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As hemiceluloses ocorrem, predominantemente, na for 
ma acetilada, tanto nas (madeiras moles), como nas angiospermas ( 
madeiras duras). Nas gimnospermas a hemicelulose dominante ê o O-a- 
cetil-galactoglucomanano e nas angiospermas ocorre principalmente o 
O-acetil-(4-0-metilglucurono)xilano. A ocorrência da forma acetila­
da da hemicelulose ficou ignorada por longo tempo devido aos méto­
dos de extração destes polissacarídeos. As soluções alcalinas utili_ 
zadas nas extrações proporcionavam hemiceluloses desprovidas de gru 
pos O-acetil, em decorrência da saponificação das ligações ésteres. 
Outro fator limitante na extração de hemicelulose acetilada de ma­
deiras duras é a presença de lignina entre as lamelas secundarias 
dos tecidos vegetais. As angiospermas das zonas temperadas apresen 
tartrmaior conteúdo de xilano e menores proporções de lignina. Este 
comportamento se inverte nas angiospermas das zonas tropicais. A ex 
tração das hemiceluloses acetiladas portanto seria bem sucedida a 
partir de material convenientemente delignificado. A madeira delig- 
nificada recebe a denominação de holocelulose e ha numerosos méto­
dos de obtenção da holocelulose de vegetais; todos eles em geral , 
consistem em transformar a lignina em derivado clorado, solúvel em 
solventes orgânicos. A eliminação total de lignina, contudo leva a 
grandes perdas de polissacarídeo^. Ê evidente que agentes deligni- 
ficantes usados no isolamento da holocelulose causam-lhe alterações
físicas e químicas, porém, quando se realiza a cloração em ãgua ge­

-  2 lada, parece nao haver perda substancial nos grupos O-acetil . Ga­
O ^regg mostrou que a cloraçao da hemicelulose seguida do subsequente 

tratamento com etanolamina alcoólica a quente possibilita a migra­
ção de grupo O-acetil no polímero. Muitas controvérsias tem surgido 
a respeito da ação despolimerizante dos agentes delignificantes. En 
tretanto alguns (4-O-metilglucurono)xilanos isolados da mesma madei^ 
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ra, antes e depois de delignificada pelo método de cloração direta, . 
apresentaram o mesmo peso molecular. Apõs a delignificação da madei^ í 
ra, a holocelulose resultante encontra-se apta para a extração do . 
polissacarldeo com solvente apropriado. O dimetilsulfoxido (DMSO) i 
o principal solvente orgânico usado na extração destas hemicelulo- 
ses acetiladas. Suas vantagens como meio de extração destes polissa 
carideos deve-se ao fato de ser um solvente aprõtico (neutro ou li­
geiramente básico), o qual não afeta nem grupo O-acetil, nem liga­
ções glicosídicas do polímero nativo. Entretanto, a extração de O - 
acetil-(4-0-metil-glucurono) xilanos com DMSO sõ é efetiva em madei^ 
ras previamente delignifiçadas e ainda assim o rendimento não ul­
trapassa a 50% do xilano nativo existente na madeira original, mot:L 
vado, talvez, pela baixa capacidade de impregnação do DMSO. Os O-a-r 
cetil-(4-0-metil-glucurono) xilanos, ao contrário dos (4-()-metilglu 
curono) xilanos, além de solúveis em DMSO, são solúveis em água e 
outros solventes orgânicos como formamida e N,N, dimetilformamida 
(DMFA). O papel dos grupos acetil na parede celular dos vegetais a­
inda não está completamente esclarecido. Há evidências de que os 
grupos O-acetil das hemiceluloses são lentamente hidrolizados no 
tecido vivo. Nos vegetais envelhecidos produzem ácido acético,o qual 
por sua vez, hidrolizaria as ligações covalentes entre as fibras. 
Daí a maior facilidade de separação de fibras em vegetais envelheci^ 
dos do que em jovens. Verificou-se, também, que em madeiras duras ar 
mazenadas a 489C, em ambiente úmido, os grupos O-acetil são hidroli^ 
zados com subsequente formação de quantidade equivalente de ácido â

4cético. Bacon, Cordon e Morris determinaram os teores de grupos 0- 
acetil em preparações celulares de gramíneas e de outras plantas 
superiores. Constataram que as quantidades de O-acetil possivelmen­
te influem no estado físico dos polissacarídeos da parede celular e 
também na sua digestão por enzimas. Ê de particular interesse a pos­
sibilidade dos grupos O-acetil podere»" diminuir a digeribilidade das 
paredes celulares de vegetais pelos ruminantes. A proporção e loca-



lização dos grupos O-acetil nas moléculas de xilanos foi investiga­
da por vários pesquisadores. Bouveng^ et al isolaram da holocelulo- 
se da B z t u la  vzh.fmzo&a e de B z t u la  p u b z ó c z n ò , com DMSO, um xilano 
contendo 16,9% de grupos O-acetil, equivalentes a 7,1 de grupos es­
teres por 10 unidades de D-xilose. A localização dos grupos O- ace­

— - 6 til foi realizada por metilação, aplicando o método de Kuhn . Nes­
tas metilações 30% dos grupos acetil foram perdidos. O resultado da 
metilação mostrou que os grupos O-acetil estavam unidos ãs unidades
de D-xilose, principalmente na posição C-3, e em menor extenção na

- 7 ,posição C-2. Timell fez um estudo semelhante em B z t u la  papyn.lfazfia,

obtendo um xilano com 3,6 grupos acetil por 10 unidades de D - xilo 
se. 0 polissacarídeo foi também submetido âs determinações dos gru­
pos terminais de Smith e como não se detectou ácido 4-0-metil - D - 
glucuronico nos produtos finais da degradação conclui-se que os gru 
pos O-acetil não estariam esterificando hidroxilas destas unidades 
laterais. Os trabalhos de Garegg indicaram, contudo, a possibilida 
de de migração de grupos O-acetil em meios básicos, como no proces­
so de metilação e, também, na extração da lignina clorada com etano
lamina alcoólica. Em uma tentativa de localização dos grupos O-ace-

8 - til evitando sua migração, Bouveng desenvolveu um novo método de
localização dos grupos O-acetil em xilano de madeira dura, através 
do bloqueio dos grupos hidroxilas com fenilisocianato. O grupamento 
fenilcarbamato resultante, conforme fora comprovado em trabalho an­
terior^, não sofre migração entre Cj e C^. A principio, o 0-acetil- 
(4-0-metilglucurono)xilano é solubilizado em DMFA e as hidroxilas 
livres são convertidas em éster fenilcarmabato pela reação com feni^ 
lisocianato; a seguir os grupos O-acetil são removidos por hidróli­
se ácida moderada e as hidroxilas resultantes são metiladas com io- 
detn de meti la e óxido de prata. Finalmente, os grupos O-fenilcarba 
moilas são removidos por redução com hidreto de alumínio e litio e 
a posição dos grupos O-metil no xilano parcialmente metilado é de-
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terminada pelos métodos convencionais. Utilizando a holocelulose -

8da Be.tu.la ucKKucoòa extraída com DMSO, Bouveng obteve um xilano 
contendo a média de 5,3 grupos O-acetil por 10 resíduos de D- xilo­
se. O rendimento do polissacarídeo foi de apenas 5% da madeira ori­
ginal. Os resultados de metilação, apõs o tratamento da hemicelulo- 
se com fenilisocianato, foi de 58,1% de unidades de D-xilose não me 
tilada; 11,8% de 2-^-metil-D-xilose, 24% de 3-_Q-metil-D-xilose e
6,1% de 2,3,di-0-metil-D-xilose. Estes resultados comprovam que os 

/

grupos O-acetil em xilanos de madeiras duras nativas estão distri - 
buidos entre C2 e Cg do resíduo de xilose, com a maioria dos grupo 
O-acetil localizados no Cg* Recentemente Corrêa et al estudaram 
um (4-0-metilglucurono)xilano isolado do caule da Mtmoòa B x a c a a t t n -  

g a ,  Hochne uma angiosperma auborescente pertencente à família das 
leguminosas que se desenvolve nas zonas temperadas do sul do Brasil 
(São Paulo, Paranã, Santa Catarina e Rio Grande do Sul). Os estudos 
deste polissacarídeo demonstram a presença de unidades de D-xilopi- 
ranose interligados através 8 -(1-4), com possibilidade de ramifica­
ção por unidades de D-xilopiranoses, com o ãcido 4-0-metil-D-glucu- 
rônico ligados â cadeia principal através de a-(l-3). Atualmente es 
tudos utilizando degradação enzimatica estão sendo realizados por 
Gebara^ na tentativa de confirmar esta estrutura. No presente tra­
balho faz-se ura estudo visando a determinação do teor e a localiza­
ção dos grupos O—acetil no xilano da Utmoòa B A a c a a t tn g a em sua for­
ma nativa, bem como o comportamento deste polímero frente a comple- 
xação com iodo e hidrólise enzimatica.

ui— ii.— i — t i ■ ■■■iimi.iiim»»̂ « ^    .



5.

2.0 - MaTERXAIS E MÉTODOS )
■5
£: *

2.1 - Hétodos Gerais 'v: . i

\ A cromatografia em papel (c.p.) foi realizada em pa
j pel Whatman n9 1 e n? 4, pelo método ascendente, usando os seguin-
j tes sistemas de solventes (v/v): (a) benzeno: n-butanol: piridina:
I ãgua (1:5:3:3), (b) acetato de etila: ãcido acético: ãgua (18:7:8).
| - 12 j Os cromatogramas foram visualizadas com nitrato de prata alcalino ,
 ̂ 13 14I cloridrato de p-anisidina e trifeniltetrazõlio .
1 ’
\
s A cromatografia em camada delgada (t.l.c.)foi reali_
j
l zada em placas de sílica-gel (Merck), usando os seguintes solventes
%
\ (v/v): (c) acetato de etila: éter de petróleo (P.E.30-609C) (3:1) ;
I (d) benzeno:etanol: ãgua: ãcido acético (200:47:15:1). Os açúcares
’ foram visualizado com ãcido sulfúrico: metanol: fenol a 5% (2:7:1 )
\
l seguido de posterior aquecimento a 1509C.

*14
A cromatograf ia em fase gasosa (g.l.c.) foi efetua- 

t da em cromatõgrafo F&M, modelo 810 R-12, com detector da ionizaçao
í de chama. Para a anãlise dos derivados metilados foi utilizada a co
• luna (1) : 14% p/p LAC-4R-886 sobre "chromosorb W" de 80-100 mesh
%
| (DMSC), em tubo de cobre de 100x0,4 cm (d.i.), a 1559C, utilizando
) nitrogênio como gãs de arraste (30 ml/min) , detector e câmara de in
\ jeção nas temperaturas de 2509 e 2209C, respectivamente. Os tempos
I ~: relativos de retenção (T) foram calculados em relaçao ao metil 2,3,
l 4,6-tetra-O-metil-B-D-glucopiranosideo. Os açucares metilados 2-0­
; metil-D-xilose; 2,3-di-O-metil-D-xilose, e 2,3,4-tri-O-metil-D-xilo
f se foram identificados, também, através de seus correspondentes pa—
I ■
! drões. Os cálculos das ãreas dos derivados metilados foram realiza-
ff

f. dos por triangulação. Na anãlise dos alditõis acetatos, de acordo



com Swardeker et al.^, foi empregada a coluna (2) :3% de ECNSS-M so 
bre Gas Chrom Q de 100-120 mesh, em tubo de cobre de 120x0,2 cm (d.
i.), a câmara de injeção a 2209C e o detector â 2509C com fluxo de 
nitrogênio de 35 ml/min.

A cromatografia em fase gasosa (g.l.c) para a anãli 
se do ãcido acético foi realizada em cromatõgrafo CG-27, com detec­
tor de ionização de chama, utilizando-se a seguinte coluna:20% DEGS 
com 1% (p/v) de ãcido fosfórico, sobre diaporte, em tubo de vidrof
de 200x0,45 cm (d.i.), a 1089C, sendo o nitrogênio o gas de arraste 
(65 ml/min), com detector e câmara de injeção nas temperaturas de - 
2209C e 1129C, respectivamente. Os padrões utilizados foram o ãcido 
acético e ãcido fõrmico.

A hidrólise total do polissacarídeo foi feita em tu 
bo de vidro selado, com ãcido trifluoracêtico (TFA) 0,5N a 1009C du 
rante 5 horas. O TFA foi, após a hidrólise, eliminado por evapora 
ção a vãcuo. Para complementar a remoção de TFA novas porções de ã 
gua foram adicionadas ao material hidrolisado, e removidas sucessi­
vamente no evaporador.A hidrólise com ãcido sulfúrico 1 N foi efe­
tuada por 3 horas, a 1009C em tubo de vidro selado. Após a neutrali^ 
zação com carbonato de bãrio o hidrolisado foi centrifugado, filtra 
do e deionizado em resina trocadora de ions Dowex 50 W-X8,200-400 
mesh, forma H . Os aldetois resultantes da oxidaçao do polissacari- 
deo com o periodato, redução com o boroidreto, hidrólise e nova re 
dução com o boroidreto foram acetilados com a mistura de anidrido a 
cético: piridina na proporção de (v/v) : 3,2:3,7, a 1009C, durante
4 horas^. Em seguida, adicionou-se ãgua na temperatura de 0-49C e 
os alditois acetilados foram extraidos com cloroformio e analisadas 
por g.l.c. na coluna 2.

A determinação do conteúdo de ãcido urônico no po-



7.

#• 17lissacarídeo foi feita segundo o método de Whistler e Feather . e ,

- 18 - o método de Bitter e Muir . O primeiro método foi utilizado para o
polissacarídeo desacetilado.

A dosagem de proteínas foi realizada pelo método de
19 + ~Lowry . O polissacandeo, bem como os padrões usados nas dosagens

colorimétricas foram secados em aparelho de secagem a vãcuo de Aber
halden. Todas as determinações foram feitas a partir do polissacar_í
deo assim obtido. As evaporações foram realizadas em evaporador a
vãcuo, â temperatura de 409C. Os produtos de metanõlise do polissa-
carídeo metilado foram concentrados à temperatura de 209C - 259C.

jj As absorbâncias foram feitas em aparelho COLEMAN JÚI
| NIOR, modelo 6 A.

As rotações õticas foram medidas em polarímetro PER 
KIN-ELMER, modelo 141, a 259C.

As analises em infra-vermelho do polissacarideo, em 
suas diversas formas, foram realizadas em aparelho PERKIN-ELMe R, mo 
delo IR-700.

Os espectros em ressonância nuclear magnética (RNM) 
foram realizados em um espectrômetro VARIAN, modelo XL-100, usando- 
se como solventes D20/NaOD (30%) e D20 para amostras de polissacarí^ 
deo desacetilado e original, respectivamente, a 709C, com largura - 
de varredura de 1000 Hz e tempo de 500 segundos.

A eletroforese do polissacarideo foi realizada em
papel acetilado (cellogel), após coloração dos mesmos com azul de -
Procion-M-3G (Cia. Imperial de Industrias Químicas do Brasil),segun

20 ~do o método Dudman e Bishop , em tampao borato 0,025 M pH 9,3. A e



letroforese foi realizada em aparelho FAMEN, com câmara de imersão 
CHEMETRON, aplicando-se vima diferença de potencial de 245V e uma - 
corrente de 4-5 mA.

2.2 - Material

O caule sêco da madeira bracatinga (MZmosa bsiacaa. - 

t in g a .} foi gentilmente cedido pelo Departamento de Engenharia e Tec 
nologia' da Madeira, da Faculdade de Florestas da Universidade Fede­
ral do Paraná. A casca e a medula foram removidas e o caule cortado 
em pequenos pedaços, que foram moídos em moinho Wiley, utilizando u 
ma peneira de 60 mesh. Para eliminar lipídeos e pigmentos a madeira 
moída foi extraída com uma mistura de benzenoretanol (2:1), exausti_ 
vãmente, em Soxhlet. O extrato foi desprezado e o resíduo, depois - 
de seco, foi extraído 5 vezes com solução de oxalato de amónio a - 
0,5%, a 859C por 5 horas, filtrado em rede de nylon e lavado com ã
gua destilada. A operação foi repetida usando solução a 0,2% de -
EDTA. Estes dois processos foram usados a fim de extrair substân­
cias pécticas.

2.3 - Preparação da Holocelalose

A madeira (100 g), apõs extração com EDTA, foi su­
jeita a tres tratamentos com cloro, em água a 09-49C, durante 5 mjL 
nutos. Ao final de cada tratamento o material foi filtrado e o resí^ 
duo lavado com alcool, a fim de retirar o excesso de cloro. Em se­
guida, a lignina clorada foi extraída com etanolamina alcoolica (3% 
v/v) , durante 10 minutos, sob agitação. O material foi filtrado e
submetido à extração exaustiva com alcool em Soxhlet. Através deste 

2processo , obteve-se cerca de 80 g de holocelulose.

2.4 - Detenoimação de Ligiaima



Uma amostra (lg) de holocelulose, depois de seca , ]
k

com teor de umidade de 15%, foi submetida â hidrólise com 15 ml de : 
ãcido sulfúrico a 73%, em banho-maria, a 209C, por 2 horas, com agî
tação. Em seguida, adicionou-se 345 ml de ãgua destilada a fim de - 5

í
diluir o ácido sulfúrico para 3% e o sistema ficou em refluxo por  ̂

mais 4 horas. Depois de filtrado em funil de placa porosa F, o resí^ 
duo sólido foi lavado exaustivamente com água quente para remover o 
ácido sulfúrico e secado em estufa (1009C-1059C), até peso constan­
te . , ;

2.5 - Obtenção da Henicelulose 1

21 ;A holocelulose (100 g) foi tratada com DMSO (1,51) 
em shaker a 289C, durante uma semana. Em seguida o resíduo foi fil­
trado em funil de placa porosa. O filtrado foi colocado em etanol ( 
3v) e o precipitado (hemicelulose) foi dializado 48 h e reprecipita
do com etanol. Após centrifugação, a hemicelulose foi submetida a .

~ - 2 2 ~ três tratamentos desproteinizantes pelo método Sevag . Ã solução a
quosa foi adicionado etanol (3v), recuperando-se a hemicelulose por
centrifugação que foi secada a vácuo sob P205, para dar um pó cin -
zento (3,7g), solúvel em ãgua e em DMSO. .

Uma amostra da hemicelulose (5mg) foi hidrolizada - 
com TFA, analisada por cromatografia em papel no solvente (a) e por
g.l.c. na forma de alditõis acetilados na coluna 2. *

2.6 - Identificação e Detenmimação Omantita.ti.va dLo Grupo O-Acetil

A presença do grupo acetil foi indicada pelos es­
pectros no infra-vermelho e ressonância nuclear magnética (RNM) de 
amostras do polissacarideo original e na forma desacetilada. A de­
terminação quantitativa do grupo 0-acetil foi efetuada por dois mê



K
todos:

- - 23a) Método colorimetrico de McComb e McCready : ba
3

seado na formação de um complexo colorido de um ãcido hidroxâmico a ;
-  ^cllico e ions ferricos. «

b) Método da Saponificação: o polissacarídeo (solu­
ção a 0,1%) foi desacetilado por saponif icação durante lh, em atmos^ 
fera de'nitrogênio, com hidróxido de sódio 0,1 N, ã temperatura am­
biente. O polissacarídeo foi, em seguida, precipitado com etanol , 
filtrado e lavado com etanol. 0 filtrado mais os líquidos de lava - 
gem reunidos foram concentrados a vãcuo para remoção do etanol.A so 
lução aquosa foi, em seguida, aplicada no topo de vima coluna de re­
sina Dowex-50-X-8 (200-400 mesh) forma H+ , para remoção de ions de 
sódio. Oeluato foi titulado em potenciômetro, contra hidróxido de 
sódio 0,1 N, usando-se simultaneamente fenolftaleina como indicador. 
Uma prova em branco foi realizada em paralelo. O conteúdo de acetil 
na amostra foi calculado pela seguinte relação:

0 _ ... 4,3 x Normalidade x volume de NaOH líquido (ml)% Acetil = —1------------- --- ---------------------------------
peso da amostra em gramas

A identificação do ãcido esterificante foi, também, 
confirmada pela analise em g.l.c.. O polissacarídeo obtido da hidrõ 
lise alcalina foi utilizado em outros experimentos como "hemicelulo 
se desacetilada".

2.7 - Oxidação da Hemicelulose com M - Periodato de Sódio

A hemicelulose original (67,4 mg de polissacarídeo)
~ - 24foi dissolvida em solução de m-periodato de sodio 0,05 M (100 ml)

e a reação foi mantida a 49C, na obscuridade, durante 120 horas. U



ma prova em branco foi realizada simultaneamente. A intervalos de 
tempos regulares (3,8/24,72,96,120 horas), alíquotas de 1 ml foram
retiradas da solução oxidante e do branco. O consumo de periodato

- - 25foi determinado pelo método do tiossulfato de sõdio , utilizando
o seguinte calculo:

(B-A) x N
1 Molaridade solução oxidante =

2 x ml alíquota

\ moles de periodato vol. total da solução oxidante x 141*

\ moles de pentose anidra gramas de polissacarídeo x 1000
è

onde B = ml de tiossulfato gastos na titulação do branco
\ A = ml de tiossulfato gastos na titulação da amostra)
• N = normalidade do tiossulfato

í
; *Calculado na base de 16% de ácido urônico no polissacarídeo.

O valor do consumo de periodato foi obtido pela ex-
• trapolação da curva e expresso em moles de periodato/mol de pentose
f anidra, como indica a figura 1.

A hemicelulose desacetilada (10,2 mg) foi oxidada 
com m-periodato de sõdio 0,05 (15 ml), ã temperatura ambiente, du­
rante 90 horas, na obscuridade, üm branco foi realizado simultanea­
mente. Alíquotas de 0,5 ml foram retiradas da solução oxidante e 
do branco a intervalos de tempo regulares (4,18,43,67,90 horas). 0 
consumo de periodato foi determinado pelo método acima citado. O va 
lor do consumo de oxidante foi obtido pela extrapolação da curvapon 
forme indica a figura 1.

2.8 - Determinação de grupos terminais pelo processo de Smith da 
Hemicelulose Original e da Hemicelulose Desacetilada"'V.
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A hemicelulose original (67,4 mg) foi oxidada com 
solução de m-periodato de sõdio 0,05M (100 ml), a 49C na obscurida­
de. Após 120 horas de oxidação, a reação foi interrompida pela adi­
ção de etileno glicol. A solução do polialdeido resultante foi dia- 
lisada contra ãgua corrente, durante 48 horas. Em seguida, adicio - 
nou-se boroidreto de sõdio (50 mg) â solução de polialdeido. A redu 
ção processou-se por 12 horas a temperatura ambiente e o excesso de 
boroidreto foi decomposto com ãcido acético 2N. A solução foi nova 
mente dialisada, concentrada a vãcuo até secura e o resíduo resul­
tante foi hidrolisado com ãcido sulfúrico IN (métodos gerais). Uma 
parte do hidrolisado foi analisada p0r cromatografia em papel What 
mann n9 1 no solvente (a) . Outra parte foi novamente reduzida com 
boroidreto de sõdio (50 mg) por 12 horas, deionizada em resina Do- 
wex 50W-X8 (200-400 mesh) forma H+ , e desboratada por sucessivas e­
vaporações com metanol. Os alditois resultantes foram acetilados can 
anidrido acético: piridina (métodos gerais) e posteriormente anali­
sados por g.l.c. na coluna 2.

A solução (15 ml) de hemicelulose desacetilada (
10,2 mg) foi oxidada durante 90 h com m-periodato de sõdio 0,05 M a 
temperatura ambiente, na obscuridade . Após interrupção da oxidação 
com etileno glicol, a solução de polialdeido foi dialisada e subme­
tida aos mesmos tratamentos descritos acima para a hemicelulose ori^ 
ginal.

2.9 - <swj«ni de iimg»TrTizaçãira (EP]) dia DennLcel.iiil.ose Crígimal

O cálculo do grau de polimerização do polissacarí - 
deo foi realizado pela determinação dos grupos terminais redutores, 
de acordo com Hay et ai.



2.10 - KSetxlação da Hesaicelulose Original ccna Preservação dos Gru­
pos O-Ãcetil pelo Método de KmSnn**

A hemicelulose original (128 mg) foi dissolvida em 
dimetilformamida (DMFA) (20 ml). Iodeto de metila (1 ml) e óxido de 
prata (500 mg) foram adicionados em pequenas porções durante um pe­
ríodo de 5 h e a solução foi agitada vigorosamente â temperatura am
biente durante 24 h. Outras porções de óxido de prata (500 mg) e io/
deto de metila (1 ml) foram novamente adicionados como anteriormen 
te e após mais 24 h de agitação o polissacarldeo foi extraído com 
clorofórmio e centrifugado. O resíduo foi lavado com clorofórmio e 
os extratos combinados foram tratados com uma corrente de gás sulfi^ 
drico para precipitar a prata coloidal. A solução de polissacaríde 
o metilado em clorofórmio foi colocada em éter d" petróleo (P.E.30- 
609) precipitando uma fração polissacarídica que foi recuperada por 
centrifugação. Após lavagem com éter o polissacarldeo foi secado e 
mantido sob P2°5* Anaíisa<̂ 0 no I*V. mostrava, ainda, absorção na re 
gião de 3600 cm.

2.11 - Mtefcilação da Hemicelulose Original com Desacett 1 ação Simul­
tânea

Outra amostra da hemicelulose original (200 mg)foi,
- 27 -inicialmente metilada pelo método de Haworth com simultânea desa-

cetilação, usando NaOH 40% (10 ml) e dimetilsulfato (5 ml), em agi­
tação por 6 horas. A solução foi neutralizada com ácido sulfúrico 
6N e então dialisada. Após a diãlise a solução foi concentrada a vã 
cuo e o resíduo secado sob P2°5* ® material sêco foi dissolvido em
dimetilsulfóxido (DMSO) redestilado (10 ml) e metilado conforme San 

28ford e Conrad . O anion dimetilsulfinil 0,7 N (7 ml) foi adiciona­
do em presença de nitrogênio. A reação foi procedida por 12 horas .



Em seguida, adicionou-se 1 ml de iodeto de metila, com o material
em banho de gêlo. Apõs 30 minutos de agitação a solução tornou - se
clara e o material foi dialisado. Apõs liofilização o resíduo foi
colocado sob P2®5* ® polissacarídeo parcialmente metilado foi pos­

- 29teriormente, permitilado com iodeto de metila e oxido de prata. Os 
sais de prata foram precipitados pela adição de éter de petróleo go 
ta a gota, â solução cloroformica do polissacarídeo metilado e remo 
vidos por centrifugação. Ao sobrenadanfee^ adicionou-se mais éter de 
petróleo até precipitação do polissacarídeo. Ao final do tratamento 
o polissacarídeo apresentou apenas vestígios de absorção na região 
de 3550 cm ^ do espectro de infra-vermelho, e foi considerado apto 
para análise posterior.

Uma amostra de hemicelulose metilada foi metanolisa
30 -da com metanol contendo cloreto de hidrogênio (5%), durante 6,5

horas a 1009C. A mistura reativa foi neutralizada com carbonato de
prata e centrifugado. O sobrenadante foi tratado com corrente de gás
sulfidrico para precipitar a prata coloidal, novamente centrifugado
e analisado por g.l.c. na coluna 1.

2.12 - Hidrólise Enzimãtica do Polissacarídeo

A hemicelulose original foi incubada com uma prepa­
ração de xilanase de P. C.-LKc^inatuò^ nas seguintes proporções: 2 ml 
de polissacarídeo (5,0 mg/ml em H20), 0,4 ml de tampão acetato 0,5 
M, pH 5; 0,4 ml de preparação enzimãtica (1,4 mg/ml), adicionando - 
se água até completar o volume de 4 ml. O sistema de incubação foi 
mantido a 379C e alíquotas de 0,1 ml foram retiradas de hora em ho­
ra (durante 12 horas) para serem dosadas pelo método de Somogyi-NeJL 

31—3 2son . Paralelamente, alíquotas de 0,1 ml foram retiradas do si£
tema a fim de serem analisadas por cromatografia em papel, usando



o sistema de solvente b. A curva de hidrólise e o cromatograma en 
contram-se na figura 2.

~ t 33-342.13 - Complexaçao do Polissacarideo com Iodo

| Amostras (10 mg) da hemicelulose original (hemicelu
! • ' _| lose acetilada), da hemicelulose desacetilada por saponificaçao com
í NaoH (Cf.2:4-b) e da hemicelulose A de M. BA acatZ n ga' úsada como re-3
í ' -\ ferencia foram convenientemente dissolvidas, primeira com agua e as
| outras duas, inicialmente, com solução de NaOH 1 N e posteriormente
| neutralizadas com HCl IN. Os volumes das soluções foram aferidos pa
| ra 10 ml. Alíquotas de 0,1 ml a 0,7 ml foram pipetadas das soluções
1 ‘ ~J polissacarídicas, completando-se o volume para 10 ml com solução de
sj _cloreto de cãlcio 3,7 M, contendo 0,05% de iodo e 0,21% de iodeto
j  de potássio. Após 30 minutos à temperatura ambiente, as absorbânci-
n
l as das soluções foram lidas em 610 nm, contra um branco preparado
| simultaneamente nas mesmas condições. Os gráficos foram traçados em
\ ~ - ~ .? função da absorbância versus concentração crescente de polissacarí-
I deo, conforme indica a figura 3.

l 2.14 - Localização dos Grupos O-Acetil através do Bloqueio das Hi—
'■ 8—9( droxilas Livres do Polissacarídeo pelo Fenilisocianato
?!
I
<t
1 A hemicelulose original foi submetida a uma série
í _ _

I de tratamento com a finalidade de localização dos grupos acetil, cu
|
t ja sequência de reações encontra-se indicada na figura 4. Estas
i reações compreendem as seguintes etapas:
è>

rf?
Iji a) Tratamento da hemicelulose com fenilisocianato:
F- ‘

| A hemicelulose original (68 mg) foi dissolvida em
DMFA (2,5 ml). Adicionou-se, em seguida, o fenilisocianato (0,25ml)



e a mistura reagente foi mantida á 1009C, durante 3 horas. Apõs es­
te período, a mistura reagente foi adicionada a etanol (3 vol), ob­
tendo-se um precipitado que foi separado por intermédio de um funil 
de placa porosa. O resíduo foi lavado com etanol e depois com éter, 
e, finalmente, secado sob P2°5* Estas operações foram repetidas por 
mais duas vezes. Obteve-se no final destes processos cerca de 132 
mg de derivado fenilcarbamato do O-acetil-(4-0-metilglucurono) xila 
no. /

b) Conversão dos g m p o s  €eni Icarbaumoilas em H-raefcilL 
femllcarbaimoilas :

O derivado fenilcarbamato do O-acetil-(4-0-metilglu 
curono)xilano (99,7 mg) foi dissolvido em DMFA (5 ml) e iodeto de 
metila (0,2 ml) e oxido de prata (200 mg) foram adicionados. A mis­
tura reativa foi agitada a temperatura ambiente, na obscuridade, du 
rante 40 horas. Apõs este período a mistura metilante foi centrifu­
gada e os resíduos lavados com DMFA. Os sobrenadantes foram reuni - 
dos e colocados em etanol (100 ml) contendo cianeto de potássio di£ 
solvido em pequena quantidade de água (a finalidade do cianeto era 
dissolver o sal de prata residual da metilação). O precipitado re­
sultante da adição etanõlica foi separado por intermédio de funil 
de placa porosa, lavado com etanol e depois com éter.

c) Desacetilação

O produto, N-metil-fenilcarbamoila do O-acetil-( 4­
0 metilglucurono)xilano (99 mg) foi dissolvido em tetraidrofurano (
3 ml) contendo ácido sulfúrico (0,2 ml de ácido sulfúrico 33%).Apõs 
20 horas á temperatura ambiente, a solução reativa foi adicionada a 
etanol (3 vol). O precipitado obtido foi separado por centrifugação, 
lavado com etanol e depois com éter. O processo foi repetido por

'V  ■> '



mais uma vez. Obteve-se, no final desta operação, cerca de 73,4 mg 
do derivado N-metil-fenilcarbamoila do (4^©emetilglucurono)xilano de 

sacetilado.
d) V tetil& ção

O material desacetilado foi metilado com iodeto de 
metila (0,2 ml) e óxido de prata (200 mg) em dimetilformamida6 (5ml) 
durante 40 horas. Após centrifugação para remoção do óxido de prata

t
residual, o sobrenadante foi colocado em etanol contendo cianeto de 
potássio. O precipitado resultante foi filtrado, lavado com etanol 
depois com éter e, finalmente, secado sob P2^5*

Os processos relativos as etapas (c) e (d) foram re 
petidos por mais duas vezes. Foram obtidos, finalmente, cerca de 23 
mg do derivado metilado do N-metil-fenilcarbamoila do (4-O-metilglu 
curono)xilano.

e) Redhniçãr» cena toidreto de aluEnínío e Ixfcxo dos gru­
pos p— 11 — 1 f-aTrThgBnmpTi 1 jss T

O derivado metilado do N-metil-fenücarbamoila do ( 
4-O-metilglucurono) xilano (14 mg, foi misturado com tetraidrofura- 
no (5 ml) e aquecido suavemente em um balão equipado com condensa­
dor de refluxo e agitador magnético. Em seguida, hidreto de alumí­
nio e lítio foi adicionado (40 mg) em quatro porções de 10 mg.A mi£ 
tura reagente foi agitada moderadamente a temperatura ambiente du­
rante 16 horas. Após este período a mistura foi refluxada por uma 
hora para garantir uma reação e neutralizada com ácido fosfórico djL 
luido (os sais de fósforos são de baixa solubilidade em água e pre­
cipitam) , Em seguida, a mistura foi filtrada e os resíduos lavados 
com água fria. Os filtrados reunidos foram dialisados contra água
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corrente por 24 horas, concentrados por evaporação â vãcuo e o resí 
duo da evaporação foi secado sob P2°5* Obteve-se cerca de 0,72mg de 
(4-0-metilglucurono)xilano metilado.

f) Hstanolise do (4—O-eaetilglucurono) xilano parcial

mente meti lados

O derivado acima, (4-0-metilglucurono)xilano foi me/
tanolisado com metanol contendo cloreto de hidrogênio (5%), durante
6,5 horas a 1009C. A mistura reativa foi neutralizada com carbonato 
de prata e centrifugada. O sobrenadanete, apõs remoção da prata co- 
loidal, foi analisado por g.l.c. na coluna 1, conforme indica a ta­
bela II.



3.0 - RESULTADOS E DISCUSSÃO

O caule da M. B A acaatZ n ga moido foi, inicialmente , 
submetido a extração com a mistura de benzeno-etanol (2:1), com a 
finalidade de remoção de pigmentos e lipídeos. A subsequente extra­
ção com oxalato de amónio a 0,5% e EDTAaCV2% foi realizada para re­
mover substâncias pécticas. Em seguida, a madeira foi tratada com 
cloro etanolamina a 3% em etanol absoluto com o objetivo de remo­
ver parcialmente a lignina. No processo de delignificação o cloro 
reage com lignina formando clorolignina, composto solúvel em etano­
lamina alcoolica. A extração da holocelulose com DMSO resultou na fce 
micelulose acetilada com 3,65% de proteína, que foi removida por
tres tratamentos desproteinizantes posteriores pelo método de SE- 

22VAG . A hemicelulose desproteinizada, dialisada eseca rendeu 3,7%.
O rendimento foi muito baixo em relação aos obtidos por BOUVENG et

R 7 7al (15,%), por TIMELL' (19,4%) e por BOUVENG (6,1%), a partir de
outras fontes. Uma explicação para o baixo rendimento seria a extra 
tatibilidade deficiente conseguida para a lignina, cujo teor inici­
al era de cerca de 25% na madeira e que apõs os tres tratamentos de 
lignificantes diminuiu apenas em 5%. Por outro lado, a natureza es­
trutural da hemicelulose estã sujeita a alterações químicas e físi^ 
cas, causadas pelo processo de delignificação, tais como perda e nú 
gração do grupo acetil, ou mesmo oxidação. Portanto, para o presen­
te estudo o rendimento em hemicelulose não foi levado em considera­
ção e sim a preservação de suas características originais.

A hemicelulose apresentou comportamento homogêneo
frente â eletroforese em papel acetilado, em tampão borato pH 9,3.

No hidrolisado ácido (TFA) da hemicelulose detectou
se xilose e ácido urônico, por cromatografia em papel. A cromatogra 
fia por g.l.c. do hidrolisado na forma de alditõis acetilados apre-



sentou alta proporção de xilitol e vestígios de substâncias não i- 
dentifiçadas. A dosagem da hemicelulose pelo fenol-ãcido sulfürico 
apresentou 68% de carboidrato total.

— - * 25A rotação ótica do polissacarideo a D “ 629 (c. 1%,
* 5 25ãgua) foi compatível com os encontrados por BOUVENG et al a D “69 9

7 25e por TIMELL a d “ ^69 para os O-acetil-(4-0-metilglucurono) xila-
á nos isolados da holocelulose da 8z t a t a  Izfi^iaco& a, 8. pubzn&cznò
í
| 8. papytiílzKOL.

O polissacarideo apresentou solubilidade em dimetilL 
formamida, dimetilsulfoxido e ãgua. As soluções apresentaram colora
ção amarelada, talvez devido a presença de lignina (1,4%), a qual

- 35foi evidenciada qualitativamente pelo método da floroglucina . A
solubilidade em ãgua ê explicada pela presença dos grupos acetil , 
os quais impedem o alinhamento das cadeias moleculares e consequen­
temente a formação de pontes de hidrogênio internas. De fato, o po- 
lissacarídeo torna-se insolúvel quando desacetilado por hidrólise 
alcalina.

Os grupos O-acetil foram detectados por espectrosco 
pia no infra-vermelho, com absorção em 1240 cm atribuida a estes 
grupos e absorção em 1740 cm atribuida â carbonila do éster ace­
tato. A hemicelulose, após a desacetilação, não apresentava absor­
ção nos referidos comprimentos de onda. A cromatografia em fase ga­
sosa dos produtos de saponificação e posterior deionização mostrou 
que o ãcido presente era o ãcido acético (R,p = 3,9) e de ãcido fõr- 
mico (R.J, = 3,35). os espêctros de R.N.M. da solução de polissacarí- 
deo original (D2O) mostrou absorção em T, 7,8, caracteristica de 
grupos acetil, ao passo que o material desacetilado apresentou au-

s) sencia desta absorçao,



A titulaçao do ãcido acético resultante da saponifi >
~  1 cação da hemicelulose original indicou a presença de 12-14 % de gru f

pos O-acetil na amostra, a qual foi confirmada pelo método colorimê !
trico através da formação do complexo do ãcido hidroxâmico e ions - l

fêrricos, pela reação com hidroxilamina alcalina. Na hemicelulose
* 7 •de B. papytLZ^ztia TIMELL encontrou 9,3% de grupos O-acetil, enquan-

5to BOUVENG et al , estudando a hemicelulose extraída da mistura de 
B. v z>i>iu.co & a. z B. p u b z ò c z n ò , encontraram um teor de 16,9% de grupos

r  ̂ OO-acetil para este polissacarídeo. Posteriormente, BOUVENG , anali­
sando a hemicelulose extraída apenas de 8. vztitiucoA a, verificou que 
ela continha 13,2% de grupos O-acetil. Como se pode notar, os teo- • 
res de grupos acetil determinados para hemiceluloses originalmente- 
acetiladas de diferentes fontes variam consideravelmente. ;

Através da cromatografia em papel dos produtos de 
hidrólise da hemicelulose original foi identificada, além da xilose 
o ãcido urônico (10,9% na amostra), pelo método do carbazol. Após a 
desacetilação do polissacarídeo a percentagem de ãcido urônico au­
mentou para 13,9% (método da titulação). O valor encontrado por BOU 
VENG et al^ foi de 11,8% de ãcido urônico na hemicelulose acetilada 
da mistura de B. vztitiucoòa. z B. pubzácznA e TIMELL encontrou o va 
lor de 9,8% para B. pa.pytiÁ,{i ztiCL. CORRÊA et al^® haviam encontrado o 
valor de de 11,6% (pelo método da titulação) para o ãcido urônico - 
da hemicelulose A da M. b A acaa tZ n ga extraída com NaOH a 24%. >

O consumo de periodato foi determinado na hemicelu­
lose original (acetilada) e na hemicelulose desacetilada por saponi^ 
ficação (figura 1). Apôs extrapolação para o tempo zero, a hemicelu 
lose original (acetilada) apresentou vim consumo de 0,34 moles de pe 
riodato por mol de pentose anidra, com a oxidação efetuada a 49 C . 
Quando esta oxidação foi efetuada â temperatura ambiente 22-259C) , 
o consumo'de oxidante foi de 0,62 mol de periodato por mol de pento ?
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se anidra. Por outro lado, a hemicelulose desacetilada consumiu -
1,04 moles de periodato por mol de pentose anidra, com a oxidação - 
realizada â temperatura ambiente (22-259C). A diferença de consumo 
de periodato para a hemicelulose original, respectivamente â tempe­
ratura ambiente e a 49C, pode ser atribuida à solubilidade do polis^ 
sacarídeo em ãgua, permitindo sua rápida oxidação, dando reações i 
nespecíficas. Outra explicação e a possibilidade de que a 49C a oxi^ 
dação não foi completa, pelo fato dos xilanos formarem agregados mo 
leculares, dificultando a penetração dos ions periodato.

Na análise dos grupos terminais pelo processo de - 
Smith da hemicelulose original determinou-se glicerol (11%) e xili^ 
tol (89%), analisados por g.l.c. na forma de alditois acetilados. A 
elevada proporção de xilitol esta de acordo com os dados de consumo 
de periodato (0,34) encontrado para a hemicelulose original.Ela in 
dica que 89% dos resíduos de D-xilose não foram oxidados por esta­
rem bloqueados por grupos 0-acetil,por resíduos laterais de ácido - 
metil-D-glucurônico, ou mesmo por ramificações. Poder-se-ia pensar 
que a oxidação não foi completa ã temperatura de 49C. Esta possibi­
lidade, no entanto, não ê compatível com as proporções de glicerol 
(12%) e xilitol (88%) , encontradas para a oxidação com periodato ã 
temperatura ambiente, a qual ainda apresentou compostos não identi­
ficados, fato não observado na oxidação a 49C. A percentagem de gli^ 
cerol (11%) é atribuida a resíduos de D-xilose não ligados a grupos 
0-acetil, ácido metil D-glucurônico ou ramificações. Na determina­
ção dos grupos terminais pelo processo de Smith da hemicelulose A. 
CORRÊA et al10 encontraram 79,54% de glicerol e 12,35% de xilitol , 
além de outros produtos não identificados.

Através da determinação dos grupos terminais reduto 
res, encontrou-se um grau médio de polimerizaçao de 283 para a hem:L 
celulose original.
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A localização dos grupos' O-acetil foi estudada, inî
~  -  -  \cialmente, por dados de metilaçao. Apõs duas metilações sucessivas

pelo método de KUHN^ o polissacarídeo apresentou 2,3-di-O-metil-D - ]
xilose (++++), 2,3,4-tri-O-metil-D-glucuronato de metila (+) , 3-0- 7

imetil-D-xilose (++++), e 2-0-metil-D-xilose (+++++), (tabela I). De 
ve-se levar em consideração, nestes resultados, que o polissacarí­
deo não foi metilado completamente, apresentando forte absorção na 
frequência de 3700-3200 cm'*’ do infra-vermelho. Entretanto, não fo­
ram feitas outras metilações a fim de evitar perdas consideráveis e

~ 5 7 -migraçoes de grupos O-acetil ' . Além dos de 2,3,4-tri-0-metil- D -
glucuronato de metila, não foi obtido nenhum outro resíduo de ácido . 
de 4-0-metil-D-glucuronico,o qual leva a concluir que grupos O-ace- 
til provavelmente não estejam esterificando hidroxilas do ácido. l£ 
to foi confirmado pela completa oxidação da hemicelulose original - 
com o periodato, seguido por redução e hidrólise. A cromatografia 
em papel do hidrolisado mostrou D-xilose como único açúcar presen- : 
te. A ausência de 2,3,4-tri-O-metil-D-xilosídeo no metanolisado in- : 
dica que os resíduos terminais não redutores de xilose carregam gru­
pos O-acetil. ;

A presença de 2-0-metil-D-xilosideo na hemicelulose 
original desacetilada (tabela I), indica que os resíduos de ácido 
4-0-metil-D-glucurônico se ligam a posição C-3 da D-xilose da ca­
deia de xilano do polissacarídeo, igual, portanto, á hemicelulose .

- 10 ^A de IK. BA.ac.aatX.nga estudada por Corrêa et al . |

Em outra tentativa de localização dos grupos O-ace­
til no polissacarídeo original aplicou-se o método desenvolvido por

8 9 -BOUVENG ' , no qual o polissacarídeo ê transformado no derivado fe
nilcarbamato pela reação dos grupos hidroxilas com o fenilisociana-
to, conforme a sequência de reações indicadas na figura 4. A anál_i
se dos produtos destas reações por g.l.c. apresentou os seguintes -
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derivados metllicos: 2,3,4-tri-O-metil-lD-glucopiranosiluronato de
metila (+), 2,3-di-O-metil-D-xilopiranosideo (+++),2-0-metil-D-xilo 
piranosideo (+++) , 3-j)-metil-D-xilopiranosídeo (+++) e compostos não 
identificados (++++) (Tabela II). Estes dados indicam que as posi­
ções C-3, C-2 e ambas C-2 e C-3 da D-xilose na hemicelulose origi­
nal, encontram-se substituidas por grupos O-acetil, na relação de 1: 
1:1. Indicam, também, contraditoriamente, que os resíduos de ácido 
urônico contém grupos O-acetil a eles ligados.

8 -  ~BOUVENG , em uma série de reações semelhantes com a
hemicelulose de 8. v ex.Ku.co & a obteve a relação de 3,9:1,9:1 para as
substituições por grupos O-acetil nas mesmas posições, indicando
que estes grupos estariam ligados, principalmente, ãs posições C-3
da xilose.

A elevada proporção de 2 ,3-di-O-metil-D-xilopirano- 
sídeo e a presença do ácido 2,3,4-tri-O-metil-D-glucopiranosilurona 
to de metila, leva a concluir que não houve completo bloqueio das 
hidroxilas livres pelos grupamentos fenilisocianato, possivelmente 
devido ao aglomerado molecular do xilano, apesar de terem sido fei­
tas tres reações com o fenilisocianato. O derivado fenilcarbamato a

„  _  20presentou rotaçao otica a -939 (C. 1% em DMFA) , com aumento deD
peso de 80% em relação ã amostra original. Semelhantes característjl 
cas e propriedades foram encontradas no derivado fenilcarbamato da

ghemicelulose de 8. ve.KJiu.co6 a , obtido por BOUVENG , tais como colora
~ - - 2 0  çao amarelada, solubilidade em DMSO e em DMFA, rotaçao otica a D -
929 e aumento de peso de 95% em relação â amostra original.

A hemicelulose original (acetilada) foi submetida a 
ação de hemicelulose de P. cÁ.Kc-ina.tuò^ . Conforme indicam os resul­
tados da figura 2, os grupos O-acetil não impediram a ação das hi- 

% drolases, pois o diagrama de liberação de açúcar redutor e a análi-



se dos produtos de hidrólise por cromatografia em papel indicaram a 
presença de D-xilose e oligossacarídeos. Como o polissacarídeo foi 
incubado com extrato bruto dialisado de hemiceluloses de P. C'tA.C'tna 
tuÁ , é provável que a preparação enzimãtica contivesse, também,en 
zimas capazes de hidrolisar os grupos O-acetil (esterases).

GAILLARD36'37 e GAILLARD et al38'39, também WENZEL e 
CORRÊA^8 mostraram que muitos polissacarídeos lineares apresentam a 
capacidade de formar complexos de cor azul com iodo (cor devida aos 
ions 3 I2 ~ 21**)^ quando dissolvidos em soluções de cloreto de cál­
cio, embora não apresentem a mesma propriedade em soluções isentas 
de sal. Limitado grau de ramificação no polissacarídeo não é impe - 
cilho para a formação de complexos coloridos de azul. A natureza 
dos resíduos de açúcar que constituem a cadeia principal do polis­
sacarídeo linear também não ê decisiva na complexação com iodo. En­
contram-se polissacarídeos lineares constituídos de D-glucose, D-ma 
nose e D-xilose que dão reação positiva com iodo. O que, porém, é 
essencial na formação do complexo azul é que estes resíduos estejam 
interligados através de ligações glicosídicas do tipo (1-4) e que 
possuam configuração semelhante em torno do C-4, como ocorre na D- 
xilose, D-manose e D-glucose.39

Mesmo que se saiba que um polissacarídeo possua ou­
tros tipos de ligações glicosídicas, a formação de um precipitado 
pela adição de iodo é um forte indício da presença de sequencias 
de ligações glicosídicas do tipo (1-4). Além do mais, para haver u­
ma reação positiva com iodo, é necessário a existencia de uma espjL
ra formada de pelo menos seis unidades de açucar interligados atra-

~ 3 9vês de (1-4), quer na cadeia principal quer numa ramificaçao .

Tendo em vista estes fatos, foi averiguado o compor­
tamento dos grupos O-acetil da hemicelulose original frente a com-



plexação com iodo, como mostra a figura 3. Constatou-se que a varia 
ção da absorbância a 610 nm em soluções de concentração crescente 
de polissacarídeo, mantendo-se fixo o titulo dos outros reagentes , 
obedece â lei de LAMBERT e BEER. As representações gráficas da hemi^ 
celulose original desacetilada por saponificação e da hemicelulose 
A de M. b A acaatZ n ga são praticamente os mesmos. A hemicelulose ori­
ginal, todavia, não formou, praticamente, o complexo iodo-polissaca
rideo. Este comportamento pode ser atribuído â presença de grupo O-/
acetil substituintes na hemicelulose original, pois apôs a desaceti^ 
lação o polissacarídeo apresentou comportamento semelhante a hemice 
lulose A, complexan^o-se com o iodo. Desde que se admite que o com­
plexo azul resulta de uma interação dipolar entre grupos hidroxilas, 
iodo, ions iodeto e possivelmente ions cálcio e que as ligações
3 -D-(1-4) do polissacarídeo encontram-se arranjadas em uma configu-

~ - 33raçao em forma de helice , pode-se supor que os grupos O-acetil na
hemicelulose original atuem como grupos volumosos, dificultando por 
impedimento estêrico a formação da configuração do helicoidal, im­
possibilitando, assim, a formação do complexo polissacarídeo - iodo 
em maior extensão. Outra explicação seria a simples ocupação das OH 
pelos grupos acetil, impedindo a formação do complexo.



4.0 - RESUMO

| 1 - Um O-acetil-(4-0-metilglucurono)xilano, denomina
1 25
5 do hemicelulose original, com rotação ótica a ^ - 629 (c. l%,água)

foi extraído com dimetilsulfóxido da holocelulose do caule da M.
I b A acaatZ n ga . O polissacarídeo apresentou a relação D-xilose: O-ace 
| —  —  — -

r| til: ácido glucurônico de 49:44% moles%.

£ /
] 2 - A oxidação com periodato e a análise dos grupos
$
i terminais pelo processo de Smith da hemicelulose original indicaram
ü
\ que as unidades do ácido urônico não carregam grupos O-acetil.

f? _3 - Os estudos de metilação da hemicelulose original,
com desacetilação simultânea, indicaram que os resíduos de ácido u-

j rônico estão localizados na posição C-3 dos resíduos de D-xilose do
* polissacarídeo, fato que leva a concluir que na M. b A acaatZ n ga a
* hemicelulose original extraída com dimetilsulfõxido e a hemicelulo- 

se A extraída com NaOH (Corrêa et al^) são polissacarídeos seme­
. lhantes. Estes estudos indicam, também, que os resíduos terminais -
■ não redutores de D-xilose carregam grupos O-acetil.

4 - Através das sequências de reações envolvendo a
■ formação do derivado fenilcarbamato, seguida da metilação e análise
* por g.l.c. dos produtos de metanolise, obteve-se os metilglicoside-
\£
l os, 2,3-di-O-metil-D-xilopiranosídeo, 3-O-metil-D-xilopiranosídeo e 
r 2-O-metil-D-xilopiranosídeo, indicando que as ligações dos grupos 
; O-acetil a xilose encontram-se, provavelmente, em C-3, C-2 e ambos 
; C-2 e C-3, numa relação aproximada de 1:1:1.
sf; ‘
, 5 - A hemicelulose original (acetilada) ao ser trata
da com preparação enzimãtica de PoZijpoAuó e.Á.Ac.Á.natu.6 (hemicelula-
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\ \

ses) foi hidrolizada, indicando que os grupos O-acetil não impedi­
ram a ação destas hidrolases sobre o polissacarldeo.

6 - A hemicelulose original não formou complexo com 
o iodo, porém ao ser desacetilada por saponificação formou facilmen 
te este complexo com absorção máxima em 610 nm. Isto demonstra que 
o grupo O-acetil ê fator limitante desta complexação, provavelmente 
dificultando a formação da configuração helicoidal do polissacarí -

X
deo, por impedimento esterico, ou por simples ocupação das OH neces 
sãrias para a formação do complexo.

™ t yï V'  ■v»*? ’ »vï?c-p- j» e* ír  aw? !»jí ■m, p *,
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Figura 1 - Determinação do consumo de periodato da hemicelulose ori^ 
ginal (curva 1) e da hemicelulose desacetilada (curva 2) 
por saponificação com NaOH. Os polissacarídeos estavam 
na concentração de 0,068 g/% e foram oxidados com solu­
ção de m-periodato de sõdio 0,05 M. A hemicelulose origi^ 
nal foi desacetilada â temperatura ambiente. Alíquotas 
foram retiradas das respectivas soluções, para a determi^ 
nação do periodato pelo método do tiossulfato; os valo­
res obtidos foram extrapolados para o tempo zero.

f, ̂
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Horas
Figura 2 - Curva de hidrólise da hemicelulose original por enzimas

de Tolypotiuò c-i^c^inatuÁ F.,em tampão acetato, 50 mM,pH 5 
à 379C e cromatografia em papel Whatman n9 1,solvente a ,
dos produtos hidrolisados. Alíquotas foram retiradas do 
sistema de incubação apõs 0,2,0,5,1,2,4,8,12,24 e 32 ho­
ras de hidrólise.
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Figura 3 - Variação das absorbâncias a 610 nm com concentrações cres- 
centes de polissacarídeo em cloreto de cãlcio 3,7 M, con­
tendo 0,05% de iodo e 0,21% de iodeto de potássio. 1) He- 
micelulose original 2) Hemxcelulose A da M-ímoóCL

B K a c a a t ln g a  H. Correa et al10 ( o o) » 3) Hemicelulose ori 
ginal desacetilada por saponificação com NaOH ( -x-x- ).
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Figura 4 - Reações submetidas à hemicelulose original para a determi 
nação da posição do grupo O-acetil: (1) reação com fenili_
socianato; (2) metilação do grupo fenilcarbamoila (3) de- 
sacetilação; (4) metilação do derivado fenilcarbamato do 
O-metil-glucuronoxilano; (5) remoção dos grupos fenilcar- 
bamoilas; (6) metanõlise. (R-grupo fenilcarbamoila; Rm - 
grupo N-metil-fenilcarbamoila; THF-tetrahidrofurano).

\
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TABELA I: Análise por g.l.c. dos produtos de metanõlise da hemicelu 
lose original (acetilada) da M. bsicLcaa.tÀ.nga.

O-metil-glicosldeos

r

Metilação com perser 
vação dos grupos 0-a 
cetil*3

Metilação com de 
sacetilação simul^ 
tâneac

Ta Proporção
relativa

Proporção
relativa

2,3,4-tri-O-metil-D- 
xilopiranosideo

0,86
1,05

- vestígios

2,3, 4-tri-O-metil-D- 
glucopirano silurona- 
to de metila

2,59
3,77 + +

2,3, -di-0-metil-D-xi_ 
lopiranosideo

1,80
1,98
2,05

++++ +++++

2-0-metil-D-xilopira
nosldeo

5,64
9,50

+++++ +

3-0-metil-D-xilopira
nosídeo

4,75
7,57

++++

- Tempos de retenção relativos ao metil 2,3,4,6-tetra-0-metil-3 -
D-glucuropiranosídeo, analisado na coluna 1 e comparados com pa­
drões autênticos.

Método de KUHN (duas vezes)

Métodos de HAWORTH, HAKOMORI e PURDIE.

V. .  ,4

V .P



S TABELA II: Analise por g.l.c. dos produtos de metanõlise do deriva- 
j do(4-0-metil-glucurano)xilano parcialmente metilado, re­
I sultante do tratamento da hemicelulose original de M.bsia

j c a a t i n g a  com fenilisocianato, seguindo-se metilação pelo
• método de KUHN (Cf. 2:14 e figura 4).1

O-metil-glicosídeos Ta Proporção relativa

2,3,4, tri-O-metil-D-gluco 
piranosiluronato de metila

2,60
3,77

+

2,3,-di-O-metil-D-xilopira 
nosídeo

1,80 +++

2-0-metil-D-xilopiranosídeo 5,70 +++

3-0-metil-D-xilopiranosideo 5,00
7,77

+++

Composto não identificados +++++

D ^: - Tempos de retenção relativos ao metil 2,3,4,6-tetra-0-metil- 3 - 
í D-glucopiranosídeo, analisado na coluna 1 e comparados com pa-
j drões autênticos.
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