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RESUMO

O caule de bracatinga (Mimosa scabrella) foi delignificado

por tratamento com cloro a temperatura de © 4° e extraido com etanol
a temperatura ambiente ou a refluxo. Do oroduto parcialmente deligni
ficado, por extragéo com dimetilsulfoxido (DMSO) obteve-se um polis-

sacarideo complexo formado de unidades de D-xilopiranoses, acido 4 -
O-metil-D-glucurdnico, grupos O-acetilicos e lignina numa relagao per
centual de 72: 13: 9: 6 . Os grupos O-acetilicos, conforme determi-
nado por analise de metilacao com blogueio prévio das hidroxilas 1li-
vres por fenilisocianato, foram localizados em 0-2 (14%), O0-3 (16%)

e 0-2,3 (5%) das unidades de D-xilopiranoses da O-acetil-( 4-0O-metil
glucurono) xilana. O uso do etanol a refluxo nao causou nenhuma alte
racao significativa relativa aos grupos O-acetilicos.

A analise por 13C—n.m.r. de xilanas acetiladas sinteticamen
te e de estrutura conhecida, bem como do metil 4-O-metil-2-O-acetil-
B-D-xi lopiranosideo utilizados como modelos antes e apdos © tratamento com
Cl2 a temperatura de v 4° demonstrou que o processo de delignifica -
cao nao causa migragdao ou remogao dos grupos O-acetilicos.

A distribuicao dos grupos O-acetilicos na xilana nativa su-
gere . qué os mesmos tenham relagdo com a conformagao da molecula.

A lignina esta associada a xilana nativa de trés maneiras

distintas: interacao secundaria, ligagao ester e ligagao benzil eter.
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1- INTRODUCAO

Uma parede celular rigida, rica em carboidratos, geralmen-
te contorna cada celula vegetal. Esta parede celular era considera-
da meramente um envelope secretado, exterior e inativo, conceito ha
muito superado. Hoje suas fungoes especificas, vitais para a exis -
téncia da célula sao reconhecidas. As estruturas de muitos dos com-
ponentes da parede celular sao agora bem documentadas, porém a arqui

tetura geral nao estad completamente elucidada (4, 5, 9, 17, 42, 78,
105, 113, 140).

Os principais componentes da parede celular sao celulose ,
hemicelulose e lignina. As primeiras fragOes a serem formadas numa
nova célula de madeira s3o a lamela média e a parede primaria, que
€ rica em material péctico. Durante o espessamento da parede celu -
lar, celulose e hemicelulose sao depositadas na parede secundaria .
A lignina, cuja funcao principal € cimentar as fibras da madeira, se

forma principalmentec na lamela média, aparecendo também na parede

secundaria.

1.1 - CELULOSE

A celulose, que constitue cerca de 45% da madeira e uma
D-glucana, ligada B-(1~+ 4). Aparece na parede celular na forma de
fibrilas de 35 R de didmetro, cada uma contendo aproximadamente 40
cadeias de celulose. Foi amplamente estudada e sua estrutura @ bem
compreendida (37, 117). Os usos praticos e a importdncia biologica da
celulose dependem de sua alta resisténcia, carater fibroso e insolu
bilidade. Estas carcteristicas advem da forma da molécula e nao de
propriedades inerentes aos blocos construtivos, pois outros polime-
ros da glucose ndo as possuem. Portanto, a conformagao da celulose &
de extrema importancia para suas funcoes estruturais. A conformagao
de Hermans ou "bent chain" & aceita para as duas formas cristalinas
da celulose (118). Sua estabilidade pode ser racionalizada atraves
dos métodos de analise conformacional de polissacarideos, que foram
introduzidos por Ramachandran, (148). A conformacao da molecula e
construida, de maneira regular, por segmentos identicos de 10,3 g
de comprimento (celobiose) e a cadeia tem um eixo de simetria (two

fold screw axis), permitindo a formagao das fibras.



1.2 - HEMICELULOSES

Wenzel (108 ), em sua tese de mestrado, discute o ter-
mo"hemicelulose', introduzido por Schulze (167) em 1891, que apresen
ta muitas controvérsias. O termo & comumente usado para englobar os

polissacarideos de matriz, diferentes da celulose e pectina (13, 1R,
193).

As hemiceluloses das plantas terrestres sao constituidas de
um numero relativamente limitado de unidades de agucar , sendo Os
principais: D-xilose, D-manose, D-glucose, D-galactose, L-arabinose,

acidos 4-O-metil-glucurdnicoe D-galacturdnico; em menor  proporcgao

aparecem L-ramnose, L-fucose e acglUcares neutros O-metilados.

As hemiceluloses sao frequentemente classificadas entre os po
lissacarideos estruturais, apresentando-se sob forma fibrosa, cris-
talina, ou como um gel compactado. As diferencgas na sua constituicao nas
paredes celulares das especies sao atribuidas aos sitios de reconhe

cimento, através do qual os parasitas reconhecem seu hospedeiro (172).

Grupos substituintes podem ter fung¢lOes especificas. Em po-

lissacarideo extraido de Cryctococcus neoformans, (22 ) foi demons-

trado que os grupos O-acetilicos e carboxilicos sao importantes de

terminantes na especificidade antigénica do polissacarideo.

Nas paredes de células vegetais em crescimento aparecem he
miceluloses que formam geis com fungoOes biologicas importantes. Tra
balho realizado com graos de cevada (128), mostra que paredes celu-
lares e gomas da camada de aleurona e do endosperma diminuem e tem
sua composicdo alterada durante a germinagao. ApOs 6 dias estes po-
lissacarideos contribuiram para o suprimento dos tecidos vivos com
18,5% dos polissacarideos degradados durante o crescimento, sendo o
restante proveniente do amido. Modificagdes de polissacarideos hemi
celuldsicos em diferentes estagios de matur idade foram descritos

por Morrison (132).

As hemiceluloses com fungao estrutural extraidas de madei
ra sao polissacarideos complexos (8, 36, 181, 182) . Madeiras moles

(gimnospermas) contém basicamente glucomananas, que frequentemente
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estao associadas a galactose, formando galactoglucomananas e, em
menores proporgoes ocorrem arabino (4-O-metil) glucurono-xilanas e
arabinogalactanas. Nas madeiras duras (angiospermas) a principal he

micelulose & constituida por 4-O-metil-glucurono - xilanas.

Grupos acetilicos esterificam unidades de agucar nas hemi-
celuloses. Eles aparecem associados principalmente as glucorono-xila
nas nas madeiras duras e as glucomananas das madeiras moles. Madei-

ras moles contém menos acetil do que madeiras duras.

A Devemos ainda considerar as hemiceluloses de angiospermas
herbaceas, as gramineas e leguminosas, que foram amplamente revisa-
das (13, 193). As xilanas de gramineas sdo heteroglicanas e geral -
mente possuem unidades de L-arabinofuranose e acido glucurdnico ou
seu 4-O-metil eter ligados a unidades de xilose da cadeia principal
Um grande numero de variacgOes estruturais foram descritas e. o ter-
mo xilana neste caso, engloba todas as heteroxilanas. O fato das homoxi-
lanas como de "esparto grass" (43 ) terem sido primeiramente descri
tas parece indicar o isolamento de uma parte de populagao mais rica

em unidades de xilose, devido aos métodos de extracgao (193).

Com relagao aos grupos O-acetilicos, claramente  presentes
nas xilanas de madeira, (28 ) Wilkie (193) afirmou que "se eles es-
tao presentes nas gramineas, sao saponificados durante o tratamento
alcalino" Por outro lado, preparagoes de paredes celulares de diver
sas gramas maduras, incluindo folhas, bainha e caules, analisadas
por I.R., indicaram a presenca de grupos Qfacetilicos perfazendo de
1,5 a 2% das paredes celulares (12 ).

Waite e Gorrod (187 ) determinaram a concentragao de
O-acetil em holoceluloses de gramineas e concluiram que o grau de
acetilacao aumenta com a maturidade da grama, podendo atingir 2,7 %
da matéria seca. Os mesmos autores verificaram que ocorre também uma
queda da digestibilidade da grama com a maturagdo e, através de uma
série de consideracdes, sugerem que o grau de acetilagao contribuiu
para tal fato. Por outro lado, Oliveria (143) submetendo a O-acetil

xilana de M. scabrella a tratamentos com extrato bruto de D. 'den-

N . L d
droides, obteve como produtos xilose e oligossacarideos.

Em trabalho realizado com caule de A. donax, foram estuda -

das modificagdes das paredes celulares durante a maturagao (103).



A estrutura da principal hemicelulose, uma arabino-glucurono-xilana,
permancce a mesma, apesar da idade dos tecidos, havendo aumento do
GP médio. Foi constatado também, gue o nimero de grupos O-acetili -

cos na cadeia da D-xilana aumentou durante a maturagéo.

As QO-acetil (4-O-metil-glucurono) xilanas encontradas nas
madeiras duras constituem 18 a 35% da madeira. Através de extracdes
alcalinas diretas pode-se obter de 80 a 95% do polimero desacetila-
do. As extragoes alcalinas geralmente sio realizadas a temperatura

ambiente, por tempo limitado e sob atmosfera de nitrogénio. Nestas
condigoes, as modificacgoes da xilana pelo alcali sdo minimas, a ndo
ser a completa desacetilagao. Para isola-las na forma acetilada de-
ve-se remover a lignina da lamela média e parede secundaria. O mate
rial remanescente da completa delignificagao & denominado holocelu-
lose, devendo ser constituido unicamente por hemicelulose e celulo-
se, O que na pratica nao ocorre. Ha numerosos métodos para o isola-
mento de holoceluloses de madeiras, sendo que oOs principais envol -
vem o uso de cloro, didxido de cloro, acido peroxiacético ou clorito,
como agentes delignificantes (37, 180).

Os agentes delignificantes podem causar modificagoes nos
polissacarideos da madeira. Quando a cloragéo é realizada em égua e
gelo, parece nao haver perda em grupos O-acetilicos (28, 179). Garegg
(72 ) demonstrou que O tratamento subsequente com 2-amino-etanol, em
etanol , a quente, utilizado normalmente para remover a lignina clo
rada, causa consideravel migracdo de grupos O-acetilicos. A estrutura
da xilana, determinada por métodos convencionais (metilacao e perio
dato) apresenta uma cadeia principal de unidades deB - D (1-+4)
xilopiranoses (180 ). O acido 4-O-metilglucurdnico esta distri-
buido randomicamente ao longo da cadeia, ligado ao carbono 2 dos re
siduos da xilose (156).

Numa série de investigagéos sobre os grupos O-acetilicos ,
Hagglund e colaboradores (85 ) isolaram uma holocelulose " por
tratamento do pd da madeira com clorito e sucessivas extragoes com dime
tilsulfoxido e agua. O extrato apresentou uma xilana conten-
do 11,4% de grupos g—acetilicos. Resultados diferentes foram obtidos
guando uma holocelulose da mesma madeira tratada com cloxo foi ex-
traida de igual maneira. Neste caso, obteve-se uma xilana pura, com

16,9% de grupos O-acetilicos.



Bouveng ( 29, 30 ) desenvolveu um método para localizar gru-
pos O-acetilicos em hemiceluloses de madeiras duras, utilizando fe-
nilisocianato como grupo protetor. Este composto reage quantitativa
mente com os grupos hidroxilicos, originando derivados fenil carba:
matos completamente substituidos (29,194). Esta propriedade foi uti
lizada por Bouveng na localizagao de grupos O-acetilicos, em g—acg
til glucurono-xilana obtida de holocelulose de betula (birch), pre
parada pelo método do clorito e extraida com DMSO. Assim, a O-acetil
xilana (13,2% de O-acetil) foi tratada com solucdo de fenilisociana
to em N,N-dimetil formamida, bloqueando os grupos hidroxilicos 1i -
vres. A seguir, os grupos O-acetilicos foram removidos por hidrdli-
se acida moderada e as hidroxilas resultantes foram metiladas com
iodeto de metila e Oxido de prata. Finalmente, os grupos O-fenilcar
bamoilas foram removidos por reducao com hidreto de aluminio e 1litio
e a posigao dos grupos O-metilicos na xilana parcialmente metilada
foi determinada por métodos convencionais, indicando a posicdo dos
grupos Q—acetilicos originais. Os resultadosindicaram que 58,1% das
unidades de xilose encontram-se nao substituidas, 11,8% estao subs-
tituidas por grupos O-acetilicos na posigao 0-2,24% na posicao 0-3 e

6,1% simultaneamente nas posigoes 0-2 e 0-3.

Corrda et al (47 ) introduziram uma modificagao no método
de Bouveng, na qual a desacetilagao acidica foi substituida por de-
sacetilacdo e metilacdo simultdnea, usando dimetilsulfato e hidroxi
do de sodio pulverizado em tetraidrofurano seco. Os grupamentos fe
nilcarbamoilas foram removidos por metil sulfinil carbanion. Utili-
zando-se esta metodologia, 0s grupos Qfacetilicos foram localizados
numa xilana acetilada sinteticamente, tendo-se encontrado 54,30% de
unidades de xilose nao substituicdas, 14,38% substituidas na posigao

0-2, 9,95%na posigaoO-3 e 21,45% simultaneamente nas posigoes 0-2 e 0-3.

De Belder e Norman (18 ) descreveram outro método para lo-
calizacao de grupos O-acetilicos que emprega metil vinil eter como
grupo protetor. Este método foi utilizado para localizar grupos O-

acetilicos em lipopolissacarideo de Salmonella typhimurium ( ¢4 ) e

também em xilana de bétula (115). Esta xilana foi obtida de uma ho-
locelulose delignificada pelo método do clorito e seu conteudo em
grupos Qfacetilicos foi de 11,7%. A analise dos produtos de metila-
géo do polissacarideo previamente tratado com metil vinil eter, na
forma de metil glicosideos, demonstrou que as proporgoes entre as

unidades de D-xilose nao acetiladas e aquelas acetiladas nas posicoes
0-2, 0-3 e 0-2,3, respectivamente, sao 44: 24: 22: 10.



Horton and Lanterbach (99 ) descreveram uma metodologia ba
seada em espectroscopia de ressonancia protdnica para determinar

quantitativamente o grau de acetilacao em carboidratos.

Estudos de oxidagao com periodato de glucuronoxilanas (179)
e gluoomananas (125) naturalmente acetiladas indicaram gque 0s grupos O-
acetilicos estao ligados em 0-2 e em 0-3 das unidades monossac;—
ridicas.

Em quimica de carboidratos ha varios exemplos de migra -
cao intramolecular de grupos substituintes, a maior parte envolvendo
grupos acilicos (86 ). O fato foi descoberto por Emil Fischer . em
1920. O rearranjo & catalizado por acidos e bases, podendo ocorrer

em condigoes alcalinas suaves. Consubstanciada por varios exemplos,
existe uma generalizacao de que os grupos acilicos (acetilicos) mi-
gram sempre em diregcao oposta ao C-1, portanto aproximando-se de

C-6 ( 34 ). Nao ha base tedOrica para esta observacdo e excegdes fo-
ram observadas ( 45 ).

A ocorréncia de migracao de grupos acilicos pode depender
do solvente (6, 7 ), da alcalinidade ou acidez do meio ( 7 ) e da
configuracao relativa dos dois centros envolvidos ( 7 ). A migracao
de grupos Q—acetilicos foi observada durante o processo de metila-
cao pelos métodos de Purdie e Kuhn. Como exemplos, metil-2,4,6-tri-
-O-acetil B—Q—glucopiranosideo originou o metil 3,4,6-tri-O-acetil-2-

O -metil B—Q—glucopiranosideo, pelo método de Purdie (55 ). Um rear
ranjo 0-2+0-3 semelhante foi observado quando, pela metilacao de 2,
4,6-tri-O-acetil B-D-manose, o principal produto obtido foi o metil-
-3,4,6-tri-O-acetil-2-0O-metil B—Q—manopiranosideo (144) . Na metila-
cdo de 2-0- e 3-O-acetil 4-O-metil B-D-xilopiranosideo pelo método
de Kuhn, ambos os monoacetatos produziram 2,4 e 3,4 dimetil eteres,

na relacao de aproximadamente 2:1 (72).

Alguns trabalhos em espectroscopia de 13C-—n.m.r. sobre o}
efeito dos grupos O-acetilicos nos deslocamentos quimicos dos anéis
piranosidicos tem sido reportados. Para exemplificar, foram estuda-
dos os tri- e tetra-acetatos de a e B D-xilopiranose (184), L-ramno
piranose parcialmente e totalmente acetilados (146) e derivados de D-
glucopiranoses (107). Uma manana linear a -D-(1~+3) foi isolada de

um extrato etandlico a 70%, a quente, de frutos de Dictyophora indu

siata, contendo 11,4% de grupos Q-acetilicos (88 ), cuja localizagao



foi determinada pelo método de de Belder e Norman (18 ). Os resul
tados indicaram que 88% dos grupos O-acetilicos estao localizadosA;
0-6 das unidades de manopiranose. Pequenas proporcoes de grupos Oo-
acetilicos estao localizados em 0-2,6, 0-4,6, 0-2, e 0-4. Os estu
dos espectrais por 13C—n.m.r. confirmaram os dados da localizacao de
O-acetil pela acetalagao. O sinal do metil do grupo acetilico loca-
liza-se a 21,3 ppm e o do carbonil em 174,6 ppm. Os dados de 13C ’
de acordo com Gorin (79 ) e Ogawa (142) indicaram gque oOs deslocamen
tos quimicos de C-1, C-2, C-3 e C-4 ndo sdo afetados pela presenca

do grupamentos O-acetilicos em 0-6, enquanto C-5 e C-6 o sdo. Obser-
vou-se uma diferenca de solubilidade entre a O-acetil manana (solu-
vel em agua) e o polimero desacetilado (insollvel), que foi atribui

da aos grupos O-acetilicos.

Num exaustivo trabalho, McEwan e colaboradores (123) compa
raram os deslocamentos quimicos por espectroscopia de l%:elH n.m.r.
do metil acB -D-xilopiranosideos (compostos de origem) com os di
ferentes mono, di e tri - 0O - acetil derivados. Os sinais dos B—Q—Xi-
lopiranosideos estao localizados em campo mais baixo que os a. Com-
parando-se o metil 2-O-acetil B—Q—xilopiranosideo, com o metil 3 -
O-acetil B-D-xilopiranosideo os deslocamentos quimicos para Cl sao
de -2,81 ppm e -0,25 ppm respectivamente, com relacao ao composto de
origem (8 =104, 57) (3-O-campo mais baixo queo 2-0- ). A introdu-
cdo dos grupos O-acetilicos em O-2 ou 0-3 promove deslocamentos tam
bém nos C-2, C-3, C-4 e C-5, com relagao aos compostos de origem. As
ressonancias dos grupos CH3 e C=0 do acetil estao compreendidas en -

tre § 20,30-21,03 e 169,06-170,16, respectivamente.



1.3 - CONFORMACAQ DE POLISSACARIDEQS

A conformagao do polissacarideo, isto &, a forma que a
macromolecula adota e determinada pelo tipo de ligagao entre as uni

- . 0 . . -~ -
dades monossacaridicas da cadeia, por modificagoes oriundas da pre-

senga de ramificagOes ou substituintes, e por interagoes com molécu
las vizinhas (147). -

O gel é& o estado tipico para os polissacarideos, quer
nos sistemas bioldgicos ou artificiais. Polissacarideos fibrosos ou
parcialmente cristalinos, a exemplo da quitina e celulose, bem como
graos de amido, representam uma classe de gel no gqual o solvente te
nha sido eliminado. Por outro lado temos as verdadeiras solucoes onde
o polisacarideo esta desagregado e a interacao entre as cadeias & minima

(151) . Nas consideracoOes abaixo nos referimos ao primeiro caso.

Matematicamente, gqualquer cadeia com conformagéo ordenada,
pode ser considerada uma hélice, definida por dois pardmetros: n, o
nimero de residuos por volta (turn ), e h, o comprimento de cada u-
nidade sobre o eixo (152) .

A celulose, conforme ja citado, @ um componente das pare-
des celulares dos vegetais, formada por unidades de B-(1~ 4) Q—glu—
copiranoses que ocorre no seu estado nativo,em parte,na forma cris-
talina. Além de celulose, ocorrem em forma cristalina as mananas B-
(1>4) e as xilanas B (1~ 3), gue sao polissacarideos estruturais de
algas (10, 61,62). A manana, no que se refere a conformagao, & seme-
lhante a celulose, somente formando pontes de hidrogénio distintas,
o que lhe confere menor estabilidade do que & celulose. As xilanas
B (1~ 3), quando cristalinas,adotam uma conformagao helicoidal, com
trés cadeias unidas enroladas em tripla hélice, a qual é estabiliza
da por pontes de hidrogénio entre as 3 cadeias e pela presenca de
agua na rede, o que a diferencia da celulose e da manana, que nao

permitem a entrada de agua.

Para justificar a estrutura cristalina da celulose poderi
amos prever O minimo de energia de conformacao; portanto, sabendo -
se que a conformac;'éozlcl é mais estavel, pode-se supor que esta se-

ja a forma esperada para todas as unidades de glucose da cadeia.



Os angulos de rotagao determinam o contorno da cadeia. Se
os mesmos angulos ¢ e |y ocorrem a cada ligagao no polimero, pode-
se esperar que a conformagao geral seja como uma rosca (151). As

forcas de vVan der Waals e pontes de hidrogénio também sao determi -
nantes na conformacgao.

Foi postulado que, se um par de atomos se aproximar mais
que uma determinada distancia (a soma dos raios de Van der Waals ),
a repulsao & tao severa que a conformacdo torna-se impossivel e, se
dois grupos sao suscetiveis a formar uma ponte de hidrogénio forte,
a conformagao & favorecida. Pontes de hidrogénio (O-H.....0) resis-
tentes sao formadas somente quando existem dois atomos de oxigénio
separados por 2,6-2,8 R (150 ) -

Na celulose sabe-se que a conformagao da cadeia & determi-
nada por unidades repetitivas que possuem 10,3 g de comprimento (h=
O,SlSnm) e correspondem a celobiose e que portanto a cadeia tem um
eixo de simetria, em que cada passo corresponde a 2 unidades de glu
cose (two fold screw axis of symetry, n=2). Esta simetria pode ser
ilustrada pela figura abaixo.

2,68,
AN, NN L0
Cf mo Q 0 0

10,3 A°

~

180°

o) 0]
.~-0 [0} -

360°

y‘\o o e
0 o



10

Considerando um eixo desenhado em 3 dimensGes que una :0S
atomos de oxigénio do anel na estrutura, cada anel pode ser movido

para a posigcao do seguinte pela rotacao de 180° da cadeia enm torno do
eixo. A cada giro de 3600, ou seja, uma volta completa, as unidades
de celobiose se repetem. Esta relagao & correta também para eixos
que unam as ligagoes glicosidicas ou os atomos de carbono C-6. Este

arranjo e a conformagao ideal para cada ligacdo B (1 +4) e para ex-
plicar as atragoes entre as cadeias de celulose. A formacao de fei-
xés que contem em média 100 cadeias & explicada pelas pontes de hi-
drogénio entre as cadeias.

Quando o grupo volumose,-CHZOH (C-6 das hexopiranoses) nao
esta presente em cada unidade de aclucar, como na xilana, a rotacao
das ligacOes & menos restrita, pois nao ha repulsao de
Van der Waals. Neste caso, cada passo no eixo de simetria correspon
de a 3 unidades de xilose (three fold). Esta conformacao & consis -
tente com a evidéncia de filmes e fibras de xilana hidratada, pela
difragao de raios X e espectroscopia de infra-vermelho. Na conforma
cao "three fold", a distancia entre O-H...... O nao permite formar as

pontes de hidrogénio intra cadeia, como ocorre no caso da celulose.

Atraves de estudos da (4-O-metil-glucurono)-xilana de betu
la (birch) concluiu-se que a cadeia principal da xilana possue um eixo, on
de cada passo corresponde a 3 unidades, (three fold screw axis) con-

forme o desenho abaixo (150).

(o]

A similaridade do diagrama de raio X da xilana seca e da
xilopentaose sugeriu que Os grupamentos acidos naointerferem na

cristalinidade. Isto foi confirmado pela verificacao de que xilanas
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com diferentes nimeros de grupos laterais acidicos deram o mesmodia
grama de raio X (180 ). Os estudos de cristalinidade das xilanas fo-
ram realizadosocom polimeros extraidos com soda (24 ). As O-acetil-xi

lanas nativas das angiospermas nao foram estudadas neste aspecto.

Nas xilanas, segmentos nao ramificados da cadeia tem um ei-
X0 com n=3, e o comprimento da unidade repetitiva e igual a 15 ? '
ao inves de 10,3 g, como no caso da celulose e manana, onde n=2. A
analise conformacional indica (147) que quando o passo & igual 2 uni

dades ha maior estabilidade que quando s3o 3 unidades, em 4-5 KCal /
mol residuo.

Fowle e colaboradores (59 ) afirmaram que esta conformacao
& conservada em xilanas ramificadas em C-2 ou C-3 por cadeias cur -

tas contendo D-galacto-piranoses e L-arabino-furanoses.

Por outro dado, quando a xXilana & nvperacetilada,
a cadeia toma uma conformacao onde a distdncia repetitiva & de 10,3 3,
como no caso da celulose (117,119). Na xilana diacetato as pontes de
hidrogénio intermoleculares seriam substituidas por interacoes de
Van der Waals e dipolo fracas. Somente uma conformacao similar fa -
ria a xilana compativel com a celulose ou manana. De acordo com Pres

ton a propria xilana deve estar mais firmemente ligada a celulose (147).

As caracteristicas conformacionais da xilana foram compara-
das com as da celulose. Apesar da conformacao proposta para a xila-
na ser do tipo "three fold axis", Rees (153) sugere que deve haver
um Gnico eixo de simetria para ambos. Essa suposigao resultou da ana
lise das medidas da energia de Van der Waals e do comprimento da pon
te de hidrogénio (desfavoraveis) e da interagao de dipolos atdmicos

(favoravel) .

Devido a similaridade entre as ligagdes glicosidicas da
xilana e da amilose, a conformacdo deste Ultimo polissacarideo tam-
bém deve ser considerada. A maltose representa o arranjo mais esta-
vel para os pares de glucose o (1»4) ligados. Cada seis unidades de
glucose toma uma forma circular de ciclohexamilose formando um passo de
hélice. Esta estrutura foi comprovada pela complexagao com iodo. O
complexo amilose iodo & o responsavel pela coloragao negro azulada
tio utilizada para a caracterizagao de amido em tecidos vegetais e
em titulacOes iodométricas. A celulose nao forma complexo com o
iodo. Assim podemos comparar a amilose a um longo tubo oco como uma

mola de metal e a celulose a uma fita plana.Muitas das propriedades
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fisicas de celulose essenciais para suas funcoes bioldgicas e usos

praticos sao explicadas em termos desta conformacao de fita.

A conformagao de amilose com seis unidades de glucose uni-
das em cada helice e estavel somente quando moleculas ndo carboidra
to ocupam a cavidade da hélice.

Gaillard e colaboradores (67,68, 69,70 )e Wenzel e Corréa
( 189 ) mostraram que muitos polissacarideos lineares apresentam a ca
pacidade de formar complexos de cor azul com iodo; limitado grau d;
ramificagao no polissacarideo ndo & impecilho para a formacdo dos
complexos. E essencial para a formagdo do complexo que as ligacgoes

glicosidicas no polissacarideo sejam do tipo (1+4).

Oliveira (143) estudou o comportamento da O-acetil xilana

de M.Scabrella, um homopolissacarideo linear, frente a complexacao

com o iodo. Houve formagao do complexo do iodo com a O-acetil xilana apds
sua desacetilacgao por saponificacdo, da mesma forma gue com a hemi-
celulose A obtida da mesma fonte. A hemicelulose nativa (acetilada)

todavia nao formou o complexo iodo-polissacarideo.

Nieduszynski e Marchessault (139 ), em trabalho sobre estru
tura de B—g-(l+4) xilanas, concluiram que, O grau de acetilagéo e
provavelmente importante na determinacao de sua natureza hidrofili-
ca, mas que sSao necessarias mais pesquisas sobre sua distribuicaona

parede celular para que haja maior compreenssao sobre seu papel.

1.4 - LIGNINA

A lignina & um componente essencial dos caules lenhosos das;
gimnospermas e angiospermaé arborescentes, nos quais aparece em pro
porgSes que variam de 15 a 36 %. Entretanto, a presenca da lignina
nio & restrita a arvores e ela & parte integral dos constituintes das
.paredes celulares de todas as plantas vasculares, incluindo as varie
dades herbaceas. E encontrada ndao so no caule mas também em folhas

e raizes.

Suas funcdes bioldgicas, vitais para a planta sao: diminuir
a permeabilidade da agua, contribuindo com o transporte de liquidos,

nutrientes e metabdlitos no xilema; conferir rigidez a parede celular
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atuando como um agente cimentante entre as células e protegendo-as
contra impactos, compressdes e inclinagles; e, finalmente propor -

cionar aos tecidos lignificados resiténcia a ataques por microrga-
nismos (162) .

O estudo da lignina é considerado dificil porque, em con-
traste com a celulose, nao possue regularidade estérica nem quira-
lidade e por este motivo tem sido neglicenciado. A sua estruturava
ria nao somente de espécie para espécie mas, também, entre Arvores
da mesma espécie (135). Apesar do alto grau de variagao estrutural, to-
dos os tipos de lignina sao oriundos de 3 precursores basicos, do
tipo fenil propano (C9), o alcool p-cumarilico e suas formas mono

e di metoxiladas, respectivamente o alcool coniferilico e o alcool

sinapilico, abaixo indicados.

CHOH CHZOH CHZOH

CH CH CH
i il i
CH CH CH
[ i |
o@ HyCO OCH3
OH e OH OH

- . . - . * .
dlcool p-cumarilico &alcool comiferilico alcool sinapilico

A estrutura proposta por Freudenberg, que foi um dos maio-

res contribuintes para a compreenssao da biogénese e estrutura da

lignina ( 63, 64 ) da uma idéia razoavel de sua arquitetura molecu-
lar. Modificacgdes a estrutura original foram introduzidas por
Freudenberg e Harkin ( 66 ) e mais tarde por Harkin ( 89 ), conforme

mostra O esquema na pagina seguinte.
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A principal ligagao entre os monomercs € do tipo aril-eter
unindo a cadeia lateral propanoide de uma wunidade ao anel aroma
tico de outra. Outras ligagGes C-0 e C-C foram descritas, incluindo

ligagoes bifenil entre os aneis aromaticos (166).

As ligninas tém sido classificadas de acordo com sua estru
tura quimica, propriedades fisicas, e origem genetica (162 ). Amais
comum & a que as classifica em ligninas de gimnospermas ou madeiras
moles, de angiospermas ou madeiras duras e de gramineas. Esta clas-
sificagao, entretanto, & insatisfatoria pois nao engloba as angios-
permas herbaceas e as Pteridophytas e,também, porque algumas gimnos
permas excepcionais contém lignina do tipo angiosperma. Assim, Gibs
introduziu uma divisao em dois grandes grupos denominados guaiacil-

ligninas (coniferas) e guaiacil-siringil-ligninas (angiospermas ),
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Estes dois tipos podem ser reconhecidos pelos produtos formados na
oxidagao com nitrobenzeno (guaiac¢il~-siringil produz quantidades sig
nificativas de siringaldeido, enquanto que guaiacil somente tracos),

técnica que foi inicialmente aplicada na caracterizagao de lignina
por Creighton e colaboradores (41 ).

As formas de obtencao de lignina alteram sua composigao qui
mica original e a falta de um método adequado de isolamento tem si-
do um problema na determinacgao da estrutura do produto natural. As
formas mais comuns de isolamento sao (112)"milled wood" lignina (pd de
madeira tratado em moinho de bolas, seguindo-se extragdo com solven
te organico); lignina de Brauns (extracdo direta com etanol) ; ligni
na liberada por enzimas (acao de fungos e posterior extracao com e-
tanol); periodato lignina (conversao das unidades monossacaridicas
a dialdeidos e hidrdlise dos mesmos com agua a 100°); métodos basea
dos na hidrolise acida dos polissacarideos, como H,80, 72% (Klason
lignina) ou HCl; cuoxano lignina (reagente de Schweizer); lignina ex
traida com alcali (NaOH 5%, 130 a 150°); lignina acido tioglicdlico

(acido tioglicolico em HCl 2N); lignina obtida pela agao de HCl: dio
Xano.

Glasser e colaboradores (75 ), em trabalho atual, mostra -
ram as variagoOes estruturais em ligninas de diferentes origens gené
ticas e de origens industriais, tais como "Milled wood" lignina, Kraft
lignina, lignosulfonatos, organosolov lignina (obtidas pela agéo de
alcodlise), lignina obtida por explosao de vapor, etc . Para este
fim os autores utilizaram metodologias sofisticadas como degradacao
da lignina por oxidacdo com permanganato (114 ) e identificagao dos
produtos degradados por cromatografia gasosa acoplada a um programa
computadorizado para a interpretagao dos resultados em termos da com
posicao das unidades fenil-propano, bem como determinagao de pesos

moleculares por gel permeacao a alta pressao e por osmometria.

Interessante técnica analitica nao destrutiva foi desenvol
vida recentemente, a espectroscopia fotoacustica (157), que fornece
informac3ao sobre a absorgao na regiao do ultravioleta, visivel ou
infra-vermelho, para materiais solidos ou opacos, impossiveis de se
rem analisados por espectrometrias convencionais. Este método foi uti-
lizado por Gould ( 82) que demonstrou diferencgas significativas en-
tre ligninas nativas em amostras de madeira e as correspondentes

"milled wood"ligninas . Esta técnica esta sendo utilizada para moni
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torar o progresso de lignificagao de tecidos em maturacdo e também

para acompanhar as diferengas resultantes da degradagdo bioldgica e
ou quimica da lignina.

A crescente produgao de combustiveis liquidos a partir de
matérias primas renovaveis da origem a um residuo rico em lignina ,
geralmente utilizado como fonte de energia calorifica. Entretanto es
te material pode produzir importantes produtos de valor comercial ,
cujas caracteristicas podem ser aprimoradas por modificagoes quimi-
cas do polimero(74, 196). Os mercados potenciais para a lignina s&o:
Oleos, fertilizantes, pesticidas, fibras sintéticas, adesivos, dis -
persantes, etc. Tambem os estudos de degradacdo da lignina atraves
de microorganismos, purificagao de enzimas e engenharia genéticagmg

porcionaram novas perspectivas de aplicag¢oes deste material (33, 106).

1.5 — COMPLEXOS LIGNINA-CARBOIDRATO

A madeira pode ser considerada uma substancia naturalmente com-

plexa, que exibe a mais eficiente interacao entre os polimeros quea constituem.

A elucidagao da natureza das forgas que mantém a coesao da parede ce
lular pode ser alcangéda pelo isolamento dos componentes da familia
dos carboidratos, ou seja, pectina, hemicelulose e celulose, e dos
nio carboidratos, lignina e proteinas, atravéz de reagentes quimi -
cos ou enzimas especificas. As possibilidades de interagdes sao nu
merosas e diversificadas, podendo ser covalentes (ester, eter, gli-
cosidicas) ou ligacgoOes mais fracas (pontes de hidrogénio, interacoes

eletrostasticas e hidrofobicas) .

Muitas preparagoes de lignina, tais como "milled wood lig-
nina", lignina de Braums e outras contém constituintes carboidratos,
nao removiveis por fracionamentos com solventes, sugerindo a presen-

ca de/ligag6es entre lignina e carboidratos ( 112 ).

Complexos de lignina-carboidrato tem sido isolados por di-
ferentes processos que visam obter lignina como produto majoritario.
O mais utilizado & o processodeBjorkman (112), que se constitue na ob
tencdo de "milled wood lignina", que consiste na extragdo do pd de
madeira, previamente tratado em moinho de bolas, com mistura de
dioxano e agua. Também é frequente a utilizagao de processos envol-

vendo a degradagdo microbiana do vegetal (71,1453).
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Ha muitas controvérsias quanto aos tipos de ligagoes existen-
tes entre estes complexos. Foram propostos diferentes tipos de liga-
¢oes entre lignina e carboidrato tais como: ester entre o grupo car-
boxilico do acido urdnico e o grupo hidroxilico da lignina; B-D-fenol
glicosidica; acetalica, benzil-eter e benzil-glicosidica. As llgag&m

ester e fenol glicosidicas sao alcali-sensiveis (35,58, 64,93, 109, 127).

Bolker e Wang ( 27 ) estudaram complexos lignina-carboidra-
to isolados de betula branca com agua fervente os quais, através de
hidrdlise acida, liberaram lignina insol@ivel e carboidratos, indi -

cando a existéncia de ligagao covalente entre a lignina e carboidra-
to.

Kringstad e Cheng (110) isolaram um complexo lignina-hemice
lulose de holocelulose de abeto por filtracao em gel, concluindo que

a lignina esta quimicamente ligada a polissacarideos.

Merewether e Samsuzzaman (127) estudaram um complexo de 1lig

nina e carboidrato, soluvel em agua, extraido de Eucalyptus obligqua

com alcali diluido. A hidrblise acida do complexo originou lignina
insoluvel, xilose, argbinose e galactose e um composto nao identifi-
cado. Devido a estabilidade em alcali deste complexo, os autores su-
. . ~ . . . r
geriram que a natureza da ligagao entre a lignina e o polissacarideo

seja do tipo benzil eter ou benzil glicosidica.

Das e colaboradores (48 ) trataram fibra de juta com boro-

idreto de potéssio, originando uma fibra modificada contendo 77

o°

da lignina original e um complexo lignina-carboidrato soluvel em agua.
Apds separacao e hidrdOlise, tanto a fibra tratada como o complexo for
neceram um novo agucar, 4-O-metil-glucose. O produto da extracgao al
calina das holoceluloses da fibra original e da tratada produziram

polimeros contendo respectivamente, 15,9 e 10,5 unidades de acido

urdnico por 100 residuos de xilose, indicando que 34% das unidades de
Adcidos urdnicos estavam originalmente formando ligagao ester com a

lignina.

Em experimento similar (170), hemiceluloses foram extraidas .
de fibras de folhas de ananads delignificada por clorito de sddio, an
tes e apds o tratamento das mesmas com boroidreto de s6dio. Os produ
tos obtidos por extracao alcalina (4%) foram comparados, indicando uma

diminuicdo de 28% de acido urdnico na fragaopré-tratada com boroidreto.
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Isto demonstra que os acidos urdnicos encontram-se parcialmente es
terificados por lignina admitindo-se,ainda, a possibilidade de ou-

tros tipos de ligagOes entre lignina e carboidrato.

Complexos de lignina-xilose em madeiras duras foram des
critos por,Aaltio e Roshier ( 1 ), Stewart e Mc Pherson (176 ;
e Simonson (171 ) e colaboradores.Em madeiras moles, complexos lig
nina-manana foram descritos por Meier (124) Linnell et al (116 ).
Eriksson el al (53 ) e Fengel e Przyklenik (54 ). Os dois ultimos,
concluiram que exitem ligagOes entre a arabinose da cadeia late
ral da xilana e 1lignina. Neste caso a arabinose atua como pog
te entre o polissacarideo e a lignina. Os resultados indicam que
existe ainda outro tipo de ligagao entre a lignina e a xi-
lana ( 54 ), além da descrita acima.

Azuma (11) isolou complexos —lignina carboidrato de "milled

wood"lignina de Pinus densiflora, os quais foram fracionados por

filtragcao em gel em Sepharose 4 B em 3 fragdes. Os  aglcares
neutros de 2 fragoes foram identificadas como L - arabinose, D -
xilose, D-manose, D-galactose e D-glucose, sendo o arcabougo da
estrutura um manana (1~ 4) ligada. Também £foi identificada uma
cadeia de unidadeslde xilopiranoses ligadas (1->4). Estes re-
sultados sugerem uma estrutura com ligagdes cruzadas de ligni
na e varios tipos de hemiceluloses. Em trabalho subsequente
(177 ) as propriedades hidrofobicas destes complexos foram ana
lisadas, sendo atribuidas a fracao lignina e consideradas de
extrema importancia na elucidagdao da fungao bioldgica dos
complexos lignina- carboidrato (os esqueletos benzénicos das
‘unidades de lignina nos complexos estao fortemente 1ligados uns

aos outros, resultando na imobilizagao da hemicelulose).

Os animais runinantes utilizam em sua dieta os polissaca

rideos de parede celular de vegetais como fonte de energia.A porgao

dos carboidratos digerivel pelo animal &€ dependente da maturida
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de da planta, a qual e diretamente relacionada a quantidade

de lignina, estando os complexos lignina - hemicelulose também

implicados. 1Isto justifica o grande nimero de trabalhos exis -
tentes sobre complexos 1lignina - carboidrato em gramineas (32, 99,
91,131,133, 178 ). As cadeias de xilanas de gramineas aparecem
muitas vezes interligadas através de pontes de ester com aci-
dos ferrulico. Morrison (131 ) isolou complexos lignina - carboi
drato de paredes celulares de graminea com varios solventes. O
extrato com alcali e o com dimetilsulfoxido deram maiores
rendimentos, sendo que o espectro de UV do DMSO apresentou
absorgao em 280 nm e uma absorgdo secunddria a 325 nm. Esta al
tima absorcao,devido a 1ligacao ester, nao ocorreu no extrato
alcalino. O mesmo autor (133) constatou que o0s complexos iso-
lados de bainha foliar e do caule contém maiores proporcgoes
de 1lignina e maior quantidade de acidos fendlicos esterifica
dos do que os @ isolados do tecido foliar. Posteriormente, atra-
vés de tratamento de paredes celulares com uma preparagao
de celulase, foram isoladas duas classes de complexos carboidra
to-fenol com variacoes na composicao dos agucares neutros. Am
bas continham acido ferrGlico que foi liberados por saponi
ficagao, 1ligados ao C-3 de unidades de xilose. Foi consta-
tado, ainda, que deve haver lignina 1ligada covalentemente via
ponte de L-arabinofuranose (178).

Neilson e Richards (137 ) isolaram um complexo 1lig
nina-carboidrato, do rumen de novilhas, alimentadas com gra-
mineas, que foi purificado por filtracao em gel. O comple-
xo purificado apresentou 7,4% de carboidrato contendo D-glu-
cose como principal componente, além de D-xilose, L-arabi-
nose, L-rhamnose e tragosde D-galactose e D-manose. O autor
conclue— que D-xilose,, D-glucose e L -ramnose estao glicosi
dicamente ligadas a lignina, embora oOs resultados nao tenham sido
suficientes para informar sobre a natureza estrutural da
lignina no complexo ou do sitio de ligagao do acicar a lig

nina.
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Se por um lado a lignina diminue a digestibilidade de vege
tais fibrosos, por outro ha indicios de que sua presenca seja beng
fica em alimentos. Deste modo, ha varios estudos epidemiologicos s;
bre cancer de colo no homem indicando a importancia da dieta ( alt;
ingestao de lipideos e baixo consumo de fibras e certos vegetais) na
etiologia desta moléstia. Assim sendo, Reddy et al ( 149) demonstra
ram o efeito protetor da dieta de lignina na incidéncia de tumores
intestinais induzidos em ratos. O fato foi explicado devido as pro
priedades antioxidantes da lignina. E possivel, também, que ocorra

a formagao de uma ligagao entre a lignina e certas substdncias car
cinogénicas (158).

A importancia do conhecimento da natureza estrutural dos
complexos poliméricos da parede celular no seu estado nativo é fun-
damental para a elucidacao de suas verdadeiras fungoes fisioldgicas.
Deste modo, o presente trabalho tem por finalidade estudar hemicelu
loses de madeiras duras em condigOes tais que suas peculiaridades
nao sejam modificadas, preservando-se 0Os grupamentos O-acetilicos na
sua posicao original, bem como as ligagoes com a lignina. Omaterial

escolhido como modelo foi caule de Mimosa scabrella.

A M.scabrella, anteriormente denominada M.bracatinga e co-

nhecida popularmente por bracatinga, € uma Angiosperma arborescente
que ocorre nas zonas temperadas do sul do Brasil (Parana, Santa Ca-
tarina, Rio Grande do Sul) e em Sao Paulo. E uma espécie de cresci-
mento rapido, alcancando 15 metros de altura em 4 a 6 anos, due se
presta a reflorestamento, regeneracgao do solo, auxilio no combate a
erosao e producao de lenha (97 ). Instrugoes sobre sua cultura fo-
ram publicadas por Viana, em 1942 (186) . O caule pode atingir 40cm
de didmetro. O reflorestamento espontdneo de florestas de bracatin-
ga ocorre apds queimadas (98 ). As folhas podem ser utilizadas como
forrageiras e foram bem aceitas pelos bovinos, apresentando 18,23 %
de proteinas (base seca), conforme<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>