:01 -40
Podocarpus lambertii 3:1:0,1 40

Fonte: FENGEL & WEGENER (1989).
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A analise da fracdo de galactoglucomanana. por ressonancia magnetica
nuclear de carbono treze, confirmou os resultados apresentados pelos metodos
quimicos utilizados na elucidacdo estrutural da fracdo. O espectro de "C-RMN
da fracao {Figura 11), mostra doze sinais pronunciados e caracteristicos de uma
glucomanana homogénea (Tabela XIV), evidenciado pela uniformidade dos sinais
de C-1 de B-D-manopiranose (8§ 100,2) e B-D-glucopiranose (& 102.7). A
intensidade dos picos referentes aos carbonos anoméricos indica uma proporcao
relativa de aproximadamente 3:1 entre C-1 de manose e glucose,
respectivamente, confirmando os dados de metilagdo e composicéo

monossacaridica da fracao.

Tabela XIV. Dados de >C-RMN para a fragdo NaOH-a de Podocarpus lambertii.

Deslocamento quimico (ppm)

C-1 C-2 c-3 c-4 C-5 C-6
—4)-Manp-(1- 100.2 70,3 71,7 76,4 75,3 60,7
—4)-Glup-(1- 102,7 73,2 75,0 78,6 74,5 60.5

KUBACKOVA et al. (1992), apresenta os assinalamentos de uma
galactoglucomanana de Populus molinifera, reportando que os sinais referentes a

unidades de galactose s&o superpostos aos sinais de manose. A fracdo NaOH-a
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apresenta 2, 3% de galactose. presumivelmente um fator limitante no que se
refere a resolucdo dos picos. A uniformidade dos sinais de C-1 de glucose e
manose reforcam a possibilidade de gque a molécula seja constituida de grau
reduzido de ramificacbes de unidades de galactose, dado que foi demonstrado
nas analises de metilacao.

Os sinais dos carbonos anomeéricos confirmam a existéncia de uma
glucomanana com anomericidade do tipo . A estrutura atribuida a fragdo NaOH-
a, por andlises de ’C-RMN trata-se uma glucomanana linear, com ligagées
glicosidicas do tipo B(1—-4).

Todos os sinais atribuidos aos carbonos de manose e glucose foram
interpretados a partir dos trabalhos descritos por GOLDBERG et al. (1987);
GORIN & MAZUREK (1975); HAZENDONK et al. (1996); KUBACKOVA et al.
(1992);, USUl et al. (1979).

A massa molecular da fragdo NaOH-a foi preliminarmente avaliada pelas
analises de metilagdo, por intermédio da determinacdo de seu GP méedio.
Estudos mais sofisticados, utilizando técnicas de difusdo de luz, foram capazes
de fornecer resultados a serem confrontados com aqueles obtidos
preliminarmente.

A baixa solubilidade em agua, apresentada pela fragdo NaOH-a,
impossibilitou as analises de massa molecular utilizando cromatografia de gel
permeacdo. Assim, esta determinagéo foi obtida atravées de método de
espalhamento de luz (“light scattering”), que forneceu valor de massa molecular
média de 8 x 10° + 0,6 x 10°, avaliado a partir da construcdo de um “plot de

Zimm”, conforme apresentado na Figura 12.
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Figura 11. Espectro de C-RMN da fracdo NaOH-a, em NaOD 1%. Os deslo-

camentos s30 expressos em ppm
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Figura 12. Plot de Zimm da fragdo NaOH-a.

A massa molecular foi satisfatoriamente determinada utilizando-se onze
diferentes angulos de laser e cinco concentragdes distintas da mesma fragao.

A filtracdo da solugéo polissacaridica em filtro de 0,22 um n&ao impede por
completo a passagem de agregados moleculares, provaveis responsaveis pela
superestimacao dos resultados, como as que ocorrem com arabinoxilanas acidas
(GRUPPEN et al., 1992a; IZIDORCZYK & BILIADERIS, 1995).

A fracdo NaOH-b, extraida com NaOH 4N (Tabela IX), condicdo mais
drastica que aquela realizada para NaOH-a, foi submetida a analise de massa

molecular, nas mesmas condi¢des oferecidas a fragcdo NaOH-a (Figura 13).
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Figura 13. Plot de Zimm da fragdo NaOH-b.

A construcdo do Plot de Zimm, utilizando um dn/dc de 0,172, resultou em
uma massa molecular média de 7,5 x 10° + 0,48 x 10°, similar ao encontrado para
NaOH-a. Este confirma o anterior € sugere que as condi¢cdes de extragao

utilizadas nao afetaram de forma significativa a integridade molecular das

glucomananas.

4.5. Analise das fragées H1aT e KOH1a (arabino 4-O-metilglucuronoxilana)

de xilema de Podocarpus lambertii.

As fracOes selecionadas para analise das estruturas moleculares de seus

componentes, basearam-se em variaveis como alto rendimento, teores elevados
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de xilose, arabinose e acidos urdnicos. assim como a solubilidade em agua.
Desta maneira, as fragées H1aT (Tabeia VI : Fluxograma ll) e KOH1a (Tabela X;
Fluxograma lIl) foram submetidas a elucidagcao estrutural por métodos quimicos
e espectroscopices, inicialimente com as subfracbes geradas a partir de
purificacao por solubilidade em agua (fracbes H1aT{agua sol); KOH1a(agua ins)
e KOH1a-agua(sol); KOH1a-agua(ins)), seguida por subfragbes originadas
pelos processos de purificagcdo por CETAVLON (H1aTcetavion) e hidroxido de
bario (KOH1a-bario(sol)) e coluna (KOH1acol).

A fracdo H1aT foi inicialmente submetida ao processo de fracionamento
por solubilidade em agua, uma vez que as glucomananas sao insoluveis
(componente de 17,6 mol % da fragdo) e as arabinoxilanas acidas, soluveis. A
Tabela XV apresenta a purificagdo das arabinoxilanas a partir da subfragdo

soluvel em agua H1at(agua sol) e insoltvel em agua H1at(agua ins).

Tabela XV. Composicdo monossacaridica da fragdo H1aT e subfragées
resultantes do fracionamento por solubilidade em agua.

H1aTagua(sol) e H1aTagua(ins).

Fragao Monossacarideos neutros (mol %)

Ram Fuc Ara Xil Man Gal Giu

H1aT 1,6 0,5 11,2 63,1 8,3 7.2 8,1

1

H1aT(agua sol) 1.0 0,5 11,0 71,5 7.5 41 4.4

1

H1aT(4guains) 4,0 05 137 315 73 116 324
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A purificagdo da fragdo soluvel em agua foi atribuida principalmente a
reducdo dos teores de glucose e galactose.

A estrutura molecular da subfracdo H1aT(agua sol) foi determinada
quimicamente pela técnica de metilagdo descrita por CIUCANU & KEREK (1984).
O material soluvel em DMSOQ foi submetido a duas repeticbes do mesmo metodo
até verificagdo da auséncia de banda de absorcdo na regido de 3400 cm’
(caracteristica do grupamento hidroxilico), por espectroscopia de infravermelho.

A subfragdo H1aT(agua sol) permetilada foi submetida a duas condigées
de hidrélise, uma utilizando prévia metandlise seguida de hidrolise acida com
H>S0O4 0,5 N durante 6 horas e outra utilizando hidrolise diretamente com H;SO,

0,5 N por 6 horas. Os resultados estdo apresentados na Tabela XVI.
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Tabela XVI. Analise dos derivados parcialmente metilados da arabinoxilana acida

(subfracao H1aT(agua sol)) de Podocarpus lambertii.

Derivado Fragmentos (m/z) Mol %

com sem

metandlise® metanolise®

2,3,5-Me;-Ara 87,101, 117, 129, 145, 161 12,1 17.4
2,3-Me,-Ara 87,101, 117, 129, 189 3,2 6,3
6-deoxi-2 Me-Hex 87,99, 117, 129, 1569, 173, 201 1,2 -
2,3,4-Me;-Xil 87,101, 117, 129, 145, 161 3,2 5,0
2,3-Me,-Xil 87,101, 117,129, 161, 189 59,6 48,1
6-deoxi-3-Me-Hex 87,101, 117, 129, 143, 189, 203 1,3 --
3-Me-Xil 87,99, 129, 145, 189 9,0 6,5
2-Me-Xil 85, 87, 99, 113, 117, 145, 159 10,0 15,0

a. Metandlise seguida de preé-hidroélise com H,SO, 0,5 N
b. Pré-hidrdlise com H,SO, 72% p/v em gelo, seguida de diluicdo a 8% pfv

em banho fervente.

A observacdo das proporcoes dos derivados metilados indica uma
diminuicdo do derivado 2,3-Me,-Xil na fragdo nao-metanolisada. Os outros
derivados apresentam relativa similaridade em suas proporgdes molares. Os
derivados metilados obtidos apontam algumas dificuldades de interpretacéo,
intimamente relacionadas ao tipo de molécula estudada. Primeiramente,

polissacarideos constituidos por pentoses, como as arabinoxilanas, sdo labeis
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gquando tratados quimicamente. como peio emprego das tecnicas de metilagio.
Em trabalho descrito por CROON et a/. (1960), os autores citam gue a metilacao
de xilanas, submetidos a prévia metanclise (HCI 2% em metanol) a 100°C
durante 13 horas, provoca cerca de 1 a 3 % de degradagao de derivados 2.3-
Me,-Xil (derivado da cadeia principal de xilana ligada (1—4)), enquanto a
metilagdo seguida de hidrélise acida com H,SO4 0,5 N durante 14 horas promove
cerca de 20 % de degradagdo do mesmo derivado. LINDBERG (1972), também
cita a importancia da execucdo de metandlise, na eliminagdo de erros
provocados pela degradagao dos polissacarideos.

Os derivados 2-Me-Xil e 3-Me-Xil sdo detectados, em coluna OV-225, em
tempos de retengao muito proximos, com parcial sobreposicdo dos picos (DU
PONT & SELVENDRAN, 1987). A coluna DB-225, utilizada para identificagéo dos
metilados de H1aT(agua sol), apresentou os mesmas resultados que a coluna
anterior, para as analises dos derivados 2-Me-Xil e 3-Me-Xil. Desta maneira, a
analise quantitativa destes derivados ndo foi realizada com uso de integrador
automatico e sim, por calculo manual de area.

O derivado 2,3-Me;-Ara, identificado no material metilado de H1aT({agua
sol), pode participar de ligagGes tipo éter na posicdo cinco da arabinose com
residuos fendlicos de lignina, como sugerido em recente trabalho sobre compiexo
lignina-carboidrato de parede celular de gramineas (WALLACE et al., 1995). A
possibilidade deste derivado fazer parte de unidades de arabinose intermediarias
entre unidades de xilose da cadeia principal e unidades terminais de arabinose
presentes nas ramificagbes também pode ser aventada. Neste aspecto, apenas

algumas unidades de xilose seriam substituidas por duas unidades consecutivas
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de arabinose, permanecendo a malor parte das substituicdes ocorrendo como
unidades simples. IZYDORCZYK & BILIADERIS (1994), estudando hemiceluloses
de parede celular de trigo, também identificaram a presenca deste derivado,
sugerindo gque a peguena presenca do 2,3-Me,-Ara indica gue cadeias curtas de
arabinose estejam presentes nas ramificagdes do polissacarideo.

Alguns autores apresentam derivados de deoxi hexoses (ramnose) em
estruturas de arabinoxilanas de paredes celulares de vegetais (COIMBRA et a/.,
1994; DU PONT & SELVENDRAN, 1987). Trabalhando com polissacarideos de
feijao, SELVENDRAN & KING (1989), identificaram cinco derivados metilados de
ramnose, atribuindo sua presencga a provavel contaminagdo de material péctico,
rico em deoxi hexoses. A identificacdo dos derivados 6-deoxi-2 Me-Hex e 6-
deoxi-3-Me-Hex na fragdo H1aT(agua sol) pode, eventuaimente, levantar a
mesma possibilidade.

Exceto pela presenca do derivado 2,3-Me;-Ara, todas os outros derivados
encontrados indicam uma estrutura polissacaridica muito similar a outras ja
encontradas para coniferas.

A anomericidade da fracdo H1aT(agua sol) foi determinada por anadlise
polarimétrica, resultando em [a]*>p = -25, sugerindo ligacdes predominantes do
tipo 3. A presenca de a-arabinose ligadas possivelmente diminuiu o valor da
rotagdo Optica encontrada. A Tabela XVII apresenta as rotacées Opticas de

diversas espécies de conifereas.
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Tabela XVII. Rotacdo o¢tica especifica e razéo entre 0s monossacarideos de

arabino-4-O-metilglucuronoxilanas de diversas espécies de

coniferas.

Espécie Xil:Ara:MeGIuA [a]’s
Gingko biloba 9115 -35
Larix gmelinnii 10:1:3,7 -38

Larix leptolepsis 4104 -24
Picea engelmannii 7112 -35
Pinus cembra 10:1:0 -34
Pinus banksiana 3:1:0,1 -26
Pinus sylvestris 12:1:3,7 -36

Fonte: FENGEL & WEGENER (1989).

A andlise espectroscopica, por C-RMN (Figura 14), da subfracéo
H1aT(adgua sol), revelou dois sinais principais na regiao de C-1 de xilose (6
1015 e & 101,7) que foram atribuidos, conforme dados publicados para
arabinoxilanas purificadas (COIMBRA et al., 1994; BAZUS et al., 1993; GORIN &
MAZUREK, 1975; IZYDORCZYK & BILIADERIS, 1995, KOVAC et al., 1980,
PINTO et al., 1994). O sinal de & 101,5 foi atribuido ao C-1 de xilopiranose ligada
glicosidicamente B(1-—4), enquanto o sinal de & 101,7 foi atribuido ao C-1 de
xilopiranose (1—4) ligada e substituidas nas posi¢cdes O-2 efou 0-3 (Tabela

XVII: Figura 15).
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Figura 14. Espectro de 3C-RMN da fracao H1aTagua(sol), em D;O. Os deslocamentos S&0 expressos em ppm.
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Figura 15. Regido de C-1 de Xilp, em espectro de >C-RMN, da subfragéo

H1aT(agua sol).

A presenga de unidades acidas na arabinoxilana foi identificada pela
presenca de sinal caracteristico de carboxila na regiao de & 176.6 e confirmada
como acido 4-O-metilglucurdénico, pela atribuicdo de um significativo sinal em &
59,7 para grupamento metil, também identificado em outros trabalhos (BAZUS et
al., 1993; COIMBRA et al., 1994; PINTO et al., 1994: SUN et al., 1996; WENDE &

FRY, 1997).
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Tabela XVIll. Dados de °C-RMN para a subfracdo H1aT{agua sol) de

Podocarpus lambertil.

Deslocamento quimico (ppm)

C-1 C-5 O-Me C-6

—4)-Xilp{1- 1015 62.8
—4)-Xilp{1- substitituida 101,2
—»3)-Araf{1- 107.5 61,2

—>2)-4-OMeGlup~(1- 97 4 59.6 1766

A intensidade e distribuicdo dos sinais de C-1 e C-5, além dos sinais de
acido 4-C-metilglucurdnico, sao similares aqueles encontrados nos espectros de
arabinoxilanas purificadas em trabalhos anteriores.

Os sinais possiveis de atribuicdo estdo apresentados na Tabela XVl
IZYDORCZYK & BILIADERIS (1995), citam que muitos dos espectros de '°C-
RMN de arabinoxilanas podem ser totalmente identificados. exceto na regiao
entre 73 - 75 ppm.

O sinal proeminente em & 55,8 pode ser atribuido a grupamentos metoxil,
adivindos da lignina. WALLACE et al. (1995), apresentam uma série de produtos
ligninicos, identificados por °C-RMN, dos quais 0s grupos metoxil apresentam
um sinal na mesma regido do espectro. Este dado reitera a possibilidade do

derivado metilado 2,3-Me; Ara fazer parte de complexo com a lignina. O espectro
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de "C-DEPT, no entanto. apresenta sinais caracteristicos de C-5 de xilose (&
62,8) e C-5 de arabinose (& 61,3) livres e auséncia de sinais de C-5 ligados
(Figura 16). Esta auséncia pode ser explicada pelo baixo nivel de substituicdo de
C-5 da arabinose, evidenciado pelo derivado metilado 2,3-Me,-Ara (6,3 mol %),

impossilitando a resolugao do pico caracteristico.

— 62.848
——— 61.294

-——— 59.379
——— 55.964

Figura 16. Espectro de >C-DEPT da fracdo H1aT(agua sol) em D,0O 1%. Os

deslocamentos sao expressos em ppm



39

A fim de verificar a possivel homogeneidade do polissacarideo estudado. a
fracdo foi submetida a cromatografia analitica por gel permeacdo, utilizando
técnica de GPC (HPLC acoplado a espalhamento de luz), resultando em um perfil

heterogéneo, conforme apresentado na Figura 17.

tempo (min)

Figura 17. Perfil cromatografico realizado por GPC acoplado a detector de

espalhamento de luz, da subfracdo H1aT({agua sol).
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A solucao aquosa da subfracéo. previamente filtrada em filtro 0.22 um.
apresentou intensa formacdo de agregados moleculares. identificado pelo
detector de difusdo de luz (L.S.). A formagao de agregados moleculares em
polissacarideos 4&cidos € discutido por RINAUDO (1993), onde verificou
significativa redugéo de agregados apos filtracdo em poro de 0,05 um e
consequente redugdo das massas moleculares medias, j@ que agregados
moleculares superestimam esta determinacdo (EBRINGEROVA et al.,, 1994b;
GRUPPEN et al., 1992a; IZYDORCZYK & BILIADERIS 1995).

Observa-se claramente a existéncia de dois picos, com massas
moleculares distintas Esta fragdo (H1aT), originada de uma extragdo com KOH 4
N, possivelmente apresenta modificagdes quimicas decorrentes do drastico
tratamento para solubilizagdo das hemiceluloses. Por conta disso, as analises
quimicas e espectroscopicas das subfragcdes de H1aT serdo comparadas com as
subfragbes de KOH1a (originada de uma extracdo mais suave com KOH 1N), a
fim de se avaliar o efeito dos tratamentos com relacdo a integridade molecular
destas hemiceluloses.

A fragao H1aT(agua sol) foi submetida a tratamento com sal de amonio
quaternario (CETAVLON), que precipita os polissacarideos acidos presentes em
soluggdo. A quantidade de agente precipitante adicionado ao sistema é
diretamente proporcional a quantidade de cargas existente no polissacarideo. A
adicgo exagerada de CETAVLON proporciona uma ressolubilizagdo da porgéo
precipitada, possivelmente devido a redugdo do complexo precipitante-

polissacarideo e maior interagédo do complexo precipitante-precipitante.
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A proporcao resultante de maxima formacao de precipitado foi CETAVON
polissacarideo foi de 3:5. guantidade bem mais baixa de CETAVLON que aquela
citada por SCOTT, 1965, que relata uma relacdo CETAVON : polissacarideo de
3:1.
A subfracdo resultante da precipitacao (H1aTcetavion) foi analisada em
sua composicdo monossacaridica (Tabela XIX), a partir da hidrdlise,

derivatizagcao a acetatos de alditois e analise por g.l.c.

Tabela XIX. Composicdo monossacaridica da fragdo H1aT(agua sol) e a

subfracdo resultante de precipitagdo com CETAVLON,

H1aTcetavion.

Fragao Composi¢gdao monossacaridica (mol %)

Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glu

H1aT(agua sol) 1,0 0,5 11,0 715 7.5 41 4,4

H )

H1aTcetavion 1.5 0,5 13.4 67,0 3.5 7,2 6.9

O conteudo de agucar total em torno de 25% indica que uma parte residual
do sal quaternario ainda encontrou-se presente na fracdo, apesar do processo de
dialise ter se prolongado durante trés dias. Desta maneira, os métodos

colorimeétricos de dosagens de acidos urdnicos e fendlicos nao foram procedidos.
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A subfracdo H1aTcetavion. soluvel em agua. foi submetida ao teste de
homogeneidade, utilizando-se técnica de GPC. A Figura 18 mostra o padréo de

distribuicdo de massas moleculares nos detectores por indice de refragdo e

difuséo de iuz.

[ s o

LES =

Q14—

LS.

Tempo (min}

Figura 18. Perfil cromatografico cromatografico, realizado por GPC acoplado a

detector de espalhamento de luz, da subfracdo H1aTcetavion.

Conforme mostrado no grafico por difusdo de luz (L.S.), a fracdo apresenta

grande quantidade de agregados moleculares, como ocorrido na fragdo
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H1aT(agua sol). Entretanto. a fracdo apresenta-se praticamente homogénea,
indicando que o sal quaternario foi capaz de precipitar. nas quantidades
utilizadas, aquela arabinoxilana de maior massa molecular, como pode ser
evidenciado pelos tempos relativos de deteccdo dos picos, nas fragbes
H1aT(agua sol) e H1aTcetavilon (Figura 17; Figura 18).

A fracao H1aTcetavion foi analisada por °C-RMN (Figura 19). Os sinais
de todos os carbonos da fragdo H1aTcetavlon sdo similares aqueles
encontrados para a fragdo H1aT(agua sol), tanto na distribuicdo quanto na
intensidade, reforcando a hipétese que a arabinoxilana de P. /lambertii seja
constituida por uma unica estrutura molecular, diferindo apenas na distribuicéo
das massas moleculares. A similaridade em torno da estrutura pode ser melhor

explicada atraves da regido de C-1 da xilose (Figura 20).

---—101.589
~——101.188

i
it S

Figura 20. Regido de C-1 de Xilp, em espectro de ’C-RMN da subfracéo

H1aTcetavion.
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Figura 19. Espectro de "C-RMN da fragdo H1aTcetavlon, em D,0 1%. Os deslocamentos s&o expressos em ppm.
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Um sinal em & 55.6. sugerido na fracao anterior como grupamento metoxil.
novamente esta presente. mesmo apos o processo de fracionamento com
CETAVLON, indicando gque este grupamento, atribuido como parte integrante da
lignina, também esteja quimicamente ligado ao polissacarideo.

As anadlises até entao realizadas, a partir da fragdo H1aT (Fluxograma Il)
podem suscitar uma discusséo em torno da integridade dos polissacarideos
estudados, ja que a fracao foi originada por extragdo alcalina 4N, ambiente
quimico que pode levar a degradacdo das cadeias polissacaridicas. Desta forma,
foi procedida a analise estrutural da fragao KOH1a (Fluxograma 1V; Tabela 1X),
originada de extragdo com KOH 1N, condigcao mais suave e amplamente utilizada
na remogdo de hemiceluloses. Além disso, apresenta um conteudo bastante
significativo de arabinose e alto rendimento em peso seco.

A fracado KOH1a foi submetida ao fracionamento por solubilidade, a fim de
reduzir o conteudo de hexoses da fragdo, componentes de 30,6 mol %. As
arabinoxilanas acidas, soluveis em agua, permaneceram no extrato, gerando
apos precipitagdo com etanol, a fragdo KOH1a-agua(sol); o residuo insoluvel
em agua gerou a fracdo KOH1a-agua(ins). A composicdo monossacaridica das

fracbes estao apresentadas na Tabela XX.
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Tabeia XX. Composicdo monossacaridica da fracgdo KOH1a e subfragoes
resultantes do fracionamento por solubilidade em agua, KOH1a-

agua(sol) e KOH1a-agua (ins).

Fragdo Monossacarideos neutros (mol %)

Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glu

KOH1a 26 06 226 402 138 152 586
KOH1a-agua(sol) 1,0 08 282 453 104 117 26

KOH1a-agua(ins) 02 - 89 306 108 188 307

1

O fracionamento por solubilidade em &agua ndo mostrou-se
significativamente eficiente, levando a subfragdo KOH1a-agua(sol) a novas
etapas de purificagdo. A subfracdo insoluvel em agua KOH1a-agua(ins),
mostrou-se similar a subfracdo H1aTagua(ins), agregando a maior parte dos
polissacarideos contendo manose, galactose e, principalmente, glucose.

A subfragdo KOH1a-(agua sol) foi submetida a cromatografia analitica por
gel permeacao, utilizando técnica de GPC (HPLC acoplado a difusao de luz),

resultando em um perfil heterogéneo, conforme apresentado na Figura 21.
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Figura 21. Perfil cromatografico da subfracdo KOH1a-agua(sol).

O perfil cromatografico indica a presenca de um pronunciado pico
referente a agregados moleculares, como apresentado para as outras fragdes de
arabinoxilanas estudadas (Figuras 17 e 18). Nota-se claramente a sobreposicdo
de dois picos similares no espectro por indice de refracdo (R.l.), também

caracterizado na fragdo H1aTagua(sol) (Figura 17).
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O baixo rendimento obtido no fracionamento com CETAVLON motivou a
utilizacdo de outra técnica de purificacdo das arabinoxilanas de KOH1a-
agua(sol), desta vez utilizando uma solucao saturada de Ba(OH),, capaz de
precipitar apenas polissacarideos contendo manose (MEIER., 1965). A fracéo
soluvel gerou a fracdo KOH1a-bario(sol) e a fracdo precipitada, KOH1a-
bario(ppt). A composicdo monossacaridica das fracdes esta apresentada na

Tabela XX1.

Tabela XXI. Composicdo monossacaridica da fragdo KOH1a-agua(sol) e
subfragbes resuitantes do fracionamento por solubilidade em agua

KOH1a-bario(sol) e KOH1a-bario(ppt).

Fragdo Composigdo monossacaridica (mol %) * Xil:Ara

Ram Fuc Ara Xil Man Gal Glu

KOH1a-agua(soi) 2,6 0,6 226 402 138 152 56 1,81

KOH1a-bario(sol) 1.6 0,6 134 818 08 42 0,2 6.1:1

KOH1a-bario(ppt) - - - 55 50,8 6,2 37,5 -

O expressivo incremento nos teores de xilose, apos tratamento com
Ba(OH),, levaram a fragcdo KOH1a-bario(sol) ao prosseguimento do estudo. A
reducdo significativa do conteudo de arabinose sugere a degradagdo do
polissacarideo nativo pelo aicali. Além disso, o rendimento foi baixo, assim como

ocorrido para o fracionamento com CETAVLON.
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A subfracdo KOH1a-bario(soli) foi submetida a cromatografia analitica por
gel permeacao, utilizando técnica de GPC (HPLC acoplado a difusdo de luz),

resultando em um perfil heterogéneo, conforme apresentado na Figura 22.

3y
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Figura 22. Perfil cromatografico, realizado por GPC acoplado a detector de

espalhamento de luz, da subfracdo KOH1a-bario(sol).

Pode-se notar que o perfil cromatografico apresenta um pico, principal de
massa molecular maior. A auséncia de formacdo de agregados também foi

observada para a subfragdo KOH1a-bario(sol).
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O espectro de C-RMN desta subfracao (Figura 23) apresenta-se similar

aos apresentados pelas fragdes anteriores (Figuras 15 e 19), onde a regiao de C-
1 de xilose indica apenas dois sinais (§ 101,5 e § 101,1), o primeiro relativo as
ligacbes de xilopiranose p (1—4) ligadas e o segundo relativo ao desiocamento
de C-1 de xilose (Figura 24), proveniente das substituicoes na posicdo 3 por
unidades de arabinose e na posigdo 2 por unidades de acido 4-O-

metilglucurdnico (sinal de metil em § 59,6 e carboxila em § 176,6).

~—101.514

TT~—101.163

Mﬁ w‘(

Figura 24. Regido de C-1 de Xilp, em espectro de >’C-RMN da subfracédo

KOH1a-bario(sol).
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Figura 23. Espectro de C-RMN da fracao KOH1a-bario(sol), em D,0 1%. Os deslocamentos sao expressos em ppm
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A fracado KOH1a-agua(sol)foi tambem submetida a separacdo por gel
filtracdo, utilizando Sephacryl S-200. A fracdo eiuida com maior rendimento (23
mg), denominada KOH1a(col) foi submetida a analise por GPC. A Figura 25
mostra um perfil cromatografico heterogéneo. A dificuldade de separacao de

arabinoxilanas deve-se, provavelmente, a similaridade de massas moleculares

existente entre os polimeros.

PR AL DA

Figura 25. Perfil cromatografico, realizado por GPC acoplado a detector de

espalhamento, de luz da subfragdo KOH1a(col)
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A fracao foi submetida a analise por “C-RMN (Figura 26), apresentando
similaridade com os outros espectros de arabinoxilanas ja mostrados.

Apesar da presenca de algumas carateristicas macromorfoldgicas comuns
as angiospermas, as analises realizadas revelam estruturas quimicas de
galactoglucomananas e arabinoxilanas tipicas de outras gimnospermas,
(Introducao, item 1.6.). Sabe-se, no entanto, que as coniferas possuem teores
significativamente mais elevados de (galacto)glucomananas do que
arabinoxilanas. A hidrélise de Saeman (SAEMAN et al., 1954) do xilema original

indicou quantidades equivalentes de manose e xilose, conforme mostrado na

Tabela XXII.

Tabela XXIl. Composicdo monossacaridica de xilema de Podocarpus lambertii,

obtida por hidrélise de Saeman em diversos tempos de pré-

hidrdlise.
Tempo de pré- Composigao monossacaridica (mol%)
hidrolise
Fuc Ram Ara Xil Man Gal Xil:Man
Y2 hora 0,5 3,7 121 325 36,6 15,2 0,9:1
1 hora 0,5 2,9 11,3 358 34,5 15,4 1,0:1
1,5 horas 0,3 1.9 10,4 340 40,4 13,3 0,8:1

2 horas 0,2 1,6 12,0 349 40,3 11,3 0,9:1
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Figura 26. Espectro de "°C-RMN da fragdo KOH1a-col, em D,0 1%. Os deslocamentos s&o expressos em ppm.
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Assim, os teores equivalentes de arabinoxilanas e glucomananas podem
sugerir uma possivel substituicdo gradativa dos polissacarideos estruturais da
parede secundaria durante o processo evolutivo dos vegetais. Ndo se pode,
entretanto, atribuir um grupo taxonomico a espécie a partir das proporcdes de
polissacarideos. STACE (1996), comenta que ndo ¢ possivel predizer qual o

valor real da quimiotaxonomia, pois ndo se conhece limites especificos para cada

grupo vegetal.



5. Conclusoes
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¢ A obtencdo de hemiceluloses do xilema de Podocarpus lambertii tornou-se mais

efetiva com a prévia remoc¢ao da lignina, utilizando clorito de sadio.

» A desiignificacdo que utiliza maior concentracao de reagentes (2x) foi capaz de
solubilizar uma quantidade maior de lignina que aquela utilizando condigdes mais
brandas. No entanto, ambas as condi¢gbes foram suficientes para permitir a

extracao de quantidades similares de hemiceluloses.

o Os métodos colorimétricos de dosagem de proteinas, Bradford e Hartree,
apresentaram resultados superestimados para hemiceluloses de xilema de P.
lambertii e P. selowii, , sendo atribuidos a contaminagdo de compostos fendlicos,
advindos da lignina. O método de Peterson, que elimina a presenca destes

compostos, produziu resultados compativeis.

* As extragbes de hemiceluloses com hidroxido de potassio foi capaz de
soubilizar, de maneira seletiva, quantidades maiores de xilanas. J& hidroxido de

sodio ndo apresentou seletividade, extraindo tanto xilanas quanto glucomananas.

» As hemiceluloses de Podocarpus lambertii sdo constituidas por galactoglucoma-
nanas. com cadeia principal formada por unidades de D-manopiranose e D-
glucopiranose ligadas glicosidicamente (3(1—4) e substituicdes simples de D-

galactopiranose ligadas (1-—6), além de arabino-4-O-metilglucuronoxilana, com
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cadeia principal de unidade de D-xilopiranose ligadas glicosidicamente 3(1—4) e

ramificacées simples de L-arabinofuranose substituida em O-3 e acido 4-O-

metilglucurdnico substituido em O-2.

e As proporgcdes similares de arabinoxilanas acidas e galactoglucomananas
podem evidenciar uma gradual substituicao de polissacarideos da parede celular
de xilema, ja que coniferas tipicas apresentam teores majoritarios de

galactoglucomananas.
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