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ABSTRACT

The hemicellulose B from the stem of Mimosa bracaatinga
Hoehne 1is composed of D-xylose and kfg-methyljg-glucuronic a
cid residues. Methylation, periodate oxidation, Smith degrada-
tion and analysis of the aldobiouronic acid data indicated that
the polysaccharide backbone consists of S3«1— 4)-linked D-xy
lopyranosyl residues, and some /3(1 -+ 3)-linked g-xylopyranaﬂﬂ
units' (minor component). The latter is substituted in the 2-
-positions by 4-0-methyl-«(-D~8lUcopyranosyluronic acid and by

-D=xylopyranosyl residues .

RESUMO

A hemicelulose B do caule de Mimosa bracaatinga Hoehne

é composta de D-xilose e dcido 4-Q-metil-D-glucurdnico. Os da
dos de metilagao, oxidagao pelo periodato, degradagao de Smith
e andlise do acido aldobiurSnico indicaram que a cadeia prin
cipal do polissacarideo consistegdé unidades de /3-2-(1-+ L)-
xilopiranoses e de /3-__1_)_,-(1-* 3)-xilopiranoses (menor componen
te). Estas ltimas unidades se encontram substitufdas nos car
bonos C-2 por unidades de dcido 4-0-metil- o{-D-glucopiranosi-

luronico e de xilopiranose .
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1. IRTRODUGXO

-Os principais componentes da parede celular das plantas
‘foram identificados como celulose, hemicelulose,polissacarideo
péctico, proteina estrutural e ligninél; As primeiras partes
formadas numa célula de madeira em desenvolvimento sao a pare
de primiria e a lamela média, sendo a primeira muito rTica em
material péctico, que é constituido principalmente por dcido D
-—galacturﬁnicoa. Durante o espessamento da parede celular, a
celplose é as hemiceluloses vao se depositando para formar a
parede secunddria. Ao final deste perfodo, a lignina, que é um
polimero polifenélico tridimensional de unidades de fenil—rpro
Pano, comega a se formar em sua maior parte na lamela média, a
tuando como substancia cementante junto as fibras na madeira ,
e também.-na parede secunddria. Quando hd lignificacao completa

a célula morre.3’k

A celulose é o componente estrutural mais estudado da
parede celular, consistindo de unidades de,ﬁ-(l—+ 4)72-glucop;
ranose. Este polimero linear,contendo em média 10.000 unidades
de glucose, agrega-se a parede primdria da célula formando as
fibras de celulose (aproximadamente 40 cadeias por fibra). As
cadeias de glucano nas fibras de celulose saoc mantidas juntas/
por pontes de hidrogenio. Essas pontes sao formadas pelo 4tomo
de hidrogénio de um grupo hidrox{lico de uma unidade de gluco-

se e o dtomo de oxigénio do grupo hidroxflico .de outra uni



~dade. IndividuaImente~essas,1iga§5estSQOfmelativamente;fracas R
faodaviafcomo~entre~astcadeia3&de=g1ncaho«de*uma“fibra de celulo
4£emhé*uma»grandeaquantidadeadelas3~,;aasomatéria dessas peque -
_mas interacoes é suficiente para formar agregados moleculares ,

u ®

>de relevante importancia na resistencia .da parede celular 3

<

As hemiceluloses sao polissacarideos :de baixo peso mole
cular , que se associam com-a celulose € a lignina nos tecidos/
das plantas. O termo hemicelulose foi introduzido por Schulze
em 1891 h; embora muitos cientistas especialmente na Europa ,
prefiram o termo "polioses de madeira" , a designacao "hemicelu

N

lose" ainda é a mais usada . O problema semantico quanto ao
-emprego do termo "hemicelulose" <foi amplamente revisto e discu

tido por WENZEL 5 o

As hemiceluloses podem ser removidas diretamente do teci
‘do original por extragao alcalina ou, menos freqﬁentemente, com
dgua. O rendimento da extragao alcalina aumenta consideravelmen
te quando o tecido é previamente delignificado'6. As hemicelu-
loses de plantas terrestres sao constitufdas principalmente de
unidades de D-zilose , D-manose , D-glucose , D-galactose , L-
-arabinose , dcido 4-0-metil-D-glucurdnico , dcido D-galacturd-
nico , 4cido g—glucuranico e, menos freqilentemente de:%-ramnose,

"",7,8 .

L-fucose e agucares neutros O-metilados

Tanto nas plantas de madeira dura (Angiospermas arbores
centes) como nas de madeira mole (Gimnospermas arborescentes)
o conteido de celulose é, em média , 43 # . O conteldo de
lignina em madeira dura varia de 18 a 25 %, e em madeira

mole de 25 a 35 % .



“Nas Angiospermas arborescentes tropicais, ‘0 grau de lignificagao
€ fTeqﬂentemente,.mnitO«maior-do~quéfnas de zonas témperadas .
.0 conteddo de hemiceluloses € -também varidvel. A madeira de An
ﬁgiospermas-arborescentes, como -0 vidoeiro branco (Betula papyri-
fera) e o vidoeiro prata (B. werrucosa) -contem cerca de 35 % em
-hemiceluloses, a0 passo que -0 caule dololmOramericano (Olmus ame
ricana) contem somente uns 20 % - Nas Gimnospermas arborescentes
-as hemiceluloses ocorrem -em .aproximadamente 20 % do peso da ma

7

-deira . A quantidade de grupos O-acetil é maior nas Angiosper

», 7,8

mas do que nas Gimnospermas

1.1. Classificagao das hemiceluloses

0'DWYER 2 , em 1926, classificou as hemiceluloses em A e
B , sendo estas denominagoes empregadas até nos dias de hoje . A
hemicelulose A €é a fragao que precipita quando se baixa o PH do
meio até 5,0 - 5,5 , apds extragao alcalina das paredes celula
res delignificadas ou nao. A hemicelulose B é obtida.por preci-
pitagao etandlica do filtrado original da hemicelulose A .

GAILLARD 10 , em 1961, subfracionou a hemicelulose B em
linear (B.L) e ramificada (B.R), através dissolugao da hemicelu-
lose B em solugao de cloreto de cdlcio concentrado, precipitando
-se a fragdo linear (B.L) por adigao de uma solucao de iodo-iode

to de potdssio; a fragao ramificada (B.R.) sy Permanece em solu
¢ao , sendo recuperada por precipitagdo etandlica .

Além da classificacao de O'DWYER ampliada por GAILLARD, é
digna de destaque entre outras, a classificagao proposta por BILA
KE et al. 11 , em 1971, onde se obtém as fragOes hemiceluldsicas
A, Be C , apds neutralizagao do extrato alcalino com simulta -

nea deionizacao por resina cationica e didlise , ao invés da

neutralizagao com dcido acético .



Desse modo, a fragao insoluvel seria designada hemicelulose A ;
a fragao obtida por precipitagao -etandlica seria a hemicelulose/
B, e a fracao solivel em etanol -e recuperada por liofilizagao se

ria a hemicelulose C .

1e¢2¢ Hemiceluloses de madeira -dura

{Angiospermas arborescentes)

A hemicelulose predominante em plantas terrestres de ma
deira dura é um xilano ac{dico, parcialmente acetilado, e em me
nor quantidade, um glucomanano e um arabinogalactano %7 .

0 xilano presente no dlamo (Populus tremuloides) foi a
primeira hemicelulose sujeita a investigagOes estruturais mais
detalhadas. JONES & WISE 12 | em 1952, obtiveram por hidrélise
total do extrato-bruto do caule dessa planta diversos monossaca
rideos (é-ramnose, é-arabinose, D-xilose, g-galactose), D-xilobi
ose. e g-xilotriose na'fragio neutra, enquanto que na frag¢ao aci
da isolada identificaram o acido g—galacturanico, o 4cido 4-Q-me
tilﬁg-glucuranico, dcido aldobiuronico [%19-(419-metil- a{_g, -
-glucopiranosiluranico)1Q-xilopiranos§] e, diversos oligossaca-
rideos 4cidos. Pelos resultados obtidos nas andlises de metilagdq
-oxidagao pelo periodato e polarimetria. foi sugerido que o xila-
no era constitufido de uma cadeia principal de /3-D-(1- L)-xilopi
ranoses . Estas unidades apresentavam substituig¢ac nos carbonos/
C-2 por unidades de dcido wuronico . Trés anos mais tarde yMILKS
& PURVES 13 isolaram da madeira dessa drvore quatro fragdes con
tendo varias quantidades de dcido #fg-metiljg-glucurSnico e uni
dades de g-xilopiranose . Em 1957, JONES et al.ll+ obtiveram por
extragdo alcalina direta da madeira da mesma espécie de dlamo ’
uma fragao hemiceluldsica [}{] 35 -752 , cujos produtos de hi

drélise continham , predominantemente , xilose , além de pe



quenas 4quantidades de hexoses., -arabinose e Tamnose. Se
:gando -0os referidos autores -a cadeia principal desse polime-
TOo era formada de unidades de B:D-(1 —> 4)-xilopiranoses, as
-quals eram -substituidas nos carbonos C-2 e C=3 -—por unidades
-de 4cido uronico e L-arabinose . Esta proposi¢ao foi basea
<da nos seguintes resultados da andlise dos produtos de hi -
drélise do xilaﬂo metilado : 2,3,5-tri-0-metil-L-arabinofura
nose,  2,3,4-tri-0-metil-D-xilopiranose , 2,3-di~0-metil- D -
-xilopiranose, 2-0-metil-D-xilopiranose, 3-C-metil-D-xilopi-

ranose , e mais tres componentes acfdicos .

SAARNIO et al. 15 isolaram da holocelulose da madeira
do vidoeiro prata (Betula wverrucosa) um xilano acidico cons
titufdo de unidades de /B-QQ-(l'—+ L)-xilopiranose e d4cido k-
-0-metil-D-glucurdnico mnuma relagdo de 22 : 1 . Este 4cido/
se ligava ao carbono C-2 de uma xilopiranose da cadeia

7

principal.

TIMELL 16 estudando os polissacarideos do vidoeiro a
marelo (Betula lutea), isolou e purificou dois xilanos , cujos
produtos de metandlise desses polimeros metilados eram :
0 2-0-metil-D-xilopiranosideo , o 3-O-metil-D-xilopiranosideo
s O 2,3-di<§:;etiljg—xilopiranosideo, o) 2,3,z-tri-g-metil -D-
~xilopiranosideoc e um oligossacarideo 4cido [?-Q-(2,3,h-tr;
ﬁg-metilf-oCTg-glucopiranosiluranico)-379-metilfg-xilopiranosi-
deé] , em proporgoes molares de 3 : 109 : 1:11 e 3: 89 :
t1: 9. Segundo o autor , ambos os xilanos apresentam na ca-
deia principal 190 unidades de /5fg-(l —> 4)-xilopiranose as

quais sac parcialmente substitufdas nos carbonos C-2 (uma entre

dez unidades) por 4cido 4-0-metil- o -D-glucuronico .



Posteriormente, TIMELLJI? delignificou a madeira do vidoeiro

--branco (Betula papyrifera) por tratamentos alternados com clo
TO e etanolamina alcodlica, e o polimero extraido com dimetil
sulfdxido [é-acetil~(h:g-metilglucurono)ﬁxilané]continha 3,6
-~grupos Q-dcetil para cada dez residuos de xilose, provavelmen

te ligados aos carbonos C-2 e C-3 das unidades de xilose.

Os oligossacarideos (2 a 18 unidades de xilose) obti
dos por HAVLICEK & SAMUELSON 18 , apdés hidrdélise 4cida par
cial do xilano do vidoeiro e separados através de coluna de
carvao-celite, em conex3ao com os experimentos de ROSELL &
SVENSSON 19 s indicaram que as unidades de 4acido hfg-metiljg
-glucuranico sao distribufdas ao acaso ao longo da cadeia prin

c¢ipal do xilano .

ASPINALL et al. 29 identificaram na hemicelulose A
extrafda da madeira de faia (Fagus sylvatica), um xilano cons
titufdo de D-xilose e dcido 4-Q-metil-D-glucurdnico numa
relagao molar de 70 : 7 , respectivamente . A mesma relagao/

foi encontrada por ADAMS 2l jum xilano soldvel em dgua, ex

trafido do Fagus grandifolia .

GILLHAM & TIMELL 22 extrafram uma hemicelulose do ol
mo branco com hidrdxido de potassio a 2% % , cujos produtosde
hidrélise foram xilose e tragos de galactose , glucose , ma
nose e ramnose. O dcido aldobiuronico foi o mesmo encontrado
na madeira das Angiospermas acima citadas. Tragos de écidolg-
-galacturonico também foi observado. Os referidos autores 23
verificaram que a madeira dessa planta (Ulmus americana) con

tinha menos xilano do que a maioria das madeiras duras até en



tao estudadas. Na estrutura proposta deste xilano, para cada
sete unidades de D-xilopiranose da cadeia principal (185 unida -
des de /312-(1 —> 4)-xilopiranoses), une-se uma unidade de acj
do hfg-metil-g-glucuranico através de enlace glicosidico do ti

po 9(“(1 - 2) .

DUITON & MURATA ¥ ¢ DUTTON & McKELVEY 27 analisa-
ram as hemiceluloses obtidas por extragao alcalina direta da ma

deira da macieira (Malus pumila L. , var. Golden transparent) ,

e da cerejeira (Prunus avium L. , var. Bing), respectivamente .

Ambas as hemiceluloses foram identificadas como 4-Q0-metilglucu-
rono-xilanos com aproximadamente 120 unidades de /372-(1 — L)~
xilopiranoses na cadeia principal . A relagao de dcido L-O-me
tilﬁg-glucuranico para D-xilose nesses polimeros foi de 1 : 6

e 1 : 7 , ainda respectivamente .

WISE , citado por POLGLASE 26 s sugeriu que as hemicelu-
loses de madeira dura apresentam um padrao de arquitetura sim
ples, consistindo predominantemente de unidades de D-xilose e

pequenas quantidades de acido Q-metil-urEnico .

Todas as madeiras duras até nos dias de hoje submetidas/
a investigagOes estruturais minuciosas, tem mostrado conter en
tre outros, um polissacarfideo constitufdo de unidades de‘/S-Q-
-(1 = 4)-xilopiranoses . Algumas dessas unidades apresentam u
ma cadeia lateral terminal simples de 4dcido 4-0-metil-D-glucuro
nico, ligada diretamente 3 posigao 2 (das unidades de xilose)da
cadeia principal através de ligagao glicosidica do tipo of-(1 —>
2). Sete em cada dez residuos de D-xilose da cadeia principal /

contém grupos 0O-acetil nos carbonos C-2 e C-3 27 .



- A0 contrdrio -dos xilanos -de madeira mole, -os 4-0-metil-
-glucuronoxilanos -de madeira -dura sao -desprovidos de L-arabino-
-:8e. Pequenas proporgoes de L-arabinose (menos do que 0,5%) sao
~provavelmente -oOriginados .de .outros polissacarideos, tais como
material péctico.ou . arabinogalactanos *, 0 xilano do dlamo (Po
-pulus tremuloides)‘lz foi -suposto conter como grupos terminais
mnao redutores, unidades de L-arabinofuranose ligadas ao carbo-
‘no C-3 das unidades da cadeia principal. Contudo, num estudo /
posterior, JONES e‘l;.al.—28 verificaram que o material conten-
do unidades de‘%rarabinofuranose, quando submetido a uma puri-

ficagao, nao apresentava mais essas unidades .

Até hd poucos anos, acreditava-se que os xilanos de ma
deira dura fossem constituidos de uma cadeia linear. Todavia ,
DUTTON & UNRAU 22 usando a técnica de degradagao tipo Smith
foram os primeiros a demonstrar que os xilanos de madeira dura
podem , de fato , ser levemente ramificados. 2ZINBO & TIMELL®
demonstraram , posteriormente , que o 4-0O-metilglucuronoxilam

presente na madeira do dlamo (P. tremuloides) contém em mé

dia dois pontos de ramifica¢ao por macromolécula. Portanto, é
extremamente provavel que ocutros xilanos de madeira dura se
jam similarmente ramificados. O grau de polimerizaczo das ca
deias laterais nao é conhecido, mas deve ser bastante baixo ,

conforme citou TIMELL / em sua revisio sobre hemiceluloses .

1.3. Hemiceluloses de madeira mole

(Gimnospermas arborescentes)

A hemicelulose predominante em plantas terrestres de

madeira mole € um O-acetil-galactoglucomanano e, em menor pro

)

porgao , um arabino-l-0-metilglucuroroxilanc .



As investigagaes-estrnturais~d984xilanos isolados de
‘hemiceluloses -do -caule de -Gimnospermas arborescentes, tais co

mo Tsuga heterophylla 31 s Picea excelsa 32 s Pinus taéda33,

Pinus silvestris 3 s Pinus elliottii 35 o Abies balsamea , Pi

gea glauca , Pinus strobus , Tsuga canadensis ., Thuja oceciden-

talis 7 e muitos outros xilanos de madeira mole analisados |,
‘demonstraram que esses poliséacarideos sao constitufdos de uni
dades de'/ngf(l —» L)-xilopiranoses. Algumas dessas unidades/
apresentam uma unidade terminal nao redutora de dcido 4-O-me -
til»a(jgfglucurﬁnico ligada ao carbono C-2, sendo quanto a es
tes aspectos, similar aos xilanos existentes em madeira dura .
No entanto, ao contrario dos xilanos de Angiospermas arbores -
centes, os xilanos de Gimnospermas arborescentes contem unida-
des de érarabinofuranoses diretamente ligadas aos carbonos C-3
das.unidades de xilose da cadeia principal, por intermédio de
ligagOes glicosidicas do tipo «<. 4 distribuicao das cadeias/
1aterais acfdicas e arabinofuranosidicas nio é conhecida. Os
xilanos de madeira mole contém em média uma unidade de dcido u
ronico para cada cinco ou seis unidades de gfxilose sendo, por
tanto, mais acidicos do que os xilanos de madeira dura. H4 cer
ca de ﬁma unidade de L-arabinose para cada oito ou nove uni
dades de D-xilose. <gegundo MEIER 36 s 0s Xilanos de madeira
mole nio‘;ossuem grupos O-acetil como se pensava anteriormente.
Estes grupos se encontram ligados aos atomos de carbono C-2 e
C-3 das unidades de manose dos glucomananos. As evidencias /
quanto a natureza lineaf ou ramificada dos xilanos de madeira/

7

mole sao contraditdrias e, conseglientemente , inseguras .

1.4, Hemiceluloses de Angiospermas monocotiledoneas

l.4.1. Hemiceluloses de Gramineas
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—~CHANDA et al. 37 xencontram-sefentre'OSrprecursores nas
-andlises de hemiceluloses de Gramineas, isolando do cééim es
parto (Stipa tenacissima L.) um xilano constitufido de unidades
gdeig-xilopiranoses'unidos por ligagoes glicos{dicas do tipo/B-
~(1-—> %) . BEste xilano , que nao.contém unidades de L-arabino
.se , .apresenta uma Unica cadeia lateral terminal de unidades de
xilose ligada ao carbono C-3 de uma unidade de D-xilose da ca

-deia principal.

ASPINALL & MAHOMED 3% propuseram para o xilano isola
do da palha do trigo uma estrutura similar a do capim esparto;
todavia, a uUnica ramificagao existente no carbono C-3 das uni
dades de‘g-xilose da cadeia principal era uma cadeia lateral/
terminal simples de écido_g-glucurﬁnico. ADAMS 39 encontrou na
folha do trigo um xilano com idéntica estrutura ao da palha,
contendo em adigao unidades de arabinose 1ligadas aos carbo-

nos C-3 das unidades de xilose da cadeia linear .

FALCONER & ADAMS %0 identificaram na hemicelulose B iso
lada da casca de aveia o dcido D-glucuronico e o dcido 4-0-me
'til-D-glucuronico, ligados glicosidicamente por enlaces do tji

po «-(1 — 2) as unidades de xilose da cadeia principal .

BUCHALA *1 isolou um arabinogalacto-(4-0-metilglucurono)

~xilano das folhas de cevada (Hordeum vulgare). O xilano, além

do grupo terminal nao redutor de dcido 4-0O-metil- adjg-glucuré
nico ligado ao carbono C-2 da xilose, apresentava uma ca
deia lateral terminal composta de galactopiranosil-(1 — 4) -
-g-xilopiranose-(l —> 2)-L-arabinofuranose, ou cadeias termi-
nais simples de‘%-arabinofuranose ligadas ao carbono C-3 de

certas unidades de xilose da.cadeia principal .

Da casca do grao do sorgo WOOLARD & RATHBONE*2 isolaram
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+@ descreveram um xilano com ramificagoes no carbono C-2 das ug;
:ﬁades.dmmg-xilose'da~cadeia principal; as ramificagoes-eram uni
-dades simpleSAdenécidoig-glucufanico e seu 4-metil €ter. Nos
~earbonos C-2 e C-3‘de:algumasrnﬁidades~de:2-xilopiranose encon

traram cadeias laterais .simples de L-arabinofuranose ..

4348

- Grande parte das Gramineas estudadas também apre
-sentam um =xilano com -cadeia principal formada de/sjg-(l —> )~
=xilopiranoses a qual possui dois tipos de cadeias laterais sim
ples: écido-kfgometil~¢£jg-glucuf6nico 'e'.%-arabinofuranose 1i
gadas , respectivamente, aos carbonos C-2 e C-3 das mnidades de

D-xilopirancse da cadeia 1linear .

1.5. Hemiceluloses de frutos, sementes e raizes
de Angiospermas dicotiledOneas
A cadeia principal de seus xilanos é, também, constitui-
da por unidades de D-xilopiranose interligadas glicosidicamen-
te ﬂ)"(l - )“l') °
49

Nas sementes de tamarindo e no endocarpo do fruto da
mangueira (Mangifera indica , var. Bullock's heart)5o os xila -
nos apreséntam ramificagdes no carbono C-3 das unidades de D-xi
lopiranose da cadeia principal, por cadeias laterais simples de
D-xilose .

0 xilano de semente de girassol 51 apresenta uma cadeia/
principal composta de unidades de B-D-(1 —> L)-xilopiranoses ,
com substituicao apenas no carbono C-3 por cadeia lateral sig'
Ples de dcido D-glucurdnico .

Para o xilano da parede celular do fruto da pereira 52
foi proposta uma estrutura ramificada, com substituicao no car
bono C-3 das unidades de g-inOpiranose da cadeia principal por

uma cadeia lateral composta formada de unidades de D-xilose , e

por cadeia lateral simples de dcido D-glucuronico .
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-0 -xilano -das :sementes -de «colza ?3 -apresenta ramificagao
wapenas por dcido 4-0-metil-D-glucuronico no carbono C-2 das u

nidades de 3-D-(1 —> 4)-xilopiranoses da cadeia principal.

Da holocelulose -clorada de Taizes-do bordo Sk (Acer sac

-pgharum Marsh) foi isolado um glucoxilano, cujas cadeias late -

rals formadas de xilose ou:ééido-h:g-metiljg-glucurSnico se 1i
gam aos carbonos C-2 de certas . unidades de g-xilopiranose da
cadeia principal. A cadeia principal do glucoxilano é composta/
de unidades de/312-(l*—e-#)~g1ucopiranoses e de /3727(1 —>L4) -
-=xilopiranoses .

Os xilanos das fibras sedosas da semente da paineira (As

55 e Ceiba pentandra 56), contém cadeias late

clepias syriaca
rais simples de dcido 4-0-metil-D-glucuronico e D-xilopiranose/
ligadas, respectivamente, aos carbonos C-2 e C-3 das unidades de

D-xilopiranoses da cadeia principal .

1.6. Hemiceluloses de algas

Das paredes celulares das algas foram isolados xilanos /
constituidos por unidades de D-xilopiranose com interligacdes/
do tipo/_% -(1 = 3) e ﬂ—(l = %) 97, pmbos os xilanos da Rho
dymenia palmata , analisados estruturalmente por PERCIVAL &

CHANDA 58 , € por BJORNDAL et al. 59 s30 lineares, com interli
gagoes do tipo/E-(l —> 3) e /3—(1 —> L) na proporgcao de 1 : 2.
0 principal polissacarideo solivel em dgua da Chaetangium fasti

60

giatum , estudado por CEREZO et al. s € semelhante ao descri

to para a R. palmata, variando apenas na proporgao de interliga
g'ées/B-—(l —> 3) paraﬁ:»-(l —>4) (relagao 1l:3). Contudo, hi e
videncias , segundo os autores, de que o xilano da C. fastigia-

tum_ € levemente ramificado .

‘Os principais aspectos estrutﬁrais do grupo de xilanos /
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das hemiceluloses estao hodiernamente esclarecidos. Todos os po
l1issacarideos deste tipo extrafdos de plantas terrestres até a
-goTa -examinados, pertencem ao mesmo tipo geral, isto é, consti-
tuem-se de unidades deigfxilopiranose interligadas, predominan
-temente, por ligagdes glicosidicas do tipO/B-%l.—é L), excetu-

~ando-se os xilanos de algas .

‘0Os xilanos de ambas as madeiras moles e duras, bem como/
de outras plantas dicotiledBneas, sao caracterizados por ca
»deiasflaterais de dcido hfg-metiljg-glucuranico e, em menor ex
tensao de{érarabinofuranose; os xilanos de cereais e gramineas/
sao caracterizados por cadeias laterais de L-arabinofuranose ,
e em menor proporgaoc de écido.gfglucuranico ou seu 4-metil éter
Do exposto , conclui-se que nao hd uma caracteristica estrutu -

ral que diferencie os grupos de xilanos de acordo com sua

procedencia .

1.7. Algumas caracteristicas da M. bracaatinga Hoehne

A Mimosa bracaatinga Hoehne é uma Angiosperma arborescen
te, que ocorre nas zonas temperadas do Sul do Brasil (Parand ,
Santa Catarina, Rio Grande do Sul) e em S3ao Paulo. Pertence 2a

familia das Leguminosas, sub-famf{lia das Mimosdceas, género Mi

mosa. E de crescimento rdpido, alcangando 15 metros de alturaem
4 a 6 anos, sendo muito Wtil para reflorestar, regenerar o solo,

61

auxiliar no combate & erosao e produzir lenha —. Instrugdes sQ

62, em 1942. Seu cau

bre sua cultura foram publicadas por VIANNA
le, que excepcionalmente ultrapassa 4Ocm de diémetro, é averme-
lhado ou branco. As folhas sao duplo-pinadas, com foliolos e
quenos oblongos e obtusos, pubérulos e flores em umbelas globu
lares nas axilas das ultimas folhas dos ramos, amarelas e susti

das sobre pedinculos de 1 a 1,2 cm de comprimento. Os frutos da

Mimosa bracaatinga se apresentam em vagens curtas, asperamente




hirsutas. As flores sao caracterizadas por apresentarem filamen-
tos estaminoidiformes acéfalos entre os estames portadores de an
teras, sendo preferidas pelas abelhas silvestres. As flores o
correm de junho a agosto e, os frutos de novembro a dezembro,ten
do cada vagem que é de cor pardacenta, 4% a 6 sementes de colora-
gao castanho-escura, cujas sementes conservam por longo tempo o
poder germinativo. Mesmo apds queimadas de florestas de bracatin
ga ocorre o reflorestamento espontaneo 63 °

* Hoehne, botanico brasileiroc deu o nome de Mimosa bracaa -
tinga a essa 4drvore , em homenagem aos indios guaranis do sul do
pais (maracd ou bracd = chocalho, tinga = branco). O nome "braca
atinga" foi preferido por estar jid consagrado pelo uso; todavia,
presumiu Hoehne, Que 0s guaranis chamavam a essa arvore de "aba-
racaatinga" (aba = muitas, rd = penas ou plumas, cad = drvore ou
mata, tinga = branco), que significa , portanto, "drvore ou mata
de muitas plumas brancas" , o que vem a ser muito mais 1ldgico .
Os colonizadores portuéueses _relétou Hoehne_ devem ter entendi-
do como "A Dbaracaatinga" e, depois, desprezando o artigo, tor -
nou-se conhecida como "baracaatinga" e, finalmente, com mais uma
modificagao pelo uso popular , "bracaatinga"."Paracaatinga" é ou
tro sinonimo empregado, que surgiu dos imigrantes alenmaes, que
costumam trocar a letra "b" por "p" quando se expressam em nos-
so idioma .

Segundo Hoehne, existe uma outra espécie de mimosdcea per
tencente ao mesmo género, que € a Mimosa scabrella de Bentham ,
freqlientemente confundida com a Mimosa bracaatinga Hoehne, cuja
diferenciagao sé é perceptivel aos que se dedicam & Botanica, is
so naturalmente quanto aos drgaos florais, pois na M. scabrella,
observa-se uma planta de pequeno porte, raramente maior que 5 ou
6 metros 61 .

A andlise de uma amostra de folhas secas a 1059C , da Mi-
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-mosa bracaatinga H. realizada pelo TECPAR (antigo IBPT), em agos
to de 1974, revelou 18,23% de protideos, .2,63% de lipideos ,
55,7% de glicideos, 18,4% de fibras e 4,06% de cinzas.

As folhas utilizadas como forrageiras foram bem .aceitas /
-pelos bovinos, ‘sem qualquef'prejuizo a saide dos mesmos ou ao
leite, o0 que é de grande importincia economica -aos pecuaristas .

Além de produzir lenha com bom teor calorifico e, -devido
3 abastada ocorréncia em nossa regigo, seu caule é empregado co
mo vigas de escoras pelas empresas de construgao civil por apre
sentar elevada rigidez. Apesar de produzir fibras curtas, o cau

le é de bom aproveitamento na fabricagao de papel de embrulho e

higiénico, sendo que a celulose obtida do Pinus pode ser incorpo

Tado 10% de celulose de bracatinga para produgio de papel de boa
qualidade, conforme experimentos feitos pela equipe de técnicos
da Kiabin. Pode ser ainda de grande utilicade na fabricagac de

méveis, aglomerados, lambris e carvao para metalurgia .

1.8. Hemiceluloses de Mimosa bracaatinga Hoehne

CORREA et al. 6k

e GOMES 65 estudaram a hemicelulose A4,
um (4-0-metilglucurono)-zilano isolado do caule da Mimosa bracaa
tinga H. As andlises desse polissacarideo dlcali-soldvel indica-
ram uma estrutura consistindo de uma cadeia principal com aproxi
madamente 118 unidades de /512-(1 —> 4 )-xilopiranoses, com rami
ficagBes nos carbonos C-3 das unidades da cadeia linear por g--
-xilose (3%) e acido metil-o{-D-glucurdnico (11%). A andlise do
dcido aldobiurdnico isolado evidenciou que o mesmo se tratava do
g-(hfg-metil-cﬁ1g-glucopiranosilur&nico)-(l-—* 3)-/512-xilopira—
nose.

66

OLIVEIRA extraiu o material hemiceluldésico, da holoce-

lulose do caule dessa arvore, com dimetil-sulféxido, a fim de



preservar os grupos O-acetil. O polissacarideo:apresentou um
grau médio de polimerizagao -de 150, .dando uma dnica banda na
eletroforese em acetato de celulose, e um pico simétrico na cro
matografia em Sephadex G-100. A hidrdlise completa do polissaca
rideo com dcido produziu D-xileose e dcido 4-0-metil-D-glucurc-
nico na proporgao molar de 9 : 1 (g.l.c.). O polimero, solidvel
em 4gua, apresentando rotagao Stica especifica igual a--62, in
dicou predominancia de ligagoes glicosidicas do tipo/3 no polis
sacarideo. A andlise de metilagac da hemicelulose nativa indi
cou para esse polimero uma cadeia principal composta de /9 -g- (
1 — 4)-xilopiranoses com leve grau de ramificagao. O espectro
em ressonancia nuclear magnética do polissacarideo nativo regis
trou absorgao (T) em 7,8 acusando a presenga de grupos QO-ace -
til. O conteddo em grupos O-acetil determinado pelo método colo
rimétrico de McComb & McCready, e pelo método de saponificagzo,
foi de 20-22% . O polissacarideo acetilado apresentou um consu
mo de 0,62 mol de periodato por mol de agicar anidro. A distri-
buicao dos grupos Q-acetil no xilano foi determinada pelo méto
do no qual os grupos hidroxilicos livres, sao primeiro protegi
dos pela reagao com fenilisocianato, metilando-se a seguir o po
limero, com simultanea desacetilacao. Em seguida, Oliveira fez
clivagem dos grupos fenilcarbamoil com o anion metilsulfinil |,
reduziu, hidrolisou completamente e analisou os agucares deriva
dos parcialmente metilados, na forma de seus acetatos de aldi -
téis através de g.l.c.-m.s. Os produtos foram identificados co
mo 2,3,%-tri-0-metil-D-xilose (0,95%), 2,3-di-O-metil-D-xilo-
se (17,9%), 3-O-metil-D-xilose (20,15%), 2-0-metil-D-xilose (
(%,0%) e D-xilose (57,0%). A degradagao tipo Smith da hemicelu-
lose nativd mostrou que as unidades de dcido uronico nao pos
suem grupos O-acetil. Assim, os grupos O-acetil existem nos C-

-2 ou C-3, e também nos C-2 e C-3 de uma mesma unidade de xilo-
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-se, distribuindo-se ‘a0 acaso na cadeia do polimero original. 0
polissacar{deo na forma acetilada nativa, em solugao de cloreto
de cdlcio aquoso, nao reagiu-com Solugao aquosa de iodo-iodeto/
_de potdssio, enquanto gque apds a desacetilagao esta interagao o
correu, com desenvolvimento maximo de cor azul-escuro a 610 nm.

cEBARA ©7 estudou a hémicelulose A extraida do caule da

Mimosa bracaatinga , através da andlise dos oligossacarideos neu

tros e acidos obtidos por fragmentagio do polissacarideoc com a
hemicelulase produzida pelo P. circinatus , crescido em meio e
condigSes adequadas, tendo como iinica fonte de carbono e ener
gia a prdopria hemicelulose A de M. bracaatinga. Através da de
gradagao tipo Smith dos oligodlcoois, seguida de metilagao, Ge
bara constatou a presenga de g-xilose resistente a oxidacao com
periodato nos oligossacarideos neutros, identificando entre ou
tros produtos o 2-0-metil-D-xilopiranosideo ou 3-0-metil-D- xi
lopiranosideo, indicando a possibilidade de ramificacoes no C-3
ou no C-2 das unidades de D-xilopiranoses da cadeia principal.
A ligagdo glicosidica do dcido 4-Q-metil-D-glucurdnico 3 cadeia
do xilano, foi identificada como sendo « -(1 — 3), por polari-
metria e pela andlise do dcido aldobiurdnico, via degradacao ti
po Smith do derivado metil-éster-metilglicosideo .

ZERMTANI 68 s recentemente reanalisou a hemicelulose A
extraida do caule dessa arvore, utilizando técnicas mais adequa
das. Através degradagao tipo Smith, estudos de metilagao e es
pectrometria de massa dos oligossacarideos neutros e dcidos re

67

sultantes da hidrélise enzimitica ,"chegou a resultados dque
sugerem um xilano constituido principalmente de uma cadeia de u
nidades de /3-D-(1 =% 4)-xilopiranoses, havendo evidencias para
unidades de D-xilopiranoses interligadasp-D-(1 —> 3) na cadeia
linear. As cadeias laterais sao formadas de unidades de dcido 4

fg-metil-g-glucuranico e de_gﬁxilose as Qquais se ligam aos car



-ponos C-2 das unidades da cadeia principal .

1.9. Objetivos

As estruturas das hemiceluloses de grande variedade de ve
‘getais sao conhecidas, ou parcialmente conhecidas. O mimero de
espécies investigadas é tao grande que possibilita fazer-se gene
ralizagOes quanto & proporgao, natureza quimica e localizagao das
hemiceluloses em nossas mais importantes plantas. Contudo, é evi
dente Que um vasto mimero de problemas permanecem, por enquan
to, sem solugao, e Que novos e surpreendentes aspectos ainda PO
dem ser esperados neste campo. Alguns detalhes estruturais das
principais hemiceluloses dos vegetais nao estao completamente e
lucidados. Assim, o grau de ramificagaoc dos xilanos e glucomana
nos, a distribuigao dessas cadeias laterais e, como se apresen
tam as unidades de dcido uronico nos xilanos nativos, consti
tuem-se em assunto aberto para investigagoes. Tais pesquisas s3o
dificultadas pelo fato de nao se conseguir extrair quantitativa-
mente as hemiceluloses e, particularmente, os xilanos nas suas
formas nativas, pois a extragao com dlcall pode causar transfor
mag5es quimicas nesses polimeros; embora, a extragao dos xilanos
com dimetil-sulfdéxido seja o método mais conveniente, sé se con
segue extrair os xilanos acetilados mais ou menos quantitativamen
te, apés uma delignificagao prévia da madeira, processo dristico/
que pode alterar quimicamente as referidas macromoléculas. Por
tanto, nao existe um método perfeito de extracao das hemicelulo
ses. Desse modo, se fosse conseguido um processo de delignifica-
¢ao da madeira mole sem concomitante degradagao de seus xilanos/
e glucomananos, tornar-se-ia possivel estudar as propriedades mo
leculares de tais polimeros nas formas como se encontram na natu

reza. O isolamento de hemiceluloses rigorosamente puras € uma ou



tra problemitica de técnica -que se -apresenta, prejudicando  so
bremaneira o estabelecimento da natureza quimica das hemicelulo
ses existentes em menores-quantidades nas madeiras, e que ainda
‘nao sao conhecidas. Por outro lado, os recentes avangos no ins
trumental utilizado nas anilises guimicas, alguns de altissima/
sofisticagao, tém possibilitado esclarecer varios aspectos es
truturais dos cbmponentes quimicos da madeira e, sem ddvida,num
futuro nao muito distante, a arquitetura molecular da madeira ’
incluindo o exato estado fisico das hemiceluloses na parede ce
lular e suas relagdes com outros constituintes, especialmente a

celulose e a lignina , estaria completamente desvendada.

Ao contririo da celulose, as hemiceluloses n3o tém sido
aproveitadas industrialmente, salvo rarissimas excegoes, como &
o caso dos xilanos, que sao empregados na produgao de xilitol (
adogante dietético) . As hemiceluloses, junto com a celulose e
a lignina, s2o substancias quimicas muito abundantes em nosso /
planeta, constituindo-se em fontes para obtengao de recursos e-
nergéticos, alimentares e medicinais. Por esse motivo, vem rece
bendo merecidamente especial atengao dentro do setor de pes

Quisa aplicada .

No presente trabalho, fez-se um estudo estrutural da fra
cao hemiceluldsica solivel em dgua (hemicelulose B), extraida /
com dlcali do caule da Mimosa bracaatinga Hoehne , a fim de com

pard-la com a hemicelulose A dessa planta .



M ATEU RTIATIS

E

M ET OD O S



2. MATERIAIS E METODOS

2.1l Métodos Gerais

A cromatografia em papel (p.c.) foi realizada em pépelAWhg
man numeros 1 e 3 MM pelo método de desenvolvimento ascendente |,

nos seguintes sistemas de solventes :

a) benzeno : n-butanol : piridina : dgua (1:5:3:3, v/v ,
fase superior) ;

b) acetato de etila : dcido acético : dcido férmico : dgua
(18:3:1:% , v/v , fase superior).

A visualizagao dos agiicares foi feita com nitrato de prate

alcalino 69 e, cloridrato de p-anisidina 70 .

A cromatografia em camada delgada (t.l.c.) foi efetuada em
placas de silica-gel (Merck), também pelo método de desenvolvi -

mento ascendente, usando-~se os seguintes sistemas de solventes :

c) n-butanol : acetona : tampao fosfato pH 5 (4:5:1 , v/v}

d) acetato de etila : éter de petrdleo : cloroférmio (3:3:
1, v/v).

Os cromatogramas foram reveiados com fosfato de anilina ou

dcido sulfiirico a 5% em metanol .

Na andlise por cromatografia gasosa (g.l.c.) foi empregado
o cromatégrafo VARIANT , modelo 2440, com detector de ionizagao de
chama , e nitrogénio como gis de arraste. Na andlise dos deriva-
dos metilados, conforme STEPHEN et al.7l , utilisou-se a coluna a
¢ 14% p/p de LAC-4R-886 sobre "Chromosorb W" de 80-100 '"mesh" (DM
SC), em tubo de cobre de 100 x O,4 cm (d.i.) a 1509C, com detector
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.a 2259C e camara de injegao a 2059C, fluxo do gis de arraste a
25 ml/min. Os tempos relativos de retengao(T)foram calculados em
relagao ao O-metil-2,3,4,6-tetra-0-metil- S-D-glucopiranosideo .
Para a andlise dos alditdis acetilados, de acordo com SWARDEKER/
et al. 72 e dos agucares parcialmente metilados, na forma de al
ditdis acetilados , segundo LINDBERG 73 , foram usadas as colu -
nas b e ¢ . Coluna b : 3% de ECNSS-M sobre "Gas Chrom Q"
de 100-120 "mesh" , em tubo de cobre de 200 x 0,15 cm (d.i.) a
170°C , com detector a 2509C, camara de injecao a 2302C e, fluxo
do gds de arraste de 25ml/min. Para a determinacac das propor -
¢Oes molares dos produtos de degradagao tipo Smith (apds conver-
s20 em alditdis acetilados), a coluna b foi usada com tempera-
tura programada (130-1802C , 10°C/min) . Coluna ¢ : 3% de OV-
-225 sobre "Gas Chrom Q" de lOO-iZO "mesh" , em tubo de cobre de

200 i 0,15 cm (d.i.) , a 1709C para os derivados parcialmente me

tilados na forma de seus alditdis acetatos, com detector a 250°9C,
cimara de injecdo a 2309C, e fluxo do gis de arraste de 25
ml/min. Os cdlculos das dreas dos derivados,obtidas nos cromato-
gramas, foram efetuados pelo processo de triangulagao. Os valo
res de T -para os derivados de alditdéis acetatos foram compara-
dos com padrdes de alditdis acetilados e, os valores de T dos
agicares metilados, parcialmente acetilados, foram calculados em

relagao ao de 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil-D-glucitol.

As dosagens em garboidrato total, nas diferentes fragoes po
lissacaridicas,foram feitas pelo método de DUBOIS et al. ™ se O
teor de &cido urénico , conforme BITTER & MUIR 72070 |

Os teores proteicos foram dosados segundo LOWRY et al. 77

As leituras espectrofotométricas foram realizadas em apa-

relho COLEMAN JUNIOR , modelo 6 A .



As determinagoes de pH foram efetuadas em aparelho CLA
MANN & GRALMERT MV 85 (Dresden) .

As anidlises em infra-vermelho feram realizadas em

aparelho  PERKIN-ELMER , modelo IR-700 .

Os espectros em ressonancia nuclear magnética foram pro
-cessados em um espectrometro VARIAN , modelo XL-100, wusando-
~se como solvente D20/NaOD (30%) 4, a 70C , com largura de
varredura de 1000 Hz e tempo de 250 segundos .

As rotagOes Sticas foram determinadas em polarimetro /

PERKIN-ELMER , modelo 141 , a 252C e banda D do sédio .

0 grau de pureza das fragoes polissacaridicas foi verifi
cado por eletroforese em acetato de celulose, apds coloragao
das fragdes com azul de Procion M-3G (Cia. Imperial de In
distrias Quimicas do Brasil), de . acordo com o método de DUDMAN
& BISHOP 78 , em tampao borato 0,025 M e pH 9,3 , usando-se
o aparelho FANEN , com camara de imersio CHEMETRON, aplicando-
-se uma diferenga de potencial de 245 V e uma corrente de

b -5 mA .

As diferentes fragdes polissacaridicas obtidas , bem co
mo os padroes empregados nas dosagens colorimétricas , foram /

secas em aparelho de secagem a vacuo (ABDERHALDEN .

As evaporagdes das solugdes contendo os alditdis aceta
tos foram executadas em evaporador a vdcuo e sob pressao reduzi
da, & temperatura de no mdximo 409C , sendo que os produtos de
metanélise do polissacarideo metilado, bem como os derivados /
parcialmente metilados na forma de alditdis acetilados foram /

concentrados a 20-259C .
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-As hidrélises totais das diferentes fragdes polissacari
dicas foram feitas com acido trifluoracético (TFA) 0,5 N a
1002C durante 5 horas em tubo de vidro selado. O excesso
de TFA foi eliminado apés a hidrdlise por simples evaporg
¢ao a vdcuo e, novas porgoes de dgua foram adicionadas ao ma
terial hidrolisado e removidas no evaporador, a fim de e

liminar os vestigios de 4cido do meio .

As hidr6lises totais com dcido sulfirico 1 N foram rea
1izaa;s durante 5 horas a 10092C , em tubo de vidro selado.
A neutralizagao foi feita com carbonato de bidrio e o hi
drolisado foi em seguida centrifugado , filtrado e deioniza
do em resina trocadora de ifons (Dowex 50W-X8 , 200 - 400

mesh , forma HY ) .

As redugdes foram realizadas com boroidreto de sé
dio, sendo o excesso de boroidreto destruido com dcido acéti
co a 50% . Apés a ;emogio dos cdtions com resina Dowex 50W-
-X8 , 200 - 400 mesh , forma H' , os {fons borato foram eli
minados através de sucessivos tratamentos com metanol e

evaporagcoes simultaneas .

79

A acetilacao dos agicares , apds conversao em aldi
téis, foi realizada com anidrido acético - piridina (1 : 1 ,
v/v) , durante 12 horas a temperatura ambiente. Os aldi
téis acetatos foram extraidos com cloroférmio (fase inferi
or) , apés eliminagcao do excesso de piridina através de
lavagens com 4&cido sulfirico 0,1 M (fase superior). Os al
ditéis acetatos (solugao cloroférmica) foram concentrados em

evaporador a vacuo e analisados cromatograficamente (p.c. |,

t.l.c. e g.l.c.)
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2.2. Material

O caule seco da Mimosa bracaatinga Hoehne foi gentilmen
te cedido pelo Departamento de Engenharia e Tecnologia da Ma
deira, da Faculdade de Florestas da Universidade Federal do Pa
rani. Apés a remogao da casca e da medula (que foram despreza-
das) , o caule foi cortado em pequenos pedagos, os quais foram
mofdos em moinho WILEY , empregando-se uma peneira de 60 mesh(
(Esquema I). Os pigmentos, os lipideos e os agicares livres fo
ram extraidos exaustivamente em SOXHLET, utilizando-se como sol

)80. 0 extrato foi

vente uma mistura de benzeno-etanol (2:1, v/v
desprezado,e o residuo apds secagem em capela foi submetido ao
processo de extragao com dgua (3 litros) a 80-859C durante 2
horas, filtrado a vdcuo com funil de BBCHNER usando-se como
filtro tecido de algodao. Este processo foi repetido por mais
duas vezes. Em seguida foi realizada uma extragao com solugao

de oxalato de amdnia-4cido oxdlico a 0,5%. Estas extragdes vi

savam eliminar substancias pécticas .

2.3. Obtengao das hemiceluloses do caule de
Mimosa bracaatinga ( Esquema I )

0 residuo seco (400,0 g), apds eliminacao das substan
cias pécticas, foi submetido a extragao com hidrdéxido de sddio
a 8% , sob atmosfera de nitrogenio (fluxo contimio) durante 16
horas & temperatura ambiente , em agitador, conforme WHISTLER/

& FEATHER OL

, usando-se boroidreto de sédio como protetor das
pontas redutoras dos polimeros. A seguir, filtrou-se atravésde
tecido de algodao (Cf. 2.2.) , lavando-se o resfduo exaustiva-
mente com dgua destilada. O extrato alcalino e os liquidos de

lavagens foram reunidos e neutralizados com acido acético a
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50 %, até pH 5,0 , quando se obteve por precipitacao a fragao
de hemicelulose A (designada A8), enquanto a frag¢ao de hemice-
lulose B (designada B8) permanecia na solugao acida %.As duas
fragoes hemiceluldsicas foram me;?or separadas por centrifuga-
¢20, apbs deixar a solugao (pH 5,0) em repouso por 24 horas a
49C, O sobrenadante foi concentrado em evaporador até um volu
me de aproximadamente 600 ml e tratado com etanol (3 volumes).
Obteve-se por centrifugacao um precipitado rico em hemicelulo-
se B8. As fragdes hemiceluldsicas A8 e B8 foram lavadas com &1
cool etilico a 95% e , também, com acetona (3 vezes), sendo a
seguir secas sob pressao reduzida em aparelho de ABDERHALDEN /
contendo pentéxido de fésforo. A fragao de hemicelulose A8, de
coloragao esbranquigada pesou 38,0 g , e a de hemicelulose BS,
de coloracao marron-escuro pesou 4,7 g. O resfiduo das extra -
goes anteriormente descritas foi submetido a uma nova extragao
alcalina com hidréxido de sédio a 24% e, usando-se a mesma se
qliencia empregada na ;btenggo dag fragdes A8 e B8 , obteve -se
as fragoes hemiceluldsicas A24 e B2k, com rendimento de 12,8

g e 3,7 g s respectivamente .

2.4, Fracionamento da hemicelulose B8 (Esquema I)

A fragao B8 (4,7 g) , apds didlise, foi dissolvida em
cloreto de cdlcio 3,7 M (470 ml). Em seguida foi adicionada /
sob agitagao constante , uma solugao de iodo-iodeto de potéssio
(a 3 e 4%, respectivamente), na proporgao de 10 ml de solugiao/
de iodo-iodeto para 100ml de solugao polissacaridica em clore
to de cdlcio, conforme GAILLARD 82’83. Apds este tratamento for
mou-se um precipitado de coloragao azul-escuro que foi recupe
rado por centrifugagao. O precipitado, que continha a fragao

linear (ou relativamente linear) e designada B8L, foi lavado 3
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wezes com solugoes de cloreto de cdlcio e iodo-iodeto mas mesmas
-proporgoes ja descritas acima. Ao -sobrenadante, juntamente com
0s 1liquidos de lavagens, foi adicionado uma solugao saturada de
tiosulfato de s6dio para remover o excesso de iodo. Apds didlise
-contra dgua corrente a solugao foi concentrada (para metade do
volume) e tratada com 3 volumes de etanol, obtendo-se assim um
precipitado que foi recuperado por centrifugagao. Este residuo /
foi lavado com dlcool e acetona e seco em aparelho de ABDERHAL-
DEN . Esta fragao foi denominada de B8R (fragdo ramificada) a
qual apresentou um rendimento de 0,5 g. A fragao B8L complexada
com iodo foi, também, tratada com soluc¢ao saturada de tiosulfato
de sédio a fim de eliminar o iodo remanescente, apds suspensio/
em dgua aquecida. A suspensao polissacaridica, depois de dialisa
da contra agua corrente, foi tratada com etanol (3 volumes) e
centrifugada, desprezando-se o sobrenadante. A fracao B8L depois
de seca rendeu 4,0 g. Esta fracao foi solubilizada em dgua(100
ml) , adicionando-se-lhe, lentamente, sob agitagao constante,uma
solugao aquosa de brometo de cet;ltrimetilamBnio a 1% (cetavlon)

84,85

até que nao mais houvesse formégio de precipitado com
plexo polissacarideo-detergente foi coletado por centrifugacao ,
lavado com dgua para eliminar o excesso de base quaterndria e, a
seguir tratado com 4cido acético a 10% (100ml). O polimero livre
de base quaterndria foi tratado com etanol, rendendo depois de
seco 1,5 g. Este polimero, de colcragao marron-escuro, foi desig
nado pela sigla B8L2. O sobrenadante da solugaoc contendo cetavlon’
foi dialisado e em seguida tratado com etanol, apresentando um
precipitado branco , com um rendimento de 2,3 g apds seco . Essa
fragao, designada B8Ll, apresentou rotagao Stica especifica =-63,3
Amostras das fragoes A8,A24,B24,B8R,B8L1 e B8L2 (5,0 mg )

foram totalmente hidrolisadas e os resultados das andlises de g.

l.c. (alditéis acetatos,coluna b),bem como o agucar total se en
contram na Tab. I .
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ESQUEMA I

~GAULE DA BRACATINGA MOIDO
-EM MOINHO WILEY (Peneira 60 mesh)

o -Soxhlet
(Benzeno-etanol, 211)

r
“RESIDUO SECO (%00g) “EXTRATO

o Oxalato de amonea-
-4cido oxdlico a 80€C

—
BESIDUO

o NaOH a 85/1!2/16}1

| ]
RESIDUO FILTRADO
. c33coon a 50%

o FaOH a 24Z/F,/16h -
o Centrifugagao

I ' ! |
RESTDUO FILTRADO PRECIPITADO SOBRENADANTE
CHCOOH 50% (Hemicelulose 48) 38g . Goncentrado
Centrifugagao « Btanol (3 vol)
. « Centrifugacao
* SOBRENADANTE r ]
PRECIPITADO <Concentragao PRECIPITADO SOBRENADANTE
(Hemicelulose 424) 12,8g +Btanol (3 vol) . Didlise

7 ¢+ |.Centrifugagao

. Centrifugagao

|
PHRECIPITADO

(Hemicelulose B24) 3,7g

1

I L
SOBRENADANTE - RESIDUO SOBRENADANTE
« Btanol (3 vol)
e Centrifugagiao
PRECIPITADO SOBRENADANTZE

(Hemicelulose B8) W7 g
. CaCl, 3,7 ¥
. Centrifugagao

I ]
BESIDUO SOBRENADANTE
. 12 - KT
| |
PRECIPITADO SOBRENADANTE
(Bemicelulose B8L) Lg J. Etanol (3 vol)
I .Cetavlon 1% PRECIPITADO SOBRENADANTE

PRECIPITADO
o CHE,COOH a 10%
« Btanol (3 vol)
« Centrifugagao

SOBRENADANTE

PRECIPITADO
(Bemicelulose B8L2) 1,5g

(Eemicelulose B8R) 0,5g
SOBRENADANTE

. Concentragao

« Etanol (3 vol)

« Centrifugagao

PRECIPITADO SOBRENADANTE
(Hemicelulose BSL1) », 3g
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205 Cromatografia em coluna de Sephadex

Amostras das fragoes BSL1 e BBLé (10,0 mg) foram -solubili
zadas em dgua (0,5 ml) e, aplicadas no topo de uma coluna de Se
phadex G-75 (Pharmacia, Uppsala), previamente calibrada com Blue
dextran. O leito do gel era de 50 x 2 cm. Os eluatos aquosos fo
ram coletados em aparelho BECKMANN, a temperatura ambiente, com
velocidade de escoamento de , aproximadamente, 30 ml por hora .
0 teor,em carboidrato total determinado em cada fragao cromato
grifica de 0,5 ml, foi executado conforme DUBOIS et al. 7 A
cromatografia em peneira molecular teve por finalidade precipua,

verificar a homogeneidade das amostras em estudo. (Figura 2).

2.6. Oxidagao pelo periodato e degradagao tipo Smith

Uma alfquota da fragao B8L1l (60,0 mg) foi oxidada comm-pe
riodato de sédio 0,05 M (50,0 ml) na auséncia de luz, e & tempe

ratura de 49C 86’87.

Uma solugao de m-periodato foi usada como
Ybranco" . A diferentes intervalos de tempo foram retiradas ali
quotas (1,0 ml) da mistura oxidante e do branco, para a determi-
nagio do consumo de periodato pelo método de FLEURY & LANGE 88 .
A aliquota foi tratada com excesso de bicarbonato de sdédio e,tam
bém, com um excesso de arsenito de sédio 0,05 M (padrao primirio)
A reagao foi catalisada por iodeto de potdssio a 20% em dgua. A
pés agitar e deixar 15 minutos no escuro, o excesso de arsenito/
foi titulado em cada alfiquota com solugao de iodo recém padroni-

zada, usando-se amido a 1% como indicador. A molaridade M da so

lugao oxidante, foi calculada empregando-se a Seguinte férmula:

-~ ~ *
(ml da solugao de arsenito - ml da solucao de iodo)xN

M=
2 x (ml da aliquota titulada)

N'= normalidade da solugao de iodo .
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Pela molaridade da solugao oxidante, calculou-se o consu

“mo em moles de periodato por mol -de pentose anidra, em cada ali

quota :

-moles periodato = vol. total da solucao oxidante (Mo - Mt) W

mol pentose anidra g de carboidrato na sol. oxidante totalx1000

onde :

Mo = molaridade do branco
Mt
W

}

molaridade da solugao oxidante

132 , que é o peso molecular de uma pentose anidra .
Observagao: O teor em dcido uronico na fragdo em es
tudo foi bastante baixo, nao alterando significativa

mente esse valor .

0 valor do consumo de periodato foi obtido pela extrapola

ggo da curva para o tempo zero (Figura 3) .

0 4cido férmico liberado na solugao oxidante foi determi-
nado por titulagao com hidréxido de sédio 0,01 N, sob atmosfera
de nitrogénio, usando-se fenolftaleina como indicador, através a
seguinte férmula :

N.. = bl de NaOH x N x volume da solucao oxidante x 132
AF ml da amostra x g de polissacarideo x 1000

N = normalidade do hidrdéxido de sddio

Tao logo a solugao oxidante estabilizou quanto ao consumo
de periodato, foi a ela adicionado etilenoglicol para destruir o
excesso de periodato de sédio. A solucao foi dialisada contra 3
gua corrente por 24 horas, adicionando-se-lhe a seguir, boroidre
to de sédio (150 mg), deixando-se processar a redugao do polial-
defido a polidlcool durante 2% horas, a temperatura ambiente. 0
excesso de boroidreto foi decomposto por adcido acético a 50%, e

a solucao polialcoélica foi, novamente dialisada. Hidrolisou-se,
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neutralizou-se (métodos gerais) e reduziu-se com boroidreto de
-sédio (100,0 mg) a temperatura ambiente. Apds deionizagao, os al
ditdéis resultantes foram acetilados e analisados por g.l.c. (mé

todos gerais) .

2.7. Determinagao do grau de polimerizagao das fragoes

B8L1 e BS8L2

As fragOes B8L1l e B8L2 foram solubilizadas em dgua (2 ml)
e reduzidads com boroidreto de sédio, durante 48 horas, & tempera
tura ambiente. O excesso de agente redutor foi eliminado com aci
do acético 3 N até pH 6 . Adicicnou-se a cada fragdo 1,0 ml  de
periodato de sbédio 0,5 M , completando-se o volume para 5,0 ml
com Zgua destilada (ficando assim o periodato numa concentragao/
final 0,1 M), Em paralelo, fez-se um branco e, como padrzo de re
ferencia, usou-se uma solugao de eritritol 0,002 M. As misturas/
oxidantes foram deixadas no escuro, 2 temperatura ambiente, agi
tando-se-as ocasicnalmente. Apds 48 horas, aliquotas de 4,0 ml
foram transferidas para tubos de ensaio, sendo o excesso de pe
riodato, bem como o iodato, precipitados com uma solugac satura
da de acetato de chumbo (6,0 ml em cada tubo). Em seguida, foram
introduzidos nos tubos de ensaio, tubos de didlise contendo 10,0
ml de dgua destilada. A didlise foi processada por 48 horas nos
tubos vedados (para evitar evaporacao), agitando-se de vez em
quando. Aliquotas de 1,0 ml foram removidas do interior dos tu-
bos de didlise, adicionando-se a elas 10,0 ml de dcido cromotrd
pico 89’90. O precipitado de sulfato de chumbo formado foi sepa
rado por centrifugagéo s € 0s sobrenadantes transferidos para tu
bos de vidro e vedados, deixando-se durante 30 minutos em banho-
-maria fervente, na ausencia de luz. Resfriou-se-os a temperatu-
ra ambiente, e as absorbancias foram lidas a 570 nm, contra 0.

branco (executado nas mesmas condigoes) .
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0 grau médio de polimerizagao de cada fragao, foi calcula

do pela férmula 89 :

132 . X

onde

<

g de carboidrato total

g de formaldefdo formecido pelo padrao (eritritol)

n = numero de moles de formaldeido liberado por grupo
terminal redutor (no casc, n=1)

30 = peso molecular do formaldeido
132

peso molecular de uma pentose anidra

2.8. Processos de metilagao da fracao BSL1

2.8.1. Processo de HAWORTH 21192:93

A fragao B8L1 (30,0 mg) foi submetida, primeiramente, ao
método de metilacdo de Haworth, adicionando-se a ela, vagarosa
mente, sob constante agitagao, 4,0 ml de hidréxid6 de sédio a
40% e 2,0 ml de sulfato de dimetila, alternadamente, isto é
duas gotas do alcali e uma gota da substancia metilante, respec-
tivamente, durante 6 horas a temperatura ambiente. A seguir, a
solugao foi neutralizada com dcido sulfdrico 6 N, em banho de ge
lo. Dialisou-se, concentrou-se até secura e deixou-se no aparelho

de ABDERHAIDEN durante uma noite.- O mesmo processo de metilagao/
foi repetido scbre a fragao B8I1 .

2.8.2. Processo de HAKOMORI 94,95

A fragao BBL1l metilada conforme Haworth (2 vezes), depois
de seca sob pressac reduzida em aparelho de ABDERHALDEN conten-
do pentéxido de fésforo , foil solubilizada em 5,0 ml de dime

til-sulféxido seco com “molecular sieves" .
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-Agltando-se continuamente, sob atmosfera de.nitrogénio,:juntdu -
-se & solugao 0,002 equivalente do anion metilsulfinil, esperan
do-se reagir durante 4 horas para completa formagao do aledxido.
Para a reagao de metilagao, a .solugao de alcdxido de polissacari
-deo foi colocada em banho de agua a 209C. JIodeto de metila (O,uml
) foi gotejado a solucao em agitagao, numa velocidade tal a n3o
permitir que houvesse elevagao da temperatura acima de 25°C.(Fin
da a adigao do iodeto de metila, a solugao tornou-se clara, dimi
nuindo visivelmente a viscosidade, indicando que a reagao havia
se completadol.A solugao de polissacarideo metilado foi dialisa-
da e, em seguida, extrafda com cloroférmio em funil de separacao.
0 extrato cloroférmico foi evaporado até secura a temperatura am
biente, sob pressao reduzida. A e§pectroscopia no infra-vermelho

do polissacarideo metilado nao mostrou absorgao para grupos OH.

2.9. Metan6lise da fragao B8L1 metilada

Uma aliquota (5,0 mg) do polissacarideo metilado (mé-
todo de Haworth e de Hakomori)foi tratada com metanol contendo
3% de cloreto de hidrogenio o1 (1,0 ml), durante 6 horas a 1009C
em tubo.selado. Deixou-se esfriar a temperatura ambiente, neutra
lizando-se com carbonato de prata, filtrando-se em funil de pla
ca porosa F , sendo o residuo da placa lavado virias vezes com
pequenos volumes de metanol. Concentrou-se o filtrado em evaporz
dor, sob pressao reduzida, a temperatura ambiente, e analisou-se"
a mistura de O-metilglicosideos por g.l.c. 68 (coluna a), usando
-se cloroférmio como solvente. Os tempos de retengao relativa T

dos produtos metanolisados sao dados na Tabela II .

2.10. Obtengao de alditdis acetatos parcialmente

metilados
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4 fragZo B8Ll metilada (5,0 mg) foi tratada com dcido fér
mico a 90% (5,0 ml) durante uma hora a 1002C. A solugio foi con
centrada até secura, e o residuo hidrolisado com dcido sulfirico
0425 M (5,0 ml) a 1002C por 16 horas. -Apds -0s -devidos tratamentos
{métodos gerais) , -0 -hidrolisado foi convertido -em derivados par
cialmente metilados na forma de alditdis acetilados 70, e anali-
sado por g.l.c. (colunas b e ¢). Os resultados estac na Tabela

III .

2.11. Degradagao do polissacarideo acetilado

A fragao B8L1l foi degradada de acordo com o procedimento/
de LINDBERG et al.?® 0 polissacarfdeo (50,0 mg) foi dissolvido/
em formamida (10,0 ml), adicionando-se a seguir, piridina-anidri
do acético (1:1 , 5,0 ml). A solugdo de polissacarideo foi deixa
da em reagao de acetilagao durante 15 horas, a temperatura ambi
ente e, entao evaporada até secura. 0 residuo foi dialisado con
tra dgua corrente durante uma noite, e evaporado sob pressio re
duzida, 2 temperatura de cerca de 309C. O polissacarideo acetila
do foi solubilizado em anidrido acético (8,0 ml), adicionando-se
trietilamina (7,0 ml), deixando-se 2,5 horas em banho-maria fer
vente. Os reagentes foram evaporados, e o residuo foi tratado em
édcido acético a 90% (5,0 ml) durante 2 horas a 1009C. Baixada a
temperatura da solucao, colocou-se-a para dialisar contra dgua
corrente. Evaporou-se novamente (para diminuir o volume), dosan
do-se uma aliquota da solucao pelo teste de BITTER & MUIR 75,que
deu resultado negativo quanto i presenca de dcido uronico. A se
guir, o polissacarideo modificado foi metilado duas vezes pelo /

método de HAKOMORI ot . Os agicares metilados foram analisados /
por g.l.c. , como O-metilglicosideos 71 pna coluna a (Tabela II),

e como alditdis acetilados 73 nas colunas b e ¢ (Tabela III).



2.12. Isolamento e anilise de-um dcido-aldobiuronico
apés hidrdélise 4cida parcial ‘

A fragao B8L1 (400,0 mg) foi tratada -com dcido -sulfirico
0,5 M (5,0 m1) durante 5 horas a 1002C. Ap6s neutralizagao e
deionizagao (métodos gerais),‘o hidrolisado foi concentrado até
a obtengao de um residuo xaroposo que foi aplicado numa coluna/
de resina AGL-X10 forma AcO  (200-400 mesh), percolando-se dgua
a fim de eluir os agucares neutros. Os componentes acidicos fo
ram eluidos com dcido acético a 30% , sendo o eluato concentra-
do em evaporador. A cromatografia em papel (solvente b) do resi
duo revelou componentes tendo 'R;il 1,3 , 0,68 e 0,20, 0
dcido aldobiurdnico (Rgj3 0,68) foi posteriormente purificado,
através de cromatografia em papel (Whatman 3MM), usando-se o sol
vente b . A polarimetria do dcido aldobiuronico (em dgua) deu
uma rotagao especifica igual a + 78 . Uma aliquota (cerca de
2,0 mg) do dcido aldébiuranico foi convertida no metil-éster me
tilglicosideo , através tratamento com cloreto de hidrogénio me
tanélico a 3% (2,0 ml), durante 8 horas a 1009C, e entdo reduzi
do com boroidreto de sédio. Apds deionizagaoc, o produto foi hi
drolisado com 4cido sulfirico (métodos gerais). G.l.c. do hidro
lisado na forma de alditlis acetilados (coluna b), revelou pro
porgoes equimolares de 4-O-metil-D-glucose e D-xilose. 0 dci
do aldobiuronico (cerca de 5,0 mg) foi metilado pelo processode
HAKOMORI s , € o0 dissacarideo metilado foi carboxi-reduzido a
través do tratamento com boroidreto de sédio em metanol, e a se
guir, permetilado, sendo o produto extraido com clorofdérmio e
hidrolisado (métodos gerais). Os aguicares metilados resultan -

70 « Goloc. (colu

tes foram analisados como alditdis acetilados
nas b e c¢) deu proporgoes equimolares de 2,3,4%,6-tetra-0-me-

til-D-glucose e 3,4%-di-O-metil-D-xilose .
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3. BESULTADOS E DISCUSSXO

3.1. Extracao das hemiceluloses

0 caule da Mimosa bracaatinga (Esquema I) foi moido e ex
traido exaustivamente com benzeno-etanol (2:1), para remover pig
mentos, lipideos e agicares livres. O residuo foi, a seguir, tra
tado com oxalato de amonia-dcido oxdlico 0,5 % , a quente, com a
finalidade de eliminar substancias pécticas. Tratou-se o resfduo
com uma solugao aquosa de hidrdéxido de sédio a 8 % , empregando
~se boroidreto de sédio como protetor da ponta redutora dos poli
meros, sob atmosfera de nitrogénib e a temperatura ambiente, con
forme WHISTLER & FEATHER 81, obtendo-se assim um extrato alca
lino de hemiceluloses, que foi separado em duas fragOes ricas em
hemiceluloses e designadas por hemiceluloses A8 e B8 . Posterior
extragao do residuo com hidrdéxido de sdédio a 24% forneceu as he
miceluloses A24 e B24., Os dados analiticos das fragoes polissaca
ridicas s3o apresentados na Tabela I .

A opgao pelas extragdes com hidrdéxido de sédio foi devida
a0 fato de que as hemiceluloses (80-95 %), sao extrativeis dire
tamente em meio alcalino sem delignificagao prévia h, pois nos
processos de remogao da lignina, além de haver perda de polissa
carideos (10-20 %), os xilanos sao passiveis de oxidagao nos pon
tos de ligagio covalente com a lignina; por outro lado, com ou
sem delignificagio prévia sempre ha uma parcela de hemicelulose

oL

que continua em mistura com a « -celulose . Portanto, os rendi
mentos apresentados na Tabela I sao relativos somente aos produ
tos extrafdos com solugao alcalina. Nas extragOes alcalinas a

temperatura ambiente e scob atmosfera de nitrogenio, protegendo -



36

—ge as pontas redutoras do polissacarideo com boroidreto de sé

dio, .as transformagoes quimicas nas hemiceluloses sao reduzidas/

a0 minimo, embora ocorra deesterificagao dos poiimeros parcial
mente acetilados e dos provaveis ésteres carboxilicos k.‘ OLIVEI
BA'66 encontrou um teor de 20-22 % em grupos O-acetil no mate
rial hemiceluldésico extrafido com dimetil-sulféxido da holocelu-

lose do caule da Mimosa bracaatinga Hoehne .

Os espectros no infra-vermelho, de amostras das diferentes
fragoes polissacaridicas extraidas com dlcali, nao mostraram ab
sorgao caracteristica de grupos O-acetil (1240 cm_l), nem de gru
pos carbonila do éster acetato (1740 cm-l); os espectros de res
sonancia nuclear magnética (D20) da fragao B8 também nao mostra
ram absorgao caracteristica de grupos O-acetil (T 7,8), indi
cando que o polissacarideo se encontrava completamente desaceti-
lado .

As hemiceluloses A8 e A24, insoliiveis em dgua, foram as
frag5es mais abundante’s extraidas com NaOH, apresentando composi
gOes similares & correspondente hemicelulose A isolada do caule
da Mimosa bracaatinga com NaOH a 6% 67,

A fragao B2+ , constituida por unidades de D-manose (60%),
D-glucose (19,7%), D-xilose (13,3%), dcido urdnico (5,4%) y L -
-arabinose e L-ramnose (vestigios), serd analisada com maior pro
fundidade oportunamente .

Os teores em nitrogenio das diferentes fragdes polissaca-

ridicas foram despreziveis.

3.2. Fracionamento da hemicelulose B8
0 extrato hemiceluldsico B8 (Esquema I) foi subseqliente -
mente fracionado em fragGes polissacaridicas linear (B8L) e remi
ficada (B8R), por interagao com iodo, de acordo com o procedimen
to de GAILLARDlO e GAILLARD et al.97. Esses autores demonstraram

a capacidade de formagao de complexos de coloragEo azul-es
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-curo de muitos polissacarideos lineares solubilizados em cloreto
de cdlcio e iodo, como é o caSO‘da:amilose‘98. Entretanto , po
lissacarideos levemente ramificados podem, também, formar tais
complexos. A complexacao independe dos residuos de agicar compo
nentes da cadeia principal do polissacarideo, sendo imprescindi-
vel, todavia, que todas as ligagoes glicosidicas, ou quase todas,
sejam do tipo (1—> 4) entre os residuos constituintes do -esguele
to do polimero e, que se houver ramificagoes, estas ocorram en

97

pequene grau . Polissacarideos formados por residuos de D-zi

lose, D-glucose e D-manose reagem positivamente com iodoj é inte
ressante lembrar que estas trés unidades de agucar ostentam con
figuragao semelhante em torno do carbono mimero quatro (C-4), o
que parece contribuir com grande relevancia para que o complexo/
se forme. Assim, mesmo que um polissacarideo possua outros tipos
de ligagdes glicosidicas, a formacao de um precipitadoc pela adi
cao de iodo, é um forte indfcio da presenca de seqiiencias de en
laces do tipo (1 —k) ﬁa cadeia principal. Além disso, para ha
ver uma reagao positiva com iodo, hd necessidade de pelo menos 6
unidades de agucar interligados seqliencialmente, através de liga
g6es glicosidicas do referido tipo, seja na cadeia principal, ou

97

numa ramificagao 7.

A variagao da absorbancia a 610 nm em solugdes de concen
tragoes crescentes de polissacarideo, mantendo-se fixas as con
centracoes dos outros reagentes, obedece & lei de Lambert-Beer ,
dentro de um determinado limite de concentracao do polimero. A
representacao griafica da variacao da densidade ética a 610 nm
com crescentes concentracces de polissacarideo em solucOes de ti
tulos fixos de cloreto de cdlcio e iodo-iodeto de potdssio, indi
ca que a hemicelulose B8L (solivel em dgua) é mais ramificada do
que g hemicelulose A8 (insoluvel em dgua) , como pode ser vis

to na Figura 1 .
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-4 fragao B8R, obtida em menor rendimento (Tabela I) , ¢
‘provavelmente, um arabinoglucoxilano muito ramificado. Esta fra
-ga0 deu também considerdveis proporgoes de 4cido urdnico e ramno
“sej contudo, carece ser demonstrado se estas unidades de agucar,

;520 partes integrantes da molécula ou nio .

4 fragao B8L foi, posteriormente, submetida a complexagio

84,85

com Cetavlon » Obtendo-se um precipitado de coloragao escu
ra, recuperado por centrifugagéo, que foi designado por B8L2.

A solugao clara, sobrenadante a complexagib com Cetavlon, apds u
ma purificagao através didlise, e precipitacio com etanol, deu
um polimero branco, designado por fragao B8Ll. Estas fragdes sio

essencialmente xilanos soluveis em dgua, apresentando similar com

posicac em monossacarideos (Tabela I)

A fragao B8L1 purificada deu uma inica banda na eletrofo-
rese em acetato de celulose, e um Unico pico simétrico na croma-
tografia em Sephadex G-75 (Figura 2), o mesmo ocorrendo com a
fracao B8L2 .

A fragao B8I11 apresentou.Equ =-63 , semelhante aos va

6l

lores encontrados por CORREA et al. s, GOMES 65 s OLIVEIRA 66e

GEBARA 67 na hemicelulose A de Mimosa bracaatinga, indicando es

te valor de rotagao especifica, predominancia de ligagoes glico-
sidicas do tipo /3 no polimero. A polarimetria da fracao B8L2

nao foi possivel devido 2 sua forte pigmentagzo escura.

3¢3. Grau médio de polimerizacgao

O grau médio de polimerizagao das fragoes polissacaridicas
B8L1 e B8L2 (Cf. 2.7.), pelo método envolvendo a redugao do re
siduo terminal a alditol, seguido da oxidacaoc com periodato e a
determinagcao do formaldeido liberado 89,90 , foi de 43 e 82 , -

respectivamente, enquanto que o grau médio de polimerizagao da he
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micelulose A do caule de M. bracaatinga , conforme CORREA et al?l+
foi de 150 .

No fracionamento com Cetavlon (Cf. 2.4.), que é um proces
so de separagao dos polissacarideos dcidos dos neutros, o preci
pitado de polimeros acidicos é formado em poucos minutos, logo a
pbs a adigao da solugao de Cetavlon. No entanto, segundo scorr®?
os polissacarideos de baixos pesos-moleculares com baixa densida
de de carga, as vezes necessitam ser deixados uma noite para que
ocorra total fracionamento. Esse detalhe de técnica nao foi ob
servado no presente trabalho por ocasizo do fracionamento da fra
cao B8L com o referido sal de amdnea quaternirio. Portanto, o va
lor do grau médio de polimerizacao talvez possa explicar a exis-
téncia de 4cido urdnico na fragio.BBLl (Tabela I), quando apenas

a fragao B8L2 deveria conte-lo.

3.4+ Isolamento e anidlise do 4cido aldobiuronico

Um dcido aldobiurdnico foi isolado apds hidrdlise 4cida /
parcial da fragao B8L1l (Cf. 2.12). O valor de Eﬂg?(+ 78) do dci
do aldobiurdnico indicou uma configuragao & para a ligacdo glico
sidica, .e os agicares constituintes foram determinados por redu
cao do metil éster metilglicosideo com borcidreto de sédio, se
guido por hidrdlise 4dcida, a qual deu proporgoes equimolares de
D-xilose e k-O-metil-D-glucose, através g.l.c. dos alditdis/
acetilados (coluna b) . Metilagdao do 4cido aldobiuronico, se
guida de carboxi-redugao, permetilagao e hidrdélise, deu 2,3,4,
6-tetra—g~metil;Q—glucose e 3,4-di-g—metilzg-xilose por g.l.c.
dos alditdéis acetilados (colunas b e ¢). Por conseguinte, o a-
cido aldobiurdnico encontrado foi o d4cido 2-0-(4-O-metil-of{-D-
-glucopiranosiluronico)<D-xilose, o mesmo encontrado em todos os

xilanos do caule de madeiras duras investigadas (Cf. 1.2.) &
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3.95. Estudos de metilagao da fragao B8L1l e B8L1 modificada

A metilagao da fragao B8L1 e BBL1l modificada (Cf. 2.11.)
e andlise de seus produtos de metandlise por g.l.c. (Tabela II )
e como alditdis acetatos parcialmente metilados (Tabela III),mos
trou o 2,3~difg-metiljg-xilose como principal componente e, o
2,4-di-0-metil-D-xilose em menor proporgac .

Estes resultados indicam que a cadeia principal do polis
sacarigeo consiste de unidades /A5—(l'—> l+)-D-xilopiranosidicas,
contendo em adigao unidadeslﬁb-(l —> 3)-D-xilopiranosidicas .

Os produtos de metandlise das fragoes B8L1 e B8L1 modifi
cada metiladas (Tabela II), revelaram que os acidos urOnicos fo
ram eliminados apds a degradagio do polimero por acetilacgao e
tratamento com anidrido acético - trietilamina. Assim, a presen-
ca do monofg-metiljg—xilose nos produtos de metandlise da fra
¢ao B8L1l modificada metilada (Tabelas II e III) fornece evidén
cias para a proposiggo'de uma cadeia ramificada neste polissaca-
rideo. Estas evideéncias s3ao ampliadas pela proporgio relativamen
te alta de 2,3,4-trifg-metiljg-xilose e monoﬁg-metilzg-xilose ’

comparada a0 grau médio de polimerizagao encontrado .

DUTTON & UNRAU 27 , através da técnica de degrada -
¢ao tipo Smith foram os primeiros a mostrar Qque xilanos
de madeira dura podem , sem duvida , ser fracamente ramifi
cados. ZINBO & TIMELL 3° s demonstraram que o 4-0-metilglu-

curono-xilano presente na madeira do &dlamo (Populus tremu -

loides) , contém dois pontos de ramificagoes (nos carbonos C-3
das unidades de D-xilopiranose ) por macromolécula média , e
que as evidéncias anteriores nas quais se propunha uma
estrutura tipicamente linear para o referido xilano foram
baseadas em dados obtidos através de técnicas experimen-

tais falhas .
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0 mono-O-metilxilosideo, como mostrado na Tabela II e
Figura 4, mostrou um tempo relativo de retencao(T)com valor de
6,38 . Este resultado n3o estd em concordancia com aqueles obti
dos por STEPHEN 71 (5,88 e 9,35 para 2fg-ﬁetilxilosideo e, 5,00
e 8,12 para 3-O-metilxilosideo : Figura 5) , Portanto , o mono
metii encontrado poderia ser o 4-O-metilxilosideo, que forneceria

outra evidencia para a presenga de ligagBeS/B-(l —> 3) na cadeia

do xilano .

Na anidlise dos derivados parcialmente metilados na forma/
de acetatos de alditdis (coluna b), encontrou-se significativa &
rea de um produto de tempo de retengéo relatiVa(T)igual a 5,75
(Figura 7), que nao foi computado aos dados obtidos (Tabela III)
por ndo ter sido identificado como agicar . Na cromatcgrafia em
camada delgada (t.l.c.) dos produtos de hidrdlise da fracao B8L1
(solvente c¢), foi observada uma mancha fosforescente scb luz ul
tra-violeta (antes da revelacao do- cromatograma), caracterizando
a presenga de um composto insaturado . Este composto apresentouo
mesmo tempo relativo de retencao (T) do produto isolado por ZER

68

MIANI da hemicelulose A do caule de Mimosa bracaatinga (Figu

ra 6) . Posteriormente, o referido produto foi identificado por
REICHER & CORREA 29 como derivado do fenilpropano, monomero de

lignina .

3+6. Oxidacao da fragdo B8Ll com periodato de sdédio
e degradacao tipo Smith (Cf. 2.6.)

A oxidacao do polissacarideo com periodato de sddio, a
temperatura de 4+9C, resultou num consumo de 1,05 mol de perioda-
to por mol de pentose anidra, quando extrapolado para o tempo zg
ro da curva (Figura 3), Este consumo de periodato é compativel /

com o apresentado por xilanos isolados de outras fontes .
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‘0 4dcido férmico produzido na solugao oxidante foi de 0,26
mol/ mol de pentose anidra, quantidade essa relativamente alta

indicando uma proporgio considerdvel de grupos finais .

Na andlise dos grupos terminais pelo processo de degrada-
950 tipo Smith, os produtos foram analisados por g.l.c. na forma
de alditdis acetilados (coluna ¢), encontrando-se glicerol(69%)
e xilitol (27%), além de outros produtos nao identificados. A e
levada proporcao de xilitol indica que 27% das unidades de xilo-

se da fragao B8L1l foram resistentes & oxidagao pelo periodato.

Desse modo, os resultados obtidos e discutidos,estao em
-~ o o ~ . .
boa concordancia para a proposig¢ao de uma estrutura ramificadama

referida fragao polissacaridica , ou substituida no carbono C-3.

3¢7. Algumas estruturas possiveis para a fragio

polissacar{dica B8L1 (Figura 8)

Baseandé—se somente nos dados obtidos pela oxidagao com
periodato, dcido férmico produzido na solugao oxidante, e andli-
se dos grupos terminais pelc processo de degradagao tipo Smith
(Cf. 2.6 e 3.6), as estruturas I, I1I, III e IV apresentadas na
figura 8 poderiam ser propostas para a fracao hemiceluldsica a
nalisada .

Todavia, as andlises de metilacao do 4cido aldobiurodnico,
(isolado da fragao B8L1 apdés hidrdlise 4cida parcial, cf. 2.12.)
identificaram-no como sendo o 2-0-(4cido Hfg-metil-cizgfglucop;
ranosilurdnico)-D-xilose. Esse mesmo dcido aldobiurdnico foi en
contrado por ZERMIANI 68 na hemicelulose A isolada com dlcali ,

do caule da Mimosa bracaatinga ; alids, todos os xilanos de ma

deiras duras e de madeiras moles até nos dias de hoje estudados(
¢f. 1.2. e 1.3.), apresentama unidade de &cido urdnico 1ligada

glicosidicamente ao C-2 de uma unidade de xilose da cadeia prin
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cipal. Assim, é improvdvel que a fragao polissacaridica analisa
da ocorra na forma apresentada na estrutura I da figura 8 , sen
do a estrutura II mais provdvel do que a I sob esse aspecto .

No entanto, a proposigao das estruturas I e II ficam com
prometidas pelos estudos de metilagao da referida fragao (Tabe-
la II), devido ao tempo relativo de retengao T com valor de 6,38
(Figura 4) , apresentado pelo monofg~metilzg-xilosideo, que nao
corresponde ao 2ﬁ9-metilzg-xilosideo y nem ao 3-O-metil-D- xi
losideo (Figura 5). Além disso, as andlises dos agicares por
g.l.c. das fragoes B8Ll e B8Ll modificada (Cf. 2.10. e 2.11.),
na forma de alditdis parcialmente metilados e parcialmente ace
tilados, revelaram um sensivel aumento na proporgao do 2,4-di-0
-metil-D-xilose no polimero modificado. (Tabela III) .

A estrutura III , torna-sé impraticdvel pela andlise do
écidé aldobiuronico, ji comentada . Além do mais, se assim fos
se a estrutura, deveria ser detectado o 219—metilzgfxilosideoeg
tre os ﬁrodutds de metandlise da fragao B8L1 metilada (Tabela II
e Figura 4) , o que nao ocorreu .

Portanto, com apoio nos dados obtidos e analisados, suge
re-se que a estrutura IV da figura 8 , seja a mais vidvel para
a hemicelulose B (fragcao B8Ll), sendo a mesma estrutura propos-

68

ta, recentemente por ZERMIANT como a mais provavel para a

hemicelulose A isolada do caule da Mimosa bracaatinga .

Assim, parece nao haver diferencas estruturais significa .
tivas entre as hemiceluloses A e B (fragao B8L1l) do caule da re
ferida planta, a nao ser o menor grau de polimerizacao, bem co
mo a maior quantidade de ramificacOes apresentado pela hemicelu
lose B , o que poderia justificar,pelo menos em parte, sua mai-

or solubilidade em dgua em relagao a hemicelulose A .
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Figura 1 : Variag@o da densidade Stica a 610 nm com crescentes
concentragdes de polissacarideo em cloreto de cil
cio 3,7 M, contendo 0,05% de iodo e 0,21% de
iodeto de potdssio. 1) Hemicelulose A da madeira
de Mimosa bracaatinsa H. , insoldvel em dgua (COR
REA et al.%™) ; 2) Fragao B8L , soltivel em &4gua .
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Volume em ml (eluato)

Figura 2 : Cromatografia em Sephadex G-75 das fragBes

B8L1 (- - -) e B8L2 ( ) « A coluna de
gel de dextrano (50 x 2 cm) foi calibrada
com Blue dextran (e+¢++) . As fragOes de
0,5 ml foram coletadas em coletor de fra
¢Oes Beckmann , com a velocidade de escoa
mento de 30 ml/hora e analisadas pelo méto

do do fenol-dcido sulfiirico .



Moles de periodato/mol de pentose anidra

46

I
é?

o
b4

Figura 3 :
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Determinag@o do consumo de periodato da fracio B8LI1.
Uma amostra (60,0 mg) foi oxidada com periodato de
sédio 0,05 M a temperatura de 49C, Alfquotas de 1,0
ml foram retiradas da solugao oxidante a diferentes/
intervalos de tempo, para a determinagio do consumo
de periodato pelo método de titulagao com iodo., Os
valores obtidos foram extrapolados para o tempo ze
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Figura 8 : Algumas estruturas possiveis para a hemicelulose B

(fragao B8L1l) do caule da Mimosa bracaatinga H .

R = 4cido urdnico ,
xilose ou
mondmero de lignina .
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TABELA I - Andlise das fragOes hemiceluldsicas do caule de Mimosa bracaatinga Hoehne .

Fracaes Rendi Carboidra Proporgao molar dos aglcares componentes b
mfnjﬁ t°( :°tai L-Ram L-Ara D-Xil D-Man D-Gal D-Glu ii;izco .
8 g

A8 38,0 25,9 2,4 0,5 91,9 - - - 5,1
A24 12,8 8,9 1,3 0,2 88,5 0,5 - 4,2 542
B2k 3,7 2,8 0,6 0,9 i3,3 60,0 - 19,7 5yl
B8R 0,5 0,2 10,7 746 5542 - 2,0 14,0 10,4
B8I1 2,3 1,4 1,8 0,6 9,2 - - - 33
B8L2 1,5 0,9 0,8 1,2 9%,k - - - 3,5

8 Método do fenol-icido sulfirico
P G.1.c. dos alditéis acetilados (coluna b)
€ Método do carbazol

® a
" A partir de 400,0 g de pdé cetonico seco .
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TABELA II - Produtos de metandlise da fragao B8L1 original e modificada , metiladas.

Amostras b

O-metil-glicosideos T 8 I II
2,3,4=tri-O-metil-D-xilos{deo O,47m 0,62f + +
3,l%-di-0-me til-L-ramnos{deo 1,10 ‘ -
3,5-di-0-metil-D-xilos{deo 1,40 + -

2,3-di-0-metil-D-xilosideo 1,83m 2,00fr 2,26f +ete +Htte
Acido 2,3,4-tri-Q-metil-D-glucurdnico ¢  2,75m 3,80f + -
Mono-0-metil-D-xilos{deo 6,38 + +

® Tempos de retengdo relativos ao metil-2,3,4,6-tetra-Q-metil-fB -D-glucosf{deo (coluna a):

f forte ; m moderado ; fr fraco

® (1) fragao B8Ll metilada ; (II) fragao B8Ll modificada metilada (Cf. 2.11.)

€ Como metil éster-O-metilglicosideo .



TABELA III - Andlise de metilagao da fragao B8L1 original e modificada

Alditéis acetilados v Amostras® (moles %)
coluna b coluna ¢ I II
2,3,h-tri-g-metil-Djxilose 0,65 0,56 2,5 6,7
3,4~di-0-metil-L-ramnose (ou 2,3) 1,00 0,90 tr -
3,5-di-0-metil-D-xilose 1,00 - tr -
2,4-di-0-metil-D-xilose 1,34 1,06 tr 3,0
2,3-di-0-metil-D-xilose 1,54 1,20 85,0 80,0
Mono-0-metil-D-xilose 3,00 2,15 12,5 10,3

a Tempos de retengao relativos ao 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil-D-glucitol.
b (1) Fragao B8L1 metilada ; (II) fracao B8Ll modificada metilada (Cf. 2.11.) .

tr trago
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