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RESUMO

O caule de bracatinga (Mimosa scabrella) foi delignificado 
por tratamento com cloro a temperatura de ^ 4o e extraido com etanol 
a temperatura ambiente ou a refluxo. Do produto parcialmente deligni 
ficado, por extração com dimetilsulfõxido (DMSO) obteve-se um polis- 
sacarideo complexo formado de unidades de D-xilopiranoses, ácido 4 - 
O-metil-g-glucurônico, grupos O-acetílicos e lignina numa relação per 
centual de 72: 13: 9: 6 . Os grupos O-acetílicos, conforme determi­
nado por análise de metilação com bloqueio prévio das hidroxilas li­
vres por fenilisocianato, foram localizados em 0-2 (14%), 0-3 (16%)
e 0-2,3 (5%) das unidades de g-xilopiranoses da 0-acetil-( 4-0-metil 
glucurono) xilana. 0 uso do etanol a refluxo não causou nenhuma alte
ração significativa relativa aos grupos O-acetílicos.

- 13A analise por C-n.m.r. de xilanas acetiladas sinteticamen 
te e de estrutura conhecida, bem como do metil 4-0-metil-2-0-acetil-
3-g-xilopiranosídeo utilizados oomo modelos antes e após o tratamento com 
Cl2 a temperatura de ^ 4o demonstrou que o processo de delignifica - 
ção não causa migração ou remoção dos grupos O-acetílicos.

A distribuição dos grupos O-acetílicos na xilana nativa su­
gere què os mesmos tenham relação com a conformação da molécula.

A lignina está associada à xilana nativa de três maneiras 
distintas: interação secundária, ligação ester e ligação benzil eter.
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Uma parede celular rígida, rica em carboidratos, geralmen­
te contorna cada celula vegetal. Esta parede celular era considera­
da meramente um envelope secretado, exterior e inativo, conceito há 
muito superado. Hoje suas funções específicas, vitais para a exis - 
tência da célula são reconhecidas. As estruturas de muitos dos com­
ponentes da parede celular são agora bem documentadasrporém a arqui 
tetura geral não está completamente elucidada (4, 5, 9, 17, 42, 78 ,
105, 113, 140).

Os principais componentes da parede celular são celulose , 
hemicelulose e lignina. As primeiras frações a serem formadas numa 
nova célula de madeira são a lamela média e a parede primária, que 
é rica em material péctico. Durante o espessamento da parede celu - 
lar, celulose e hemicelulose são depositadas na parede secundária . 
A lignina, cuja função principal é cimentar as fibras da madeira, se 
forma principalmente na lamela média, aparecendo também na parede 
secundária.

1.1 - CELULOSE

A celulose, que constitue cerca de 45% da madéira é uma 
D-glucana, ligada 6-(1+4). Aparece na parede celular na forma de 
fibrilas de 35 8 de diâmetro, cada uma contendo aproximadamente 40 
cadeias de celulose. Foi amplamente estudada e sua estrutura é bem 
compreendida (37,117). Os usos práticos e a importância biológica da 
celulose dependem de sua alta resistência, caráter fibroso e insolu 
bilidade. Estas carcteristicas advem da forma da molécula e não de 
propriedades inerentes aos blocos construtivos, pois outros políme­
ros da glucose não as possuem. Portanto, a conformação da celulose é 
de extrema importância para suas funções estruturais. A conformação 
de Hermans ou "bent chain" é aceita para as duas formas cristalinas 
da celulose (118). Sua estabilidade pode ser racionalizada através 
dos métodos de análise conformacional de polissacarídeos, que foram
introduzidos por Ramachandran, (148) . A conformação da molécula é_ oconstruida, de maneira regular, por segmentos idênticos de 10,3 A 
de comprimento (celobiose) e a cadeia tem um eixo de simetria (two 
fold screw axis), permitindo a formação das fibras.
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1.2 - HEMICELULOSES

Wenzel ( 108 ) , em sua tese de mestrado, discute o ter­
mo" hemicelulose" introduzido por Schulze (16 7) em 1891, que apresen 
ta muitas controvérsias. 0 termo é comumente usado para englobar os 
polissacarídeos de matriz, diferentes da celulose e pectina (13, I80, 
193 ) -

As hemiceluloses das plantas terrestres são constituidas de 
um número relativamente limitado de unidades de açúcar , sendo os 
principais: Q-xilose, g-manose, g-glucose, g-galactose, g-arabinose, 
ácidos 4-0-metil-glucurônicoe D-galacturônico; em menor proporção 
aparecem L-ramnose, L-fucose e açúcares neutros O-metilados.

As hemiceluloses são frequentemente classificadas entre ospo 
lissacarídeos estruturais, apresentando-se sob forma fibrosa, cris­
talina, ou como um gel compactado. As diferenças na sua constituição nas 
paredes celulares das espécies são atribuidas aos sítios de reconhe 
cimento, através do qual os parasitas reconhecem seu hospedeiro (172).

Grupos substituintes podem ter funções específicas. Em po- 
lissacarídeo extraido de Cryctococcus neoformans, (22 ) foi demons­
trado que os grupos O-acetílicos e carboxílicos são importantes de 
terminantes na especificidade antigênica do polissacarídeo.

Nas paredes de células vegetais em crescimento aparecem he 
miceluloses que formam geis com funções biológicas importantes. Tra 
balho realizado com grãos de cevada (128), mostra que paredes celu­
lares e gomas da camada de aleurona e do endosperma diminuem e tem 
sua composição alterada durante a germinação. Apõs 6 dias estes po­
lissacarídeos contribuiram para o suprimento dos tecidos vivos com 
18,5% dos polissacarídeos degradados durante o crescimento, sendo o 
restante proveniente do amido. Modificações de polissacarídeos herrú 
celulósicos em diferentes estágios de maturidade foram descritos 
por Morrison (132) .

As hemiceluloses com função estrutural extraidas de madei^ 
ra são polissacarídeos 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 proporções ocorrem arabino (4-0-metil) glucurono-xilanas e 
arabinogalactanas. Nas madeiras duras (angiospermas) a principal he 
micelulose é constituida por 4-O-metil-glucurono - xilanas.

Grupos acetílicos esterificam unidades de açúcar nas hemi- 
celuloses. Eles aparecem associados principalmente às glucorono-xila 
nas nas madeiras duras e às glucomananas das madeiras moles. Madei­
ras moles contém menos acetil do que madeiras duras.

Devemos ainda considerar as hemiceluloses de angiospermas 
herbáceas, as gramíneas e leguminosas, que foram amplamente revisa­
das (13, 193). As xilanas de gramíneas são heteroglicanas e geral - 
mente possuem unidades de L-arabinofuranose e ácido glucurônico ou 
seu 4-0-metil eter ligados a unidades de xilose da cadeia principal. 
Um grande número de variações estruturais foram descritas e. o ter­
mo xilana neste caso, engloba todas as heteroxi lanas. 0 fato das homoxi- 
lanas como de "esparto grass" ( 43 ) terem sido primeiramente descri^ 
tas parece indicar o isolamento de uma parte de população mais rica 
em unidades de xilose, devido aos métodos de extração (193) .

Com relação aos grupos O-acetílicos, claramente presentes 
nas xilanas de madeira, ( 28 ) Wilkie (19 3) afirmou que "se eles es­
tão presentes nas gramíneas, são saponifiçados durante o tratamento 
alcalino". Por outro lado, preparações de paredes celulares de diver 
sas gramas maduras, incluindo folhas, bainha e caules, analisadas 
por I.R., indicaram a presença de grupos O-acetílicos perfazendo de
1,5 a 2% das paredes celulares (12 ).

Waite e Gorrod (18 7. ) determinaram a concentração de
O-acetil em holoceluloses de gramíneas e concluíram que o grau de 
acetilação 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 maturação e, através de uma 
série de considerações, sugerem que o grau de acetilação 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- 
droides, obteve como produtos xilose e oligossacarídeos.

Em trabalho realizado com caule de A. donax,foram estuda - 
das modificações das paredes celulares durante a maturação ( 103 ).
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A estrutura da principal hemicelulose, uma arabino-glucürono-xilana, 
permanece a mesma, apesar da idade dos tecidos, havendo aumento do 
GP médio. Foi constatado também, que o número de grupos O-acetíli - 
cos na cadeia da Q—xilana aumentou durante a maturação.

As O-acetil (4-0-metil-glucurono) xilanas encontradas nas 
madeiras duras constituem 18 a 35% da madeira. Através de extrações 
alcalinas diretas pode-se obter de 80 a 95% do polímero desacetila- 
do. As extrações alcalinas geralmente são realizadas a temperatura 
ambiente, por tempo limitado e sob atmosfera de nitrogênio. Nestas 
condições, as modificações da xilana pelo alcali são mínimas, a não 
ser a completa desacetilação. Para isola-las na forma acetilada de­
ve-se remover a lignina da lamela média e parede secundária. O mate 
rial remanescente da completa delignificação ê denominado holocelu- 
lose, devendo ser constituido unicamente por hemicelulose e celulo­
se, o que na prática não ocorre. Há numerosos métodos para o isola­
mento de holoceluloses de madeiras, sendo que os principais envol - 
vem o uso de cloro, dióxido de cloro, ácido peroxiacêtico ou clorito, 
como agentes delignif icantes (37, 180) .

Os agentes delignificantes podem causar modificações nos 
polissacarideos da madeira. Quando a cloração ê realizada em água e 
gelo, parece não haver perda em grupos O-acetílicos (28, 179). Garegg 
(72 ) demonstrou que o tratariiento subsequente com 2-amino-etanol, em 
etanol , a quente, utilizado normalmente para remover a lignina cio 
rada, causa cònsiderável migração de grupos O-acetílicos. A estrutura 
da xilana, determinada por métodos convencionais (metilação e perio 
dato) apresenta- uma cadeia principal de unidades de 8 - D (1+4) 
xilopiranoses (180 ). O ácido 4-O-metilglucurônico está distri- 
buido randomicamente ao longo da cadeia, ligado ao carbono 2 dos re 
síduos da xilose (156).

Numa série de investigaçios sobre os grupos O-acetílicos , 
Hagglund e colaboradores (85 ) isolaram uma holocelulose por
tratamento do põ da madeira com clorito e sucessivas extrações com dime 
tilsulfóxido e água. O extrato apresentou uma xilana conten­
do 11,4% de grupos O-acetílicos. Resultados diferentes foram obtidos 
quando uma holocelulose da mesma madeira tratada com c I o t o  foi ex­
traída de igual maneira. Neste caso, obteve-se uma xilana pura, com 
16,9% de grupos O-acetílicos.
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Bouveng ( 29,30 ) desenvolveu um método para localizar gru­
pos O-acetílicos em hemiceluloses de madeiras duras, utilizando fe- 
nilisocianato como grupo protetor. Este composto reage quantitativa 
mente com os grupos hidroxílicos, originando derivados fenil carba- 
matos completamente substituidos (29,194). Esta propriedade foi uti 
lizada por Bouveng na localização de grupos O-acetílicos, em 0-ace 
til glucurono-xilana obtida de holocelulose de betula (birch), pre 
parada pelo método do clorito e extraida com DMSO. Assim, a 0-acetil 
xilana (13,2% de O-acetil) foi tratada com solução de fenilisociana 
to em N,N-dimetil formamida, bloqueando os grupos hidroxílicos li - 
vres. A seguir, os grupos O-acetílicos foram removidos por hidróli­
se ácida moderada e as hidroxilas resultantes foram metiladas com 
iodeto de metila e óxido de prata. Finalmente, os grupos O-fenilcar 
bamoilas foram removidos por redução com hidreto de alumínio e lítio 
e a posição dos grupos O-metílicos na xilana parcialmente metilada 
foi determinada por métodos convencionais, indicando a posição dos 
grupos O-acetílicos originais. Os resultados indicaram que 58,1% das 
unidades de xilose encontram-se não substituidas, 11,8% estão subs- 
tituidas por grupos O-acetílicos na posição 0-2( 24 % na posição 0-3 e 
6,1% simultaneamente nas posições 0-2 e 0-3.

Corrêa et al (47 ) introduziram uma modificação no método 
de Bouveng, na qual a desacetilação acídica foi substituida por de- 
sacetilação e metilação simultânea, usando dimetilsulfato e hidrõxi 
do de sódio pulverizado em tet rai drofurano seco. Os grupamentos fe 
nilcarbamoilas foram removidos por metil sulfinil carbanion. Utili­
zando-se esta metodologia, os grupos O-acetílicos foram localizados 
numa xilana acetilada sinteticamente, tendo-se encontrado 54,30% de 
unidades de xilose não substituidas, 14,38% substituidas na posição 
0-2, 9,95%na poáição 0-3 e 21,45% simultaneamente nas posições 0-2 e 0-3.

De Belder e Norman ( 18 ) descreveram outro método para lo­
calização de grupos O-acetílicos que emprega metil vinil eter como 
grupo protetor. Este método foi utilizado para localizar grupos 0- 
acetílicos em lipopolissacarídeo de Salmonella typhimurium ( 94 ) e 
também em xilana de bétula (115). Esta xilana foi obtida de uma ho­
locelulose delignificada pelo método do clorito e seu conteúdo em 
grupos 0—acetílicos foi de 11,7%. A análise dos produtos de metila— 
ção do polissacarídeo previamente tratado com metil vinil eter, na 
forma de metil glicosídeos, demonstrou que as proporções entre as
unidades de g-xilose não acetiladas e aquelas acetiladas nas posições 
0-2, 0-3 e 0-2,3» respectivamente, são 44 : 24 : 22: 10.
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Horton and Lanterbach (99 ) descreveram uma metodologia ba 
seada em espectroscopia de ressonância protônica para determinar 
quantitativamente o grau de acetilação em carboidratos.

Estudos de oxidação com periodato de glucuronoxilanas (179) 
e gluoomananas (12.5) naturalmente acetiladas indicaram que os grupos 0- 
acetxlicos estão ligados em 0-2 e em 0-3 das unidades monossaca- 
rídicas.

Em química de carboidratos hã vários exemplos de migra - 
ção intramolecular de grupos substituintes, a maior parte envolvendo 
grupos acílicos (86 ). 0 fato foi descoberto por Emil Fischer em 
1920. 0 rearranjo é catalizado por ácidos e bases, podendo ocorrer 
em condições alcalinas suaves. Consubstanciada por vários exemplos, 
existe uma generalização de que os grupos acílicos (acetilicos) mi­
gram sempre em direção oposta ao C-l, portanto aproximando-se de 
C-6 (34 ). Não hã base teórica para esta observação e exceções fo­
ram observadas (45 ).

A ocorrência de migração de grupos acílicos pode depender 
do solvente ( 6, 7 ), da alcalinidade ou acidez do meio ( 7 ) e da
configuração relativa dos dois centros envolvidos ( 7 ). A migração 
de grupos O-acetílicos foi observada durante o processo de metila- 
ção pelos métodos de Purdie e Kuhn. Como exemplos, metil-2,4,6-tri- 
-0-acetil 8-g-glucopiranosídeo originou o metil 3,4,6-tri-0-acetil-2- 
0 -metil 6-D-glucopiranosideo, pelo método de Purdie (55 ) . Um rear 
ranjo 0-2-*0-3 semelhante foi observado quando, pela metilação de 2,
4,6-tri-0-acetil 8-D-manose, o principal produto obtido foi o metil- 
-3,4,6-tri-0-acetil-2-0-metil 8-Q-manopiranosídeo (144). Na metila­
ção de 2-0- e 3-0-acetil 4-0-metil 8-g-xilopiranosídeo pelo método 
de Kuhn, ambos os monoacetatos produziram 2,4 e 3,4 dimetil eteres, 
na relação de aproximadamente 2:1 (72 ).

13Alguns trabalhos em espectroscopia de C-n.m.r. sobre o 
efeito dos grupos O-acetílicos nos deslocamentos químicos dos anéis 
piranosidicos tem sido reportados. Para exemplificar, foram estuda­
dos os tri- e tetra-acetatos de a e 8 y-xilopiranose (184 ), ^-ramno 
piranose parcialmente e totalmente acetilados (146)e derivados de D~ 
g lu copiranoses (107). Uma manana linear a -g-(l + 3) foi isolada de 
um extrato etanõlico a 70%, a quente, de frutos de Dictyophora indu 
siata, contendo 11,4% de grupos O-acetílicos (88 )/ cuja localização
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foi determinada pelo método de de Belder e Norman ( 18 ) . Os resul 
tados indicaram que 88% dos grupos O-acetílicos estão localizados no 
0-6 das unidades de manopiranose. Pequenas proporções de grupos 0-
acetílicos estão localizados em 0-2,6, 0-4,6, 0-2, e 0-4. Os estu13 — _ _ _
dos espectrais por C-n.m.r. confirmaram os dados da localização de
0-acetil pela acetalação. 0 sinal do metil do grupo acetllico loca-

1 3liza-se a 21,3 ppm e o do carbonil em 174,6 ppm. Os dados de C , 
de acordo com Gorin (79 ) e Ogawa (142) indicaram que os deslocamen 
tos químicos de C-l, C-2, C-3 e C-4 não são afetados pela presença 
do grupamentos O-acetllicos em 0-6, enquanto C-5 e C-6 o são. Obser­
vou-se uma diferença de solubilidade entre a 0-acetil manana (solú­
vel em água) e o polímero desacetilado (insolúvel), que foi atribui 
da aos grupos O-acetílicos.

Num exaustivo trabalho, McEwan e colaboradores (123) compa
f 13 1raram os deslocamentos químicos por espectroscopia de Ce H n.m.r.

do metil a c R -Q-xilopiranosideos (compostos de origem) com os di 
ferentes mono, di e tri - O - acetil derivados. Os sinais dos R-Q-xi- 
lopiranosídeos estão localizados em campo mais baixo que os a. Com­
parando-se o metil 2-0-acetil R-g-xilopiranosídeo, com o metil 3 -
0-acetil R-D-xilopiranosldeo os deslocamentos químicos para Cl são 
de -2,81 ppm e -0,25 ppm respectivamente, com relação ao composto de 
origem (6 = 104, 57) (3-0-campo mais baixo que o 2-0- )• A introdu­
ção dos grupos 0-acetílicos em 0-2 ou 0-3 promove deslocamentos tam 
bem nos C-2, C-3, C-4 e C-5, com relação aos compostos de origem. As 
ressonâncias dos grupos CH3 e C=0 do acetil estão compreendidas en - 
tre Ô 20,30-21,03 e 169,06-170,16, respectivamente.
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1.3 - CONFORMAÇÃO DE POLISSACARÍDEOS

A conformação do polissacarídeo, isto é, a forma que a 
macromolécula adota é determinada pelo tipo de ligação entre as uni 
dades monossacarídicas da cadeia, por modificações oriundas da pre­
sença de ramificações ou substituintes, e por interações com molicu 
las vizinhas (14 7) .

O gel é o estado típico para os polissacarídeos, quer 
nos sistemas biológicos ou artificiais. Polissacarídeos fibrosos ou 
parcialmente cristalinos, a exemplo da quitina e celulose, bem como 
grãos de amido, representam uma classe de gel no qual o solvente te 
nha sido eliminado. Por outro lado temos as verdadeiras soluções onde 
o polisacarídèo está desagregado e a interação entre as cadeias é mínima.
( 151 ) . Nas considerações abaixo nos referimos ao primeiro caso.

Matematicamente, qualquer cadeia com conformação ordenada, 
pode ser considerada uma hélice, definida por dois parâmetros: n, o 
número de resíduos por volta (turn ), eh, o comprimento de cada u­
nidade sobre o eixo (152) .

A celulose, conforme jã citado, é um componente das pare­
des celulares dos vegetais, formada por unidades de 8-(1+4) g-glu- 
copiranoses que ocorre no seu estado nativo,em parte, na forma cris­
talina. Além de celulose, ocorrem em forma cristalina as mananas 8- 
(1 + 4) e as xiüanas 6 (1+3), que são polissacarídeos estruturais de 
algas (10, 61,62) . A manana, no que se refere a conformação, ê seme­
lhante à celulose, somente formando pontes de hidrogênio distintas, 
o que lhe confere menor estabilidade do que â celulose. As xilana s 
6 (1 + 3), quando cristalinas,adotam uma conformação helicoidal, com
três cadeias unidas enroladas em tripla hélice, a qual é estabiliza 
da por pontes de hidrogênio entre as 3 cadeias e pela presença de 
água na rede, o que a diferencia da celulose e da manana, que nao 
permitem a entrada de água.

Para justificar a estrutura cristalina da celulose poderí 
amos prever o mínimo de energia de conformação; portanto, sabendo — 
se que a conformação^ é mais estável, pode-se supor que esta se­
ja a forma esperada para todas as unidades de glucose da cadeia.
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Os ângulos de rotação determinam o contorno da cadeia. Se 
os mesmos ângulos <j> e ocorrem a cada ligação no polímero , pode- 
se esperar que a conformação geral seja como uma rosca (151). As 
forças de Van der Waals e pontes de hidrogênio também são determi - 
nantes na conformação.

Foi postulado que, se um par de átomos se aproximar mais 
que uma determinada distância (a soma dos raios de Van der Waals ), 
a repulsão é tão severa que a conformação torna-se impossível e, se 
dois grupos são suscetíveis a formar uma ponte de hidrogênio forte, 
a conformação é favorecida. Pontes de hidrogênio (0-H.... 0) resis­
tentes são formadas somente quando existem dois átomos de oxigênio 
separados por 2,6-2,8 A (150 ).

Na celulose sabe-se que a conformação da cadeia i determi-
onada por unidades repetitivas que possuem 10,3 A de comprimento (h= 

0,515nm) e correspondem à 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/C
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Considerando um eixo desenhado em 3 dimensões que una os 
átomos de oxigênio do anel na estrutura, cada anel pode ser movido 
para a posição do seguinte pela rotação de 180° da cadeia em torno do 
eixo. A cada giro de 360°, ou seja, uma volta completa, as unidades 
de celobiose se repetem. Esta relação é correta também para eixos 
que unam as ligações glicosídicas ou os átomos de carbono C-6. Este 
arranjo i a conformação ideal para cada ligação 6 (1 4) e para ex­
plicar as atrações entre as cadeias de celulose. A formação de fei- 
xés que contêm em média 100 cadeias é explicada pelas pontes de hi­
drogênio entre as cadeias. .

Quando o grupo volumose,-CH2OH (C-6 das hexopiranoses) não 
está presente em cada unidade de açúcar, como na xilana, a rotação 
das ligações é menos restrita, pois não há repulsão de
Van der Waals. Neste caso, cada passo no eixo de simetria correspon 
de a 3 unidades de xilose (three fold) . Esta conformação é consis - 
tente com a evidência de filmes e fibras de xilana hidratada, pela 
difração de raios X e espectroscopia de infra-vermelho. Na conforma
ção "three fold", a distância entre 0-H....  O não permite formaras
pontes de hidrogênio intra cadeia, como ocorre no caso da celulose.

Através 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 ácidos não>interferem na 
cristalinidade. Isto foi confirmado pela verificação de que xilanas



com diferentes números de grupos laterais acidicos deram o mesmo dia 
grama de raio X (180 ). Os estudos de cristalinidade das xilanas fo­
ram realizados com polímeros extraidos com soda ( 24 ) . As O-acetil-xi 
lanas nativas das angiospermas não foram estudadas neste aspecto.

Nas xilanas, segmentos não ramificados da cadeia tem um ei­
xo com n=3, e o comprimento da unidade repetitiva é igual a 15 & , 
ao inves de 10,3 A, como no caso da celulose e manana, onde n = 2. A 
análise conformacional indica (147) que quando o passo é igual 2 uni 
dades hã maior estabilidade que quando são 3 unidades, em 4-5 KCal / 
mol resíduo.

Fowle e colaboradores ( 59 ) afirmaram que esta conformação 
é conservada em xilanas ramificadas em C-2 ou C-3 por cadeias cur - 
tas contendo Q-galacto-piranoses e L-arabino-furanoses.

Por outro dado, quando a xilana é oeracètilada , 
a cadeia toma uma conformação onde a distância repetitiva é de 10,3 A, 
como no caso da celulose (117,119). Na xilana diacetato as pontes de 
hidrogênio intermoleculares seriam substituidas por interações de 
Van der Waals e dipolo fracas. Somente uma conformação similar fa - 
ria a xilana compatível com a celulose ou manana. De acordo com Pres 
ton a própria xilana deve estar mais firmemente ligada a celulose (147).

As características conformacionais da xilana foram compara­
das com as da celulose. Apesar da conformação proposta para a xila­
na ser do tipo "three fold axis", Rees (153) sugere que deve haver 
um único eixo de simetria para ambos. Essa suposição resultou da aná 
lise das medidas da energia de Van der Waals e do comprimento da pon 
te de hidrogênio (desfavoráveis) e da interação de dipolos atômicos 
(favorável).

Devido a similaridade entre as ligações glicosldicas da
xilana e da amilose, a conformação deste último polissacarídeo tam­
bém deve ser considerada. A maltose representa o arranjo mais está­
vel para os pares de glucose a (1-̂ 4) ligados. Cada seis unidades de 
glucose toma uma forma circular de ciclohexamilose formando um passo de 
hélice. Esta estrutura foi comprovada pela complexação com iodo. O 
complexo amilose iodo é o responsável pela coloraçao negro azulad a 
tão utilizada para a caracterização de amido em tecidos vegetais e 
em titulações iodometricas. A celulose não 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

11
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físicas de celulose essenciais para suas funções biológicas e usos 
práticos sao explicadas em termos desta conformação de fita.

A conformação de amilose com seis unidades de glucose uni­
das em cada hélice i estável somente quando moléculas não carboidra 
to ocupam a cavidade da hélice.

Gaillard e colaboradores (67,68, 69 , 70 )e Wenzel e Corrêa 
( 189 ) mostraram que muitos polissacarídeos lineares apresentam a ca 
pacidade de formar complexos de cor azul com iodo; limitado grau de 
ramificação no polissacarídeo não i impecilho para a formação dos 
complexos. É essencial para a formaçao do complexo que as ligações 
glicosídicas no polissacarídeo sejam do tipo (l-*4) .

Oliveira (143) estudou o comportamento da O-acetil xilana 
de M.Scabrella, um homopolissacarídeo linear, frente a complexação 
com o iodo. Houve formação do complexo do iodo com a O-acetil xilana após 
sua desacetilação por saponificação, da mesma forma que com a hemi- 
celulose A obtida da mesma fonte. A hemicelulose nativa (acetilada) 
todavia não formou o complexo iodo-polissacarídeo.

Nieduszynski e Marchessault (139 ), em trabalho sobre estru 
tura de 6-Q (l-*4) xilanas, concluiram que, o grau de acetilação i 
provavelmente importante na determinação de sua natureza hidrofíli- 
ca, mas que são necessárias mais pesquisas sobre sua distribuição na 
parede celular para que haja maior compreenssão sobre seu papel.

1.4 - mQMIHA

A lignina é um componente essencial dos caules lenhosos das; 
gimnospermas e angiospermas arborescentes, nos quais aparece em pro 
porções que variam de 15 a 36 %. Entretanto, a presença da lignina 
não é restrita a arvores e ela ê parte integral dos constituintes das 
.paredes celulares de todas as plantas vasculares, incluindo as varie 
dades herbaceas. E encontrada nao so no caule mas tambem em folhas 
e raizes.

Suas funções biológicas, vitais para a planta sao: diminuir 
a permeabilidade da água, contribuindo com o transporte de líquidos, 
nutrientes e metabólitos no xilema; conferir rigidez à parede celular
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atuando como um agente cimentante entre as células e protegendo-as 
contra impactos, compressões e inclinações; e, finalmente propor - 
cionar aos tecidos lignificados resitência a ataques por microrga­
nismos (16 2) .

0 estudo da lignina i considerado difícil porque, em con­
traste com a celulose, não possue regularidade estérica nem quira- 
lidade e por este motivo tem sido neglicenciado. A sua estruturava 
ria não somente de espécie para espécie mas, também, entre árvores 
da mesma espécie (135). Apesar do alto grau de variação estrutural, to­
dos os tipos de lignina são oriundos de 3 precursores básicos, do 
tipo fenil propano (C9), o álcool £-cumarílico e suas formas mono 
e di metoxiladas, respectivamente o álcool coniferílico e o álcool 
sinapílico , abaixo indicados.

CHgOH ÇHgOH ÇH^H

álcool p-cumarílico álcool coniferílico álcool sinapílico

A estrutura proposta por Freudenberg, que foi um dos maio­
res contribuintes para a compreenssão da biogênese e estrutura da 
lignina ( 63, 64 ) dá uma idéia razoável de sua arquitetura molecu­
lar. Modificações a estrutura original foram introduzidas por
Freudenberg e Harkin ( 66 ) e mais tarde por Harkin ( 89 ) , conforme
mostra o esquema na página seguinte.



14

"row
((g)V

. • (/'o> 1
HO(@)f ,lr,M fVl5

O-CARBÜIDRATO
-JH/'ON H/'ONI I

-

( ?
H7C OM

ini -oujjY ich [-o
OMa

OM<?
KCOH

cW
C' Y~y <L, cm*

om* C 0 - ç(9))oi I I io((2V>CHCoa i,oh

OM5

Cibo Kr OH
iiOMnrH • o
C**/

HCOM 
o \ -

A a& cw-c

O h ru o o  1/?
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A principal ligação entre os monomeros é do tipo aril-eter 
unindo a cadeia lateral propanoide de uma unidade ao anel aromã 
tico de outra. Outras ligações C-0 e C-C foram descritas, incluindo 
ligações bifenil entre os aneis aromáticos (166 ) .

As ligninas têm sido clássifiçadas de acordo com sua estru 
tura química, propriedades físicas, e origem genética (162 ). Amais 
comum é a que as classifica em ligninas de gimnospermas ou madeiras 
moles, de angiospermas ou madeiras duras e de gramíneas. Esta clas­
sificação, entretanto, é insatisfatória pois não engloba as angios­
permas herbáceas e as Pteridophytas e,também, porque algumas gimno:s 
permas excepcionais contém lignina do tipo angiosperma. Assim, Gibs 
introduziu uma divisão em dois grandes grupos denominados guaiacil- 
ligninas (coníferas) e guaiacil-siringil-ligninas (angiospermas ).
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Estes dois tipos podem ser reconhecidos pelos produtos formados na 
oxidação com nitrobenzeno (guaiaóil-siringil produz quantidades sicj 
nificativas de siringaldeido, enquanto que guaiacil somente traços), 
técnica que foi inicialmente aplicada na caracterização de lignina 
por Creighton e colaboradores (41 ).

As formas de obtenção de lignina alteram sua composição quí 
mica original e a falta de um método adequado de isolamento tem si­
do um problema na determinação da estrutura do produto natural. As 
formas mais comuns de isolamento são (112) "milled wood" lignina (pó de 
madeira tratado em moinho de bolas, seguindo-se extração com solven 
te orgânico) ; lignina de Brauns (extração direta com etanol) ; lignî  
na liberada por enzimas (ação de fungos e posterior extração com e- 
tanol); periodato lignina (conversão das unidades monossacarídicas 
a dialdeidos e hidrólise dos mesmos com água a 100°) ; métodos basea 
dos na hidrólise ácida dos polissacarídeos, como I^SO^ 72% (Klason 
lignina) ou HCl; cuoxano lignina (reagente de Schweizer); lignina ex 
traida com alcali (NaOH 5%, 130 a 150°); lignina ácido tioglicólico 
(ácido tioglicólico em HCl 2N) ; lignina obtida pela ação de HCl: dio 
xano.

Glasser e colaboradores (75 ), em trabalho atual, mostra - 
ram as variações estruturais em ligninas de diferentes origens gené 
ticas e de origens industriais, tais como "Milled wood"lignina, Kraft 
lignina, lignosulfonatos, organosolov lignina (obtidas pela ação de 
alcoõlise), lignina obtida por explosão de vapor, etc . Para este 
fim os autores utilizaram metodologias sofisticadas como degradação 
da lignina por oxidação com permanganato (114 ) e identificação dos 
produtos degradados por cromatografia gasosa acoplada a um programa 
computadorizado para a interpretação dos resultados em termos da com 
posição das unidades fenil-propano, bem como determinação de pesos 
moleculares por gel permeação a alta pressão e por osmometria.

Interessante técnica analítica não destrutiva foi desenvol 
vida recentemente, a espectroscopia fotoacústica (157) , que fornece 
informação sobre a absorção na região do ultravioleta, visível ou 
infra-vermelho, para materiais sólidos ou opacos, impossíveis de se 
rem analisados por espectrometrias convencionais. Este método foi uti­
lizado por Gould (82) que demonstrou diferenças significativas en­
tre ligninas nativas em amostras de madeira e as córpespondentes 
"milled wood"ligninas . Esta técnica está sendo utilizada para moni
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torar o progresso de lignificação de tecidos em maturação e também 
para acompanhar as diferenças resultantes da degradação biológica e 
ou química da ligniná.

A crescente produção de combustíveis líquidos a partir de 
matérias primas renováveis dá origem a um resíduo rico em lignina , 
geralmente utilizado como fonte de energia calorífica. Entretanto es 
te material pode produzir importantes produtos de valor comercial , 
cujas características podem ser aprimoradas por modificações quími­
cas do polímero(74, 196). Os mercados potenciais para a lignina são: 
óleos, fertil.i zantes, pesticidas, fibras sintéticas, adesivos, dis - 
persantes, etc. Também os estudos de degradação da lignina através 
de microorganismos, purificação de enzimas e engenharia genética pro 
porcionaram novas perspectivas de aplicações deste material (33, 106).

1.5 - COMPLEXOS LIGUINA-CARBOIDRATO

A madeira pode ser considerada uma substância naturalmente com­
plexa, que exibe a mais eficiente interação entre os polímeros que a constituem.
A elucidação da natureza das forças que mantém a coesão da parede ce 
lular pode ser alcançada pelo isolamento dos componentes da família 
dos carboidratos, ou seja, pectina, hemicelulose e celulose, e dos 
não carboidratos, lignina e proteínas, atravéz de reagentes quimi - 
cos ou enzimas específicas. As possibilidades de interações são nu 
merosas e diversificadas, podendo ser covalentes (ester, eter, gli- 
cosídicas) ou ligações mais fracas (pontes de hidrogênio, interações 
eletrostãsticas e hidrofóbicas) .

Muitas preparações de lignina, tais como "milled wood lig­
nina", lignina de Braums e outras contêm constituintes carboidratos, 
não removíveis por fracionamentos com solventes, sugerindo a presen­
ça de ligações entre lignina e carboidratos ( 112 ).

Complexos de lignina-carboidrato tem sido isolados por di­
ferentes processos que visam obter lignina como produto majoritário. 
O mais utilizado é o processo de Bjorkman (112) , que se constitue na ob 
tenção de "milled wood lignina", que consiste na extração do pó de 
madeira, previamente tratado em moinho de bolas, com mistura de 
dioxano e água. Também ê frequente a utilização de processos envol­
vendo a degradação microbiana do vegetal (71,14 5) .
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Há muitas controvérsias quanto aos tipos de ligações existen­
tes entre estes complexos. Foram propostos diferentes tipos de liga­
ções entre lignina e carboidrato tais como: ester entre o grupo car- 
boxílico do ácido urônico e o grupo hidroxílico da lignina; 6-D-fenol 
glicosídica; acetálica, benzil-eter e benzil-glicosídica. As ligações 
ester e fenol glicosídicas são alcali-sensíveis (35, 58, 64, 93,109, 127).

Bolker e Wang ( 2 7 )  estudaram complexos lignina-carboidra- 
to isolados de betula branca com água fervente os quais, através de 
hidrólise ácida, liberaram lignina insolúvel e carboidratos, indi - 
cando a existência de ligação covalente entre a lignina e carboidra­
to .

Kringstad e Cheng (110) isolaram um complexo lignina-hemice 
lulose de holocelulose de abeto por filtração em gel, concluindo que 
a lignina está quimicamente ligada a polissacarídeos.

Merewether e Samsuzzaman (127) estudaram um complexo de liçj 
nina e carboidrato, solúvel em água, extraído de Eucalyptus obliqua 
com alcali diluido. A hidrólise ácida do complexo originou lignina 
insolúvel, xilose, arqbinose e galactose e um composto não identifi­
cado. Devido a estabilidade em alcali deste complexo, os autores su­
geriram que a natureza da ligação entre a lignina e o polissacarídeo 
seja do tipo benzil eter ou benzil glicosídica.

Das e colaboradores ( 48 ) trataram fibra de juta com boro- 
idreto de potássio, originando uma fibra modificada contendo 77 % 

da lignina original e um complexo lignina-carboidrato solúvel em água. 
Após separação e hidrólise, tanto a fibra tratada como o complexo for 
neceram um novo açucar, 4-O-metil-glucose. O produto da extração al 
calina das holoceluloses da fibra original e da tratada produziram 
polímeros contendo respectivamente, 15,9 e 10,5 unidades de ácido 
urônico por 100 resíduos de xilose, indicando que 34% das unidades de 
ácidos urônicos estavam originalmente formando ligação ester com a 
lignina.

Em experimento similar (170) , hemiceluloses foram extraídas, 
de fibras de folhas de ananás delignificada por clorito de sódio, an 
tes e após o tratamento das mesmas com boroidreto de sódio. Os produ 
tos obtidos por extração alcalina (4%) foram comparados, indicando uma 
diminuição de 28% de ácido urônico na fraçãopré-tratada com boroidreto.
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Isto demonstra que os ácidos urônicos encontram-se parcialmente es 
terificados por lignina admitindo-se/ainda, a possibilidade de ou­
tros tipos de ligações 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 licj 
nina-manana foram descritos por Meier (124) Linnell et al (116 ), 
Eriksson el al (53 ) e Fengel e Przyklenik (54 ). Os dois últimos,
concluiram que exitem ligações entre a arabinose da cadeia late 
ral da xilana e lignina. Neste caso a arabinose atua como pon
te entre o polissacarldeo e a lignina. Os resultados indicam que 
existe ainda outro tipo de ligação 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 
filtração em gel em Sepharose 4 B em 3 frações. Os açúcares 
neutros de 2 frações foram identificadas como L - arabinose, D ~ 
xilose, D-manose, D-galactose e Q-glucose, sendo o arcabouço da 
estrutura um manana (1+4) ligada. Também foi identificada uma 
cadeia de unidades de xilopiranoses ligadas (1+4) . Estes re­
sultados sugerem uma estrutura com ligações cruzadas de ligni 
na e vários tipos de hemiceluloses. Em trabalho subsequente 
(177 ) as propriedades hidrofõbicas destes complexos foram ana 
lisadas, sendo atribuidas à fração lignina e consideradas de 
extrema importância na elucidação da função biológica dos
complexos lignina- carboidrato (os esqueletos benzênicos das 
unidades de lignina nos complexos estão fortemente ligados uns 
aos outros, resultando na imobilização da hemicelulose).

Os animais ruminantes utilizam em sua dieta os polissaca 
rldeos de parede celular de vegetais como fonte de energia.A porção 
dos carboidratos digerível pelo animal é dependente da maturida
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de da planta, a qual é diretamente relacionada â quantidade 
de lignina, estando os complexos lignina - hemicelulose também 
implicados. Isto justifica o grande número de trabalhos exis - 
tentes sobre complexos lignina - carboidrato em gramíneas (32, 90, 
91, 131, 133, 178 ) . As cadeias de xilanas de gramíneas aparecem
muitas vezes interligadas através de pontes de ester com áci­
dos ferrúlico. Morrison (131 ) isolou complexos lignina - carboi 
drato de paredes celulares de gramínea com vários solventes. 0 
extrato com alcali e o com dimetilsulfõxido deram maiores 
rendimentos, sendo que o espectro de UV do DMSO apresentou 
absorção em 280 nm e uma absorção secundária a 325 nm. Esta úl 
tima absorção,devido a ligação ester, não ocorreu no extrato 
alcalino. O mesmo autor (133) constatou que os complexos iso­
lados de bainha foliar e do caule contêm maiores proporções
de lignina e maior quantidade de ácidos fenõlicos esterifica 
dos do que os > isolados do tecido foliar. Posteriormente, atra­
vés de tratamento de paredes celulares com uma preparação 
de celulase, foram isoladas duas classes de complexos carboidra
to-fenol com variações na composição dos açúcares neutros. Am 
bas continham ácido ferrúlico que foi liberados por saponi^ 
ficação, ligados ao C-3 de unidades de xilose. Foi consta­
tado, ainda, que deve haver lignina ligada covalentemente via
ponte de L-arabinofuranose (178).

Neilson e Richards (13 7 ) isolaram um complexo liçj
nina-carboidrato, do rumen de novilhas, alimentadas com gra-
mineas, que foi purificado por filtração em gel. O comple­
xo purificado apresentou 7,4% de carboidrato contendo g-glu- 
cose como principal componente, além de Q-xilose, L—arabi-
nose, L-rhamnose e traços de g-galactose e g-manose. O autor
conclue que D-xilose, , D - glucose e L — ramnose estao glicosi^ 
dicamente ligadas a lignina, embora os resultados não tenham sido 
suficientes para informar sobre a natureza estrutural da
lignina no complexo ou do sítio de ligação do açúcar à liçj_
nina.
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Se por um lado a lignina diminue a digestibilidade de vege 
tais fibrosos, por outro há indícios de que sua presença seja bené 
fica em alimentos. Deste modo, há vários estudos epidemiolõgicos so 
bre cancer de colo no homem indicando a importância da dieta ( alta 
ingestão de lipídeos 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 incidência de tumores 
intestinais induzidos em ratos. O fato foi explica,do devido às pro 
priedades antioxidantes da lignina. É possivel, também, que ocorra 
a formaçao de uma ligaçao entre a lignina e certas substâncias car 
cinogênicas (158).

A importância do conhecimento da natureza estrutural dos 
complexos poliméricos da parede celular no seu estado nativo é fun­
damental para a elucidação de suas verdadeiras funções fisiológicas. 
Deste modo, o presente trabalho tem por finalidade estudar hemicelu 
loses de madeiras duras em condições tais que suas peculiaridades 
não sejam modificadas, preservando-se os grupamentos O-acetílicos na 
sua posição original, bem como as ligações com a lignina.O material 
escolhido como modelo foi caule de Mimosa scabrella.

A M.scabrella, anteriormente denominada M.bracatinga e co­
nhecida popularmente por bracatinga, é uma Angiosperma arborescente 
que ocorre nas zonas temperadas do sul do Brasil (Paraná, Santa Ca­
tarina, Rio Grande do Sul) e em São Paulo. É uma espécie de cresci­
mento rápido, alcançando 15 metros de altura em 4 a 6 anos, que se 
presta a reflorestamento, regeneração do solo, auxílio no combate a 
erosão e produção de lenha (97 ). Instruções sobre sua cultura fo­
ram publicadas por Viana, em 1942 (186). O caule pode atingir 40cm 
de diâmetro. O reflorestamento espontâneo de florestas de bracatin­
ga ocorre após queimadas (98 ). As folhas podem ser utilizadas como 
forrageiras e foram bem aceitas pelos bovinos, apresentando 18,23 % 
de proteinas (base seca), conforme análise realizada pelo TECPAR em 
agosto de 1974. Seu caule produz lenha de alto teor calorífico. É 
empregado na construção civil, podendo ser utilizado na fabricação 
de celulose de fibra curta. Aspectos tecnológicos para a produção de 
carvao ativo e celulose, bem como parasitas de bracatinga foram pes_ 
quisados (16, 38, 126, 141).

Corrêa e colaboradores vem ha muitos anos estudando as he- 
miceluloses do caule da bracatinga (46, 47, 50, 73, 143, 197) , A hemicelu
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lose A, uma 4-0-metil-glucurono-xilana, ligada 6 (l->4) , apresentou 
alguns indícios de ligação com lignina (19-7). Uma hemicelulose com 
arcabouço estrutural semelhante a HA foi obtida do caule delignifi- 
cado,por extração com DMSO, tratando-se de uma xilana acetilada(143). 
Uma tentativa de localização dos grupos O-acetílicos neste polissa- 
candeo foi realizada pela técnica de Bouveng porém, devido a difi­
culdade na separação dos derivados 2-0 e 3-0-metil-xilose os resul 
tados não foram conclusivos. Doroso e colaboradores (50 ) estudando 
a hemicelulose B da bracatinga, descreveram como principais componen 
tes uma 4-0-metil-glucurono-xilana, uma gluoomana e, em menor proporção 
uma arabinoglucoxilana ramificada (4,0, 6,0 e 3,0% respectivamente, 
em relação as hemiceluloses totais).

Dando sequência a estes estudos preliminares pretende — se 
atingir os seguintes objetivos:

1- Estabelecer condições de extração da xilana acetilada 
nativa evitando a migração dos grupos O-acetílicos;

2- Sintetisar derivados monossacarídicos (metil 2-O-e 3-0- 
acetil-4-0-metil-(3-D-xilopiranosídeos) que sirvam de modelo para de 
terminar os fatores que causam migração de grupos O-acetílicos;

13 ~3- Analisar por espectroscopia de C-n.m.r. a migraçao dos
grupos aoetilioDS nos modelos obtidos;

4- Determinar a localização e proporções exatas dos grupos 
O-acetílicos nos polissacarídeos pela técnica de Bouveng modificada;

5- Determinar a localização de grupos O-acetílicos em xila 
nas acetiladas sinteticamente, prepadadas com concentrações varia - 
das de agente acetilante;

6- Relacionar os resultados de localização dos grupos O-a­
cetílicos por metilação (Bouveng modificado) com a espectroscopia de 
13C-n.m.r.;

7- Comprovar a existência de Lignina ligada â Xilana;

8- Estudar os tipos de ligações possíveis entre a xilana e 
a lignina;

9- Estudar os possíveis sítios envolvidos nas ligações entre 
a lignina e a xilana.
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2.1 MÉTODOS GERAIS.

As rotações óticas foram obtidas com polarímetro Perkim-Elmer, 
modelo 141, a 25°.

As análises por g.l.c. foram realizadas em cromatõgraf o Variam, 
modelo 2440, com detector de ionização de chama, utilizando-se nitro­
gênio como gas de arraste e as seguintes colunas:

(a) 3% de ECNSS sobre "gas chrom Q" de 100-120 mesh, em tubo 
de aço inoxidável 200 x 0,15cm (d.i), (detector 240°), e fluxo de nitro 
gênio 37.5 ml/min;

(b) 3% de OV-225 sobre "gas chrom Q" de 100-120 mesh, em tu­
bo de aço inoxidável de 200 x 0,15cm (d.i) a 190° (detector 240°) e flu
xo de nitrogênio a 40.0 ml/min?

(c) 14% p/p succinato de etileno glicol (LAC-4R.386) sobre
"chromosorb W" DMSC, em tubo de cobre de 100x0,4cm (d.i) a 155° (de­
tector 240°) e fluxo de nitrogênio 40 ml/min;

(d) para análise da mistura dos acetatos de 0-metil-xilito 1 
foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida de 30 m (d .i 0,25mm) 
com DB 210, em aparelho Finnegan g.l.c.-m.s. modelo 4000, acoplado a um 
sistema de dados Inco 2300. Os espectros foram obtidos por impacto de 
eletrons, repetitivamente a cada 2 segundos, desde massa 40 atê 4 20 . As 
injeções foram feitas diretamente na coluna, a 50° e então o aparelho
foi programado [40°min/até 195° (hold) J . Utilizou-se hélio como gás
de arraste, com velocidade linear de 35 cm /segundo. As áreas foram 
calculadas por triangulação (16 5) . Outras colunas de 30 m foram testa 
das?.

(e) de sílica fundida contendo Durowax - 4,
(f) de vidro, contendo OV-225,
(g) de vidro, contendo OV-17.

Para g.l.c.-m.s. dos complexos lignina-carboidrato utilizou- 
se coluna capilar com OV-225 ( f ) . O programa utilizado foi 50-182 ° 
(hold) 40°/min. e programado para massa de 40 a 420 cada 2 segundos a 
70 e/v. Foi utilizado detector por impacto eletrônicoeionização quími 
ca.

Espectroscopia de p.m.r: para ressonância de p.m.r. a amostra 
(LXC 3 acetilada) foi dissolvida em CDC13 e os espectros obtidos em
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espectrômetro Jeol. J. NM-PMx60. Os deslocamentos químicos (6) fo 
iram referidos ao TMS contido num capilar coaxial ao tubo de amostra 
(TMS externo).

. 13Espectroscopia de C-n.m.r: Os espectros foram obtidos uti 
lizando-se espectrômetro com' operação de transformação Fourier. 
Foram utilizados os aparelhos:

(a) Varian XL-100-15; soluções (10-100 mg em 0,85 ml deD20 , 
CDC13 ou DMSO-dg) contidas num cilindro coaxical foram colocadas em 
tubo de 20cm de comprimento e 12 mm de diâmetro, "spectral width"
5000 Hz, "aquisition time" 0.8s e "pulse width" 9,5 ys;

(b) Bruker AM-360-WB: as amostras contidas em 3 ml de sol - 
vente foram examinadas em tubo de 20cm e lOmm de diâmetro. Os parâme 
tros espectrais foram: "sweep width" 20 .000 Hz, "aquisition time" 0,8s 
e "pulse width" 23 ys. Os deslocamentos químicos (<S em p. p.m.) são expres- 
soa em relação a ressonância de Me4Si (TMS), determinada em experimento 
separado;

(c) aparelho de 100 MHz, com as condições espectrais acima, 
utilizado nos experimentos quantitativos, onde a relação das áreas 
dos sinais de C-l dos derivados metil 2-0-acetil-4-0-metil- e metil
3-0-acetil-4-0-metil-B-Q-xilopiranosídeos foram comparadas. Os resul 
tados encontrados foram os mesmos que os obtidos em experimentos quan 
titativos (188) (medida de Tl por modificação de Freeman Hill dos 
sinais de C-̂ ). Neste caso, utilizou-se o programa IPDNA que i um ex­
perimento com um pulso com. o desacoplador ligado durante "aquisition" 
e desligado durante a "delay" de mais de 5 vezes ao tempo de resso - 
nância de Tl. [l.03 segundo e 1.1 segundo (± 0,01) respectivamente ] 
(60), a temperatura ambiente em D 20 .

Os espectros de ultra violeta foram realizados em espectro- 
fotômetro UV-VIS Variam, modelo 635.

Os espectros de infra vermelho foram obtidos em espectrofo-
TM . .tômetro Beckman Acculeb 10, em discos de KBr ou filme de CHCI3 so­

bre célula de NaCl.

As determinações espectrofotométricas para a região do visí 
vel foram realizadas em aparelho Coleman Junior, modelo 6A.

As análises cromatogrãficas em papel (c.p.) foram reali 
zadas pela técnica ascendente, utilizando-se papel Wathman n9 1, 
com o sistema de solventes benzeno - n-butanol-piridina- ãgua -



24

(1:5:3:3 v/v fase superior) e como revelador usou-se nitrato de pra­
ta alcalino (183). As análises cromatogrãficas em camada delgada (t. 
l.c.) foram realizadas em placas (20x 20cm) de sílica gel, em supor­
te de aluminio (Merck), com 0,25 mm de espessura, empregando os se­
guintes sistemas de solventes e visualisadores respectivamente:

(a) n-Butanol-acetona-tampão fosfato pH 5 (5:5:2), em placa 
tamponada no mesmo tampão;

(b) Benzeno;
(c) Solução de clorofórmio etanol 19:1;

Visualização:
(â ) Fosfato de anilina
(b̂ ) Ãcido sulfúrico a 5% em metanol ou Ãcido fosfomolldico
(ĉ ) Observação em Lâmpada UV.

As dosagens de carboidrato total foram realizadas pelo mêto 
do fenol-ácido sulfúrico ( 51 ), leituras a 480 nm para pentoses e 
490 nm para hexoses, utilizando-se como padrões soluções de D-xilose 
ou D-glucose a 40 ug/ml; açúcares redutores foram determinados pelo 
método de Somogyi (174) e Nelson (138); ãcido urônicos pelo método de 
Bitter e Muir (25 ) usando-se ãcido D-glucurônico como padrão (14,8 
yg/ml); Cb-acetil pelo método de Hestrin ( 96 ), utilizando-se um pa - 
drão de glucose-penta-acetato (3 umoles/ml); nitrogênio total e pro- 
teina foram determinados pelo método de micro Kjeldahl (104); despro 
teinização foi realizada pelo método de Sevag (175); lignina foi de­
terminada conforme ADAMS ( 3 ) ou pelo método de Bar-lev (15) 
que consiste no seguinte:

As amostras foram cuidadosamente pesadas e tratadas com so­
lução de NaOH 5M (5 ml), durante 2 horas, em estufa a 110°, com agi­
tação ocasional. Após esfriar, o volume foi completado para 10 ml com 
ãgua destilada. Os tubos foram agitados, centrifugados, o sobrenadan 
te apropriadamente diluido e sua absorbância determinada a 280 nm, em 
relação a um padrão de ãlcool coniferilico 10 ug/ml.

Hidrólises Ãcidas (16 8) :
(a) com ãcido trifluoroacético IN ou 2N, durante 4 horas em

banho de ãgua fervente.
(b) com ãcido sulfúrico 72%, a frio, durante 2 horas (prê- 

hidrõlise). Após diluição para 7% a hidrólise foi completada, duran­
te 5 horas, em banho de ãgua fervente, (hidrólise de Saeman) .
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0 excesso de ácido trifluoracético foi removido por sucessi 
vas evaporações a vácuo, das soluções hidrolisadas. O excesso de áci 
do sulfúrico foi neutralisado com carbonato de bário até pH 4,5 -5,0 
e, o sulfato de bário formado eliminado por centrifugação. O sobrena 
dante foi tratado com resina trocadora de ions Dowex 50W-x8, forma 
H+ (200- 400 mesh).

Redução e acetilação dos produtos das hidrólises ácidas.

As amostras foram reduzidas com boroidreto de sódio, a tem­
peratura ambiente por 16 horas e tratadas com resina Dowex 50Wx8 ,
forma H+, para eliminar os ions sódio. Após filtrar, as soluções fo­
ram concentradas sob pressão reduzida, a 45°. O ácido bórico foi eli 
minado por codestilação com metanol na forma de borato de metila. Os 
alditois foram submetidos a acetilação com uma mistura de ánidrido 
acético- piridina 1:1, â temperatura ambiente por 16 horas, quando o 
processo foi interrompido pela adição de água gelada. Os açúcares ace 
tilados foram extraidos com clorofórmio. A piridina residual foi elî  
minada da preparação por tratamentos com ^SO^ 0,1 N e a solução cio 
rofórmica foi lavada várias vezes com água destilada, desidratada com 
sulfato de sódio anidro e filtrada (195) .

2.2 OBTENÇÃO DAS HEMICELULOSES .

Todas as amostras de caule de M. Scabrella utilizadas foram 
obtidas junto a coordenação do curso de Engenharia Florestal, após 
classificação, descascamento e estabilização.

2.2.1 Preparo da j3-acetil~xilana, Fração I.

Uma amostra de 20-25 cm de diâmetro foi moida em moinho Wi­
ley, com peneira de 20 mesh. A madeira moida foi extraida em Soxhlet, 
durante 24 horas, com mistura de benzeno-etanol (2:1,v/v), ( 2  ).
O extrato foi descartado e o resíduo, após secar na capela, foi sub­
metido a sucessivas extrações, por 5 horas, em banho-maria (70 ) com 
solução dè EDTA 0,2%(19 3 ), alternadas com solução de oxalato de amónio 0,25% 
( 23 ). O resíduo foi lavado com água â mesma temperatura e secado ao 
ar. Após estes tratamentos, o resíduo foi delignificado por uma com­
binação de métodos descrita por Green (83 ) . O pó (30g) foi submeti­
do a 3 tratamentos com cloro, em água gelada ( ^ 4 ) , durante 5 mi.
nutos . Ao final de cada tratamento, o material foi filtrado, o
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residuo lavado com água gelada e em seguida com álcool. A lignina cio 
rada foi extraida com solução fervente de etanolamina alcoólica (3 % 
v/v) . o residuo foi filtrado e submetido ã extração exaustiva 
com álcool, em soxhlet. A clorolignina foi analisada por U.V. A holo 
celulose obtida (28,5 g) foi tratada com DMSO ( 31 ) em frasco fechadcy 
a vácuo, em shaker a 28° durante 1 semana. Após filtração, a fração 
polissacarldica foi precipitada com etanol (4 v) e o meio tratado com 
ácido acético diluido.

0 precipitado foi dissolvido em água, centrifugado 5 minu­
tos a 2.000 x g. Descartado o residuo, o sobrenadante foi dialisado 
contra água destilada por 48 horas e reprecipitado por etanol. O pre 
cipitado foi lavado com etanol e acetona sucessivamente e secado em 
aparelho de Abderhalden (rendimento 1.8g, 6%) |a] -62 (C f^O ) ;
carboidrato total 72%; O-cetil 14%(96 ); ácido urônico 13% ( 25 )
em relação ao carboidrato dosado; lignina 6% ( 15 ); proteina 0 , 8 % 
(104); em relação ao peso.

2.2.2 Preparo das O-acetil-xilanas- frações II e III.

Discos obtidos em diferentes alturas de caules provenientes 
de 5 árvores diferentes, foram convertidos a serragem, que foi desLi 
pidificada com solução de Benzeno-Etanol (2:1 v/v), a 28°, em Shaker,
3 vezes (12 horas cada). O resíduo (30g) foi tratado com cloro, em 
água gelada, da mesma forma que a fração I. Para remover a lignina 
degradada o resíduo foi extraído com etanol 3 vezes (12 horas cada ) 
á temperatura ambiente, com agitação. O material insolúvel foi extra 
ido com DMSO , conforme descrito para a fração I ( rendimento 0,4%); 
carboidrato total 76%; ácido urônico 15%; acetil 9%.

Em experimento similar, apenas utilizando-se etanol ferven­
te em vez de etanol a frio, obteve-se a fração III (rendimento 0,5%) 
carboidrato total 77%, ácido urônico 15% e acetil 8,2%.

2.2.3 Preparo da O-acetil-xilana, fração IV.

Neste caso, o pó da madeira (usado na fração I) foi deslipi 
dificado em Soxhlet com uma solução de benzeno etanol (2:1 v/v ) e 
em seguida tratado três vezes com oxalato de amónio a 70°, por 5 ho­
ras, seguido por extração com EDTA 0,2% (193). Em seguida ao tratamen
to com cloro (da mesma forma que a fração I), o material, após secar,
foi extraido em soxhelet, com etanol (55-60°) durante 20 horas. O po 
lissacarídeo foi obtido por extração com DMSO, da maneira usual (ren 
dimento 0,3%); carboidrato total 76%; acido urônico 13%; acetil a 11,4%.
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Todas as 4 frações foram hidrolisadas com TFA 1 N, reduzi­
das, acetiladas e analisadas por g.l.c. (col a e b).

2*2.4 Preparo das xilanas parcialmente acetiladas por sintese
(Frações V e VI) e da xilana peracetilada .

Xilana (0,5g , da Nutritional Biochemicals corp, Cleveland 
Ohio) foi dissolvida em formamida (20/ml) permanecendo em um banho- 
maria fervente durante 16 horas. Piridina (0,3ml) foi adicionada , 
mantendo-se o sistema em agitação. Adicionou-se então, gota a gota, 
uma solução de anidrido acético (0,18 ml; 0,5 equivalentes) em for 
mida (3ml) e a mistura reativa permaneceu â temperatura ambiente por 
16 horas, sendo a reação interrompida com ãgua gelada, a mistura dia 
lisada e liofilisada (Fração V) . Em outro experimento nas mesmas con 
dições, utilizou-se 1 equivalente de anidrido acético (0.36 ml) por 
mol de xilana, obtendo-se a fração VI. Em um terceiro experimento , 
utilizou-se 10 equivalentes de anidrido acético (3,6 ml) por mol de 
xilana, obtendo-se a xilana , peracetilada.

2.2.5 Extração alcalina, preparo das hemiceluloses A e B.

A mesma serragem deslipidificada e despectinizada utiliza­
da para a obtenção da fração I, foi submetida a extração com hidró­
xido de sódio a 8% sob atmosfera de nitrogênio (fluxo continuo), du 
rante 16 horas, a temperatura ambiente, com agitação, de acordo com 
Whistler and Feather (188) . Boroidreto de sódio foi utilizado du­
rante a extração a fim de evitar a degradação oxidativa dos polissa 
carideos. O resíduo foi filtrado por pano, a vãcuo e lavado exausti 
vãmente com ãgua destilada. O extrato alcalino e os líquidos de la­
vagem foram reunidos e neutralizados com ãcido acético a 50%, até 
pH 5. Nestas condições a fração hemicelulose B permaneceu em solu - 
ção . As duas frações hemicelulõsicas foram separadas por centrifu 
gação, após 24 horas de repouso a 4o . O precipitado de hemicelulose 
A foi lavado sucessivas vezes com ãgua acidulada com ãcido acético 
a pH 4,5 (para eliminar traços de HB e sais), redissolvido em NaOH 
1 N, em atmosfera de nitrogênio e centrifugado (para eliminar even­
tuais traços de serragem). O sobrenadante foi dialisado contra ãgua 
corrente durante 48 horas, precipitado com etanol (4v), lavado duas 
vezes com acetona e secado a vãcuo no aparelho de Abderhalden, a 50o, 
|'a] 2d5= -60 ;lignina 1,4% ; proteina 0,9%. A fração hemicelulose B foi 
concentrada em evaporador a vãcuo a 40°, precipitada com etanol (4v)
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e centrifugada 15 minutos a 2.000xg. O precipitado, (hemicelulose B) 
foi dissolvido em NaOH diluida, neutralisado com ácido acético a pH 5, 
centrifugado 10 minutos a 2.000xg, e o sobrenadante límpido dialisa 
do durante 48 horas em água corrente. A hemicelulose B foi repreci 
pitada e lavada com etanol e acetona e secada a vácuo a 50° em apa-

i -  2 0relho de Abderhalden, |aj ^ -63,3; lignina 1,4%; proteina 1%.

2.2.6 Obtenção de Klason Lignina ( 3 ).

O pô de bracatinga (lg) deslipidificado e despectinisado foi 
tratado com 72% (15 ml) por duas horas, a frio. Após diluir a
concentração do ácido para 7%, a hidrólise foi completada, por 5 ho 
ras sob refluxo. O material foi filtrado por placa porosa e lavado 
com água destilada ati que todo o ácido foi eliminado . O resíduo 
Klason lignina (padrão) foi secado a vácuo, em atmosfera de pentõxi 
do de fósforo e analisado por UV e IR.

As frações hemicelulõsicas, O-acetil-xilana, (fração I) , 
hemicelulose Ae B receberam o mesmo tratamento que o pó de madeira. 
Os resíduos insolúveis foram coletados por centrifugação,lavados com 
água até pH neutro, secados em atmosfera de pentóxido de fosforo, pe 
sados e analisados por UV e IR comparativa.mente ao padrão de Klason 
lignina.

Os resíduos das hidrólises ácidas das hemiceluloses, o pa­
drão de Klason lignina e um padrão de álcool coniferílico previamen 
te tratado com ácido foram tratados com boroidreto de sódio, aceti- 
lados e analisados por g.l.c. (coluna b) .

2.3 LOCALIZAÇÃO DOS GRUPOS O-ACETÍLICOS NAS XILANAS, PELO 
MÉTODO DE BOUVENG MODIFICADO . POR CORRÊA

A determinação de grupos O-acetílicos nas xilanas foi fei­
ta pelo método de Hestrin ( 96 ) e a localização dos mesmos pelo mê 
todo de Bouveng ( 30 ) modificado por Corria et al (4.7 ) .

2.3.1 Tratamento das xilanas com fenilisocianato.

As xilanas (frações I,II,III,IV,V e VI) foram secadas a vá 
cuo, em atmosfera de pentóxido de fósforo, e toda a sequência que 
conduziu a localização dos grupos O -acetílicos foi efetuada para
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cada fração. Uma aliquota de cada (50 mg) foi dissolvida em N,N di- 
metilformamida anidra (5ml) e tratada com fenilisocianato durante 
12 horas a 50°( 19 ) . 0 polissacarldeo foi precipitado com etanol , 
centrifugado, lavado 3 vezes com o mesmo solvente, secado a vácuo em 
atmosfera de pentõxido de fósforo e submetido a um segundo tratamen 
to com fenilisocianato, nas mesmas condições.

Os derivados fenil carbamato dos O-acetil xilanas foram a­
nalisados por IR.

2.3.2 Metilação e desacetilação simultânéa das O-acetil-xilanas-
fenilcarbamato.

Cada amostra (50 mg) foi dissolvida em tetrahidrofurano ani 
dro (10 ml) contendo hidróxido de sódio pulverizado e seco (1 g). O 
sistema foi mantido sob agitação e dimetilsulfato (1.5 ml) foi adi­
cionado gota a gota. Após 24 horas a temperatura ambiente, a reação 
foi interrompida. O sistema foi resfriado a 0o, o excesso de NaOH 
neutralisado com I^SO^ 0,5 M e o tetraidrofurano removido por des­
tilação. A xilana fenilcarbamato metilada foi extraída com clorofõr 
mio e a solução clorofórmica tratada com sulfato de sódio anidro. 
Após a evaporação do solvente o material foi secado em atmosfera de 
pentõxido de fósforo. Toda a operação foi repetida.

2.3.3 Remoção dos grupos fenilcarbamoilas.

A xilana fenilcarbamato metilada foi dissolvida em DMSO 
(5 ml) e tratada com hidreto de sódio, permanecendo a temperatura
ambiente durante 16 horas. O met i 1 sulfinil carbanion formado em
excesso foi decomposto pela adição de água (0,25 ml) e o polissaca­
rldeo parcialmente metilado foi precipitado com etanol (3 vol), res 
suspendido em água, precipitado com etanol e secado.

2.3.4 Metanólise das xilanas parcialmente metiladas.

O polissacarldeo parcialmente metilado (10 mg) foi tratado 
com metanol contendo cloreto de hidrogênio a 3%, a 100 , durante 5
horas. A mistura reativa foi neutralizada com carbonato de prata e
filtrada em placa porosa. O sobrenadante foi concentrado e analisa­
do por g.l.c. na coluna (c).
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2.3.5 Hidrólise, redução e acetilação das xilanas
parcialmente metiladas.

Uma amostra da xilana parcialmente metilada (20 mg) foi tra
tada com í^SO^ a 72% (0,5 ml) a frio, durante 1 hora. Adicionou-se
H20 (4 ml) e o material foi hidrolisado a 100° durante 4 horas. Após 
neutralização com carbonato de bário, os açúcares foram reduzidos 
com NaBH^, acetiladas,e os acetatos de alditois analisados porg.l.c. nas 
colunas (a) e (d).

2.3.6 Analise das O-acetil-xilanas por C - n.m.r.

13As O-acetil-xilanas foram analisadas por C-n.m.r., con­
forme os materiais e métodos gerais.

2.4 ESTUDO DE MIGRAÇÃO DOS GRUPOS O-ACETlLICOS 
NOS POLISSACARÍDEOS.

2.4.1. Tratamento das O-acetil-xilanas (frações V e VI) 
com cloro.

Soluções das O-acetil-xilanas (100 mg) em água (20 ml) fo­
ram esfriadas a 0° e cloro foi borbulhado durante 15 minutos, man -
tendo-se a temperatura com adição de gelo. O material foi dialisado

13durante 18 horas, liofilisado e analisado por C - n.m.r.

2.4.2 Tratamento das O-acetil-xilanas a 70° (frações V e VI)

Soluções das O-acetil-xilanas (25 mg) em água (5 ml), fo­
ram aquecidas a 70°, durante 64 horas. 0 mesmo tratamento foi rea­
lizado com as amostras dissolvidas em dimetilsulfõxido. Os polissa 
carideos foram também refluxados em etanol, permanecendo em suspen­
são, durante 18 horas. Após este tratamento as amostras foram anali

o 13„sadas por C - n.m.r.
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2.5 SÍNTESE DOS PADRÕES METIL 2-0-ACETIL-4-0-METIL -
e-D-XILOPIRANOSIDEO E METIL 3-O-ACETIL-4-0-METIL -
e-D-XILOPIRANOSIDEO ( f ig. 11) . ~ ~

2.5.1 Obtenção do metil 3,4—0—isopropilideno— $—D—arabinopirano—
sideo.

Metil B-g-arabinopiranosídeo (1, fig. 11) (sigma, 10g),foi agitado 
em acetona (400 ml), contendo uma gota de ácido sulfúrico e sulfato 
de cobre anidro. Após 18 horas a suspensão foi filtrada e o filtra­
do neutralizado pela rapida adição de piridina (10 ml). A solução 
foi evaporada a um xarope e agitada com uma mistura de acetato de 
etila (450 ml) e bicarbonato de sódio aquoso a 5% (50 ml). A fase 
do acetato de etila foi separada (por partição) e evaporada a um xa 
rope (7,7g), contendo o derivado 3,4-isopropilideno (2) . 0 metil gli 
cosídeo original que não tenha reagido permaneceu na fase aquosa.

2.5.2 Obtenção do metil 3, 4 - O-isopropilideno 2-Qgp-toluenosulfonil
B-g-arabinopiranosideo (.3) .

Metil 3,4-Or isopropilideno B-g-arabinopiranosídeo (7,7 g) 
em piridina (100 ml) foi tratado com cloreto de p-toluenosulfonila 
(13g), por 20 h a 40°. O sistema foi esfriado com a mistura de ge-
lo-seco-acetona e água. O excesso de reagente foi destruido após o 
sistema atingir a temperatura ambiente. Adicionou -se clorofórmio 
(400 ml) e solução de bicarbonato de sódio a 5% (100 ml). Após agi­
tar, a camada clorofórmica foi evaporada a fim de promover a crista 
lização. O produto (_3) foi recristalizado em etanol (11,9g) e apre­
sentou ponto de fusão 133°, de acordo com a literatura. (134) .

2.5.3 Obtenção do metil 2,3-anidro-B-g-ribopiranosideo (5).

Metil 3,4-O-isopropilideno - 2-O-p-tolu enosulfonil B~g - 
arabino piranosldeo (11,9g) foi parcialmente hidrolisado com ácido 
acético a 80% (100 ml), a 100° durante 4 horas. A solução foi evapo 
rada e o resíduo secado exaustivamente a fim de remover completamen 
te o ácido acético. O produto resultante, metil 2-O-p-tolueno sulfo 
nil B-g-arabinopiranosídeo (4) foi tratado com metóxido de sódio 
(2g de sódio 500 ml metanol). Após 18 horas a temperatura ambiente, 
a solução foi neutralisada com gelo seco e evaporada a um resíduo
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que foi tratado com acetato de etila e água (partição). A fase do 
acetato de etila foi evaporada obtendo-se o metil 2,3-anidro-B-D-ri 
bopiranosldeo (5) cru. 0 bicarbonato de sódio e p-toluenosulfonato 
de sódio permaneceram na fase aquosa ( 14 ) .

2-5.4 Obtenção do metil 2,3-anidro-4-0-metil 6-D-ribopiranosídeo (6)

O metil 2,3 anidro 3-Q-ribopiranosídeo (3,6g) previa - 
mente obtido, foi agitado em iodeto de metila (20 ml) contendo óxi­
do de prata (12 g) e peneira molecular (4 A, 10 g). A finalidade da 
peneira molecular foi remover a água que poderia reagir formando sub 
produtos. Após 18 horas a mistura reativa foi diluida com dicloro me 
tano, filtrada e o filtrado evaporado. O residuo foi cristalizado em 
hexano, originando o metil 2,3 -anidro 4-0-metil-g-D-ribopiranosi - 
deo (3,05g) (6) com ponto de fusão 76° (10-0) .

2.5.5 Metil 3-O-benzil -4-0-metil-B-g-xilopiranosídeo (7).

Potássio (0,lg) foi dissolvido em álcool benzilico (5 ml), 
sob fluxo contínuo de nitrogênio a fim de prevenir combustão. Adicio 
nou-se metil 2, 3-anidro-4-0-metil 13-Q-ribopiranosídeo (£; 0,7g) e a 
mistura foi mantida a 125° durante 4 horas. A soluÇão foi neutralisa 
da com ácido acético, adicionou-se água (50 ml) e o produto metil-3- 
O-benzil-4-O-metil 8-Q-xilopiranosideo (7) foi extraido com clorofõr 
mio (100 ml). Após a evaporação do solvente, o resíduo cristalisou e 
foi recristalisado em hexano, dando um produto (0,83g), m.p. 120° ,
['al‘L5 - 420 (c 1,3 etanol); 13C-n.m.r. 100 MH (cloroformio-d) ; 6 138.6, 
128.5, 127.9, 127.8 (carbonos aromáticos), 103,9 (C-l), 81.0, 79.0 ,
74.1 (CH2 do benzil) , 72.2, 62.0 (C-5) , 58,4 e 56.7 (OCH3) . Análise 
elementar calculada para C14H2Q05: C, 62.67; H, 7.51. Valor encontra 
do C, 62.78; H, 7.45.

2.5.6 Metil-2-0-acetil-3-0 - b e n z i l - 4-0-metil-3-D-xilo piranosideo(8).

O composto 7 (0,67g) foi dissolvido em piridina (2 ml) con
tendo anidrido acético (1 ml), aquecido a 100 durante 15 minutos e 
evaporado até a obtenção de um xarope.' A recristalizaçao em hexano 
originou o produto (8̂) (0,65g) m.p. 42°, [a] ̂  - 18 (c 0.8, etanol).
13ç_n.m.r.; 100 MHZ (cloroformio-d) 6 169.6 (C=0), 138.5, 128.4 ,
127.8, 127.6 (carbonos aromáticos) 102.2 (C-l), 80.5, 79.6, 74,2
(CH2 do benzil), 72.1, 62.9 (C—5), 58.7, 56.4 (OCH3 s), 21,0 (CH3). 
Analise elementar calculada para ^]_g^22^6" C,61.92; H.7.15 Encon 
trado; C,61.98; H, 7.15.



2.5.7 Metil 2-0-acetil-4-0-metil-3-Q-xilopiranosideo (9J .

Do composto dbtido (8) (200 mg) foi removido o grupo benzi 1 por hi- 
drogenólise em ácido acético (10 ml) usando 5% de paládio em carvão ati­
vo cano catalizador. A mistura reativa foi filtrada e o filtrado liofili- 
zado, originando un resíduo que foi extraido com diclorometano gelado.nr
Obteve-se assim um dos produtos finais (9) (135 mg) | a] -48° (c 0,9 etanol).
13C-n.r.m. 100 MH (EMSCHL.) : 169,14 (C = 0), 101,44 (C -1), 79.1, 73.4, 72.9, 62.7
(C —5) 58.1, 55.7 (0CH3's) 20.77 (CH3) . C-n.m.r. (DMSO-dg a 50o): 6 169.04 (0=0),
101.50 (0- 1), 79.1, 73.5, 72.8, 62.8 (C-5) , 58.0, 56.6 (OCHo's) 20,70 (CHo). 
13C-n.m.r. (D̂ O) : 6 174.74 (0 = 0), 102.8 (C -1), 79.5, 74.6, 73.3, 63.5 (C-5),
59 .4, 58.0 (0H3's), 21.56 (CH3) . Análise elementar calculada para 
09h16°6: C 49, 08 ; H7,32. Encontrado: C, 49 .22; H, 7.09.

2.5.8 Obtenção da mistura de 2-0- e 3-0-acetatos de metil
4-0-metil-B-g-xilopiranosideos(9 e 14/.

Metil 2,3-anidro-4-0-metil-8-g-ribopiranosídeo (6; l,5g ) 
foi tratado com uma solução de hidrõxidò de bário a 4% (50 ml) , a
100°, durante 20 horas. Após tratamento com gelo seco, o carbonato 
de bário formado foi eliminado por filtração. 0 filtra 
do foi evaporado e, do resíduo cristalisado em eter, obteve-se o me 
til-4-0-metil-8-Q-xilopiranosldeo (10; l,04g). Ponto de fusão 93°. 
13C-n.m.r. 100 MHz (DMSO-dg, 50°): 6 104,40 (C-l) 79.3 (C-4), 75.3,
73.1, 62.7 (C-5) 57.9, 55.7 (OCHA's). O metil 4-O-metil-B-Q-xilopi-
ranosídeo (!L0; 0,54g) foi dissolvido em N,N. dimetil-formamida (3ml) 
e adicionou-se óxido de prata (3,0g). Brometo de benzila (0,43 ml ;
1,2 equivalentes) foi gotejado ã suspensão, que foi mantida em agi­
tação durante 18 horas. A mistura reativa foi diluida com diclorome 
tano, filtrada e o filtrado evaporado ati xarope. Análise em t.l.c. 
(solvente d) indicou sinais correspondentes ao material não modifi­
cado com (Rf 0,2;10 ); mono 0-benzil derivados (Rf 0,4 ; 11e 7 ), e 
di-O-benzil derivado (Rf 0 , 7; 12/ . Por separação em coluna de ácido 
silícico obteve-se o di-O-benzil-derivado (0,08g; eluente: CHCl^) e 
os mono-O-benzil derivados |0,35g; eluente CHCl^-MeOH (50:1 v/v )J.
A última fração contêm os derivados 2- e 3—0 benzilados (1_1 e 1) numa

- 13relação de 2,5:1 de acordo com a area do sinal de C-l em C-n.m.r.
■^C-n.m.r. do 2-O-benzil-derivado: (100 MHz, CHCl^-d): ô 138.56 ,
128.50, 128.03, 127.81 (carbonos aromáticos), 104.8 (C-l), 82.0 ,
79.1, 75 .1, 74.2, 63 .2 (C-5), 58.7, 56 .8 (OCH3' s). Os sinais dos deslo­
camentos químicos do 3-0-benzi 1 derivado já foram 'anteriormente indicados.

33
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A mistura de 2- e 3-0-benzil derivados de 4-0-metil- 8 - D- 
xilopiranosldeo (11 e 7) foi tratada com anidrido acético e piridi-
na conforme descrito nos métodos gerais e transformados em seus ace

13 —tatos 13 e 8_. C-n.m.r. (100 MHz) do componente 3 - acetato ( 13 )
(CHCl^-d) ; 6 170,12 (C=0), 128 .3, 127.9 , 127 .6 (carbonos aromáticos),
105.1 (C-l) , 79 .0, 77.6, 74 .6, 74.2, 63 .2 (C-5), 58.5, 56 .45 (OCÎ s)
21,07 (CH3); (DMSO-dg, 50°) 6 169.36, 104.1 (C-l), 76.9, 75.8,70.9,
62.5 (C-5), 57.5, 55.9 (OCH3's), 20 .79 (CH3) ; (D20) : <5 174 .30 (C=0),
104.8 (C-l), 77.8, 76.9, 72.2, 63.7 (C-5), 59.2, 58.4 (OCH3's ) ,
21.68(CH3). A remoção do grupo berizil com paládio em carvão ativo em 
ácido acético, na presença de hidrogênio resultou numa mistura de
3-0 (14) e 2-0 acetatos (9) de 4-O-metil-6-D-xilopiranosí.deos, numa 
relaçao de 2,3: 1 , conforme determinado por espectroscopia de C-nmr.

2•6 ESTUDO da migraçao DOS GRUPOS O-ACETÍLICOS 
NOS MODELOS MONOSSACARlDieOS.

2.6.1 Migração dos grupos O-acetílicos dos derivados
metil O-acetil-4-O-metil-B-D-xilopiranosideos. (9 e 14)

Os derivados 2-0 e uma mistura contendo 70% do 3-O-acetil- 
xilopiranosídeos foram dissolvidos em D20 e submetidos às seguintes 
condições: temperatura ambiente durante 3 dias; 50° durante 3 e 21
horas; 70° num intervalo de 0 a 100 horas; apõs cada tratamento as

~ 13soluçoes foram analisadas por C-n.m.r.
O derivado 2-O-acetil foi dissolvido em DMSO-d^ e submeti­

—  6
do as seguintes condições: temeratura ambiente durante 3 dias; 50
durante 21 horas; 70° durante 3 e 19 horas; após cada tratamento as

~ 13soluçoes foram analisadas por C-n.m.r.

2.6.2 Tratamento do metil 2-0-acetil-4-0-metil-8-B- 
xilopiranosídeo (9̂) com cloro.

Numa solução aquosa de 9̂ (23 mg/5 ml) esfriada 0 a 4o, borbu
lhou-se gas cloro durante 15 minutos. O produto foi extraido com
acetato de etila, que foi lavado com água (2 x), evaporado a um xa-

13rope, e analisado por espectroscopia C-n.m.r. (D2°)•
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2.7 ASSOCIAÇÃO EMTKB A XILANA E COMPOSTOS FEMÕLICOS (LIGNINA).

2.7.1 Fracionamento da O-aceti1-xilana (Fração I) em coluna de
DEAE celulose.

Uma amostra de O—acetil—xilana (fração I, 150 mg) em água 
(5 ml) foi aplicada a uma coluna (20 x 2 cm) de resina trocadora de 
ions, DEAE celulose, forma cloreto, e eluida sequencialmente comH?0, 
soluções de NaCl (0.1, 0.3 e IN) e com ácido acético 10%. O fluxo 
foi mantido a 2 ml/min. As 5 frações obtidas, de acordo com a ordem 
de eluição foram denominadas Ia, Ib, Ic, Id e Ie; alíquotas (2 mg) 
de cada fração foram hidrolisadas com TFA IN, os açúcares converti­
dos a acetatos de alditois e analisados por g.l.c., (coluna b) con­
forme mostra a tabela VI.

A fração mais abundante (Ib) foi dialisada contra água cor 
rente, durante 24 horas e precipitada com etanol (4 V). O precipita 
do, obtido por centrifugação foi lavado com etanol, acetona e seca­
do a vácuo. (78 mg), [a]^- 81 (c 0,25 H20).

2.7.2 Filtração em gel das O-acetil-xilanas Fração Ie Fração Ib.

As hemiceluloses (Fração I e Ib) foram dissolvidas (3 mg de 
cada) em tampão fosfato de sódio 25 mM (pH 7,2) e gel permeados iso 
ladamente em coluna (38 x .0.8 cm) de Bio Gel P300. As colunas foram eluL 
das com o mesmo tampão e as frações analisadas para carboidrato (fe- 
nol sulfúrico) e lignina (D.O. a 280 nm) . Os perfis de eluição estão 
mostrados na fig. 18.

2.8 ESTUDO DA LIGAÇÃO ESTER ENTRE O ÃCIDQ 4-O-METIL- 
GLUCORÔNICO BA XILANA E COMPOSTOS FEMÓLICOS (LIGNINA) .

• A hemicelulose (40 mg) em água (20 ml) foi tratada alterna
damente com gotas de uma solução de boroidreto de sõdio (1M) e de 
ácido bórico (1M), mantendo-se o pH em torno de 7-7,5. Apõs duas ho 
ras, adicionou-se NaBH^ até pH 8,67 e a solução permaneceu em repou 
so por 12 horas. O polissacarldeo foi precipitado com etanol (4 V) 
e o sobrenadante analisado em UV (280 nm). O polissacarldeo precipi 
tado foi suspendido em água e dialisado. Todo o processo foi repeti 
do mais duas vezes. Ãcidos urônicos e lignina foram determinados com
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relação ao carboidrato total nas amostras antes e após as 3 reduções 
tamponadas, pelos métodos de carbazol (25 ) e Bar-lev (15 ) respec­
tivamente .

Aliquotas da hemicelulose antes e apõs o processo de redu­
ção tamponada foram hidrolisadas com TFA IN e os açúcares constitu­
intes analisados na forma de acetatos de alditois. (coluna a).

2.9 OBTENÇÃO DOS COMPLEXOS LIGNINA-CARBOIPRATO- 
ESTUDO DA LIGAÇÃO 1T1R ENTRE A XILANA E 
COMPOSTOS FENOLICOS (LIGNINA).

2.9.1 Obtenção do complexo lignina-carbòidrato por degradação dos
carboidratos com metaperiodato de sódio.

Amostras da fração I (previamente desacetilada com alcali), 
hemicelulose A e hemicelulose B (100 mg) foram tratadas com solução 
de metaperiodato de sódio 0,05 M (20 ml), e mantidas ã temperatura 
ambiente, na obscuridade, durante 15 dias. A reação foi interrompi­
da pela adição de etileno glicol (0,5 ml) e as soluções dialisadas 
contra água corrente por 24 horas. As amostras foram então reduzi - 
das com um excesso de NaBH., durante 5 horas e dialisadas contra ã- 
gua corrente durante 24 horas. As frações não dialisáveis foram reo 
xidadas nas mesmas condições e, após redução e diãlise, os produtos 
foram tratados com H2S04, sendo a concentração final do ácido IN, 
por 24 horas. Os precipitados formados na adição do ácido foram cen 
trifugados e lavados originando complexos lignina-xilose (LXC) pre­
cipitados. Os sobrenadantes foram dialisados em água corrente por 
48 horas e concentrados a secura emlevaporador rotatório, obtendo-se 
os complexos lignina-xilose (LXC) sobrenadantes.

2.9.2 Obtenção preparativa do complexo lignina-carboidrato 
(LXC), a partir de hemicelulose A.

Hemicelulose A (5 g)foi oxidada com periodato de sódio (2 x ) 
da mesma forma que as amostras anteriores (HA, HB e fração I desace 
tilada). Os complexos lignina-xilose precipitado e sobrenadante ob­
tidos, foram denominados, respectivamente LXC^ e LXC2*

Outro complexo lignina carboidrato foi obtido a partir de 
hemicelulose A, por oxidação com metaperiodato de sódio (LXC3). Neste
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caso foi realizado somente um tratamento com metaperiodato de sódio.

2.9.3 Obtenção de lignina por hidrólise de Hemicelulose A
com ácido trifluoracético.

Hemicelulose A (10g) foi hidrolisada com TFA 2N (1000 ml ) 
durante 5 horas, a refluxo e, em seguida dialisada contra água cor­
rente por 48 horas. O material não dialisável, foi centrifugado, la 
vado, secado e denominado lignina TFA. A lignina TFA (180 mg) foi 
acetilada com uma mistura de anidrido acético e piridina e analisa­
da por 1H-n.m.r. em solução de CDC13.

2.10 ANÃLISE DOS COMPLEXOS LIGNINA-CARBOIDRATO.

2J.0.1 Análises Gerais .

Os complexos lignina-xilose (LXC) foram analisadas por UV; 
IR, hidrolisados com H2SO4 72%, reduzidos, acetilados e analisados 
por g.l.c. na coluna b.

Amostras (20 mg) de LXC-̂  e LXC2 foram suspendidas em DMSO 
seco (3 ml) e tratadas com metilsulfinil carbanion (4,5 meq) 
em atmosfera de nitrogênio, por 18 horas, a temperatura ambiente e 
dialisadas contra água corrente por 24 horas. O material não dialisá 
vel foi concentrado, hidrolisado com H2SO4 72%, reduzido com NABH^, 
acetilado e analisado por g.l.c. (coluna b) . Tratamento semelhante 
foi feito utilizando-se NaOH e KOH 2N em vez do metilsulfinil car­
banion.

2.10.2 Metilação dos complexos lignina-carboidrato (XLC) e do
padrão de álcool coniferilico.

A metilação dos complexos lignina-carboidrato foi realiza­
da pelo método de Hakomori ( 87), modificado por Sanford e Conrad 
( 160) . Amostras dos complexos obtidos (LXC^ e LXC2) e do padrão de 
álcool coniferilico foram dissolvidos em DMSO (5 ml) e tratadas com 
metilsulfinil carbanion (4,5 meq), em atmosfera de nitrogênio, sob 
constante agitação e ã temperatura ambiente durante 5 horas. Forma­
do o alcóxido, iodeto de metila (1 ml) foi gotejado. Após 16 horas, 
adicionou-se água ã mistura reativa e o material foi extraido com
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clorofórmio (3 x) concentrado à secura e metilado novamente , pelo 
mesmo método. Os produtos metilados foram hidrolisados com ácido 
fõrmico 90% (3 ml, 2h, 100°) . Após remoção do ácido fõrmico por eva 
poração, a hidrólise foi completada com H2SC>4 0,5N a 100°, durante 
12 horas. O excesso de ácido foi neutralisado com carbonato de bá - 
rio e o material foi analisado por g.l.c. (coluna b ) e t.l.c. (sol­
vente b) . A faixa do cromatograma que apresentou fluorescência em u.V. 
foi isolada por t.l.c. preparativa e analisada por g.l.c.-m.s.

Uma amostra de LXC-̂  (10 mg) foi metilada 2 vezes, e hidrolisada 
com ácido sulfúrico 72% (0,5 ml) em banho de gelo por 1 hora. Adicio 
nou-se água (4 ml) e a hidrólise foi completada a 100°, durante 4 

horas. O produto foi reduzido, acetilado e analisado por g.l.c. (co­
luna a) e, analisado por g.l.c.-m.s. sem o fracionamento por t.l.c.

2.10. 3 Filtração em gel do complexo lignina-carboidrato .

Aliquotas de LXC2 (3 mg) foram dissolvidas em tampão fosfa 
to de sódio 25 mM (pH 7.2) e aplicadas separadamente em colunas 
(38x0.8 cm) de Bio Gel P30, P100 e P300 . As colunas foram eluidas com 
o mesmo tampão. Frações (1,5 ml) foram coletadas a temperatura ambi 
ente e analisadas para lignina (D.O. 280 nm) e carboidratos ( D. 0. 
480 nm). Os perfis de eluição estão indicados na figura 31.A , B ec. 
O complexo lignina carboidrato (LXC^ 3 mg), foi dissolvido em tam­
pão fosfato 25 mM e aplicado:

(a) em cdLuna (38 x 0,8 cm) de Sephadex G50 (fig. 32.A) ;
(b) em coluna (38 x 0,8 cm) de Bio Gel P100(-fig. 32.B);
(c) em coluna de DEAE celulose forma Cl; a amostra foi elu 

ida com água, o volume foi reduzido a 0,3 ml e o mesmo material foi 
aplicado em coluna de Bio-gel P300 (fig. 31.C) .

Todas as frações coletadas foram analisadas para carboidra 
to e lignina.

2.11 HIDRÓLISE ENZIMÃTICA.

Hemicelulose A (1 g) foi suspendida em água (45 ml) e aque 
cida a 70° durante 16 horas. Após esfriar, adicionou-se 4,5 ml de 
tampão acetato 0,5 M, pH 5 e 0,4 ml de uma solução de celulase Bio­
ferm (20 mg/ml). Paralelamente fez-se um controle, contendo água , 
tampão e enzima. O experimento foi realizado a 36°.
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Foram retiradas alíquotas nos tempos zero, 18,26 e 43 ho­
ras e determinado o poder redutor pelo método de Somogyi - Nelson - 
(138 ). A amostra e o controle foram isoladamente precipitados com 
etanol gelado(4°,3v) e centrifugados em centrífuga refrigerada (9.000 RPM, 
15 minutos).. O precipitado da amostra foi denominado HAEp^ No sobre 
nadante etanõlico do controle determinou-se DO a 2 80 nm(=zero) e no 
sobrenadante etanõlico da amostra HAE s^, determinou—se a concentra 
ção de açúcar total (332,0 mg) e a absorbância a 280 nm.

Após a remoção do etanol por evaporação a vácuo (40°),cbser 
vou-se que parte do material precipitou, o qual foi separado da por 
ção solúvel em água. Esta foi aplicada em coluna de DEAE celulose, forma 
Cl- e eluida sequencialmente com í^O, NaCl 0,25N e NaOH o,3N. As fra 
ções eluidas com NaCl e NaOH foram filtradas por coluna de Bio Gel 
P100 e eluidas com tampão fosfato, pH7,2 (perfis de eluição figura 
33. I e II) .

O material não hidrolisado pelo 19 ciclo de hidrólise enzî  
mãtica (HAEp^) foi ressuspendido em 45 ml de H2O e 4,5 ml de tampão 
acetato 0,5M e incubado nas mesmas condições anteriores. A partir de 
23 horas não houve aumento de teor de açúcar redutor.

A uma aliquota desta solução (1 ml) adicionou-se o substra 
to original (200 ug) e determinou-se o poder redutor. Adicionou -se 
ao sistema total 0,2 ml de solução de enzima e alíquotas foram ret:L 
radas nos tempos zero, 5 h, 21 h, 29 h e 45 h. O material não hidro 
lisado foi precipitado (HAEp?) com etanol a 4o (3 vol), e centrifuga­
do a 9.000 RPM durante 15' (experimento para testar a estabilidade da enzima).

O precipitado HAEp2 total (328 mg) foi dissolvido em 45 ml 
de H20, e reincubado com 0,2 ml de solução de enzima. A fração não 
hidrolisada foi precipitada com etanol como das 2 vezes anteriores 
(HAEp3).

O resíduo HAEp3 (284 mg) foi suspendido em água; uma alí - 
quota foi dissolvida ero NaOH diluida e centrifugada. No sobrenadan— 
te determinou-se o espectro de absorção por U.V.

O material HAEp3 foi tratado com NaBH4, a quente, dializa- 
do e novamente centrifugado. O precipitado foi descartado eo sobrena 
dante desproteinizado 3 x pelo método de Sevag (175 ) • Uma alíquota
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do material desproteinizado foi aplicada em coluna de Bio Gel P100 
e eluido com tampão fosfato 25 mM; pH7,2 (figura 34).
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3. R E S O L T A D O S  E D I S C U S S Ã O

3.1 OBTENÇÃO DOS POLISSACARÍDEOS.

Escolhido o caule de Mimosa scabrella como modelo para o 
estudo da O-acetil-xilana e complexo lignina-xilana em madeiras du­
ras, procurou—se inicialmente um método de extraçao que preservasse 
as características nativas do polímero. Para obter uma amostragem mi 
dia representativa foram utilizados discos de madeira provenientes 
de diferentes alturas (base, meio e topo), de 5 árvores, com idades 
de 4 a 7 anos. Apõs moagem, o pó foi tratado com uma mistura de ben 
zeno e etanol, a fim de se eliminar lipídeos, ceras e pigmentos. Es 
te tratamento é normalmente realizado em Soxhlet ( 2 ) durante tem-
por prolongado. Entretanto para evitar aquecimento, fator passível 
de causar migração de grupos O-acetílicos, nas frações II e III es­
tas extrações foram feitas em "Shaker", a 28°; os tratamentos com 
oxalato de amónio e EDTA a 70°, (23, 193), foram evitados na obten­
ção das frações II e III. A pectina ocorre em baixas concentrações 
em caules lenhosos, e foi eliminada nas sucessivas lavagens com Ê O, 
no processo de delignificação com cloro.

O dimetilsulfõxido é considerado um bom solvente para a 
obtenção de polissacarídeos não desnaturados (85 ). É um solvente 
aprõtico, isto é não contém hidrogênio acidico, polar, e possue oons 
tante dielétrica moderadamente alta. [(CH^^ S=o]. Ê miscivel com a 
maioria dos solventes orgânicos e com a água, sendo fortemente hi - 
groscõpico e recuperável por destilação sob pressão reduzida. Obser 
vou-se, porém, que sua ação extrativa ê extremamente baixa sem a pré 
via delignificação da madeira. Assim, a delignificação ê um passo 
decisivo no processo e pode, em alguns casos, alterar os polissaca­
rídeos. Bouveng ( 30 ), trabalhando com caule de bétula, utilizou o 
método do clorito (182 ), a 60°, pH 4,5 e obteve uma holocelulose cu 
jo conteúdo em lignina era menor que 1%. O método consiste em suspen 
der o põ, previamente extraido, com ácido acético e clorito de sódio, 
sob agitação e aquecimento durante 5 a 7 horas. Após decantação, o pó 
da madeira deve ser lavado até que todo o ácido seja eliminado.O pro 
duto final deve conter de 2 a 3% de Klason lignina (3); a completa re 
moção da lignina implica em perda de carboidratos.
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Timell (179 ) © Bouveng e colaboradores ( 28 ) concluiram 
que a delignificação com cloro em água gelada não promove perdas de 
grupos O-acetílicos. Entretanto, Garegg (72 ) demonstrou que a remo 
Ção da clorolignina com etanolamina (2-amino-etanol) alcoólica, a 
quente, causa migração de grupos O-acetílicos. Devido a estes fatos, 
optou-se pela delignificação com cloro, de acordo com Green (83 ).

Na obtenção da fraçao I foi utilizada solução de etanolami 
na alcoólica a quente para extrair a clorolignina, enquanto que nas 
frações II, III e IV esta solução alcalina foi descartada, utili - 
zando-se em seu lugar, respectivamente, etanol a frio, etanol fer - 
vente e etanol a refluxo em Soxhlet. O rendimento em polissacarídeos 
na extração subsequente com DMSO foi baixo, conforme indicado na ta 
bela I, fato que foi atribuido à grande quantidade de lignina rema­
nescente na holocelulose. Na fração I, somente 5% da lignina original 
foi removida, indicando que, mesmo neste caso, com a utilização de- 
etanolanina a delignif icação foi baixa, embora Bouveng utilizando processo 
mais drástico obteve um alto rendimento de delignif icação (30). Por ou 
tro lado uma delignificação drástica poderia alterar os polissacarí 
deos. A fração II, na qual a clorolignina foi extraida somente com 
etanol a frio, representa a hemicelulose nativa. A extração da clo­
rolignina com etanol fervente e etanol em Soxhlet utilizados respec 
tivamente nas frações III e IV tiveram 2 objetivos: aumentar o ren­
dimento na extração com DMSO, o que efetivamente não ocorreu (tabe­
la I), e verificar se o refluxo em etanol seria fator de migração de 
grupos O-acetílicos, conforme será discutido mais adiante.

A hidrólise com TFA 1 N, seguida de redução, acetilação e 
análise por g.l.c. (coluna b) indicou que todas as frações são cons 
tituidas essencialmente por unidades de Q-xilose, contendo traços 
de D-ramnose, L-arabinose, Q-glucose, Q-manose e Q-galactose. As 
O-acetil-xilanas obtidas são solúveis em água e contém grupamentos 
O-acetílicos e ácidos urônicos, nas proporções indicadas na tabelai.

As hemiceluloses A e B foram obtidas através de extrações 
alcalinas convencionais (191 ).

Observou—se que todas as hidrólises ácidas das hemicelulo— 
ses deram origem a um resíduo insolúvel, que apresentava absorção na 
região de 280 nm. Este material foi comparado com Klason lignina 
( 3 ) de bracatinga. As hemiceluloses A, B e O-acetil-xilana (fra-
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Tabela I - COMPOSIÇÃO E RENDIMENTO DAS O-ACETIL-XILANAS
(FRAÇÕES I a IV), OBTIDAS DE CAULE DE M .SCABRELLA.

Polissacarideo . aRendimento %
b

Xilose %
c

Acido Urônico%
. .  ... d 
Acetil

Fração I 6,0 72 13 14,0
Fração II 0,4 76 15 9,0
Fração III 0,5 77 15 8, 2
Fração IV 0,3 75 13 12,0

a Em relação ao põ de madeira pré-extraido com Benzeno-Etanol 

Pelo método fenol-sulfúrico (51 ) .

° Pelo método do carbazol (25 ) .

 ̂Pelo método de hidroxilamina (96 ) .
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ção I) foram submetidas a hidrólise ácida total. Os resíduos insolúveis 
isolados por centrifugação bem como a Klason lignina e um padrão de 
álcool coniferilico (monômero de lignina, ver pag.13 ) quando trata­
dos com boroidreto de sódio, acetilados e analisados por g.l.c. (colb) 
apresentaram-um componente que se repetiu em todas as análises, com tem 
po de retenção de 10,4, relativo a um padrão de 1,5 - di-O-acetil- 
2/3, 4,6 - tetra - O-metil-2~glucitol (figs. 1-5) . Esta análise suge­
re a presença de lignina nas frações hemicelulõsicas conforme mostra 
a tabela II. A lignina foi determinada pelo método de Bar—Lev (15 ). 
A fig. 6 mostra o espectro de U.V. da 0-acetil xilana (fração I) dis 
solvida em água, que i característico de lignina. Os espectros de 
U.V. de diferentes tipos de lignina são usualmente semelhantes apre 
sentando um máximo na região de 230 nm que vai decrescendo, ocorren 
do um ombro na região de 280 nm; o decréscimo continua a medida que 
se aproxima a região do visível (76 ) . Os carboidratos não são detec
tados nesta região do espectro.

Conforme já citado na introdução(43,50,143)estudos realizados 
neste Departamento caracterizaram a O-acetil-xilana (fração I), a HA 
e a HB como xilanas lineares, ligadas glicosidicamente por ligações 
tipo 6 (1+4) e que contém ácido 4-O-metil-glucurônico ligado no 
carbono 2 de algumas unidades de Q-xilopiranoses.

As xilanas acetiladas sinteticamente, frações IV e V, con­
tendo respectivamente 4 e 8 % de O-acetil (96) foram preparadas com 
a finalidade de se comparar a localização dos grupos O-acetílicos en 
tre estas e as nativas.

Observando-se a tabela I verifica-se que a quantidade de 
0-acetil varia nas frações isoladas. Conforme indicado em materiais 
e métodos, as frações I e IV provem de uma amostra isolada de caule, 
enquanto que as frações II e III representam a média de várias árvo 
res. Isto sugere a possibilidade de variação em conteúdo de grupos 
O-acetílicos em amostras provenientes de árvores com diferentes es­
tágios de desenvolvimento e condições ambientais.



Fig. 1- Cromatograma em g.l.c. (col. b) de Klason ligniná acetilada, obtida do caule de M.scabrella 

T = 10,4 em relação ao 1,5 - di-O-acetil - 2, 3, 4, 6 - tetra-O-metil-D-glucitol. UI



Fig. 2- Cromatograma em g.l.c. (col. b) do resíduo da hidrólise ácida (Saeman ) , após acetilação, da 0- 
acetil xilana (Fração I), obtida do caule de M.scabrella.

T=10,4 em relação ao 1,5 -di-O-acetil- 2,3,4,6-tetra-O-metil-D-giucitol.
4̂C\



Fig. 3 Croma tograma em g.l.c. (col. b) do resíduo da hidrólise acida (Saeman) , aoos acetilaçao, da hemice- 
lulose A obtida do caule de M. scabrella.
T = 10 , 4 com relação ao 1, 5 - di-O-acetil - 2, 3, 4, 6 - tetra-O-metil-D-glucitol

-  ' j



Fig. 4- Cromatograma em g.l.c. (col. b) do resíduo da hidrólise ácida (Saeman) após acetilação, da hemice- 
lulose B obtida do caule de M. scabrella.
T = 10,4 com relação ao 1,5 - di-O-acetil- 2, 3, 4, 6- tetra-O-metil-g-glucitol.

00



Fig. 5- Cromatograma em g.l.c. (col. b) do Álcool Coniferílico, tratado com H^SO^, (Saeman) e 
acetilado.
T = 10,4 com relação ao 1,5 - di-O-acetil - 2, 3, 4, 6 - tetra-O-metil-Ç-glucitol.

V0
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Tabela II- DETERMINAÇÃO DE LIGNINA NA FRAÇÃO I 
E HEMICELULOSES A e B.

PolissacarIdeo aLignina %

Fração I 6,0

Hemicelulose A 1,4

Hemicelulose B 1,5

a Determinado pelo método de Bar-Lev, (15 ),
com relação a um padrão de álcool coniferílico.
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Comprimento de onda (nm)

Fig. 6- Espectro de U.V. da O-acetil-xilana (fração I; 1,35 mg/ml) 
em H2*0 .
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3.2 ILOCALIZAÇÃO IDOS GROPOS O-ACETÍLICOS 
MAS O-ACETIL-XILAMAS (155)

A localização dos grupamentos O-acetllicos nas xilanas foi 
realizada pela técnica de Bouveng ( 30 ), modificada por Corrêa e co
laboradores ( 47 ). Esta modificação simplificou a metodologia, pro 
movendo a metilação com desacetilação simultânea e a remoção dos gru 
pos fenilcarbamoilas cor o' metilsulf inil carbanion. Tanto Bouveng 
( 30 ) como Corrêa ( 47 ) trataram os polissacarldeos dissolvidos em
N,N dimetil formamida com fenilisocianato durante 3 horas, a 100°. 
Entretanto, em trabalho realizado com celulose parcialmente acetila 
da (30,8% de O-acetil) , verificou-se que a totalidade das hidroxi- 
las livres foram substituídas por grupamentos fenilcarbamoilas, apõs 
tratamento com fenilisocianato durante 10 horas a 50° (19 ). Assim
sendo, esta última condição foi escolhida no estudo das O-acetil-xi 
lanas de bracatinga, a fim de se evitar altas temperaturas. Para as 
segurar a completa carbamilação das xilanas, o tratamento foi repe­
tido duas vezes e os produtos analisados por infra vermelho, em dis 
cos de KBr. Os espectros apresentaram intensas bandas de absorção a 
1730 e 1200 cm características da frequência de grupamentos car- 
bonilas de carbamatos, amidas e ésteres ; 1530 cm ^,CN em car-
bamatos e grupamentos amida ; 3 3 50 cm 1, NH em carbamatos
e amidas; 1380 - 1310 cm ^, ligação fenólica com nitrogênio; 1600, 
1440 e 740 cm ^, região de anéis aromáticos. A banda a 3430 cm , 
característica de grupos OH e presente no material de origem, desa­
pareceu apõs os tratamentos com fenilisocianato, indicando complèta 
substituição.

As O-acetil-xilanas fenilcarbamato foram metiladas com de­
sacetilação simultânea (os grupamentos metil entram no lugar dos 
acetil). Apõs a remoção dos grupos fenilcarbamoilas pela ação do 
met il sulfinil carbanion, as xilanas parcialmente metiladas foram 
metanolisadas e analisadas por g.l.c. (col. c) . Houve a formação dos 
a e 8 anômeros dos dois mono-metil-xilosideos e dos anômeros do di- 
O-metil-xilosídeo. A resolução destes componentes por g.l.c. foi 
muito precária, impossibilitando a quantificação de suas áreas rela 
tivas. Assim sendo, as xilanas parcialmente metiladas foram conver­
tidas a uma mistura de acetatos de alditois parciamente metilados e 
analisadas por g.l.c. (col. b) . Não se obteve nenhuma separação entre 
os mono metil (T=2,7, com relação ao 1, 5 - di - O- acetil - 2, 3, 4, 
6 - tetra - 0 - metil - Q - glucitol);



os tempos de retenção do 2,3-di-0-metil-xilitol e do xilitol são res 
pectivamente 1,45 e 4,60, com relação ao mesmo padrão. Tentou-se, en 
tão, a separação por intermédio de colunas capilares em g.l.c. asso­
ciada a espectrometria de massa. Os resultados obtidos com OV - 225
e Durowax - 4 foram infrutíferos. Jansson e colaboradores (101) conse 
guiram separar os dois isômeros 2-O-metil-xilitol do 3-O-metil-xili­
tol utilizando SP - 1000 . A resolução satisfatória foi alcançada com 
OV - 17 e com DB - 210. Entretanto os picos obtidos com DB - 210 foram 
mais simétricos e por esta razao optou-se por esta fase estacionária 
para o presente estudo. Os cromatogramas das frações I, II, III e IV 
estão mostrados na fig. 7 e das frações V e VI na fig. 8. Os tempos de 
retenção relativos ao pico do solvente são: 2,3-di-O-metil — xilitol 
(7,20 min), 3-O-metil-xilitol (11,35 min), 2-O-metil-xilitol (11,61 min), 
xilitol (não substituido 16,53 min) . As quantidades relativas de cada 
componente foram calculadas pela medida das áreas dos picos e estão in 
dicadas na tabela IV. Os espectros de massa estão indicados nas figs. 9 e 
10 e os valores dos fragmentos correspondentes na tabela III.

Verificou-se que, durante a hidrólise do polissacarídeo par 
cialmente metilado, ocorre a decomposição dos produtos formados em 
diferentes proporções. Assim, quando uma mistura de padrões dos qua­
tro produtos resultantes foi submetida ãs mesmas condições da hidróli^ 
se, a análise por g.l.c. indicou que o 3-O-metil derivado era o com­
ponente mais estável. Comparado a ele, a recuperação dos derivados 
foi: 2-0- (92%); 2,3-di-O-metil-(94%); xilose (77%). Com base nestes
resultados, as áreas calculadas para os picos foram corrigidas (tabe 
la IV). Os valores encontrados para a fração II (O-acetil-xilana na­
tiva) correspondem a 65% de unidades de Q-xilopiranoses 8 (1+4) in - 
terligadas não acetiladas, 14 e 16 % de unidades 2-0- e 3-0-acetila- 
das, respectivamente, e 5% de unidades di-O-acetiladas. Estes resul­
tados estão coerentes com os encontrados por Lindberg et al (115).

A análise dos resultados da metilação (tabela IV) indicou 
que a distribuição de grupos O-acetílicos na fração III é virtualmen 
te a mesma que na fração II (tabela IV) . Também os conteúdos de áci­
do 4-O-metilglucurônico (15%), xilose (77%) e acetil (8,2%) são simi 
lares (tabela I). Conforme descrito em materiais e métodos, as O-ace 
til-xilanas (fração II e III) provim da mesma amostragem de madéira 
e todos os tratamentos para a sua obtenção foram idênticos, com exce 
ção da fase de extração da clorolignina na qual se usou respectiva­
mente etanol a frio e etanol fervente. Estes resultados indicam que não
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Fig. 7- Cromatogramas em g.l.c. (coluna capilar d) das O-acetil- 
xilanas parcialmente metiladas, na forma de acetatos de 
alditois, previamente tratadas com fenilisocianato de acor 
do com o método de Bouveng (30) modificado por Corria (47) . 
A: fração I; B:fração II; C:fração III e D: fração IV.
Os picos foram identificados como (ver espectros de massa 
figs. 9 e 10):
(1) 1 ,4,5-tri-0-acetil-2,3-di-O-metil-xilitol
(2) 1,2,4,5-tetra-0-acetil-3-0-metil-xilitol
(3) 1,3,4,5-tetra-0-acetil-2-0-metil-xilitol
(4) xilitol penta acetato.
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Fig. 8- Cromatogramas em g.l.c. (coluna capilar d) das O-acetil-xila 
nas sintéticas parcialmente metiladas, na forma dé acetatos 
de alditois, previamente tratadas com fenilisocianato , de 
acordo com o método de Bouveng (30) modificado por Corrêa (47) .

A: fração V (obtida com 0,5 equivalentes de anidrido acético 
por unidade de xilose);

B: fração VI (obtida com 1,0 equivalente de anidrido acético 
por unidade de xilose): . „

Os picos foram identificados como (ver espectros de massa 
figs. 9 e 10).
(1) 1,4,5-tri-0-acetil-2,3-di-O-metil-xilitol
(2) 1,2,4,5-tetra-0-acetil-3-0-metil-xilitol
(3) 1,3,4, 5 -tetra-0 -acetil- 2 -0 -metil-xilitol
(4) xilitól penta acetato.
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Fig. 9- Espectros de massa de

A: 1, 4, 5 - tri-O-acetil-2, 3 - di-O-metil-xilitol (ver pico 
1; figs. 7 e 8) r 

B: 1,2,4,5- tetra-O-acetil-3-O-metil-xilitol (ver pico 2; 
figs.7 e 8) .
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A: 1,3,4,5-tetra-0-acetil-2-0-metil-xilitol (ver pico 3, 
figá. 7 e 8. Obs.: Devido a um problema do computador os 
picos 44, 59, 70, 100,118 e 161 sofreram deslocamento pa 
ra a direita; ver tabela III);

B: Xilitol penta acetato (ver pico 4, figs. 7 e 8).
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Tabela III- ANÁLISE CROMATOGRÂFICA EM G.C.-M.S. DAS O-ACETIL-XILANAS PARCIALMENTE 
METILADAS, NA FORMA DE ACETATOS DE ALDITOIS, PREVIAMENTE TRATADAS 
COM FENILISOCIANATO, DE ACORDO COM O MÉTODO DE BOUVENG (30) MODIFICADO 
POR CORRÊA (47) .

a
Picos

b
RT Coluna 
DB210 (min) Fragmentação em massa ( m/e)

1 7,20 1,4,5-Tri-0-acetil-2,3-di-O- 
metil-xilitol.

43 71 87 99 101 117 129 161 139

2 11,35 1,2,4,5-Tetra-O-acetil-3-0- 
metil xilitol.

43 87 99 127 129 159 189

3 11,61 1,3,4,5-Tetra-O-aceti1-2-0- 
metil-xilitol

43 58 69 87 97 117 129 139 159 259

4 16,53 Xilitol pentaacetato 43 73 81 85 98 103 115 127 145 158 175 137 217

a Ver cromatogramas , f igs. 7 e 8 . 

Cora relação ao pico do solvente.
ui
co



59

Tabela IV- DISTRIBUIÇÃO DOS GRUPOS ACETÍLICOS NAS O-ACETIL- 
XILANAS.

% de grupos 0- acetílicos nas 
de 8-Q-xilopiranoses. a

unidades

Polissacarideo Não substituídas 2-0- 3-0- 2,3-di-0-
jj

1. Xilana de Betula 58 12 24 6
2. Fração I 50 (54) 17 (16) 21 (18) 12 (11)
3. Fração II 60 (65) 15 (14) 19 (16) 6 (5)
4. Fração III 62 (67) 15 (14) 18 (15) 5 (4)
5. Fração IV 43 (48) 15 (14) 26 (22) 17 (16)
6. Fração V

(0,5 equivalente Aĉ p) 74 (78) 18 (16) 6 (5) 1 (1)
7. Fração VI

(1,0 equivalénte Acp) 57 (63) 25 (23) 11 (9) 6 (5)

As porcentagens em parêntese indicam os valores corrigidos para 
os diferentes índices de degradaçao da xilose e de seus 2— , 3— e
2,3-O-metil derivados durante a hidrólise do polissacarídeo per- 

0-metilado.

As posições dos substituintes nesta fração foram determinadas pe­
la análise dos metil-O-metil-xilosideos por g.l.c. ( 30 ) .
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ocorre migração de grupos O-acetílicos durante o tratamento com eta- 
nol fervente. A analise espectral por C-n.m.r., que será discutida 
posteriormente, confirma que o etanol a refluxo nao causa migração.

Se compararmos estes resultados experimentais com os obti - 
dos por Bouveng (30) para a O—acetil—xilana de bétula proveniente de 
uma holocelulose drasticamente delignificada (tabela IV) podemos ve­
rificar que ele encontrou os grupos O-acetílicos distribuidos com 
maior frequência em 0-3 das unidades de xilose (12% em 0-2 e 24% em 
0-3). Esta predominância de grupos O-acetílicos em 0-3 poderia ser 
atribuida a dois motivos: à maior estabilidade do 3-0-metil derivado 
durante a hidrólise ácida e, principalmente, ã ocorrência de migra - - 
ção. Brown e colaboradores (34) estabeleceram uma generalização de 
que os grupos 0-acetílicos nas unidades monossacarídicas migram em 
direção contrária a C - 1. vários exemplos deste fato foram citados 
nocapítulo introdutório deste trabalho. Garegg (72) verificou que não 
ocorre migração de grupos O-acetílicos pelo tratamento do benzil 4- 
0-metil-3-0-acetil-6-Q-xilopiranosldeo em DMS0, nas condições usadas 
no processo de extração das acetil-4-0-metil-glucuronoxilanas. Entre 
tanto, uma leve migração ocorreu com o isômero 2-acetato, nas mesmas 
condições, confirmando a proposição de Brown e colaboradores (34).

- 13Nos estudos de equilibrio, por C-n.m.r., com os modelos 
monossacarídicos sintetisados, metil 2-0-acetil-4-0-metil-e metil 3-0- 
acetil-4-0-metil-3-0-xilopiranosídeos, também constatamos a predomi­
nância do 3-0-derivado, conforme será discutido (fig. 17). Assim sen 
do, parece provável que a maior frequência de grupos O-acetílicos em 
0-3 encontrada por Bouveng (30) seja devido ã migração no sentido 
0-2 -*■ 0-3, conforme a regra de Brown e colabõradores (34) .

Analisando-se os resultados da metilação das frações I eIV 
(tabela IV) que provêm de um mesmo caule, verificamos que na fração I 
há um equilibrio na distribuição dos grupos 0-acetílicos entre 0 - 2  
e O - 3 (16 e 18%), o que não ocorre na fração IV (14 e 22%) . No pre­
paro de ambas as frações polissacarídicas os lipídios foram remo­
vidos -por Soxhet e a pectina por tratamentos prolongados e alterna 
dos com EDTA e oxalato de amónio a 70°, seguido de cloração. Na fase 
seguinte, para a fração I, utilizou-se etanolamina alcalina a quente 
enquanto que, a fraçao TV, usou-se somente etanol em Soxhlet, com a finalidade de
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extrair a clorolignina. Ê possível que os tratamentos com EDTA e 
oxalato de amónio, devido a temperatura elevada e variação de pH , 
possam causar migração de grupos O-acetílicos. Como na fração IV , 
obtivemos 14% de 2-0- e 22% de 3-0—aceti'1 derivados e como gã foi compror 
vado que o etanol a refluxo não promove migração, esta pode ser se­
guramente atribuida aos tratamentos com EDTA e oxalato. Portanto , 
mais uma vez verificamos que a migração ocorreu no sentido 0-2 -*0-3.

■ Já na fração I deve ter ocorrido, também, migração pelo tra> 
tamento idêntico com EDTA e oxalato, porém o uso subsequente de eta 
nolamina a quente deve ter promovido um equilíbrio posterior na dis 
tribuição, conforme aparece na tabela IV (16% de 2-0- e 18% de3-0-acetil <de 
rivado). De fato, Garegg (72) verificou que os monoacetatos de benzil -4- 
0-metil-8~D-xilopiranose, na presença de etanolamina, são converti­
dos a uma mistura na qual o 3-acetato predomina sobre o 2-acetato.

Analisando-se os resultados da metilação das O-acetil-xila 
nas sintéticas, frações V e VI, obtidas, respectivamente, pelo uso 
de 0,5 e 1,0 equivalente de anidrido acético por mol de xilose, 
verificamos que os grupos 0-acetílicos estão distribuidos preferen­
cialmente em 0-2 das unidades de Q-xilopiranoses (tabela IV).Estes 
resultados estão de acordo com Garegg (72 ), que em estudo sobre a
acetilação parcial do benzil -4-0-metil-6-D_xilopiranosídeo, demons­
trou que a reatividade dos grupos hidroxílicos dos carbonos C - 2 e 
C-3 depende do agente acetilante. Utilizando-se anidrido acético e 
acetato de sõdio, a relação dos grupos 0-acetílicos entre 0-2 e 0-3 
foi, respectivamente, de 2:1; com anidrido acético e piridina foi de 
1,7:1, processo escolhido no presente trabalho;; com anidrido acéti­
co e ácido perclõrico foi de 1:3. Estes resultados foram obtidos por 
observação visual de cromatogramas em camada delgada. Corrêa e cola 
boradores (47) em estudo da distribuição de grupos 0-acetílicos pe­
lo método de Bouveng (30) em xilana acetilada sinteticamente com 
anidrido acético e piridina, também encontraram substituição predo­
minante em 0-2 (1,5:1).

Comparando-se a 0-acetil-xilana nativa com as acetiladas 
por síntese, quanto a solubilidade em água, verificou-se que a pri­
meira ê totalmente solúvel, o que não ocorre com as outras. A xila­
na desacetilada também ê insolúvel em água. Assim, parece que os gru 
pos 0-acetílicos são importantes na determinação da natureza hidro- 
fílica da molécula. Entretanto, a 0-acetil - xilana sintética (fração VI), em cujo
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preparo se utilizou um mol de anidrido acético por mol de xilose , 
contêm, por dosagem pelo método de Hestrin (96 ) aproximadamente
a mesma quantidade de 0-acetil que a fraçao XX. Se verificarmos (ta 
bela IV) a soma das substituições para a 0-acetil xilana nativa(fra 
ção II) encontramos 35% (14 + 9 + 5) e para a fração VI temos 37 %
(23 + 9 + 5). Portanto, podemos concluir que a solubidade da xilana 
em água não depende somente da presença de 0-acetil mas principal - 
mente da sua distribuição na molécula.

3.3 SÍNTESE DOS PADRÕES METIL 2-0-ACETIL-4-0-METIL- 
B-Q-XILQPIRANOSíDEO (9) E METIL 3-0-ACETIL-4-0- 
METIL-B-D-XILOPIRANOSÍDEO (14, figura 11).

Para a obtenção dos padrões 2-0-e 3-0-acetil dèrivados do 
metil 4-0-metil- 3 ~D -xilopiranosídeo, partiu-se do metil-B-g-arabi 
nopiranosídeo (1, Sigma). Este composto foi tratado com acetona, na 
presença de ácido sulfúrico e sulfato de cobre, com função de agen­
te desidratante, originando o derivado 3,4 - isopropilideno (^)• 0
composto 2_ foi tosilado por cloreto de p - toluenosulfonila e o pro­
duto, metil 3,4 -O-isopropilideno -2-0-p-toluenosúlfonil-B-B-arabi- 
nopiranosídeo (̂ ) foi cristalizado em etanol e apresentou ponto de 
fusão de 133°, de acordo com a literatura ( 134 ) . A hidrólise parei 
al deste último, com ácido acético a 80% originou o metil - 2-0-£ - 
tolueno sulfonil -8-D-arabinopiranosídeo (£) que, por tratamento com 
metõxido de sódio formeceu o metil -2,3-anidro-B-Q-ribopiranosídeo
(5) . A metilação de (!5) com iodeto de metila e óxido de prata deu 
origem ao metil 2,3 anidro-4-0-metil-B-B-xilopiranosídeo (£) compon 
to de fusão 76°. A partir deste ponto foram tomados caminhos dife - 
rentes para se obter os 2 isômeros.

O metil 2 , 3 - anidro-4-0-metil-B-Q-ribopiranosadeo (6M  10O ) 
foi convertido a metil 3-0-benzil -4-0-metil-3-g_xilopiranosídeo (])' 
pela ação, a 125° de álcool benzílico, no qual potássio foi previa­
mente dissolvido. A acetilação sucessiva com ácido acético-piridina 
a quente originou o composto (8) , que pela renoção do grupo benzil por hi- 
drogenólise em ácido acético, na presença de 5% de paládio em carvão 
ativo como catalizador, foi transformado no primeiro padrao, o me — 
til 4-0-metil-2-0-acetil-3“B-xilopiranosídeo (9).

O segundo padrão, metil 4-0-metil -3-0-acetil-B-D-xilopira 
nosídeo (14) não foi obtido na forma pura e sim em mistura com o
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Fig. 11 - Síntese dos padrões metil 2-0-acetil-4-0-metil- e metil 3 
O - acetil-4-0-metil-3-D-xiloniranosídeos (9 e 14) .

(I) metil-3-D- arabinopiranosídeo; (2) metil 3,4-O-isopropi 
lideno- 3 -g-arabinopiranosídeo; (3) metil 3,4-O-isoprooili- 
deno 2 - O-p-toluenosulfonil 3 -g-arabinopiranosídeo; (4) me 
til 2-O-p-toluenosulfonil 3 -g-arabinopiranosídeo; (5)metil
2,3-anidro- 3 -g-ribopmranosídeo; (6) metil 2,3-anidro-4-0- 
metil 3 -g-ribopiranosídeo; (7) metil 3-0-benzil-4-0-metil - 
3-D-xilapiranosideo; (B) metil 2-O-acetil-3-0-benzi1-4-0-me 
til- 3 -D-xilopiranosídeo; (9) metil 2-0-acetil-4-0-metil3 _ 
D-xilopiranosideo; (10) metil 4-O-metil-S-g-xilópiranosídeo;
(II) metil 2-0-benzil-4-0-metil-3-g-xilopiranosídeo; (12) me 
til 2,3 -di-0-benzil-4-0-metil-3-g-xilopiranosídeo; (13) me 
til 2-0-benzil-3-0-acetil-4-0-metil-3-Q-xilopiranosídeo ; ' 
(14) metil 3-0-acetil-4-0-metil-3-D-xilopiranosídeo.
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composto (9_) . 0 metil 2, 3—anidro—4-O—metil — 3—D—ribopiranosídeo (6)
foi tratado com hidróxido de bário aquoso, ao inves de hidróxido de
sódio a quente conforme Hough e Jones (.100 ), originando o metil 4-
O-metil-3-D-xilopiranosídeo (10̂ ) . Este foi tratado com N.N.-dimetil
formamida contendo óxido de prata e brometo de benzila, originando
uma mistura onde estava presente o material não modificado (ICO , os
mono -O-benzil derivados (]_ e 11) e o di-O-derivado (12) . Os mono-
O-benzil-derivados {]_ e 11) foram isolados dos outros componentes

- 13por coluna de silica, e a analise por C-n.m.r. indicou uma rela - 
ção de 2,5:1 entre o 2-O-e o 3-O-benzil derivados. Sucessivas acetî  
lações e hidrogenólise originaram uma mistura de 3-0- e 2-O-acetil
derivados do metil 4-0-metil-6-^-xilopiranosídeos (14_ e 9_) , numa re

~ 13laçao de 2,3:1, de acordo com os dados de C-n.m.r. Apesar do oro-
duto não ser puro, foi apropriado para um dos estudos de migração ,
no qual foi determinada a composição dos isômeros no equilíbrio (fi
gura 17).

As estruturas do 2-0- e 3-0-acetil derivados do metil 4-0-
metil-B-Q-xilopiranosídeos (9 e 14_) , foram confirmadas pela análise

13dos seus espectros de C-n.m.r. (fig. 12) . Os sinais de C-l e C-4 
do 2-acetato (9_) , quando comparados aos do composto não acetilado 
(10), foram deslocados de -3,0 e -0,2 ppm, respectivamente. Estes 
resultados eram esperados, com base nos deslocamentos dos carbonos 
3 que ocorrem durante mono-O-acetilação ( 39 ) . No  ̂caso do 3- 
acetato (L4) , C-l e C-4 sofreram deslocamentos de-0, 3 é-2,3 (ou 3,2) p.p.m. 
respectivamente, correspondendo a acetilação de 0-3.

3.4 ESTUDO DAS O-ACETIL-XILANAS E MODELOS SINTETISADOS
— .— 23----  —----------------   —  —POR C-n.m.r.

13A análise da O-acetil-xilana nativa por C-n.m.r. ( 80 ) 
apresentou um espectro bem resolvido que possibilitou o seu estudo 
por este método espectroscópico (fig. 13). Os sinais dos grupos CH3 
do acetil aparecem em campo alto, na região de ô 20 a 23 p.o.m. en 
quanto que os sinais de C =0 aparecem em campo baixo, região de
6 172 - 176 p.p.m.. A fig. 14 mostra as ampliações nas regiões de
C = O e CH3. Verificou-se que os grupos acetílicos em 0-2, 0-3 e
0-2,3 dão origem a sinais típicos de CH^ e carbonila. Destes, os 
sinais de CH3 do acetato apresentaram-se melhor resolvidos,o que pode ser
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Fig. 12- Espectros de 13C-n.m.r. dos padrSes monossacarldicos(100 MHZ) :

A: metil 4-g-metll-B-D-xil°Piranoslaeo (— ' Fiq' 11 )em
DMSO-dg.

B: metil 2-O-acetil - 4-O-metil-g-D-xilopiranosldeo (9, Fig. 
II) , em D 20.

C: metil 3-0-acetil-4-0-metil-B-B-XilopiranosIdeo (14, Fig.
II), em D 20, contaminado com o 2-O-derivado.



13 ~Fig. 13- Espectro de C-n.m.r. da O-acetil-xilána (Fraçao II), em Do0 (100 MH ) .L Z

a\



13 ~Fig. 14- Espectro de C-n.m.r. dos sinais de CH^ da O-acetil-xilana nativa (Fraçao II) em DMSO-dg:
A-(espectrônie tr o- 100 MHz) , B-(espectrôme tr o 360 MHz), C - representa a região C = 0
(espectrômetro 360 MHZ).
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visto na figura 14 B. A figura 14 C indica os sinais da carbonila , 
em campo baixo. Para a obtenção deste espectro utilizou-se um espec 
trômetro de ^C-n.m.r. de 360 MHZ onde a resolução dos sinais ; foi 
melhor do que aquela obtida com um aparelho de 100 MHZ (fig. 14 A). 
Somados aos picos de C=0 do acetil poderiam estar presentes contri­
buições provenientes das unidades de ácido 4—O—metil glucurônico, as 
quais não foram detectadas durante o processo da metilação.

- Os sinais de CH-j da xilana nativa foram identificados como se 
gue: (fig. 14 B) 6 20,37 e 20,55 correspondem às unidades di-O-aoetiladas, uma 
vez que estavam presentes no espectro da xilana completamente aceti 
lada; o sinal a 6 20,93 corresponde ao 3-acetato, que ocorre de acor 
do com os dados de metilação (tabela IV) em proporção pouco maior do 
que o 2-acetàto e, sendo assim, é proeminente ao sinal corresponden 
te ao isômero que aparece em 6 20,78, ou seja, o 2-acetato. No caso 
das xilanas sintáticas, (frações V e VI), o pico a Ô 20,67 (fig.15) 
á maior, correspondendo a maiores proporções de 2-acetato em rela - 
ção ao 3-acetato que ocorre em 6 20,83.

13 -A espectroscopia por C-n.m.r. demontrou ser um metodomais
rápido do que a metilação nos estudos de migração realizados com as
0-acetil xilanas nativas e sintáticas. Entretanto em termos de quan

~ - 1 3tificaçao absoluta, a metilaçao e C-n.m.r. deram diferentes resul
tados. Em nossa opinião os resultados da metilação são mais signifi
cativos.

Com a finalidade de se estudar as migrações de grupos O - 
acetílicos em modelos, foram preparados monômeros sintéticos (fig . 
11) , análogos às unidades O-acetiladas de g-xilopiranoses 8 (1 -»■ 4) 
ligadas: o metil 2-0-acetil-4-0-metil-8-D-xilopiranosídeo (9j e o 
metil 3-0-acetil-4-0-metil-fJ-Q-xilopiranosiLdeo (14) , bem como o
intermediário não acetilado, o metil 4-0-metil-6-Q-xilopiranosídeo ; 
(10) , cujos espectros estão na. figura 12. Conforme pode ser visto na tabe 
la V, cada um dos derivados acetilados do metil- 4-0-metil-8-B-xilo 
piranosideos originou sinais de CH^ e C=0 equivalentes aos desloca­
mentos químicos encontrados nas O—acetil—xilanas analisadas.

Para se verificar a existência de migração de grupos O-ace 
tllicos nas O-acetil-xilanas naturais e sintéticas, elas foram sub­
metidas aos seguintes tratamentos: refluxo por 18 horas em etanol , 
na forma de suspensão; solução aquosa contendo cloro, a 4 , por lh;
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Tabela V- SINAIS DE Ol, C=0 e CH3 EM ESPECTROSCOPIA DE 13C-n.m.r.
DOS DERIVADOS ACETILADOS DA XILANA E DOS COMPOSTOS MODE 
LOS METIL 4-O-METIL-B-Q-XILOPIRANOSÍDEOS (SOLVENTE DMSO-dg 
a 50° , 100 Mz) .

13Sinál C, ppm

Composto C=0 CH.

1. Xilana acetilada nativa 
(Fração II)

2. Xilana diacetato

3. Xilana

4. Metil 4-0-metil-$-D- 
xilopiranosídeo (10)

5. 2-acetato de (10)
6. 3-acetato de (10)
7. 2,3-diacetato de (10)

101,67 
103,06 
99, 37

99,64

101,69

104,40
101,50
104,10
100,96

169,25 
168,94

169,10
168,81

169,04
169,36
169,34 
168,95

20,85 
20,70 
20,46 
20, 38
20,35 
20, 22

20,70
20,79
20,40 
20, 28

* Listados em ordem de intensidade decresente de cima para baixo 
(ver figura 14 A) .
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aquecimento a 70° em solução de D20 durante 64 horas e aquécimento 
a 70° em DMSO - dg durante 64 horas. Não ocorreram modificações nos 
espectros de C-n.m.r. dos polissacarideos após os tratamentos aci 
ma. Isto indica que eles são resistentes a migração, nestas condições.

Em contraste com estes resultados observados no caso das 
O-acetil-xilanas, verificou-se que no modelo monossacarídico sinte— 
tisado, metil 2-0-acetil-4-0-metil-8-D-xilopiranosídeo (9), houve• ~ - 13“migraçao, facilmente detectável por C-n.m.r. (fig. 16)., Em D~0,o sinal de

13C-l do espectro de C-n.m.r. (ô = 101,50) possue deslocamento quí­
mico diferente daquele encontrado para o 3-O-derivado (6=104,10 ).
Devido a este fato foi possível determinar rapidamente a proporção 
de cada componente durante os estudos de equilíbrio, pela compara - 
ção das áreas dos sinais de C-l. Esta aproximação é válida, desde 
que sejam obedecidas as condições sob as quais a quantificação i ga­
rantida ( 188 ). Assim sendo, verificou-se que à temperatura ambien
te, em D20 durante 72 horas não ocorreu nenhuma migração. Entretan­
to iniciando-se com 100% de 2-O-acetato, a 50°, após 3 e 21 horas 
detectou-se, respectivamente, 8 e 29 % do 3-acetato. Após 64 horas 
a 70° a reação tendeu a um equilíbrio, contendo 45% do 2-acetato e 
55% do 3-acetato (fig. 17) .

13 ~A figura 16 mostra o espectro de c-n.m.r. do padrao me -
til 2-0-acetil -4-0- metil - fi-g-xilopiramosídeo após 64 horas a 70° 
em D20. Pode-se observar claramente o sinal de C-l do 3-acetato em 
campo mais baixo do que o sinal de C-l do 2-acetato (comparar oom figu­
ra 12) .

Ê interessante observar que, neste estudo de equilíbrio , 
partiu-se do 2-O-derivado, tendo-se obtido ao final predominância do
3-0-,o que está de acordo com Brown ( 34 ) e explica a predominân - 
cia de 3-O-acetil encontrada por Bouveng ( 30 ) e por nõs na fração 
IV. Os resultados entretanto, praticamente se repetiram quando opon 
to de partida foi uma mistura contendo principalmente o .3 - acetato 
(70 %). Após 58 horas a 70° a mistura em equilíbrio continha 40% do
2-acetato e 60% do 3-acetato, conforme pode ser visuálisado na fig. 
17. Pode-se afirmar que nestas condições (70°) não houve hidrólise, 
o que seria facilmente constatado pela presença de ácido acético que 
originaria por ^^C—n.m.r. um sinal a 6 177,8, isto é, aproximada — 
mente 3 p.p.m.em campo mais baixo que o grupo C =0 dos acetatos. Os 
resultados parecem indicar que a relaçao entre o 2— e ò 3 — aCetato 
na mistura equilibrada dos padrões monossacarídeos ê similar à obser
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vada nas O-acetil xilanas nativas, as quais apresentaram leve predo 
minância de substituição em 0-3 .

Foi utilizado também o DMSO - dg como solvente, ao inves de 
D20 , para os ensaios de migração com o metil 2 - 0-acetil-4-0-metil- 
6-g-xilopiranosídeo. Nestas condições a migração não ocorreu tão ra 
pidamente como no caso de D20. Após 21 horas a 50°, não houve migra 
ção. Entretanto, a 70° verificou-se que 6% e 20% do 3-acetato foram 
formados após 3 e 19 horas, respectivamente.

Em um experimento onde cloro foi borbulhado a uma solução 
de metil 4-0-metil-2-0-acetil-3“D-xilopiranosídeo (9_) a temperatura
de ^ 4o, não houve migração de acetil. Neste caso específico em crue
~ ~ 13 ~nao se detectou migraçao por C-n.m.r. no polissacarídeo etão pouco

no modelo monossacarídico podemos afirmar com segurança que o cloro,
nas condições utilizadas na delignificação não promoveu migração. 0
mesmo podemos afirmar, com relação ao DMSO utilizado como solvente
na extração das xilanas, a 28°.

3.5 CONFORMAÇÃO.

Conforme já foi discutido, os resultados da localização dos 
grupos O-acetílicos na O-acetil-xilana nativa (isto é, obtida em con 
dições tais que comprovadamente não proporcionaram migraçãodos subs 
tituintes acetílicos), indicaram que estes grupos estão distribui - 
dos em 0-2, 0-3 e 0-2,3, respectivamente 14, 16 e 5 %, das unidades 
de D-xilopiranoses, ao longo de cadeia (tabela IV). Podemos obser - 
var que as proporções encontradas em 0-2 e 0-3 são aproximadamente 
iguais. A partir da comprovação deste fato , passamos a nos pre 
ocupar com sua importância na conformação das 0-acetil-xilanas.

Esta distribuição equilibrada dos grupos 0-acetílicos entre
0-2 e 0-3 permite imaginar um eixo de simetria na molécula, o que 
não seria lógico, por exemplo se os grupos 0-acetílicos estivessem 
concentrados em 0—3, conforme determinado por Bouveng (30 ). Uma
vez que a conformação das xilanas foi estudada em hemiceluloses de- 
sacetiladas (oonformaçao tipo "three fold screw axis") , achamos impor­
tante enfocar este aspecto considerando a macromolecula no seu esta 
do nativo.
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Determinou-se que no põ de bracatinga previamente extraido 
com EDTA e oxalato de amónia (portanto livre de pectinas), há apro - 
ximadamente 3% de grupos O-acetilicos. Na xilana nativa, encontramos 
em torno de 10%. Sabendo-se que as xilanas constituem cerca de 25 % 
do total da madeira, pode-se, portanto, admitir que toda a hemicelu- 
lose presente no caule, no seu estado nativo, esteja parcialmente a- 
cetilada.

' Considerando o trabalho de Oliveira (143) que aborda o pro­
blema da complexação das xilanas com iodo, observou-se que a O-ace - 
til-xilana nativa não forma complexo. Entretanto, após a desacetila- 
ção ela forma o complexo, tal como a hemicelulose A. Este comporta - . 
mento, ou seja a não complexação da O-acetil-xilana com iodo, foi atri 
buido aos grupos O-acetílicos. Oliveira (143) sugeriu que os grupos 
O-acetílicos na hemicelulose nativa atuariam como grupos volumoscs 
que dificultariam, por impedimento estérico, a conformação helicoi - 
dal, ou que a simples substituição das OH por estes grupos impediria 
a formação do complexo. Poderiamos acrescentar, ainda, que se os 
grupos O-acetílicos impedirem a variação dos ângulos l(j e (j) na liga - 
ção glicosídica, seria impossível a formação da hélice. Outro fator 
a considerar i que são necessárias 6 unidades monossacarídicas para 
a formação de um passo de hélice (150),. Como a O-acetil-xilana con­
tém aproximadamente 10% de grupos O-acetílicos distribuidos ao longo 
da cadeia, este fato considerado isoladamente não deveria ser impeci^ 
lho à complexação como iodo, pois haveria teoricamente espaço livre 
suficiente para a foramação do complexo.

Em resumo:
1- os grupos O-acetílicos estão equilibradamente distribuidos entre 

0-2 e 0-3 ao longo da cadeia da xilana;
2- a totalidade da xilana presente no caule, no seu estado nativo , 

encontra-se parcialmente acetilada;
3- a quantidade de grupos O-acetílicos aumenta com a maturação (103);
4- a 0-acetil xilana não forma complexo com o Iodo, o que ocorre após 

a desacetilação (143);
5- deve haver um único eixo de simetria para a celulose e xilana, se 

gundo a hipótese de Rees (153);
6- a xilana peracetilada tem uma conformação tipo "two fold screw 

axis" (117, 119).
Considerando estes fatos, a conforamçao da 0—acetil—xilana do caulede 
bracatinga provavelmente nao seja do tipo convenciohalmente atribui— 
do as xilanas, ou seja, "three fold screw axis", mas similar â oonfor̂



.76

maçao da. celulose que e do tipo two fold scrow axis". Isto sugere maior 
estabilidade a heinicelulose caracterizando—a como um polissacarí— 
deo estrutural, ao lado da celulose. Neste caso, os grupamentos O— 
acetilicos igualmente distribuidos entre 0-2 e 0-3 das unidades de 
xilose, ao longo da cadeia, teriam a finalidade de criar tensões 
(forças de Van der Waals, pontes de hidrogênio e interações eletros 
táticas) , que impediriam a rotação dos ângulos l|r e C)> na ligação gli 
cosidica, a semelhança dos grupos — CH2OH existentes na celulose.

Segundo Marchessault ( 118 ), se os substituintes nas unida 
des de açúcar ocorrem com periodicidade regular (como é o nosso ca­
so) , a cristalinidade pode ser alcançada. Assim, a análise conforma , 
cional da O-acetil-xilana nativa, com técnicas adequadas como difra 
ção em raios X, medidas de ângulos e distâncias, tratamentos matemã 
ticos computarizados complexos poderiam esclarecer definitivamente 
sua conformação.

3 .6 A PRESENÇA. DA LIGMMA NAS FRAÇÕES HEMICELOLÓSICAS.

Existe uma perfeita interação entre os polímeros que cons- 
tituèm a madeira, o que sugere a ocorrência de associações entre os 
mesmos. A presença de ligações entre a lignina e carboidratos tem 
sido amplamente estudada. Porém, sua natureza não é bem compre­
endida, o que é em parte justificado pela pequena proporção em que 
ocorrem, isto é, de 1 a 2 % das ligações totais entre os monõmeros 
(142) .

O material mais frequentemente utilizado para o estudo deis 
tas ligações é "milled wood" lignina, ou seja lignina obtida pelo 
processo de Bjorkman (112) . Esta preferência ê justificada, pois o 
método permite obter uma lignina pouco modificada que contém uma pe 
quena porcentagem de carboidrato.

Nossos estudos focalizam especificamente a fração de ligni 
na ligada âs hemiceluloses. Isto ê decorrência dos primeiros traba­
lhos com as hemiceluloses A e B (46,52,143,197), que vem sendo reali­
zados pelo grupo de Corrêa, neste Departamento. As análises 
iniciais por g.l.c. dos hidrolisados das hemiceluloses A e B de bra 
catinga na forma de acetatos de alditois indicavam a presença de um 
componente não carboidrato entre os açúcares, com um tempo de reten 
ção próximo ao da glucose em coluna de O.V.-225 e próximo ao da xi—
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lose em coluna de ECNSS, tendo sido no inicio confundido com estes 
açucares. Como as hemiceluloses A e B sao obtidas através de extra­
ções com hidróxido de sódio ou potássio pensou-se que o referido can 
posto poderia ser um produto de degradação alcalina. Entretanto, o 
mesmo se fazia presente também na hemicelulose obtida com DMSO, após 
delignificação parcial do pó da madeira com cloro. Este fato foi o 
ponto de partida para a hipótese de que teriamos lignina presente 
nas frações hemicelulõsicas.

Quando as hemiceluloses A, B e O-acetil-xilana (fração I) 
foram hidrolisadas verificou-se a formação de um precipitado, o qual 
foi comparado â Klason lignina e a um padrão de álcool coniferílio©> 
através da análise por g.l.c. Os cromatogramas, mostrados nas figu­
ras 1 a 5 indicam a ocorrência de um componente com tempo de reten­
ção de 10,4 (col. b) em relação ao 1,5-di-O-acetil- 2,3,4,6-tetra - 
O-metil-g-glucitol, o mesmo encontrado nos trabalhos iniciais. Assim, 
este foi um passo importante para se evidenciar a presença de ligni 
na nas hemiceluloses de Mimosa scabrelia. Outro fator foi o resulta 
do das análises por U.V. Conforme já descrito, o espectro da O-ace- 
til-xilana (fração I) na região do U.V. mostra uma banda queécarac 
teristica de lignina (76 ). A fig. 21.C (pg. 95 ) mostra o espectro 
de Klason lignina e a 21.B o espectro de clorolignina (a cloroligni 
na foi obtida no processo de delignificação, pelo qual o cloro en - 
tra como substituinte nos núcleos aromáticos ou nas cadeias laterais 
das unidades de fenil propano da lignina (49 ). Os espectros das .
figuras 21.C e B são também característicos de lignina. Da mesma for 
ma as análises por infra vermelho contribuiram para carcterizar a 
lignina. O espectro de I.R. da Klason lignina em disco de KBr está 
indicado na figura 22.B. As ligninas isoladas apresentam coloração 
marrom escura, o que não permitiu a transparência necessária nas pas 
tilhas. Assim, as análises da Klason lignina, do resíduo da hidrõli 
se ácida da hemicelulose A bem como do álcool coniferílico foram fei 
tas, após acetilação dos mesmos, em filmes obtidos pela evaporação 
de soluções clorofõrmicas sobre células de cloreto de sódio.

Observando-se as figuras 23.A, B e C, (pg. 9 7 ) que repre­
sentam os espectros de infra vermelho das amostras acetiladas, pode 
se observar grande similaridade entre eles. Sendo o álcool coniferi_ 
lico um dos monômeros típicos das ligninas de angiospermas (162 ) ,
sua presença na Klason lignina é normal. O álcool conifenlico. 
p o 1 i me r i z a — s e em meio acido . Assim, a semelhança do
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espectro do resíduo da hidrólise da hemicelulose A com o da Klason 
liçjnina 6 com o do álcool coniferilico foi outro critério que con­
tribuiu para confirmar a presença de lignina na hemicelulose.

A análise do resíduo da hidrólise da hemicelulose A com
ácido trifluorácitico (lignina TFA), após sua acetilação mostra o 
sinal característico de proton aromático a 6 7,2, conforme indicado 
na fig. 30 (pag. 106 ).

Conforme será discutido mais adiante, a espectrometria de 
massa confirmou os resultados obtidos pelos outros métodos, quando 
se estudou o complexo lignina-xilana isolado.

Uma vez esclarecida a presença de lignina nas frações he- 
micelulósicas, tratou-se de quantificá-la através de métodos conven 
cionais. O mais empregado é o tratamento de madeira com ácidos for­
tes que promovem a hidrólise e solubilização dos carboidratos. Por
definição o resíduo insolúvel é denominado Klason lignina ( 3  ) e
pode ser determinado gravimetricamente. Este método de análise re­
quer de uma a duas gramas de amostra de madeira ou polpa ( 3 ) e es 
ta quantidade nem sempre ê disponível. Uma modificação desta téc­
nica foi proposta por Effland (52 ), baseado na hidrólise de Saeman 
( 168) • 0 procedimento é praticamente o mesmo do anterior, podendo- 
se utilizar quantidade de amostras menores (de 25 a 300 mg). O pó 
deve ser tratado com ácido sulfúrico 72 % durante 1 hora e a hidró­
lise secundária deve ser completada em autoclave, durante 1 hora a 
120°. Após a filtração o resíduo insolúvel é determinado gravimetr:L 
camente. A lignina determinada por estes dois métodos (Klason ligni 
na) não computa aquela fração que dissolve no ácido sulfúrico. Em 
madeiras duras a lignina solúvel, isto é, a que se perde neste pro­
cesso pode atingir de 3 a 5 %, sendo menor em madeiras moles. No pre 
sente trabalho, utilizamos o método de Klason como processo para ob 
tenção de lignina a partir do caule da bracatinga e das próprias he 
miceluloses ( 3 ).

Devido a faculdade da lignina absorver luz na região do 
ultra violeta,métodos espectrofotométricos são utilizados (102, 129, 
130, 159). Fengel e colaboradores (54) verificaram que não existe 
correlação entre a quantidade de substância que absorve luz a 280nm 
e o conteúdo .de lignina determinado como material precipitado.É pos_ 
sível que a causa disto seja a dificuldade de solubilizaçao da Kla— 
son lignina na maioria dos solventes.
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Um método para determinação de lignina foi descrito por
Bar-Lev ( 15 ) , e utilizado por Vered e colaboradores ( 185 ) o crual 
consiste em solulilizar a amostra em NaOH 5M e aquecer durante 2 ho

leitura da absorbância a 280 nm, usando-se como referência uma absor 
bância de 15,6 (predeterminada) de Klason lignina a 1 mg/ml.

rem solúveis em NaOH a quente e possíveis contaminantes (proteinas) 
precipitarem nestas condições. Ao inves de utilizarmos Klason lignî  
na como padrão optamos pelo álcool coniferílico, (parte da Klason 
lignina de bracatinga permaneceu insolúvel nas condições do ensaio). 
Por este critério, as frações hemicelulósicas A, B e O-acetil-xila- 
na (fração I) contém, respectivamente, 1,4; 1,5 e 6,0 % de lignina, 
com relação ao carboidrato dosado pelo método do fenol sulfúrico

Existem vários tipos de ligações que podem ocorrer entre 
o carboidrato e a lignina ( 35, 58, 64 , 93, 109, 127) conforme segue:

(a) ligação ester entre o ácido 4-O-metil-glucurônico e a 
lignina; (b) ligaçao fenol glicosldica; (c) ligaçao benzil glicosi— 
dica; (d) ligação acetálica; (e) ligação benzil eter.

o)

ras a 103°. Após centrifugação (se necessária) e diluição, faz-se a

Este método foi escolhido, pelo fato das hemiceluloses se

( 51 ), tabela II.

3. 7 AS LIGAÇ&ES ENTRE A XILANA E A LIGMINA:

o

e)b)

O
MeO H2COH

As ligações ester (a) e fenol giicosidica (b) são sensíveis
a alcali.
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Sabe-se atualmente que a própria lignina encontra-se agre 
gada por interações secundárias. Benko (20) observou mudanças signi 
ficativas no peso molecular de lignosulfonatos de madeiras moles em 
diferentes solventes. Quando foi usado metanol, o peso molecular mi 
dio obtido foi de 650 enquanto que com o uso de solução aquosa de 
cloreto de potássio, o valor encontrado foi 8.000. O mesmo autor 
também verificou que o peso molecular de ligninas solúveis obtidas 
pelo processo Kraft (122) aumentava marcadamente quando o pH era al 
terado de 11,5 a 7,0. Observações semelhantes foram também realiza­
das por Gross e colaboradores (84). Estes dados sugerem que as lig­
ninas solúveis de alto peso molecular não são macromoleculas li 
gadas covalentemente e sim agregados de moléculas menores unidas 
por interações secundárias.

A existência de pontes de hidrogênio entre lignina e car- 
boidrato já foi reportada por Bjorkman ( 26 ).

Assim, entre os vários tipos de ligações envolvendo as he 
miceluloses e a lignina (além das ligações covalentes), podemos con 
siderar também a possibilidade de associações fracas que provável - 
mente não envolvam ligações químicas, ou seja, interações secundári 
as.

Além das dificuldades em se estabelecer os pontos e tipos 
de ligações, as estruturas dos complexos também podem divergir. Os 
esquemas abaixo, propostos, por Lai e Sarkanen (112) sugerem algumas 
possibilidades.

a b
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No esquema apresentado temos:

(a) lignina como ramificações no polissacarídeo;
(b) estrutura do tipo "Cross linked";
(c) lignina servindo como ponte entre cadeias de polissaca-

rldeos;
(d) estrutura tipo estrela.

3.8 ASSOCIAÇÃO BMTRB A IILMA E COMPOSTOS FEMÓLICOS DA 
JLIGNIMA. .

A O-acetil-xilana (fraçáo I) foi aplicada em coluna de Bio 
Gel P300 e eluida com tampão acetato 25 mM, pH7,2. Escolheu - se es- ' 
ta fração devido a sua solulilidade em água e principalmente devido 
ao processo suave utilizado na sua obtenção. O perfil de eluição en­
contra-se na figura 18.A. As alíquotas foram analisadas para carboi- 
drato (DO 480 nm) e para lignina (DO 280 nm). Pode-se observar dois 
picos, um com maior peso molecular (menor proporção a) enquanto 
que o segundo possue peso molecular menor ( maior proporção b) . Pa 
rece claro que há lignina associada aos dois picos. Após a eluiçãodo 
pico b as aliquotas foram analisadas até o volume de 50 ml não sendo 
detectada mais absorbância em 480 ou 280 nm. O pico a (figura 18. A) 
foi hidrolisado e os componentes analisados por g.l.c. (col. b) na 
forma de acetatos de alditois apresentando principalmente xilose, pe 
quenas quantidades de manose, galactose, glucose e lignina, conforme 
indicado na fig. 19.A. O pico b (fig. 18.A) foi analisado da mesma 
forma (fig. 19.B) e apresenta,comparativamente ao pico a, menores pro 
porções de manose, galactose, glucose e lignina. A diminuição de liç[ 
nina com relação ao carboidrato no pico b (comparando-se ao pico a ) 
é também perceptível na fig. 18.A.

Quando a O-acetil-xilana (fração I) foi aplicada a uma colu 
na de DEAE celulose (forma Cl-) e eluida sequencialmente com água , 
soluções de NaCl (0,1; 0,3 e IN) e ácido acético foram obtidas 5 fra 
ções, respectivamente Ia, Ib, Ic, Id e Ie. Cada fração foi analisada 
por g.l.c. após hidrólise, redução e acetilação. Os resultados indi­
caram que são todas xilanas acídicas, contendo em adiçãó pequenas quantidades 
de manose, galactose e glucose, conforme indicado na tabela VI. Afra 
ção Ib foi a que se obteve em maior proporção (65,40 %).

Assim, a fração Ib foi permeada em coluna de Bio Gel P300 e 
as alíquotas analisadas para carboidrato (absorbância a 480 nm ) e
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Fig. 18- Filtração em coluna de Bio Gel P300 (coluna 38x0,8 cm , 
eluente tampão fosfato 25 mM, pH 7,2). .

A: O-acetil-xilana (fração I).
B: O-acetil-xilana previamente fracionada por coluna de 

DEAE celulose (forma Cl ) e eluida com NaCl 0,3N (fra 
ção Ib).

Cada fração foi analisada para carboidrato (-•-) e ligni_ 
na (-o-).



Fig'. 19- Cromatograma em g.l.c. (col. b) da O-acetil-xilana (FraçãoI)> 
fracionada por Bio Gel P300 (fig. 18 A).

A: pico a; B: pico b, na forma de acetatos de alditois.
(1) xilose;
(2) manose;
(3) galactose;
(4) glucose;
(5) derivado de lignina.



Tabela VI- FRACIONAMENTO DA O-ACETIL-XILANA (FRAÇÃO I) EM COLUNA DE DEAE CELULOSE(FORMA Cl”).

H o n o s s a c a r £ d e o bs

Sub fração
(elulente)

. a. Rendimento
(%)

Rhamnose Arabinose Xilose Manose Galactose Glucose Ãcido ° 
Urónico

Ia ( h20 ) 2,13 4,07 2, 38 82,44 2,88 1,90 5,58 ndá

Ib (NaCl 0,1M) 65,40 1,40 1,55 81,00 1, 80 1,90 2,0 13,0

Ic (NaCl 0,3M) 9,60 1,65 0,35 81,90 1,45 1,70 1,90 15,5

Id (NaCl 1,0M) 8,40 1,4 0,55 78,00 1,92 0,5 3,52 14,0

Ie (AcOH 12,5 % ) 14,42 0,9 0,45 75, 20 1,10 1,00 3, 3 18,0

a Como carboidrato total pelo método fenol-sulfünico ( 51 ) .

Determinado por g.l.c. dos monossacarídeos na forma de acetatos de alditois. 

° Dosado pelo método de carbazol (25 ) .

^ Não determinado.
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lignina (absorbância a 280 nm). Conforme mostra a figura 18.B, o per 
fil do carboidrato é semelhante ao obtido para a hemicelulose origi­
nal (fraçao I, fig. 18.A), porém uma parte da lignina foi desmembra­
da do carboidrato, aparecendo livre ao se aumentar o volume de elui- 
çao. Isto indicou que uma fraçao da lignina que estaria fracamente 
ligada a hemicelulose foi dissociada da mesma durante o fracionamen- 
to na coluna de DEAE celulose.

Psla facilidade com que esta fraçao de lignina foi separada 
do carboidrato, isto é, durante o fracionamento em DEAE celulose (for 

Cl ), pelo aumentó da força ionica (NaCl 0,1M) pode—se supor que 
ss trata de uma associaçao náo covalente. Nao ooderoos afirmar qual a 
natureza desta ligaçao, porém pode—se aventar a hipótese de que se 
trata de associação por pontes de hidrogênio ou outras intera - 
Ç°es fracas, a semelhança das interações secundárias que ocorrem na 
própria lignina.

3.9 ESTOPO DA LIGAÇÃO ESTER ENTRE O ÃCIDO 4-O-METIL- 
GLUCURÓNICO E COMPOSTOS FENOLICOS DA LIGNINA.

Foi sugerido por Sarkar e colaboradores (163,164) e por Bhatta- 
charjee e Callow ( 21 ) que algumas unidades de ácido 4-O-metil-glu- 
curônico presentes em hemiceluloses de fibras foliares estariam liga 
das ã lignina através de ligação ester. A suposição foi baseada no 
fato que o valor do ácido nestas hemiceluloses aumentava quando elas 
eram delignifiçadas por clorito de sódio (182) . Esta justificativa , 
entretanto, ê questionávél pois é pouco provável que o agente ''delignif i- 
cante quebre as ligações ester. De fato, foram isoladas hemicelulo - 
ses O-acetiladas a partir de madeira (125 ) e de fibra de juta, (169 ) 
pré-tratadas com clorito de sódio. A delignificaçáo com cloro também 
não afeta ligaçõés esteres, pois o teor de grupos O-acetílicos não ê 
alterado quando O-acetil-xilanas são obtidas por este processo.

Talvez o aumento do teor de ácido encontrado por estes autores 
(21, 163, 164) esteja relacionado ao fato de que a oxidação da própria 
ilignina durante o processo de delignificação produza grupos carboxílicos (44).

Por outro lado, ê também relevante observar que ligações es 
ter podem ocorrer na própria lignina envolvendo ácidos aromáticos 
(111, 136). Estas ligações ocorrem entre os ácidos e as hidroxilas alî
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fáticas preferencialmente ãs hidróxilas fenõlicas da lignina.

Das e colaboradores ( 4 8 )  e Sharma (170) estu­
daram hemiceluloses obtidas de fibras de jgta e de folhas de ananás, 
respectivamente * As hemiceluloses foram extraidas antes e após o 
tratamento das fibras com boroidreto de sódio. Os resultados permiti 
ram concluir que existem ligações ester entre o acido 4^0-metilrglu- 
curõnico das xilanas e a lignina, (conforme já citado na introdução) 
sendo que esta última contribui com o grupo hidrokilico.

Desta forma consideramos importante verificar se este tipo 
de ligação ester ocorre também em caüles lenhosos, especificamente 
em suas hemiceluloses. A O-acetil-xilana da bracatinga (fração I ) 
foi escolhida para este estudo em virtude de ter sido obtida em con­
dições tais que ligações ester não seriam rompidas, como é o caso dos 
próprios grupos O-acetílicos. Obviamente as hemiceluloses A e B, prc 
dutos de extração alcalina, sao isentas de substituintes desta natu­
reza.

A O-acetil-xilana foi tratada com soluções de boroidreto de só 
dio e de ácido bórico, alternadamente, a fim de se manter o pHemtor 
no de 7,0 - 7,5. O aumento do pH nesta fase simplesmente causaria a 
hidrólise da ligação ester, liberando a lignina e os grupamentos car 
boxllicos do ácido urônico ao inves de promover a carboxi-redução dos 
mesmos. O polissacarldeo carboxi-reduzido foi precipitado por etanol. 
O processo foi repetido por mais duas vezes a fim de se asSegurar com 
pleta carboxi-rédução. O sobrenadante etanõlico apresentou absorbãn- 
cia positiva a 280 nm, indicando que houve liberação de compostos a- 
rômaticos e o espectro na região de 360 a 210 nm foi similar ao que 
se vê nas figuras 6 e 12. O ácido urônico e a lignina foram determin. 
nados no polissacarldeo original bem como após a sua carboxi- 
redução, conforme mostra a tabela VII . A lignina, determinada pelo 
método de Bar-Lev (15 ) passou de 6 a 2,5 %, enquanto que os ácidos 
urônicos, pela técnica do carbazol ( 25 ), de 15,6 a 13,2 %. Podemos 
observar que a dimunúição relativa da lignina e dos ácidos urônicos 
no processo de carboxi-redução foi respectivamente de 58 e 15 %.

A diminuição do ácido urônico indica que 15 % de suas unida 
des (que substituem algumas unidades de Ç-xilopiranoses da xilana )', 
encontram-se ligadas a lignina através de ligação ester.
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Tabela VII- ANÁLISE DE LIGNINA E ÁCIDO URÔNICO NA O-ACETIL- 
XILANA (FRAÇÃO I) ANTES E APÕS A CARBOXI-REDUÇÃO 
(NaBH4 - H3BO3; pH 7,0 -7,2).

aLignina % _ bÃcidoiurônico %

O-acetil-xilana (fração I) 6,0 15,6

O-acetil-xilana carboxi
reduzida 2,5 13, 2

Diminuição relativa 58 15

Pelo método de Bar-Lev (15 ), utilizando-se álcool coniferl-
lico como padrão e em relação ao açúcar total dosado pelo mé­
todo fenol sulfúrico ( 51 ).

Pelo método do carbazol ( 25 ).
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A perda da lignina em 58 %, quase quatro vezes maior do que 
a dos ácidos urônicos pode ser explicada por duas razões:

(a) a fração de lignina que não está ligada quimicamente à 
xilana e sim fracamente associada, conforme já foi discutido, deve 
ter sido dissociada durante o processo da redução e permanecido no 
sobrenadante alcoólico;

(b) cada unidade de acido 4-0-metil-glucurônico que foi car 
boxi-reduzida deveria estar esterificada por uma cadeia de lignina , 
provavelmente um polifenil-propano.

A O-acetil-xilana original (fração I) e a O-acetil — xilana 
carboxi-reduzida foram hidrolizadas e os açúcares constituintes ana­
lisados porvg.l.c. na forma de acetatos de alditois. Os cromatògra - 
mas estão indicados na fig. 20. A xilana original (fig. 20.A) confor 
me já se sabe, contém pequenas proporções de ramnose, arabinose, ga­
lactose e glucose. A xilana reduzida (fig. 20.B), além destes consti 
tuintes, apresentou um novo açúcar, a 4-O-metil-glucose, resultante 
da redução do ácido 4-O-metil-glucurônico. Este novo componente repre 
senta 2,1% dos açúcares totais. Sabendo-se que 2,1% correspondem á 
15% dos ácidos urônicos totais, se extrapolarmos este valor para 100 
devemos obter 14% que está muito próximo ao valor do ácido urônico na 
fração original (13%) , determinado pelo método do carbazol (tabela I).

;Ê interessante observar que o valor da lignina determinado 
apôs acarboxi-redução (2,5%, tabela VIII) aproxima-se dos valores en­
contrados para as hemiceluloses A e B (tabela II), conforme o espera­
do.

O fato de ainda persistir lignina na xilana carboxi-reduzida 
e sua existência nas hemiceluloses A e B demonstra que, além das liga 
ções discutidas, deve haver ainda uma ligação de carater covalente e 
resistente a alcali.



Fig. 20- Cromatogramas em g.1.c. da O-acetil-xilana (col. a) na forma de acetatos de alditois.
A: O-acetil-xilana (Fração I)
B: O-acetil-xilanã reduzida (NaBH4 - H3BO3; pH 7,0-7,2)
C: Padrões de acetatos de alditóis: (1) ramnose, (2) arabinose, (3)xilose, (4) manose, 

(5) galactose, (6) glucose.
A seta indica a 4-O-metil-glucose proveniente da redução do ácido 4-O-metil-glucurônico. 00vo



Tabela VIII- COMPOSIÇÃO EM MONOSSACARÍDEOS DA O-ACETIL-XILANA (FRAÇÃO I) ANTES E APÕS A CARBOXI-REDUÇÃO
(NaBH4 - H3B03; pH 7,0 -7,2)

M o n o s s
a

a c a r í d e o s

Rhamnose Arabinose Xilose Manose Galactose Glucose 4-O-metil-
glucose

O-acetil-xilana (fração I) 4,06 0,90 91, 20 0,67 1,71 1, 35 —

O-acetil-xilana carboxi- 
reduzida.

2,38 3,60 84,10 1,14 3,60 3,04 2,10

a
Determinado por g.l.c. dos açúcares analisados na forma de acetatos de alditois (col. a).
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3.10 ESTOPO DA LIGAÇÃO ÉTER ENTRE A XILAMA 
E QOMPOSTOS FENÔIalCOS DA LIGNINA.

As ligações covalentes entre lignina e carboidrato são re­
lativamente raras e podem ser vistas como pontos ocasionais de união 
que contribuem para a estabilidade das três estruturas polimêricas 
que se entrelaçam na formação da madeira.

Goring( 81 ) adverte que a dificuldade de separação de peque
nas porções de lignina de preparações de carboidratos, ou vice ver­
sa não se deve necessariamente à presença de ligações covalentes en 
tre a lignina e o carboidrato. No preparo de lignina, moléculas de 
carboidratos podem ficar presas na matriz de lignina, conforme mos­
tra o esquema abaixo (A). Da mesma forma, uma preparação de hemice- 
lulose pode reter em sua cadeia pequenas moléculas de lignina, di­
fíceis de remover ( B, 81 )

Conforme já foi discutido,,a 0-acetil xilana de bracatinga 
possue lignina associada por interações secundárias, lignina ligada 
por ligação ester via ácido urônico e ainda lignina unida à xilana 
mais fortemente do que nos dois casos anteriores.

Como a hemicelulose A é estruturalmente igual a 0-acetil - 
xilana desacetilada, foi o material escolhido para o estudo do tercei­
ro tipo de ligação entre a xilana e a lignina. A hemicelulose A foi 
extraida com alcali, portanto é isenta de lignina associada por in­
terações secundárias e por ligaçao ester, que nao resistem a este
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tipo de tratamento. Além disto a hemicelulose A é facilmente extraí 
da em quantidades apreciáveis, enquanto que o rendimento máximo que 
obtivemos para a O-acetil-xilana foi 6 % (fração A). Como já parti­
mos do pressuposto que os pontos de ligação entre a xilana e ligni- 
na são poucos, seria necessário uma grande quantidade de hemicelulo 
se A para identifica-los.

Com a finalidade de obter-se uma fraçao enriquecida com 
lignina, foi isolddo o complexo lignina-xilana (LXC) por degradação 
da fração carboidrato das hemiceluloses com metaperiodato de sódio.

0 método do periodato i utilizado para isolar com bom ren- 
.dimento lignina de tecidos vegetais (112). Este processo evita as 
condensações que modificam as ligninas obtidas por. ação de ácidos , 
porém causa algumas modificações por oxidação. É baseado na conver­
são gradual das unidades monossacarídicas dos polissacarídeos a dial 
deidos, os quais são suscetíveis a hidrólise com água a 100°. Requer 
no mínimo seis tratamentos com periodato (24 h a 20°), cada um se - 
guido de tratamento com água fervente durante 3 horas.

Foi demonstrado (112) que as unidades de lignina que con­
tém hidroxilas fenõlicas livres são convertidas pelo periodato, ini 
cialmente a quinonas ;e, finalmente, a ácido muconico, liberando me­
tanol. Este principio ê utilizado inclusive para determinação de gru 
pamentos metoxil.

Apesar do processo oxidativo, aproximadamente 80% ou mais 
das unidades de lignina permanecem intactas (112) .

A oxidação com periodato é um métódo rotineiro em estudos 
estruturais de carboidratos, sendo muito empregada a degradação ti 
po Smith (77).. Esta é uma degradação controlada que consiste na oxi 
dação com periodato, seguida de redução e hidrólise.

Quando uma unidade de açúcar de um polissacarídeo é fragmeni 
tada pelo periodato e reduzida com NaBH4, o derivado alcoólico resul 
tante, sendo um acetal acíclico, é sensível a ácido diluido; por ou 
tro lado, quando uma unidade de açudar resistente ao periodato é lî  
gada a uma unidade que foi fragmentada pelo mesmo processo oxidati— 
vo, a unidade! resistente aparece como um glicosídeo, que é estável 
a ácido em condições suaves (H2SO4 IN, temp. ambiente).
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Sabendo-se que as xilanas de bracatinga são lineares (46 
143, 197) e possuem ligações glicosídicas do tipo g (l-*4) , a quase 
totalidade das unidades de D-xilopiranoses são oxidadas pelo trata 
mento com periodato sendo, após a redução, hidrolisadas. Ficam re­
sistentes a este tratamento as unidades de xilose que possuem rami 
ficação no carbono 2 por unidades de ácido 4-0-metil-glucurônico 
( 46 ) e, eventualmente aquelas ligadas à lignina. Entretanto, as 
unidades de ácido 4-0-metil^ glucurônico são oxidadas pelo perioda 
to nos carbonos 2 e 3 e, consequentemente, após a redução, sensí - 
veis E hidrólise suave. Desta forma, como resultado da primeira de 
gradação, novas unidades de Q-xilopiranoses tornam-se acessíveis ao 
periodato.

De uma segunda degradação tipo Smith, nas condições utili 
zadas no experimental, deveriam sobrar somente as unidades de D-xi 
lopiranoses ligadas à lignina, não suscetível ao tratamento alcalino.

Considerando estes fatos, a degradação tipo Smith foi es­
colhida para isolar segmentos de lignina ligados à xilana, ou seja, 
complexos lignina-xilose (LXC). ,

Inicialmente, a O-acetil-xilana (fração I desacetilada), a 
hemicelulose A e a hemicelulose B (100 mg de cada) foram submetidas 
isoladamente a duas degradações tipo Smith. Os produtos obtidos das 
três amostras foram hidrolisados com ácido sulfúrico 72 % (168 ) e 
analisados por g.l.c., após acetilação (col. b). O resultado des - 
tas análises indicou, nos 3 casos, que os complexos obtidos ! são 
constituidos por xilose e derivado de lignina, por comparação com 
os tempos de retenção dos derivados de xilose e da Klason lignina, 
obtidos nas mesmas condições.

Com a finalidade de se obter quantidade suficiente de LXC 
para as demais análises, a hemiceluloses A (5 g)foi .submetida a duas 
degradações tipo Smith em escala preparativa. Durante a hidrólise 
suave com ácido sulfúrico IN à temperatura ambiente, observou-se que 
parte do material era insolúvel em meio ácido, o qual foi centrifuga­
do e lavado com água,originando o complexo lignina-xilose insolúvel 
(LXC^. O sobrenadante foi dialisado contra água corrente durante 
48 horas e concentrado a pressão reduzida, originando o complexo 
lignina-xilose solúvel (LXC2)• A análise por g.l.c. indicou que 
LXC-l e LXC2 são qualitativamente idênticos. A quantidade de
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lignina em relação ao carboidrato é maior em LXC-^ o que justifica
sua insolubilidade em água.

Outro complexo lignina-xilose foi preparado submetendo - se 
a hemicelulose A somente a uma degradação tipo Smith (LXC-j) . Os com 
plexos foram analisados por U.V., I.V. e g.l.c.

A fig. 21 mostra os espectros de U.V. de LXC2 (fig.21.A) ,
clorolignina (21.B), Klason Lignina (21.C) e LXC3 (21.D). Pode-se
observar que há grande similaridade entre os espectros dos complexos ;
obtidos (fig.21.A e D) com os espectros da clorolignina e da Klason 
lignina, respectivamente, fig. 21.B e 21.c. Os quatro espectros mos 
trados na fig. 21 são ainda semelhantes ao apresentado na fig.6, que 
corresponde à O-acetil-xilana. Todos apresentam o ombro caracterís­
tico da lignina, na região de 270 - 290 nm.

A fig. 22 mostra os espectros de I.V. de LXC2 (fig. 22.A ) 
e da Klason lignina (fig. 22.B), realizados em discos de KBr. Con - 
forme já discutido, as pastilhas, devido a coloração das amostras , 
não apresentaram a transparência necessária. Apesar disto, os se­
guintes picos principais foram identificados nos dois espectros 
(f ig. 22. A e 22 .B) , que são: 3400 cm“'*' - grupamento OH ; 1630 cm"'*' 
grupamento carbonila de aril cetona;1435 Cm-'*'vibrações do esqueleto aro 
mãtico e 1130 Cm  ̂ CH aromático (Siringil).

Uma amostra de LXC2 foi hidrolisada, reduzida, acetilada e 
analisada por I.V. em filme sobre célula de cloreto de sõdio. O es­
pectro i mostrado na fig. 23. D, juntamente com os espectros da Klason li£ 
nina, do resíduo da hidrólise ácida da hemicelulose A e do álcool 
coniferílico, todos previamente acetilados. Pode-se observar a gran 
de similaridade entre os espectros (fig. 23.A, B, C e D), indicando 
a presença de lignina em LXC2- Os principais picos comuns nos qua - 
tro espectros são: 2930 e 2850 cm--*-, 1740 cm--*-, 1465 cm 1380 cm--*-, 
e 1240 cm-1, que foram identificados, respectivamente, como: CH de 
metil e metileno, acetato, CH assimétrico, CH simétricoe anel aromá 
tico ( 95) . ,

As análises por g.l.c. de LXC2 e LXC3 após hidrólise, redu 
ção e acetilação sao indicadas, respectivamente, nas figuras 24 e 25. 
Comparando—se com os padrões, foram identificados nos dois comple — 
xos a xilose (pico 1 ) e o derivado de lignina (pico 4). Analisando-se
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Fig. 21- Espectros de U.V.
A: LXC2 em H20 
B: Clorolignina em Etanol 
C: Klason Lignina em Etanol 
D: LXC^ em Etanól
Obs.: comparar com a Fig. 6 .
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Fig. 22- A- Espectro de I.V. de LXC2 em disco de KBr.

B- Espectro de I.V. de Klason Lignina em disco de KBr.

As pastilhas foram preparadas com 2 mg de amostra e 
300 mg de KBr.
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Fig. 23- Espectros de I.V. (filme sôbre célula de NaCl; solvente 
CHC13) de:
A: Klason Lignina acetilada.
B: Resíduo da hidrólise acida (Saeman)de Hemicelulose A»

após acetilação.
C: Ãlcoõl coniferílico, tratado com H2S04 e acetilado. 
D: LXC2 hidrolisado e acetilado.
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(1) xilose, (2, 3) ?, (4) derivado de lignina.
vovo
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a figura 24 com a 25, observa-se que a quantidade de xilose em rela 
ção a lignina é muito maior em LXC3 (fig. 25) do que em LXC2 (fig . 
24). Isto e obvio, pois em LXC3 a degradaçao tipo Smith foi realiza 
da somente uma vez e em LXC2 duas vezes.

0 aparecimento do glicerol nos produtos analisados (fig.24) 
é justificável pois as unidades de xilose resistentes ficaram liga­
das glicosidicamente a estes fragméntos.

A estabilidade dos complexos na presença de alcali é evi - 
dente pela própria forma de obtenção da hemicelulose A. Isto ficou 
mais uma vez comprovado quando LXCĵ  (insolúvel em H20) foi tratado 
com metil sulfinil carbanion. Após diálise exaustiva, o material pre 
cipitado (LXC^) foi coletado por centrifugação e sua análise por 
g.l.c. após hidrólise, redução e acetilação indicou a presença de xi 
lose e do derivado de lignina. Se a ligação entre ambos fosse rompi 
da, a xilose passaria fatalmente ao sobrenadante, pois, conforme foi 
calculado pelo resultado de metilação o seu grau de polimerização 
(GP) em LXC^ é igual a 14.

Os complexos LXC^ e LXC2 foram metilados 2 vezes pelo méto 
do de Hakomori (87 ). A figura 26 mostra cromatografia em g.l.c. 
(col. b) dos produtos de LXC2 metilado, na forma de acetatos de al- 
ditois. Foram identificados os seguintes produtos tanto em LXC^ co­
mo em LXC2: pico 1 (T=0,59) 2,3,4-tri-O-metil-xilose; o pico 2 (T = 
1,19) 2,3 - di - O-metil-xilose; o pico 3 (T=2,4) como mono-metil - 
^ilose e o pico 4 (T=9,35) derivado de lignina. O cromatograma de 
LXC^ nas mesmas condições foi similar ao de LXC2  ̂ apresentando o 19 
maior concentração de lignina com relação ao carboidrato.

Ainda pela análise da metilação encontrou-se para LXC^ um 
grau de polimerização (GP) em relação a xilose igual a 14 e em LXC 2 
igual a 29, o que está coerente com os resultados obtidos pois o GP 
menor, LXC^, insolúvel em água possue menos grupamentos hidrofílioos, 
(menos carboidrato e mais lignina) enquanto que o GP maior, LXC2r 
solúvel em água é mais rico nestes grupamentos (mais açúcar e me­
nos lignina) .

Numa tentativa de se isolar o derivado de lignina que esta 
ria ligado à xilose, os produtos das metilaçoes de LXC^ e de LXC2, 
na forma de acetatos de alditois, foram separados por cromatografia



Fig. 26- Cromatograma em g.l.c. (col. b) de LXC2 metilado e os componentes analisados na forma de 
acetatos de alditois; os tempos de retenção foram calculados com relação ao 1,5-di- 0- 
acetil 2,3,4,6 - tetra-O-metil-glucitol. O pico 1 (T=0,59) foi identificado como 2,3,4-tri-
O-metil-xilose; o 2 (T=l,19) 2, 3 -di-O-metil-xilose; o 3 (T=2,4) como mono-metil-xilose e 
o 4 (T=9,85) como derivado de lignina.
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em camada delgada preparativa (solvente b) e a faixa que apresentou 
fluorescência foi analisada por g.c. - m.s., paralelamente a um
padrão de álcool coniferílico e de uma amostra de lignina obtida pe 
la hidrólise de hemicelulose A com ácido tri-fluoracético (lignina 
TFA) .

A purificação por t.l.c. preparativa isolou, junto com o 
derivado de lignina, um composto cuja fragmentação de massa indicou 
ser o 2,3 ou 3,4 - di-O-metil-xilose (fig. 27.A). Como sabemos que 
o carbono 4 da xilose está envolvido na ligação glicosídica, está 
última possibilidade pode ser descartada.

A figura 27.B mostra a fragmentação de massa do derivado 
de lignina presente em LXC metilado, acetilado e separado por cro- 
matografia preparativa. Esta fragmentação é idêntica às apresenta - 
das pelo padrão de álcool coniferílico e pela lignina TFA, os quais 
receberam o mesmo tratamento (fig. 28.A e B). Os espectros indicacbs 
nas figuras 27 e 28 foram realizados por impacto eletrônico. A figu 
ra 29 mostra a fragmentação obtida por ionização química do álcool 
coniferílico (A) e de lignina TFA (B), ambos metilados. Pode-se obser 
var que os espectros são absolutamente iguais.

A figura 30 mostra o espectro de '*'H-n.m.r. da lignina TFA 
acetilada. Podemos observar o sinal do proton aromático a 6 7,2.

A presença de ligação química covalente forte nos comple­
xos isolados (LXC) foi evidenciada por sua resistência aos processos 
utilizados no seu preparo, bem como aos tratamentos alcalinos. Isto 
foi confirmado definitivamente através da filtração de LXC em Bio 
Gel (P30, P100 e P300) e Sephadex (G50).

Para os experimentos de filtração em gel foram utilizados 
LXC2 e LXC3 por serem os mesmos solúveis em água. A figura 31 mos­
tra os perfis de eluição de LXC2 filtrado em colunas de Bio Gel P30 
(figura 31.A) , Bio Gel P100 (figura 31.B) e Bio Gel P300 (figura 
31.C). Em cada experimento a eluição da coluna foi acompanhada por 
determinação de carboidrato (absorbância a 480nm) e de lignina (absor 
bância a 280 nm ). Os resultados mostram que a lignina e o carboidra 
to foram eluidos concomitantemente.

Experimento semelhante foi realizado com LXC 3 (figura 32). 
Comparando-se as figuras 31 com 32, pode-se observar que a relação
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Fig. 30- Espectro de ^H-n.m.r. de Lignina TFA acetilada, em CDCl^.

A seta indica o sinal de proton aromático.
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Fig. 31- Filtração era gel de LXC2 (colunas 38x 0,8 cm, eluente 
tampão fosfato 25mM, pH 7,2).
A: em Bio Gel P30 ;
B: em Bio Gel P100;
C: em Bio Gel P300 . •
A seta representa o volume morto determinado com blue 
dextran. Cada fração foi analisada para carboidrato (-•-)
e lignina (-o-).
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Fig. 32- Filtração em gel de LXC^ (colunas 38x0,8 cm, eluente 
tampão fosfato 25mM, pH 7,2).
A: em Sephadex G50;
B: em Bio Gel P100;
C: em Bio Gel P300.
A seta representa o volume morto determinado com blue 
dextran. Cada fração foi analisada para carboidrato (-«-) 
e lignina (-o-).
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carboidrato-lignina nos complexos (LXC2 e I,XC3) foi invertida, ha - 
vendo mais carboidrato em LXC^, que foi oxidado com meta periodato 
de sódio somente uma vez. A figura 32 mostra os perfis de eluição de 
LXC3 através de Sephadex G50 (figura 32.A), Bio Gel P100 (fig.32.B) 
e Bio Gel P300 (fig. 32.C). Na fig. 32.A observa-se um achatamento 
nos picos, provavelmente causado pela interação do Sephadex com LXC^ 
Apesar disto , as três. figuras (32.A, B e C) indicam que real_ 
mente a lignina está ligada ao carboidrato.

As hemiceluloses da bracatinga foram depolimerizadas pela 
ação de fungos por Fontana e colaboradores (56, 57).

Devido a disponibilidade de celulase comercial (Bioferm), 
a qual demonstrou grande.- atividade hemicelulãsica, esta foi uti­
lizada para a degradação da hemicelulase A.

A enzima, obtida por fermentação de Trichoderma reesei (QM 
9414), é um complexo que contêm como componentes principais exogli- 
canase, endoglicanase e S-glicosidase. Ê muito estável, e na forma 
sólida mantem sua atividade por anos quando estocada nas condições 
recomendadas, como baixas temperaturas local sêco e recipiente :fe­
chado. Em solução apresentou-se estável por um periodo de 7 meses , 
a temperatura de 4 e 25° a um pH de 4,5 - 5,0 (121 ).

A hemicelulose A (900 mg por dosagem) foi suspendida em 
tampão acetato (50 mM, pH 5,0) e tratada com uma solução de celula­
se Bioferm a 36°. Paralelamente ào' experimento foi feito um branco 
sem o substrato. A hidrólise foi acompanhada pelo aparecimento de 
poder redutor, determinado pelo método de Somoghy Nelson (133 ).

Após 26 horas o poder redutor tornou-se constante, sendo a incubação 
da amostra e do controle precipatadas com etanol gelado (4o) . Após cen 
trifugação, foi lida a absorbância a 230 nm nos sobrenâdantes etanó 
licos, sendo positiva no caso da amostra. Este sobrenadante foi denominj 
nado HAEsl, e o fato de apresentar absorbância a 280 nm sugere a_pre 
sença de lignina na fração. Conforme observado no controle, a enzi­
ma foi precipitada pelo etanol, o que ficou comprovado pela análise 
de U.V. do sobrenadante (negativo). Determinou-se o açúcar total em
HAE , pelo método do fenol sulfúrico (51 ) , cujo resultado foi 332mg.

S JL  ̂ '
Assim, 37% da hemicelulose foi hidrolisada neste tratamento. Apos a 
remoção do etanol de HAEgl por evaporação a vácuo, observou-se que
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parte do material precipitou, o qual foi removido por centrifugação. 
A porção solúvel em água foi aplicada em coluna de :DEAE icelulose 
(forma Cl ) e eluida sequencialmehte com H20, NaCl 0,25N e NaOH 0,5N. 
As frações eluidas com NaCl e NaOH foram filtradas por colunas de 
Bio Gel P100 e eluidas com tampão fosfato 25mM, pH7,2. Os perfis de 
eluição encontram-se, respectivamente, nas figuras 33.1 e II.

A fig. 33.1 (HAEg^ eluida com NaCl da coluna de DEAE célu 
lose) mostra um componente principal de pequeno peso molecular,(fra 
ções 25 a 35), composto predominantemente por carboidrato, provável 
mente oligóssacarldeos, que.foram eluidos concomitamente â lignina, 
sugerindo ligação entre ambos.

A fig. 33 II (HAEs  ̂eluido com NaOH da coluna de DEAE ce­
lulose) , indica um único pico, no qual o principal componente é a 
lignina, também ligada a carboidrato.

A fração da hemicelulose não hidrolisada pelo primeiro tra 
tamento com a enzima (HAEp^) foi ressuspendida em 45 ml de H 2O e 
4,5 ml de solução de tampão acetato 0,5M e reincubado, sem a adição 
de mais enzima. Apõs 23 horas não houve formação de poder redutor . 
Entretanto, quando a uma aliquota deste sistema (1 ml) adicionou-se 
o substrato original (200 yg de hemicelulose A), este foi hidrolisa 
do. Por outro lado, quando se adicionou nova porção de enzima (0,2tnl) 
ao sistema total (isto i HAE^) , houve formação de poder - redutor 
que se estabilizou apõs 20 horas. A fração não hidrolisada foi pre 
cipitada com etanol e centrifugada- (HAE^) > perfazendo 323 g, isto 
i, 36% da hemicelulose inicial.

O precipitado (HAE^) f°i submetido a riova hidrólise nas 
mesmas condições e a fração não hidrolisada foi precipitada com eta 
nol, como das -duas vezes anteriores. O resíduo HAE^ (284 mg, por - 
tanto 31% da hemicelulose inicial) foi suspendido em água, uma ali­
quota (2ml) ..foi dissolvida em NaOH,• centrifugada e determinado o es­
pectro de absorção do sobrenadante limpido , na região de U.V., o 
qual foi semelhante aos apresentados nas figuras 6 e 21, indicando 
a presença de lignina neste resíduo.

A fração HAEp3 foi tratada com boroidreto de sódio a quen 
te, dializada e novamente centrifugada. O precipitado foi descarta­
do e o sobrenâdante foi desproteinizado 3 vezes , pelo método .de
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Fig. 33-Filtração em Bio Gel PIO0 (cõluna 38x0,8 cm; eluente tampão fos 
fato 25 mM, pH7,2) de fragmentos da hemicelulose A após o tra 
tamento com celulase. A seta indica o volume morto determina­
do com Blue Dextran. Cada tubo foi analisado para carboidrato 
(-®-) e lignina (-o-) I e II - Sobrenadantes etanõlicos da 
1? degradação enzimãtica da hemicelulose A (HAE ,) previamen-

b  JL

te purificado em coluna de DEAE celulose (forma Cl ) e eluido 
com NaCl 0,25N (I) e NaOH 0,3N (II).
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Fig. 34- Filtração em Bio Gel P100 (coluna 38 x 0,8 cm; eluente tam­
pão fosfato 25 mM; pH 7,2), do resíduo da 3? degradação en-
zimãtica da hemicelulose A (HAE _) tratado com NaBH. e des-p 3 4
proteinizado.

Cada tubo foi analisado para carboidrato (-•-) e lignina 
(-o-) .
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Sevag ( 175 ) com a finalidade de se eliminar a celulase. Após a des 
proteinização o material foi aplicado a uma coluna de Bio Gel P 1Q0 
(fig. 34) e eluido com tampão fosfato 25 mM, pH7,2. A figura indica 
um componente principal que contém carboidrato (em maior proporção) 
ligado a lignina.

Estes experimentos iniciais de hidrólises enzimáticas suge 
rem que os pontos de ligação da lignina com o carboidrato ocorrem ao 
longo -da cadeia da xilana, pois em todos os fragmentos isolados po­
demos observar a presença dos dois componentes associados. As liga­
ções existem, tanto nos pequenos fragmentos hidrolisados pela enzi­
ma (EAEg ,̂ fig. 33) como no resíduo final (EAE p3). Este fato pare 
ce eliminar a possibilidade de ligação do tipo benzil glicosídica e 
acetãlica (b e c, respectivamente, no esquema da pag. 79 ).

Este resultado é coerente com as análises dos complexos lig 
nina-carboidrato (LXC) obtidos pela degradação tipo Smith da hemice 
lulose A, pois.se a ligação entre a xilana e a lignina envolvesse o 
carbono anomirico não sobraria xilose resistente ao periodato.

A ligação fenol glicosídica (b no esquema da pag. 79 ), por 
ser sensível a alcali (127 ) está naturalmente dèscartada no mate - 
rial em questão, embora possa existir na xilana nativa.

Assim Sendo, parece ser mais provável a ocorrência da ligação 
tipo benzil eter (d no esquema apresentado na pag. 7 9 ) entre a xilana 
e a lignina. Este tipo de ligação daria origem a xilose resitente ao 
periodato. Poderíamos admitir a existência de lignina ligada ao car 
bono 2 ou 3 das unidades de g-xilopiranoses ao longo da xilana. Es­
ta hipótese é suportada pela análise dos produtos da metilação de 
LXC2 (fig. 26) e de LXC-̂ , cujo cromatograma ê semelhante ao apresen 
tado na fig. 26. Foram identificados os seguintes compostos (fig.26): 
tri-O-metil-xilose (pico 1), proveniente das pontas não redutoras ;
2,3-di-O-metil xilose (pico 2); mono metil xilose (pico 3) e o deri 
vado de lignina (pico 4).

O aparecimento do 2,3-di-O-metil—xilose em LXC indica ique 
unidades de g-xilopiranoses interligadas glicosidicamente por liga­
ções 6 (l-*4) encontram-se não substituidas. Teoricamente estas uni­
dades deveriam ser oxidadas pelo periodato. Entretanto, a presença 
de lignina, que foi concentrada no complexo após a segunda degrada­
ção de Smith, quando a maior parte do carboidrato foi degradada,por
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ser um grupo volumoso, deve ter impedido, por efeito estérico, aoxi 
dação das unidades de g-xilopiranoses próximas a ela. Outro fator já 
conhecido, que poderia impedir a oxidação completa seria a formação 
de ííemi-acetais intra e inter-cadeias.

0 pico 3, identificado como mono-metil-xilose, poderia ser 
o 2-0-, o 3-0- ou ainda uma mistura de ambos, e é proveniente justa 
mente daquelas unidades de xilose substituidas na posição 2 - O - ou
3-0- pela lignina.

A diminuição do tempo de retenção do derivado da lignina de 
10,4 (fig. 1) para 9,85 indica que este também foi metilado pelo pro 
cesso de Hakomori (fig. 26).

Assim, sugerimos que a ligação covalente, resistente a al­
cali, que une a lignina à xilana, seja do tipo benzil eter, envol - 
vendo o carbono 2 ou 3 das unidades de xilose e o carbono 3 da cadeia la 
teral do monômero de lignina tipo fenil propano (154).

Novos estudos deverão ser feitos a fim de se esclarecer as 
pectos ainda não definidos, como a estrutura das unidades de fenil 
propano envolvidas nas ligações com a xilana. Também será importan­
te o estudo da estabilidade das ligações utilizando-se modelos sin­
téticos .
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4 -  C O N C L U S Õ E S

1- A O-acetil-xilana estudada (fração II) foi obtida no seu 
estado nativo, visto que as condições usadas na sua obtenção não 
causaram migração de grupos O-acetílicos quando testadas em modelos 
sintetisados.

2- Na O-acetil-xilana nativa, os grupos O-acetilicos estão 
distribuidos em proporções aproximadamente iguais entre 0-2 e 0-3 
das unidades de g-xilopiranoses (14 e 16% respectivamente) havendo 
5% de unidades di-O-acetiladas e 65% não substituidas por grupos 0- 
acetllicos, conforme determinado pelo método de Bouveng modificado (47).

3- Nas xilanas acetiladas sinteticamente ocorreu substitui 
ção preferencial em 0-2, por ser este mais reativo que 0-3, frente 
ao agente acetilante empregado (anidrido acitico-piridina). '

4- Os isômeros 2-0- e 3-0-metil-xilitol apresentam resolu 
ção satisfatória por análise em g.l.c., em coluna capilar contendo 
DB 210 como fase estacionária.

5- A O-acetil-xilana nativa ê solúvel em água, ao contrário 
da sintética, mesmo contendo ambas aproximadamente a mesma quantida 
de de grupos O-acetilicos. Portanto, a solubilidade em água pode es 
tar relacionada com a distribuição destes grupos na >cadeia da xilana.

136- No espectro de C-n.m.r. das 0-acetil-xilanas, os si­
nais de CH3 (campo alto) e de C=0 (campo baixo) do acetil são bem 
característicos, permitindo evidenciar o posicionamento dos grupos 
O-acetilicos.

7- Para a quantificação absoluta dos grupos 0-acetllicos o
processo de metilação mostrou-se mais eficiente que a espectroscopia 

13de C-n.m.r.

138- 0s espectros de C-n.m.r. dos modelos sintetisados para 
o estudo- de migração, metil 2-0-acetil-4-0-metil- e metil 3-0-ace- 
til-4-0-metil-B-D“Xilopiranosídeos, apresentaram sinais de CH3 e C=0 
equivalentes aos deslocamentos químicos encontrados nas 0-acetil-xi 
lanas analisadas.
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9- As O-acetil-xilanas mostraram resistência à migração de 
acetil, conforme análise por ^C-n.m.r. , nas seguintes condições : 
refluxo por 18 horas em etanol; solução aquosa contendo cloro, a 4o; 
aquecimento a 70 em soluções de DMSO - dg ou D20 por 64 horas.

10- Nos modelos monossacarldicos o tratamento com Cl9 a
. o ~ . ~^ 4 nao causa migraçao. Entretanto, o aquecimento em Do0 ou DMSO-d^

~   ̂ O
causa migração, sendo este mais rápido em D90, conforme quantifica-

13do por C-n.m.r.

11- No estado de equilíbrio entre os dois modelos monossa- 
carídicos sempre predomina o 3-O-derivado.

12- A distribuição dos grupos O-acetilicos na O-acetil-xi- 
lana nativa mantém similaridade com os modelos monossacarldicos 2­
0- e 3-0-acetatos, no seu estado de equilíbrio. •

13- A distribuição dos grupos 0-acetíiicos na xil-ana 
nativa provavelmente i influe na sua conformação. 0 equilíbrio 
desta distribuição sugere a existência de um eixo de simetria na mo 
lécula . .

14- Eicou comprovada a presença de lignina nas frações he- 
micelulósicas (O-acetil-xilana, hemiceluloses A e B), pelas análises 
de UV, IV, g.l.c., g.c-m.s. e ^H-n.m.r.;

15- Na O-acetil-xilana foram identificados os seguintes ti 
pos de ligações entre a xilana e a lignina: interações secundárias,- 
ligação ester e ligaçãobenzil eter.

16- As interações secundárias são, provavelmente, do tipo 
pontes de hidrogênio.

17- As ligações ester envolvem grupamentos carboxílicos das 
unidades de ácido 4-0-metil-glucurõnico que compoem as hemicelulo - 
ses e grupamentos hidroxílicos da lignina. Cerca de 15% do ácido urô 
nico total está comprometido com este tipo de ligação.

18- As hemiceluloses A e B não possuem lignina associada 
por interações secundárias nem por ligações ester, por terem sid 
extraidas com alcali.
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19- 0 complexo llgnina-carboidrato (LXC) obtido por degra- 
ção oxidativa (tipo Smith) ê resistente ao tratamento alcalino.

20. Filtrações em gel não dissociaram o complexo LXC.

21- A hidrõlisè enzimãtica de hemicelulose A sugere que a 
ligação eter entre a xilana e a lignina não seja do tipo glicosídi 
ca, o que está de acordo com os resultados de metilação de LXC.

22- Os resultados indicam que a ligação covalente resisten 
te a alcali que une'a lignina à xilana seja do tipo benzil eter, 
envolvendo o carbono 2 ou 3 de unidades de xilose e o carbono 3 da 
cadeia lateral do monômero de lignina.

23- Os estudos de localização de grupamentos O-acetílicos 
somados aos das ligações com a lignina, permitem visualizar a xila­
na nativa como um glicoconjugado complexo intimamente associado com 
os demais componentes da parede celular.
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