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RESUMO

0 caule de Mimosa scabrella foi escolhido como modelo pa-
ra estudo de substituintes na 0-acetil (34-0-metil-glucurono) xila

na de madeiras duras em diferentes idades.

As 0O-acetil xilanas foram obtidas por dois processos dife-
rentes, sendo que o metodo convencional utilizou delipidifica-
cao em Soxhlet, depectinizacao a 500C, delignificacao com 1, a
50C, extracao da clorolignina com etanolamina alcoolica fervente
e DMSO. No metodo suave, as amostras foram delipidificadas a tem
peratura ambiente, cloradasa59C, a clorolignina extraida com e

tanol a 259C e as hemiceluloses obtidas com DMSO.

Verificou-se que o uso da etanolamina, alem de alterar o0s
rendimentos dos polissacarideos, pode promover a B-eliminacao do
acido 4-0-metil-a-D-glucuronico, que esta esterificado pela lig

nina nas O-acetil-(4-0-metilglucurono) xilanas.

No po de madeira dos caules de M. scabrella em diferentes

idades, bem como nas respectivas holoceluloses e hemiceluloses,

26 _
foram determinados os teores de acetil .Estes, em contradicao

81 46
aos trabalhos de WAITE e GORROD e de JOSELAU , apresentaram um

maior teor nos tecidos jovens,que pode ser atribuido a maior necessi

dade de hidratacao destes tecidos.

Atraves de carboxi-reducao do caule de M. scabrella com

NaBH, e saponificacao de uma O-acetil xilana do mesmo material com

4
X



NaOH , foi possivel verificar que ~32% das unidades totais de

acido uronico .encontram-se esterificadas pela lignina.

A xilana de M. scabrella contém grupos 0-acetilicos co
mo substituintes em C-2, C-3 e C-2,3 das unidades de D-xilopi-
ranoses, numa proporcao molar, aproximada de 14, 16 e 5% res-
pectivamente 67’68.Estes grupos encontram-se distribuidos ao
longo da molecula da xilana em pequenos blocos de duas ou tres
unidades substituidas em serie, ao lado de uma ou duas nao subs
tituidas e, tambem, por uma unidade substituida intercalada por

unidades nao substituidas.

X1



I - INTRODUGAO

As celulas vegetais estao envolvidas por um agregado or-
ganizado de moleculas de celulose, polissacarideos nao celuldsi
cos e lignina, a parede celular. Esta e biologicamente importan
te por tres razoes principais: determinar a morfologia e a fun-
cao da celula, formar o seu envelope limitante e estar direta -

o4 07 _36_63_77
. ~ —~ b 9 9 9
mente envolvida na regulacao da expansao celular .

A estrutura quimica e fisica da parede celular varia e-
normemente de planta para planta e de celula para celula. Exis-
tem, contudo, duas caracteristicas que sao comuns a todas as pa
redes celulares vegetais: elas sao quimicamente e fisicamente he
terogeneas, pois possuem diferentes componentes e sao formadas

. . 07,36,63
de camadas distintas >

A parede celular recem formada e muito fina, mas torna-se
progressivamente mais espessa durante o crescimento da cé]u]a,dg
vido a deposicao de novas camadas de material na parede celular.
Num tecido tipico, de uma planta anual ou perene, a parede celu
lar consiste de tres camadas distintas: a lamela media, a pare-

Oh,07’3 6’77
de primaria e a parede secundaria

A lamela media forma uma camada intercelular amorfa en-
tre as paredes primarias de celulas adjacentes e e considerada
como sendo o primeiro material depositado pelo citoplasma. A la

mela media e uma regiao da matriz polissacaridica, onde a celu-



2

lose esta ausente. Nos tecidos mais moles das plantas, a lamela

media permanece delignificada, enquanto que, nos tecidos lenho-

. L. 04,3677 78
sos, ela torna-se incrustada com lignina

A parede primaria e uma estrutura flexivel, capaz de so-

frer alteragoes no crescimento, elongamento, e espessamento. Du

rante o crescimento, e composta essencialmente de celulose com

algumas substancias pecticas. Contudo, quando o crescimento ces
04,436
sa ela espessa-se e torna-se consideravelmente lignificada
62 77
9

A parede secundaria da celula, especialmente das fibras
de madeira, consiste de camadas microscopicamente distintas: a
externa (S;), a media (S2), e a interna (S;). A camada media e a
mais larga das tres. As microfibrilas de celulose da parede se-
cundaria estao embebidas numa matriz composta primariamente de

hemicelulose. A sintese e deposicao de substancias pecticas vir

tualmente cessa apos 0 inicio do espessamento secundario. A lig

nina, contudo, e depositada durante o crescimento da parede se-

- . . . 04,07 436,63
cundaria, mas nunca constitue mais que 10% da mesma > "°*"°°°°°

77 78
s

sa‘ ?«: 'RG.AE
SecundARIA

77
Fig. 1 - Estrutura da parede celular de fibra de madeira .



A celulose, tal como ocorre na madeira, e um polissacary
deo linear, constituido simplesmente de unidades de B-D-glucopi
ranoses interligadas 1 -~ 4. Esta presente na parede celular sob
a forma de fibrilas de diametro de 353, cada qual contendo apro
ximadamente 40 cadeias de celulose. As moleculas das cadeias sao
geralmente justapostas de tal maneira a formar cristais lineares

. . . 03,04,07,36,63,66,77
ou microfibrilas > > > 72 ">

Muitas das importantes aplicacoes da celulose podem ser
atribuidas a sua alta resistencia a degradacdao quimica ou enzi-
matica. E necessario aquecimento prolongado em acido forte,para
hidrolisar completamente as ligacoes glicosidicas deste polime-
ro. A degradacao enzimatica da celulose em glucose, requer a
acao da celulase, que e um complexo enzimatico formado por tres
componentes basicos distintos, que agem sinergisticamente duran
te o processo hidrolitico; a endoglucanase que origina interme-
diarios oligoméricos a partir da celulose cristalina, a exoglu-
canase que ataca estes intermediarios resultando na formacao de
celobiose ou celobiose mais glucose e, a celobiase que hidroli-

03,57
9
sa a celobiose acumulada em glucose

A celulose e insoluvel em agua e, utilizada principalmen
te na manufatura de produtos tambem insoluveis,tais como o pa-
pel e tecido. 0s derivados quimicos da celulose, podem ser solu
veis em aqua ou liquidos organicos e sao empregados em filmes ,
fibras, lubrificantes, emulsificantes, adesivos, estabilizadores

87
de espuma, etc ...

As substancias pecticas sao um grupo de polissacarideos ,
das paredes das celulas e das regioes intercelulares das plantas

superiores. 0 termo substancias pecticas, & comumente usado pa-



ra denominar as pectinas, os acidos pecticos de-esterificados e
seus sais, os pectatos e certos polissacarideos neutros que per
deram suas cadeias de galacturonanas. A caracteristica dominan-
te das pectinas e uma cadeia linear de unidades de acido D-ga-
lacturonico, a qual se encontra esterificada em proporgoes va-

) . 07,28,36,63
riadas por grupos metoxilas

Pectinas sao geralmente heteropolissacarideos, isto e,
sao galacturonanas nas quais as cadeias de o-D-galacturonanas 1i
gadas 1 » 4, sao interrompidas pela insercao de unidades de a-
L-rhamnopiranoses. Outros monossacarideos estao ligados em ca-
deias laterais, como a D-galactose, L-arabinose, D-xilose, D-
glucose e, menos frequentemente, L-fucose e acido D-glucuroni -

07,3663
9% %
co

Pectinas contendo unidade de metil-galacturonato, sao sus
ceptiveis a B-eliminacao catalisada por bases, deliberadamente
ou inadvertidamente, liberando unidades insaturadas de acidos 4-
deoxi-B-L-threo-hex-4-enopiransiduronico (ou seu metil-ester) e,

_ 07 , 51
simultanearente, grupos redutores

Uma das propriedades caracteristicas das substancias pég
ticas e a sua habilidade em formar geis. Uma solugao aquosa de
pectinas, aquecida com acucar sob condigoes acidas (pH 2,0-3,5),
solidifica aoesfriar, como uma geleia. Esta e chamada de geleia
acida de pectina-acucar e & de grande importancia na industria

36
de alimentos

03
Segqundo ALBERSHE.M , "madeira & madeira devido a ligni

na". Paredes celulares incrustadas com lignina tem as proprieda
des que sdao peculiares aos tecidos lenhosos. Vasos condutores e

fibras das paredes celulares, que sustentam as plantas, sao em



grande parte, celulose lignificada. A lignina nao & somente um
constituinte caracteristico da madeira, mas € também encontra-
da em paredes celulares de celulas jovens em crescimento, tais
como aquelas das sementes dos cereais e dos brotos de pinheiros

03,07,36, 63
e abetos .

A lignina & um polimero, que contém um grande numero de
nucleos aromaticos. A estrutura monoméerica desses polimeros &
uma unidade de fenilpropano, que apresenta diferentes substi
tuintes no anel aromatico e na cadeia lateral. As ligninas de
angiospermas e de gimnospermas apresentam diferencas estruturais.
Ligninas de gimnospermas produzem vanilina e, de angiospermas pro
duzem vanilina e seringaldeido, quando oxidadas com nitrobenze
no, em meio a1ca11no36. 0 polimero da lignina € bastante resis
tente a degradacao quimica e de dificil acesso a digestao enzi

_ 36
matica

A lignina esta intimamente associada aos carboidratos e
foram propostos diferentes tipos de ligacoes entre estes poli-
meros: ester entre o grupo carboxilico do acido uronico e o gru
po hidroxilico da lignina; B-D-fenol-glicosidica; acetalicas;ben
zil-eter e benzil-glicosidica. As ligagoes ester e fenol-glico

- . ~ - . - o 20"42
sidicas sao alcalis-sensiveis

Com relacao as ligacoes ester, estudos foram realizados por
DAS e co]aboradores22 em fibra de juta, indicando que 34% das
unidades de acido uronico da hemicelulose sao esterificadas por
lignina. Em fibras de folhas de ananas ', verificou-se que es -

tas ligacoes envolvem 28% do acido uronico.

23
Mais recentemente, DAS e colaboradores , usando o proces

so de delignificacao pelo clorito, seguido por repetidos trata-
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mentos com boroidreto, demonstraram que 75% do acido 4-0-meti-
glucuronico foram reduzidos a 4-0-metil-glucose na xilana de
mesta. Os autores sugerem, ainda, atraves de analises de cur

vasde titulacao, que 100% das unidades de acido uronico nestas

fibras estao esterificados com a lignina.

0 termo hemicelulose e aplicado aqueles polissacarideos
da parede celular das plantas, de baixo peso molecular, os quais
ocorrem em associacao intima com a celulose, especialmente em
tecidos lignificados e, que podem ser isolados do material ori
ginal ou delignificado, por extragoes com solugoes a]ca]inas06

36,63,66,77,84 587

As hemiceluloses de plantas terrestres sao formadas por
um numero relativamente limitado de unidades de acucares, dos
quais os principais sao: D-xilose, D-manose, D-glucose, D-galac
tose, L-arabinose, acido-4-0-metil-D-glucuronico, acido D_-galac_
turonico, acido Q-g]ucurﬁnico e, em menor proporgao L-rhamnose,
L-fucose e varios agucares neutros 0O-metilados. Possuem  como
caracteristica comum, polidiversidade, polimolecularidade e po-

o i 06 536463,66577,84 o 87
lidispersidade

As hemiceluloses de cereais e gramineas foram amplamente
revisadas e se constituem basicamente de xilanas. Estas sao he-
teroglicanas geralmente caracterizadas pela presenca de unida -
des de L-arabinofuranose ligadas como cadeia lateral simples, u
sualmente na posigao 3 da D-xilose, mas em muitos casos, unida-
des de acido glucuronico e de acido 4-0-metil-glucuronico, ou

06
ambos, estao tambem presentes em menores proporgoes .

Um grande grupo de galactamananas estao presentes em se



mentes de plantas leguminosas,como carboidratos de reserva, os
quais sao usados no processo de germinagao.Estes polissacarideos sdo forma
dos por uma cadeia principal de unidades B-D-manopiranoses 1i-
gadas 1 » 4, tendo ramificagoes de unidades simples de o-D-ga
Tactopiranoses ligadas 1 - 6. Estes polissacarideos sao normal
mente comestiveis e alguns sao usados na industria de alimentos

24
como agentes espessantes .

05
JONES e colaboradores , estudando polissacarideos con-

tendo manose, isolaram de sementes de Iris cchroleuca € Iris
sibirica, polissacarideos heterogeneos que por hidrolise libe-
ravam D-glucose e D-manose em quantidades aproximadamente i-
guais e tambem D-galactose (3%). Consideraram inicialmente a pos
sibilidade destes polissacarideos serem uma mistura de glucoma
nana com galactomanana. Entretanto, em vista da similaridade em
composicao destes polimeros, concluiram tratar-se de polissaca-

rideos simples contendo os tres acucares.

Nas paredes celulares vegetais em crescimento aparecem he
miceluloses que formam geis, com funcoes biologicas importantes,
podendo inclusive contribuir para o suprimento dos tecidos vi-
vos com 18,5% dos polissacarideos degradados durante o <cresci-
mento. Isto foi demonstrado determinado-se diariamente os com-
ponentes monossacaridicos neutros dos hidrolisados de paredes ce
lulares de graos de cevada, germinados a 250C por 6 dias, ate
que as reservas endospermicas estivessem quase esgotadas.A quan-
tidade de polissacarideos da parede celular do embriao aumentou
40 vezes e a glucose tornou-se o seu principal componente, se-
guida em abundancia por xilose e arabinose. Os polissacarideos
da camada aleuronica dos graos, bem como o amido endospermico di

minuiram durante a germinacao e suas composigoes alteraram-se .



8
Este fato sugeriu que estes polissacarideos tem uma fungao si-
milar aos de sementes de outras especeis, isto €, sao reconhe-

58
cidos como carboidratos de reserva .

Modificagoes de polissacarideos hemicelulosicos de cen-
teio em diferentes estagios de maturidade, foram descritos por
MORRISON °°. Ha evidencias da presenca de uma glucana, uma ga-
lactoarabinoxilana altamente ramificada e de uma xilana linear.
0 processo de fracionamento usado (extracao com alcali antes e
apos delignificagao), mostrou que a concentragao e a composi
cao das diferentes fracoes polissacaridicas alteraram-se com a
maturidade da planta. A galactoarabinoxilana apresentou uma
composigao similar durante o crescimento, foi considerada homo
genea e gradualmente aumentou de concentragao durante o cresci
mento. A xilana linear, que e o polissacarideo principal, exi-
biu consideravel polidispersibilidade durante o crescimento,na
qual a razao xilose: arabinose aumentou consideravelmente com
a maturidade, mas sua concentracao no tecido da planta, em re-

lacao a hemicelulose total, declinou, lentamente com a mesma.

As hemiceluloses de madeira mole (gimnospermas) e de ma-
deira dura (angiospermas) nao sao iguais. Nas angiospermas,a he
micelulose e dominantemente uma 0-acetil-(4-0-metil-glucurono)
xilana, acompanhada de pequenas proprocoes de uma glucomanana. A
principal hemicelulose de madeira mole e uma O-acetil-galacto-
manana, em diferentes variacoes estruturais. As gimnospermas
contém mais lignina do que as madeiras duras e suas hemicelulo
ses possuem menor quantidade de grupos O-acetilicos que as an -

. 06,07,15,16,66,77
gilospermas

As hemiceluloses té&m :um grande poder -hidratante,isto



e, devido a ausencia de cristalinidade, baixo peso molecular e
configuracgao irregular, as hemiceluloses absorvem agua facil-

mente.

As hemiceluloses nao sao usadas somente como polimeros.
Sem duvida, seu principal uso no futuro sera como matéria pri-
ma para producao de compostos quimicos primarios, tais como fur
fural, acido. levulinico, acido formico, metanol, xilitol, uma

3 - - . - . . - 3 87
variedade de glicois e acidos gliconicos

Em termos mundiais, o furfural e seus derivados geram
grande interesse e tem inumeros empregos. Este interesse incre
mentou-se nos anos recentes, uma vez que a crise do petroleo
ressucitou a procura das tecnologias baseadas nas materias pri

mas renovaveis, ou seja, aquelas utilizando a biomassa.

A tecnologia do furfural e relativamente simples,no que
diz respeito as reacoes quimicas, envolvendo um unico reator. A
materia-prima (casca de aveia, sabugo de milho, bagaco de cana,
casca de arroz, serragens, etc. ...), que contendo alto teor de
pentosanas (hemiceluloses), fornece o furfural pelo processo de
hidrolise acida deste material hemicelulosico, liberando pento

ses, que pela ciclizacao e concomitante deidratacao, formam o

furfural.

On

Pentosamas Pentoses Tuusu_ul

Fig. 2 - Hidrolise de pentosanas com formacao de furfural.
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Algumas das principais aplicagoes do furfural sao:

- Refinagao dos Oleos lubrificantes, pela sua capacidade
de dissolver seletivamente os componentes insaturados polares e
coloridos, os quais sao quimicamente mais reativos, sofrendo fa
cil, decomposicao e/ou polimerizagao, deixando assim o refina-
do mais rico em compostos saturados, bem mais estaveis, nas con

dicoes de uso.

- Separacgao dos oleos vegetais e animais em fragoes de a

cordo com o grau de insaturagao.

- Na comercializagao de resinas de madeira e usado como
descorante e tambem funciona como solvente seletivo na industria
Tizagao de negro-de-fumo e de diversos outros produtos cuja prepara
cao requeira a extracao dos componentes insaturados, polares e
coloridos; como solvente e extrator seletivo, 0os seus concorren
tes mais importantes sao a acetona, acetonitrila, dimetilforma-

nida e N-metil-pirrolidina.

- Outro importante uso do furfural encontra-se na indus-
tria de resinas fenolicas, aglutinantes e vernizes, onde seu em
prego confere aos produtos maior resistencia aos acidos e a umi

dade.

- Um dos usos mais nobres do furfural destina-se a prepa-
racao de produtos farmaceuticos. Tem-se comercializado diversos

medicamentos a base de nitro furfural e outros derivados (FIG. 3).

- No entanto, a maior parte do furfural e consumida na pro
ducdo do alcool furfurilico, alcool tetraidrofurfurilico, fura-
no e tetraidrofurano, que por sua vez tem inumeros empregos como
solventes, dispersantes, umectantes, aglutinantes, ingredientes
de diversas resinas e, especialmente mateéria-prima para resinas

- . 56
furanicas .
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Furazolidona, 4151 Furosemida, 4161
Antiinfecioso e antiprotozodrio  (Lasix); Diuretico,

topico, Antimicrobial (vet) Anti_hipertensivo
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RV acs
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Nifuroxazida,; 6359

Nifuroxima, 6360

Antlinfecioso e Anti-
protozoario tdpico.

Antibactenal.
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Ay ? ‘
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Nitrofurantoing, 64 2! 2 \C/
Antibacterial urinario e Nitrofurazona, 6422
veterinario

Aninnfecioso topico,
Antimicrobial ( vet )

N\ nnmcocHs

Ninidrczong, 63050
Antibacterial e anfiprotozodrio (vet)

Fig. 3 - Medicamentos derivados de furfurai (nome, codigo numerico
88
categoria terapeutica referem-se ao Indice Merck ).
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Entre as hemiceluloses as xilanas sao as mais abundantes,
Ocorrem em quase todas as plantas, sendo um dos componentes prin

cipais da parede secundaria. Madeiras duras contem de 20 a 25%

63 82
s

de xilana, enquanto madeiras moles contem de 7 a 12%

A estrutura geral das xilanas, em plantas superiores,com-
preende uma cadeia principal com unidades de D-xilopiranoses uni
das por ligacoes B-(1+ 4). Sao moleculas com grau de polimeriza-
cao entre 150 - 200. Ligadas a cadeia principal estao pequenas ca
deias laterais. . Estas podem ser de tres tipos: a) unidades de
acido (4—g—met11)a-g-glucopiranosi]uranico, frequentemente liga-
das por ligagOes 1 - 2 a unidades de xilose da cadeia principal ;
b) unidades simples de L-arabinofuranose frequentemente unidas
por ligagoes 1 - 3; c) cadeias laterais mais extensas nas quais
as unidades de L-arabinofuranose carregam substituintes adicio -

. 06,07,08,18,63,64,77,82
nais . Xilanas tipicas de gimnospermas contem
maiores proporgoes de unidades de acido 4-0-metil-D-glucuronico(
15 - 20%) e, varias cadeias laterais de L-arabinofuranose. As xi
lanas tipicas de angiospermas contém menos unidades de acidos 4-
g-meti1-g—g1ucur6nico (8 - 15%), as quais estao distribuidas
por acaso ao longo da cadeia principal e, raramente contem uni

. 06’07,63
dades de L-arabinose

Um importante grupo de xilanas, notadamente as 4-0-metil-
glucuronoxilanas, que constituem de 18 a 25% das madeiras duras,
ocorrem na forma parcialmente acetilada. Algumas destas xilanas,

podem conter de 7 a 9 grupos g-acetTlicos por 10 unidades de xi-

06 _07_75
’ ’

lose . Estudos sobre a localizagao dos grupos g-acetTIicos

nas unidades de D-xilopiranoses foram realizados por Lindberg ,
. 16,17,18,33,53,76
Bouveng, Garegg e Timell . Estes autores encontraram

predominancia de acetilacdo na posigcao C-3, como tambem substi-
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tuicao em C-2 e simultaneamente em C-2 e C-3. Alguns trabalhos
sobre a Tocalizagao de grupos O-acetilicos envolveram o uso de
reagentes que agem como protetores dos grupos hidroxilicos. En
tre eles estao o metodo de BOUVENG18 que protege oS grupos hi-
droxila  com grupos fenilcarbamoil, o méetodo de Bouveng modifi-
cado por CORREA e co]aboradoresss, onde a desacetilacao acidi-
ca foi substituida por desacetilacdo e metilagdo simultanea e,
0 metodo de deBELDER e NORRMANli que emprega metil vinil eter

como grupo protetor. 0 ultimo metodo € o que tem - se apresen-
tado mais inconveniente, pois @ quantitativamente deficiente,is
to e,a protecao dos grupos hidroxilas e parcial, requerendo se
paracao das fracoes totalmente acetaladas por gel-permeacao.Foi
utilizado para localizar grupos O-acetilicos em xilana de betu
la, por LINDBERG e co]aboradoressq,onde 0os produtos na forma de
metilglicosideos apresentaram proporgoes entre as unidades de D
-xilose nao acetiladas e aquelas acetiladas nas posicoes C-2 ,

C-3 e C-2, 3 respectivamente de 44: 24: 22: 10.

Em trabalho recente com caule de M.scabrella, REICHER e
co]aboradoresse, usando metodologia de obtencao de O-acetil xi
lanas que nao implica em desacetilagao ou migragao dos grupos
g-acetT]icos, eliminando a etapa de delignificacao que envolve
o uso de etanolamina alcalina, localizaram os grupos 0O-acet71i

cos, que na xilana nativa de M.scabrella, estao distribuidos

nas posicos C-2, C-3 e C-2,3 (14:16:5 respectivamente).

As glucanas das madeiras moles tambem sao parcialmente
acetiladas, porem contém menos grupos O-acetilicos do que as

. 08’07’66,77
glucuronoxilanas de madeiras duras

Uma O-acetil-glucomanana foi obtida por extragao com

DMSO de uma holocelulose clorada de pinheiro do Parana, conten
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do galactose, glucose e manose em proporgio de 0,34; 1: 3,8. Os
grupos 0O-acetilicos, quantificados em 5,86%, foram localizados
por uma serie de reagdes de bloqueio e substituigdes, nas quais
0s grupos O-acetilicos foram substituidos por grupos metilicos,
usando o método de BOUVENG '° . os unicos aglcares metilados en
contrados na 0-metil-glucomanana, foram o 3-0-metil-D-glucose(
6,4%) e o 3-0-metil-D-manose (15,6%). 0 efeito dos grupos O-ace
tilicos nas propriedades fisicas da 0-acetilglucomanana foi es-
tudado por microscopia de polarizagao, difragao de raio-X e mi-
croscopia eletronica. Os resultados indicaram que osugrupos 0-a-
cetilicos aumentavam a solubilidade em agua e estavam efetiva -
mente impedindo a orientacao molecular e subsequente desenvolvi

48
mento de ordem lateral na 0O-acetil-glucomanana

Grupos substituintes nos monossacarideos neutros podem ter
fungoes especificas. Assim, foi demonstrado que os grupos 0-ace
tilicos e carbox7licos sao importantes determinantes na especi-

10
ficidade antigenica de polissacarideos

A estrutura basica dos polissacarideos extracelulares de
Rhizobium leguminosarum e Rhizobium trifolii e identica, porem,
seu padrao de acetilacao difere. Como substituintes acetilicos
podem ser muito importantes no processo de reconhecimento, KUO
e MORTsi degradaram os dois polissacarideos de Rhizobia, com HF
1iquido a -409C, numa série de oligossacarideos que representa-
vam as unidade repetitivas dos polissacarideos e seus homologos
superiores. A -230C, obtiveram uma mistura de oligossacarideos ,
dos quais um tetrassacarideo consistia a unidade da cadeia prin-
cipal do polissacarideo e, um trissacarideo representando a ca-
deia lateral com excessao dos terminais ndao-redutores. A locali

zacao e identificacdao dos substituintes acetilicos foram deter
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minadas por espectroscopia de massa por bombardeamento atomi-
co rapido.Todas as cepas de Rhizobia testadas continham substituintes ace
tilicos em C-3,de unidades {1 + 4) B-D-glucopiranoses na cadeia cen
tral do polissacarideo. Somente os polissacarideos de R. legu-
minosarum continham uma combinagao de grupos O-acetilicos em
C-2 e C-3 no agucar ramificado do polimero. Foi sugerido ent3o,
que os polissacarideos extracelulares de Rhizobia, contendo gru
pos O-acetilicos, podem desempenhar um papel na especificidade

da infecgao de legumes por Rhizobia.

Grupos O-acetilicos foram detectados por espectroscopia
de infra-vermelho e, suas presengas confirmadas quimicamente ,
em preparacoes de parede celular de gramineas e de plantas su-
periores. As quantidades presentes sao suficientes para influen
ciar o estado fisico dos polissacarideos da parede celular e

08
tambem a sua digestao por enzimas .

Uma grande classe de glicanas, essencialmente homopolime
ros como glucanas, mananas e glucomananas e tambem glicanas al
tamente complexas como gomas, hemiceluloses e lipopolissacari-
deos de bactérias, parecem possuir uma atividade antitumor. He
miceluloses de bambu, de bagaco de cana, de pe de arroz, pe de
milho e de palha de trigo, causam regressao do Sarcoma 180 de
ratos, mas nao de tumor de peritonio. A importancia de grupos
acetilicos para a atividade de certos polissacarideos de bacte
rias e, especialmente para aqueles com especificidade imunolo-
gica, tém sido estabelecida. Alem de aumentarem a solubilidade,
0s grupos acetilicos podem alterar significativamente a confor-

83
macao molecular

0 acido alginico € um constituinte universal das algas
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pardas. Ocorre tambem em bactérias tais como Azotobacter vine

landit e em algumas cepas de Pseudomonas. Ambas, alga e bacté

ria, produzem como exopolissacarideos um co-polimero de acido B

-D-manuronico e acido a-L-guluronico ligados ( 1 » 4). A dife -

renga mais notavel entre o alginato de alga e o de bacteria, e
a presenga de varias porgoes de grupos O-acetilicos no polissa-
carideo da bacteria. Estes grupos est3ao associados com as re-
gioes ricas em acido manuronico do polimero, e a sua fungao &
proteger as unidades de acido manuronico de converter-se em aci
do guluronico pela manuronana C-5 epimerase. Para investigar es
te papel protetor dos grupos O-acetilicos o alginato bacteriano
foi tratado, antes e apos desacetilagao, com uma epimerase alta
mente purificada. Sugeriu-se entao, que a acetilacao do algina-
to e um processo intracelular, que fornece ao organismo um meca
nismo para controlar o grau de epimerizagao do polissacarideo e
xocelular e, assim, conservar suas propriedades fisicas, tais co

73
mo, ligacao ionica e formagao de gel

0 sistema complementar desempenha um papel importante na
defesa do hospedeiro, inflamacdo ou reacoes aléergicas e, sua a-
tivacao ocorre tanto pela via classica como pela via alternati-
va. A primeira e ativada por um complexo imunologico, contendo
anticorpos, proteinas C-reativas e RNA viral. A via alternativa
nao necessita de anticorpos e e diretamente ativada por polissa
carideos, certas imunoglobulinas, virus, fungos, bacterias, cer
tas celulas animais e parasitas. 0 denominador comum desses ati
vadores ainda e desconhecido, embora carboidratos tenham sido en
contrados como constituintes da maioria deles. A fim de esclare
cer a relacao entre a estrutura quimica do polissacarideo e sua

90
atividade anti-complementar, YAMADA e colaboradores , investiga
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ram 17 polissacarideos soliveis em agua, obtidos de varias plan
tas. Atividade consideravel foi observada para uma arabana ex-
traida da fruta seca de Zizyphus jujuba, para uma paniculatana
(polissacarideo altamente ramificado, parcialmente acetilado, a
cido mucoso, constituido essencialmente de acidos 4-0-metil-a-D
-glucuronico e de B-D-galacturonico) extraido da casca interna
de Hydrangea paniculata €, para uma Plantago-mucilage A (uma xi
lana altamente ramificada, parcialmente acetilada e acido muco-
sa), extraida da semente de Plantago asiatica. 0s resultados dos
testes de titulacao C-4, atividade anti-complementar na ausencia
da Ca’™, imunoeletroforese cruzada e atividade da via alternati
va usando eritrocitos de coelho, indicaram que o modo de ativa-
cao complementar da paniculatana ocorre principalmente pela via
classica, enquanto que a ativacao pela Zizyphus-arabana e Plan-
tago-mucilage A, ocorre em ambas as vias, classicas e alternati

va.

79
Em experimentos realizados por TRAVASSOS , com hemicelulo
se A de Mimosa scabrella, verificou-se que esta tambem apresen -

tou atividade anti-complementar.

WAITE e GORRODBldeterminaram a concentragéodé_Q—aceti] em
holoceluloses de gramineas e concluiram que o grau de acetilagao
aumenta com a maturidade da grama, podendo atingir 2,7% da mate-
ria seca. 0s mesmos autores verificaram que ocorre tambem wuma
queda na digestibilidade da grama com a maturagao e, atraves de
uma serie de consideracbOes, sugerem que o grau de acetilagao con
tribuiu para tal fato. Esses referidos autores verificaram estes
fatos estudando a composicao quimica de carboidratos estruturais
de uma especie de grama anual e de 4 especies de gramas perenes,

cortadas em 4 estagios diferentes de crescimento. Com o aumento
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da idade das gramas, os conteudos de xilana, glucana celulosica,

acetil e de acidos uronicos aumentaram.

Em trabalho realizado com caule de A. donax, foram estu-
dadas modificacoes das paredes celulares durante a maturacao. A
estrutura da principd] hemicelulose, uma arabino-glucurono-xila
na, permanece a mesma, apesar da idade dos tecidos, havendo au-
mento do GP medio. Foi constatado tambem, que o numero de gru -
pos O-acetilicos na cadeia da D-xilana, aumentou com a matura-

_ us
cao .

Observou-se que xilanas acetiladas artificialmente, com
0 mesmo grau de substituicao das naturais, sao pouco soluveis ou
completamente insoluveis em agua. Isto indica que, n3ao so a po-
sigao mas, tambem a distribuigao dos grupos O-acetilicos na mo-
lecula de xilana, sao importantes na conformagao e, consequente

67
mente na solubilidade destes polimeros

A degradagao enzimatica de acetil xilanas e de érande in
teresse para se entender @ decompesicao microbial delignoceluloses
e tambem por razoes tecnologicas. Tratamento da madeira com aque
cimento a 2009C, pode ser usado como passo inicial na separagao
da celulose de outros componentes e produz uma fragao hemicelu -
losica soluvel constituida de xilana. Esta fracao e um substra-
to potencial para a conversao microbiologica de hemiceluloses em
combustiveis quimicos. Usando este metodo de extracao de hemice
luloses, BIELEY e co]aboradores13 obtiveram uma xilana acetila-
da de betula, contendo 60% de unidades de D-vi'ose e 10% de gru
pos O-acetilicos, em peso. A presenca de unidades de xilose ace
tilada em hemiceluloses de betula foi tambem evidenciada porcro

matografia de camada delgada bidimensional, nos produtos de di-

gestdo deste polissacarideo com xilanase parcialmente purifica-
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da, de Schizophyllum commune. 0s cromatogramas,apés correrem em um senti-
do e revelados para acglcares redutores, mostraram a presenca de
xilose, xilobiose e xilotriose bem como, de varios compostos com
mobilidades diferentes dos 1,4-B-xilooligossacarideos. Estes com
ponentes continham grupos acetilicos, como mostrado pelas mudan
¢as em suas mobilidades na cromatografia na segunda direcao, a-
pos desacetilacdo com vapor de amonia. Varios dos componentes fo
ram convertidos aos mesmos xilooligossacarideos de mesmos compri
mentos de cadeia, mas que diferiam no numero de grupos acetili-
cos. 0s resultados indicam somente que as fracoes obtidas contem
xilooligossacarideos acetilados e, nao que a enzima pode quebrar
as ligacoes entre 2 unidades de acucares adjacentes, contendo
grupos acetilicos. Portanto, o sTtio de quebra de ligacao e alo
calizagao dos grupos O-acetilicos nos oligomeros produzidos,sao

13
ainda desconhecidos

Nos anos recentes, tem havido um grande progresso na com
preensao das estruturas e das interconeccoes dos componentes da
parede celular vegetal. Como as estruturas dos polimeros da pare
de celular tem-se tornado mais conhecidas, estudos biossinteti-

cos revelaram-se possiveis e significativos.

A sintese das porgoes carboidratadas destes componentes da
parede celular, envolve a transferencia de agucares dos deriva-
dos agucar-nucleotideo para as cadeias crescentes dos polissaca
rideos. 0s varios acucares-nucleotideos podem ser sintetizados
a partir de um acucar comum, a glucose. Os agucares-nucleotideos
precursores podem ser: ADP-glucose, GDP-glucose, UDP-glucose,UDP
-galactose, GDP-manose, UDP-N-acetilglucosamina, UDP-acido glucu
ronico, UDP-acido galacturonico, UDP-arabinose e UDP-rhamnose .

Estes, naturalmente, representam formas ativadas, ou de alta
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energia dos agucares, a partir dos quais, ocorre a transferen -

03_.28 _47 49
. - 9 9 9
cia para os polimeros .

A formagao dos agucares-nucleotideos e dos diferentes po

Timeros, que posteriormente irdo ser sintetizados na parede ce

03,28

lular, estao resumidos na figura 4 .

D-Glucose

D-Glucose-GP

I

ADP-Glucose =— a-Glucose-1P =—— GDP-Glucose

-

Amido UDP-Glicose &——= UDP-Galactose
][-~_‘~““--~___“-‘ Polissacarideos da
a-Galactose-1P Parede Celular (Celulose,

Pectina e Hemicelulose).

G-Galactose
{ //////

u-Re.Glucuronico-1P <= UDP-Ac.Glucuronico=UDP-Ac Galacturdnico

Ec -D-Glucurdnico y
UDP-X1lose

4
UDP-Arabinose

v
g-Arabinose-1P

L-Arabinose

Fig.4 - Sintese dos varios aclUcares-nucleotideos que agem como

precursores dos polissacarideos da parede celular vege

28
tal .
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Estudos sobre a biossintese de hemicelulose tém envolyi -
do incubagoes de aglcares-nucleotideos radioativos com fragoes
de membrana de varias plantas e, entao, os produtos radioativos
isolados sao caracterizados. A glucose tem sido encontrada como
sendo melhor precursor do que qualquer outro agucar, na biossin
tese da celulose e das xilanas. A distribuicao do ]4C nos pro -
dutos, sugere que a rota principal para a sintese das unidades
de xilose nas xilanas, e a remocao do C-6 da hexose na forma de
acido glucuronico e que pentoses sdo convertidas em xilanas SO

- . - . 28,47,59,60
mente atraves de uma hexose intermediaria

Os acidos uronicos encontrados nas hemiceluloses podem es
tar metilados. Estudos detalhados, demonstraram que a metilagao
destes, ocorre pela transferencia de grupos métT]icosda§meno—
sil-metionina (SAM), diretamente para o polimero de acido uroni

28 49
co

Ja os grupos acetilicos, podem ser incorporados provavel-
mente, a partir da acetil Co-A e diretamente ao polimero em vez
de o fazerem ao acgucar-nucleotideo. Porem, nao se tem feito es-
tudos suficientes nos sistemas de acetilacao, para determinar

_ 19,28
seus mecanismos de incorporacao

0 papel dos grupos acetato na parede celular dos vegetais
ainda nao esta claro. Tem-se sugeridosz, que eles tem a funcgao
de diminuir a capacidade de hidratacao da xilana, o que poderia
diminuir consideravelmente a forca de tensao do tecido lenhoso.
Isto parece duvidoso, devido ao fato de que a presencga de gru -
pos O-acetilicos aumenta, em vez de diminuir, o carater hidrofi

75

lico do polissacarideo, em xilanas nativas de madeiras duras

Portanto, qualquer que seja o papel dos grupos O-acetTlicos em
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madeira, a sua presenca merece atengao, ja que hemiceluloses
preponderantemente carregam estes grupos, seja nas gimnospermas ,
sob a forma de glucomananas, seja nas angiospermas, sob forma

) 77
de xilanas

25 ,34,35,64,65,67,68,91 - - .
PTIATT T NI vem ha muitos

CORREA e colaboradores
anos estudando as hemiceluloses do caule de Mimosa scabrella,co
nhecida popularmente por bracatinga. E uma angiosperma arbores
cente que ocorre nas zonas temperadas do sul do Brasil. Pelo fa
to de ser uma especie de crescimento rapido, alcancando 15m de
altura em 4-6 anos, e utilizada para reflorestamento, regenera
cao do solo, combate a erosao, producao de lenha de alto teor
calorifico, fabricacao de celulose de fibra curta e de carvao a

. 11,21,%3,“&
tivo

A hemicelulose A do caule de Mimosa scabrella contem u-
nidades de D-xilose e de acido 4-0-metil-D-glucuronico. Dados
obtidos apos a degradacao de Smith e metilacao, indicaram que
a hemicelulose A da bracatinga consiste de uma cadeia principal
de unidades de Q-xi]opiranos?deos unidas por ligagoes B(1 » 4)
e, de cadeias laterais de acido 4-g-met11—g-g1ucur6nico 1igados
na posicao 2. A estrutura ramificada foi tambem identificada pe
la degradagdo de Smith e metilacdo dos oligossacarideos obtidos

34,30 A hemicelulose A

91
tambem apresentou alguns indicios de ligacao com a lignina

por hidrolise enzimatica da hemicelulose

A hemicelulose B do caule de Mimosa scabrella € compos -
ta de uma 4-0-metil-glucurono-xilana, uma glucomanana e, em me
nor quantidade, uma fragao polissacaridica relacionada a mate -
rial pectico na proporgao de 4,0, 6,0 e 3,0% respectivamente ,

25
em relacao as hemiceluloses totais

Uma hemicelulose com estrutura semelhante a hemicelulose
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A, foi obtida do caule delignificado de Mimosa scabrella, por
extragao com DMSO, tratando-se de uma xilana acetilada.Uma ten
tativa de localizagao dos grupos O-acetilicos neste polissa-
carideo foi realizada pela técnica de BOUVENGls, porem, devido

a dificuldade na separagio dos derivados 2-0 e 3-0 metil-xilosi.

- 64
deos, os resultados nao foram conclusivos

Usando-se o metodo de BOUVENG modificado por CORREA e
co]aboradores65 » 0s grupos O-acetilicos na xilana nativa de MZ
mosa scabrella foram localizados, estando distribuidos em pro-
porcoes aproximadamente iguais entre C-2 e C-3 das unidades D-
xilopiranoses (14 e 16% respectivamente), havendo 5% de unida-

des di-acetiladas e 65% nao substituidas por grupos O-acetili-

cos. Os derivados 2-0 e 3-0 metil-xilitois  foram separados u

7 _ 68
’

6
sando-se coluna capilar contendo DB-210

Ficou tambem comprovada a presenca de lignina nas fra-
coes hemicelulosicas de M. scabrella. As ligagoes que existem
entre a xilana e a lignina podem ser interacoes secundarias ¢
pontes de hidrogenio); ligacao eter, que e um tipo de ligacgao
relativamente resistente a alcalis e a acidos e, que foi deter-
minada em produtos resultantes da degradacao de Smith, denomi-
nados LXC; e ligacoes ester, envolvendo a lignina e o grupocar
boxila do acido 4-0-metil glucuronico da O-acetil xilana numa

67
proporcao de 15%

Os estudos estruturais das hemiceluloses de M. bracatin
ga e o conhecimento de suas cc cteristicas peculiares tem ser
vido de base para o estabelecimento de novas metodologias vi-
sando a sua utilizacao em processos biotecnologicos. Deste mo
do, estes polimeros servem como fonte de carbono para o cresci

mento de varios fungos. Assim sendo, o Dactylium dendroides € 0
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. 29,30 . .
Fusarium oxysporum , quando cultivados em meio contendo he-
micelulose A de bracatinga, secretam um sistema de enzimas xi-
lanoliticas, que apresentam especificidade para xilanas acidi-

cas.

Alem das degradacbes enzimaticas, hidrolises quimicas
nao convencionais estdo sendo desenvolvidas por FONTANA e cola
boradores31 no estudo de aproveitamento da fitobiomassa. Utili
zando-se de acido fosforico, determinou-se, atraves de estu-
dos cineticos, as condicoes Otimas de concentracao, temperatu-
ra e pressao para a liberacao de pentoses de residuos agricolas
e de serragem de madeira. A vantagem do catalisador escolhido

reside no fato do mesmo ser aproveitado como fonte de fosfato

no processo fermentativo.

Dando continuidade aos estudos estruturais do complexo
hemicelulosico de Mimosa scabrella, o presente trabalho visa a

bordar os seguintes aspectos:

1 - Estudo das hemiceluloses nativas, atraves de analise dos

caules em diferentes estagios de crescimento.

2 - Estudo evolutivo do teor de grupos substituintes (0-acetil,
acido uronico e lignina) nas 0O-acetil-xilanas nativas de madei

ras duras, com a maturidade.
3 - Analise das ligacoes ester entre a O-acetil-(4-0-metil-glu
curono) xilana e a lignina.

4 - Modificacoes causadas na estrutura nativa das hemicelulo -

ses, por influencia dos metodos de extragao.

5 - Distribuigdo dos grupos 0-acetilicos na molecula da 0-ace-

til-(4-9-metil-glucururono) xilana.



IT - MATERIAIS E METODOS

II.1 - Metodos Gerais

Foram empregados reagentes e solventes P.A. . Todas as e
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