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RESUMO

AIRARIRI RN

. & . R . . ’ . . ’ ~ g : ’
Alem do estudo do fracionamento e purificagso das hemicelulo-

"ses da folha de cafeeiro (Coffea arabica L., var. Mundo Novo) estu-
dou-se, do ponto de vista estrutural, um meetil—glucufonoxilaho
composto de dcido O-metil-glucuronico (13,45 %) e D-xilose (86,55 &

que apresenta uma rofaggo otica de!“,lis = -92,7 (¢ 2,25 % em NaOH

1'N). 0 .seu grau médio deipoliMerizaggo (5§n) & 58,3. 0 consumo

de periodatoide sédio-é 0,80 moié /mol:de péntose aﬁidra. A anélifz
se dos produtos de mefanéliée,déste Xiiaﬁofmefilédo permifiu‘idehw
tificar: 2,3;4etfi¥O~me£iiiDbxiiopiranosideo-(2,73 %.,12,3-61—0—
ﬁetil-D;xilopiranoéideo.(68,68 %); 2~O—métilfD;xilopirénésideo
,(23;39 %) e 2,3;4—tri~0~metiie3~g1ucopi*anoéilUrénatoﬂde metile
(5;18 % ) A preseﬁqavde'2—O—meti1«ﬁ0xilopiranoSideo bem ¢omb d
'vapafecimento de_treitol nos prodﬁfOS»da degradagéo de_Smith &osi
,oligossacarideoé écidés,obfidos por hidrélise pafcial;écida dq O
metil%glucurgnéxiiaho sao um»indicativo dé'qﬁe évramificaggogsing“m
_»laf“consfituidavpelo ééidb O»metilfglﬁcuranico_éstg 1igadb ao C-3

da' D~xilose. Os resultados da metilagao, da oxidagao com periodato

3

e:-a analise dos. produtos da degradacao de Smith, corroborazdos pae-

: ;- ‘ - ~ '- - ’ ' . - -v .- ’ - : ° - 3 - s - » . }
~la reagzo positiva com nihidrina dos produtos de hidrolise do po-

lissacearideo metilado,indicam a presenga de grupos agliconas de

origem proteica, ligados provavelmente ao (-3 da D-xilose. Os es~

tudos de complexagao com iodo indicam a linearidade da cadecia prin-

cipal do xilano; confrontaznde os Aﬂ'k dos espectros de absorgao
Iiar. ‘ .
deste xilano com o 3 - do xilano de Mimosa oracaatinga H. cujos

maXe

DP ~ eram conhecidos (58,3 e 71,3 respectivamente) propoe-se 0 usc

’

~da isoterma de LANGMUIR no calculo do DPn dos xilznos atraves da

determinagao do Apa do xilano complexado com iodo.
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Fragoes polissacaridicas resultantes

hemicelulose dz folha de cafeeiro, Coffea
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do fracionamento da

. L.
arabica;var.M.Novo.

Fragzac

_-Subfra—

(PR

u especificagces
cao de ’
14 - Hemicelulose A
Al A Porgao da hemicelulose A soluvel em hidro-
B xido de bario 0,05 N. |
A1.R Al Fragao polissacaridica Ramificada que nso
| complexou com 3iodo. '
A.1l.L A Fracao polissacaridica Linear que precipi-
_ tou na complexacao com i030.
A.1.L.ins. A.l;L. vFragEo polissacaridica Linear iggolﬁvel en H?
A.l.T.s0l. | A.1.T Fragao polissac. Qinéar gglﬁvel.em agua. A
A.2 A Fracio da hemicelulose é»insolﬁvel em hi-
droxido de bério’0,0S N.
A.2.R A.2 Fraggo poiissac0 Ramificada que nao comple-
Xou com 1040. |
' AezoL; A.2 Fragao polissac. Linear que precipitou na
| complexagao com iodo. ' |
A.2.L.ins. | A.2.L Fragao polissac. Linear iggolﬁvel en égua,
A.2.L.s0l. | Ac2.L Fracao polissac. Linear ggéﬁvel em éguaq
B ) — Hemicelulose B. |
B.1 B Fracio polissac.Aque insolubilizou durante
: a diélise contra égua corrente da Hemic.B.
B.2 B Fragdo polissac. acida que resultou da com-
| plexagdo com Cetavlon.
B.2.i B.2 Fragao polissac. resultante da ndo solubili-
zacao 4o éomplexo polissac.-Cetavlien em NaCl.
B.3 B Fragio polissac. neutra que nao cdmplexou
com Cetavlon.
B.3.R. B.3 Fragzo polissac. Ramificada que néo comple-
Xou com ipdo. VA |
B.3.T ,303‘ Fracao poliséac. Linear que precipitou na

complexagao com iodo.




I11

! s . 4 ’ 4 L . -
B.A.L = Hemicelulose A, insoluvel em agua, extraida da madeirz da

Mimosa bracaatinga, Hoehne.

Fragao polissacaridica linear, soluvel em agua, da hemice-

Eq
oe]
B
]

—_—

lulose B da Mimosa bracaatinga,Hoehne, complexada com iodo.

S.M.A.L = Hemicelulose A do sabugo de milho (gga'maxs).
DMSO = sulfoxido de dimetila.
MS = sulfato de dimetila.

GLC = cromatdgrafia em fase gasosa.,

hungung ’ - . ~
DP = grau medio de polimerizagao.
n .
Mn = peso molecular medio. ' : -

R~ = migracazo (cromatografia.em papel) relativa a D-glucose.
G - J . -
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2. INTRODUGAO.

MUK KX XTI

As folhas de plantas superiores foram e continuam csendo u-
tiliiadas como fonte de estudo de‘polissacarideos; ngo so do
ponto de Vista estrutural e composicional, mas témbém bioquimif
co. Na re&isgo abaixo nao ha preocupaggb em arrolar estudos bio
QQimiCQs; a nao ser alguns trabalhos gue estao em cdﬁexgo conm a
quimica de polissacarideos de folhas. Outro detalhe que se méni
festaré, no decorrer desta revis&o, é que a maioria dos traba -
lhos publicados versa sobre a composigéo é estrutura de hemice-
1uldses extraidas‘dé folhas de plantas pertencentes a familia
das gramineas. E como a revisdo nao e volumosa , optou~se pelo

4 . . .
criterio de ordem cronologico.

“Em 1954, ADAMS (2) escreveu que, embora se tivessem encon-

trado um fructosano em folhas de cevada (Hordeum vulgare)(2,10)

e em Panicum virgatum (2) e um galactano em folhas de plantas

“anuais tais como de feijao (Phaseolus vulgaris), de videira(Vi-

tig vinifera), de rabanete (Raphanus sp.) e de milho (Zea mays)

(39) pouca informagao se tinha tido sobre a ocorrencia,em a na-

turezggdas hemiceluloses do tipo dos xilanos nestes materiais.,

Apesar desta afirmaggo, dois dos autores referidos.por ADAﬁS(Z),
BUSTON (39) , em 1935, e WHISTLER et al. (128), em 1953, se de-
tiveram, também, ﬁa anélise de hemiceluloses. ADANS, por sua vez,
-estudou detalhadamente a hemicelulose 4, ou melhor, um arabino-

glucuronoxilano da folha de trigo (Triticum vulgare).

Além do trabalho de ADAMS, foi publicado, neste mesmo &no,.

outro da autoria de FISCHER e DORFPEL (56), que versava sobre



- . : ’ '
hemiceluloses totais, extraidas das folhas de plantas novas de

. a\?eia.

‘deis anos maié farde, em 1956, ANDREVS e HOUGH (7) noticia-
ram o'isolamento de 2-O-metil-D-xilose, por hidrolise acida de
folhas ge_aﬁeixeira (Prunus domestica, var. Victoria), lavadas
coﬁ métanol; Os‘autores afirmaram que este residuo de égﬁcar me-
tilado'fazia parte das hemiceluloses da fqlha de ameixeira, Més,

£ ’ 4
segundo outros asutores (12, 14), este residuo monossacaridico e

parte constituinte das pectinas e nao das hemiceluloses.

Em 1957, ANDERSON et al. (5) noticiaram a ocorréncia de 2-
O-metil-I-fucose como constituinte dos polissacarideos das fo-

lhag de ameixeirsa.

Em 1958, ANDREWS & HOUGH (8) publicaram os resultados da a-
nalise dos produtos de hidrdlise do mesmo material utilizado an-
teriormente_(7). Identificaram os monossacarideos seguintes: D-
galactose, D;glucése, Lmarabinose9 D-xilose e acido D~ga1actur8~
nico, alem de'outfos'menos abundantes,‘como e 6 caso de L-ramno-
se, D«maﬁoée, 2-0-metil-D-xilose e 2-O-metil-IL-fucose € acido ﬁ;
glucﬁrénico;'e descreveram , em detalhe, as tecnicas de isolamen
to e purifiéag5§ dos dois residuos monossacaridicos metiladose.
Neste trabalho estudaram tambem a composiqao dos polissaéaffdeos
.obtidos por extra@go aguosa e alcalina, alem de determinar o te- -
or de proteina das.diferénteévfraQSes polissacaridicas;'téor gue

varieva desde 3 % ate 70 %.

Anos mais tarde, em 1960, ANDREWS et al. (9) ofereceram um

guadro da composigao , em monoagucares, das folhas de 27 espe - .



cies de élanfas. Estas‘fqram selecionadas de diferentes famili-
as, a fim‘de sé ter uma idéia representativa da composigao de

res{@uos_de monoagﬁcares, em folhas de plantas superiores. Este
estudo viséva, pois, dar uma idéia indireta da-composiggo polis;

sacaridica das folhas destas plantas.,

Un estudo, de carater mais bioquimico, publicado, em 1961,

¢ o de ADAMS e EMERSON (4). Analisaram os teorés de amido e po-

liésacarideos nzo amidicos em folhas aciculares de Pinus ponde-
rosa, quando submetidas a atmosfera iﬁtermi*ente de fluoreto .
Na ihtrodu@éo de séu artigo referem-se a trabalhos semelhantes,
em que folhaé de outras plantas foram submetidas a atmosfera de

4 .
dioxido de enxofre.

A composigao molecular das hemiceluloses extraidas da holo-

celulose da folha ae aveis, Avena sativa, em termos de polimole-
cularidade, polidispersidade e polidiversidade fqi estudada por
REID e WILKIE (¢6). Estes termos, juntamente ch‘os de hemice-
luloée pura.e total,be material hemicelulésico'fgram definidos

pelos:autores-com vistas a trabalhos futuros (98,96,497‘)o Além»
disso, REID e WILKIE,(96).deferminaram, neste mesmo artigo, a

composigao qualitativa e qﬁantitativa dos residuos de agﬁcér cb-
tidos da hemicelulose total da folha e.de outros tecidos da mes—
ma planta. Em suma, ooupafamise mais com a conceituagao e a te-

cnologia a ser empregada nas vesguisas posteriores {98,97).

: ) ‘ . . .’ . v
Neste mesmo ano, os dois pesquisadores ja mencionados,REID

e WILKIE (97), publidaram o estudo de un galactoarabinoxilano

extraido das folhas de aveia (Avena sativa, var. Blenda). A he-



micelulose total da qual o galactoarabinoxilano foi separado

por fracionamento, correspondia a 22 % do material delignificado.

.0 terceira trebalho publicado pela dupla REID e WILKIE (98),
em 1869, versou sobre um ﬁ—glucano n§o~Celulésico, separado da

’, o~ 4
hemicelulose total, extraida de diferentes tecidos nao-endosper-

micos (folha, colmo, raiz) da aveia (Avena sativa, var. Bienda),-
_cresciéa quer no laboratorio quer novcampo. Como a hemiceluiose
tivesse sido extraida em diferentes fasesvde crescimento, cons-
tataram que havia um aumento da percentagem dos residuos de D-x3i

lose em todos estes tecidos, no decorrer de seu amadurecimento

’ ~ S ' ‘ 4
com simultaneo decrescimo percentual dos residuos de D-glucose.

Em 1971, FRASER e WILKIE (s58) isclaram um glucano da hemi-

celulose total de folhas novas de Avenas sativa,var. Blenda,; glu-

cano gue nao era amido nem celulose e gue apresentava elevado
grau de polimerizagdo, isento, porem, de ramificagzo. Neste po-
lissacarideo os residuos de D-glucopiranose estavam ligados por

ligagoes do tipo (1-3) e (1-4) .

Em outra etapa‘de suas pesquisas, FRASER e WILKIE (59), iso

laram glucanos puros da porgao soluvel da hemicelulose total da

folha, bainha, raiz e coleoptilos de Avena sativa com o objetivo
de investigar as relagoes entre maturidade da planta e composi-
¢ao do B-gluceno. Verificaram que a razao da 1iga§50 do tipo (1~

3) para (1-4), nos glucanos dos diferentes tecidos, caia a me-

dida que a planta amadurecia.

Estudo semelhante ao acima mencionado (96) foi feito por

BUCHALA e WILKIE (37 ), em hemicelulose total. Estudaram a rela-



¢a0 das ligagdes glicosidicas do tipe B-(1-3) para p-(1=4) en-

® - . .
tre os residuos de D-glucose nos diferentes tecidos n§o~endospér

k3 - e » - - ’ .
micos (tambem folha) da Avena sativa, nos diversos estagios de
maturacao, sem separar ou purificar os p-glucanos. Com base nos
dados encontrados concluiram que este glucano era um polissaca-

rideo de. reserva.

Interessante observacao foi registrada por STEWART (109 )
ao estudar as transformagSesvpor que passam certos polissacari-

deos de folhas de feijéo (Phaseolus vulgaris), durante o desen-~

volvimento, no escuro,nas condigoes de murchidez e turgidez Cons-
tatou que o teor de amido de folhas murchas decresciaz mais rapi-

damente que o de folhas turgides. A perda acelerada de amido,nas
q g

)
a

<
]

Svre
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¢

. ) 4
folhas nmurchas, era acompanhada por um aumento de agucares s
: . 4 ’ ' . s .
(principalmente sacarose), soluveis em alcool; nas folhas turgi-
“das, porem, a diminuigao do amido nao ocasionava formagao de sg-

melhante elevado teor de sacarose, embora o teor dos outros agu-

cares livres fosse semelhante ao do das folhas murchas.

FPenomeno semelhante ja fora observado, anos antes (em 1966),
por STEWART et al. (110)em relagio ao acumulo de prolina em fo-

e

’ . ) 4
lhas murchadas de Brassica rapa L., var. Shogoin, acumulo este

relacionado com a disponibilidade de carboidratos que fossem subg
trato para a sintese deste aminoacido. O mesmo acumulo de proli-

na nao foi, porem, observado em folhas turgidas.

Fm trabalho mais anterior ainda, em 1954, foi observado por

VICKERY (125) wum acumulo de acido malico em folhas de Briophyllum

calycinum com simultaneo desaparecimento do amido.



Voltando ao féma de hemiceluloseé ém folhas, BLAKE et'al.
(28) apresentaram estudo diferente. Nao se preoéuparam com 0 es-
'tudo estrutural de hemiceluloses, mas éstudaram,'crificamenfe,os'
métodés de fracionamento ou classifiéagao das hemiceluloses em A

e B. E neste trabalho de critica serviram-se, entre outros materi-

ais, da holocelulose de folhas de Heteropogon contortus (uma gra-

ran - . ’,
mineéa), .em diferentes estagios de crescimento.

0 artigo pubiicado por HENDERSON e HAY (76), em 1972, preten-
dew ser o primeiro estudo estrutural detalhado de polissacar{deos

. ~ L g ~ ’ -
nao-pectico-nao-celulosicos, de hemiceluloses portanto; da folhza

de um tipo de arbusto espinhento, a saber, Berberis vulgaris, E

na, reviséo.bibliogréfica (76) referemese ao estudo feito por HAQ
et al., de um glucano semelhante a amido, extraido 6a folha de Ba-

sella rubra.

Heste mesmo ano,,19729 CHEETHAMY e MCILROY'(42) escreveram es-

tar completando o estudo sobre um polissacarideo de Cynodon plecto-
, o 3 v
stachyus, alem de compararem as estruturas das hemiceluloses de va-
. L4 . ' . . o
rias especies de gramas de zona tropical com as de gramas de zbna

temperada. Relataram, particularmente,'o’isolamento de um arabino-

xilano da folha e caule do Cynodon plectostachyus.

Num breve artigo, FORD (57) apresentou os resultados do estu-

L ¢ 4 e e
do de um polissacarideo soluvel em agua, extraido de folhas de Pha-

seolus atropurpureus, cujo teor de D-galactose, L-arabinose e aci-
do D-glucuronico e de 53,0 %, 32,2. % e 13,8 %, respectivamente., E
verificou que este polissacarideo difere em alguns aspectos estru-

turais do extraido de outras leguminosas.



. ’ .. . N ! .
Da hemicelulose soluvel em alcali, extraida tanto da folha

‘quanto do caule do milho (Zea mays, var. Golden Bantan), DUTTON &
KABTR (55)-isolaraﬁ,um arabinoglucuronoxilano, de estrutura seme-

lhante; embora proviesse'de folhas e colmo desta planta.

BUCHALA (35) isolou de folhas de cevada (Hordeum vulgare) um

arabinogalactof(4-0~metilg1ucurono)-xilano, soluvel em_égua e o,

estudou estruturalmente.

Em outro trabalho, BUCHALA = WILKIE (38), em 1973, estudaram
as variagaes, na composigéo, das hemiceluloses da folha e caule

do trigo (Triticum vulgare, var. Capel), crescido no campo. Veri-

ficaram que, em cadz tecido {folha e caule) a percentagem de D-xi-
lose-em‘relagéo a hemiceiulose total auvumentava com o>amadurecimeﬁ~
to da planta e a da'D;galactose variava_pouéo, ao passo que a da
‘L-arabinose, D-glucoce e do écido uronico decrescia. Verificafam,
ainda, que a relaggo entre as 1iga§6es glicosidicas dp tipoﬁ -{1~3}
e- g~(1f4) e 0 grau de‘polimerizagéo dos ﬁ—glucanbs diminuiam com

o amadurecimento dos tecidos.

Abandonzndo as gramineas, a equipe BUCHALA e MEIER (36), iso-
lou um gélaétoglucomanano‘ae folhas e caule do treVo.vermelho,Triw

: . ' . s
folium pratense L. A cadeia principal do polissacarideo era cons-

tituida por residuos de D-glucose e D-manose, interligados por
ligagoes glicosidicas do tipo 5“(;;4)’ sendo gque os residuos de
D-galactose constituiam as ramificacoes atraves de ligagoes cf’-e-(l«é)i
Este trabalho (36) esta relacionade com cutro, anterior, da autbria
de GAILLARD e BAILEY (62), que estudaram a distribﬁiggo dos resig
duos de D—glucose e D-mahose nas péredes celulares do trevd &ermv

melho(Trifolium pratense), bem como os agucares totais nas diver-




sas fragoes polisSaéarfdicas das paredeg celulares das folhas dc
trgvo, do caule do trevo vermelho e das folhas de azeven. Os re-
sultadoé expefimentais obtidos, induziram os referidos autores
(62) a postularem a existeéncia de um galactomanano ou galactoglu~
comanano. |

BAILEY & CONNOR (18) relataram, brevemente,‘numa nota, a de-
terminacao do teor de celulose e hemicelulose nasvfolhas e nas ba-
inhas verdes de sete espécies de capim do género arundincide (Cor-

-

Nnan-

tadera argentea ). Fizeram tambcm referencia a trabalhos semel
tes, executados com as mesmas partes da planta, em quatro outras

’ -~ ' -~ . .
especies de capim de Nova Zelandia, do genero arundinoide.

Deveésevmencibnar, finalmente, o interessante trabalho de HOR-
RISON (86) que extraiu da folha, da bainha e do caule do gg;igg_p@m
renne {de quatro variedades), complexos de lighina~carboidrato e
lignina-hemicelulime° Os complexos'das folhas evidenciaram maior
teor de D~g1ucose que os de outros tecidos. Alem da D-glucose haviz
ainda outros agﬁéares neutros presentes nesteslgomplexbs, tais co-
mo L;arabinose e D-xilose. Vérificou ainda que,“é se@elhanga dos

complexosvlignina«carboidrato, os complexos lignina-hemicelulose:

da folha possuiam menor teor de lignina.

. ’
Revisando a bibliografia referente aos polissacarideos em

Coffea arabicas var. Mundo Novo, verificou-se que o unico tecido

. ° .
do cafeeiro estudado do ponto de vista dos polissacarideos erz o
) P I

grao de cafe nas suas diversas partes constituintes. liencionsr-se-

[0}

o

ao, em primeiro lugar, uma serie de trabalhos, de carater mais ge-
ral. Entre estes podem-se mencionar os seguintes: THALER { 119 )

7’
comparou o0s carboidratos altamente polimerizados do cafe antes e



depois de,forrado. Noutros trabalhos, relacionados com este, THA-
LER & ARNETH (117, 118, 120) estudaram os polissacarideos do gric
verde, o éomportamento e as transformagoes por que passavam 0Os po-
lissécar{deos duranté 0 processo de torrefa;io,.THALER (114, 115)
estudou ainda a composigao, emvagﬁcares, dos precipitados etanéliv
cos obtidos dos extratos de café torrado com égua quente e fria;
~consistindo o sedimento dq principal fracao de D«glucose, D-mano=-
se e’Laarabinose,-Finalmente, GLOMAUD et a1.(67), juntamente com
un estudo de oligossacarideos, apresentaram um estudo»preliminar
dos polissacar{deos soluveis em égua guente e fria de cinco vari-
edades de café; oS polissacérideos eram compostos principalmente
de D;galactOSe, L-arebinose e pequenzs quantidades de‘écido uroni-~
co. PICTET & WMOREAU (93) estudaram os polissacarideos soluveis em
égua, extraidos de grgos de café submetidos a diferentes tenvera-
tﬁfas, Até mesmo os polissacarideos contidos no cafe solivel (um
arabinogalacfano e um manano) foram motivo de estudo por parte de
VWOLPROM & ANDERSON(137) ,detectando um teor de L-arabinose menor
neste arabinggalactano»dO‘que no'arabinogalactano do grao de cafe

verde.

Referir-se-ao, em segundo luger, trabalhos mais especificos.
. e ’. .A s . .
Mengao sera feita a pesquisa em torno da celulose, de manano, de
um polissacarideo composto de D-galactose e L-arabinose e de polis

sacarideos acidos.

A celulose do grao de café (5 % do peso seco) foi estudada

por WOLFROM & PATIN (135).

A primeira noticia de um manano presente no grgo de cafe da-
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ta do século passado, 1895, através de um estudo de GILSON (66).
Outros estudos_reglizados'§0r THALEH (113,‘116) referen-se a um
manano preseﬁte no café torrado. Mais tarde, em 1961, WOLFROM et
al{_(136)‘isolaram e caracteriéafam um manano extra{do do grao de

’
cafe verde,

WOLFROM & PATIN (138) estudaram estruturalmente um arabinoe
galactano, soluvel em agua, isolado do grao de cafe. CORREA (46)
e CORREA & FONTANA (47), por sua vez, estudaram um galactoarzba-

Id ’
no neutro extraido do epicarpo e mesocarpo do fruto de cafe em ce-

reja.

'Os polissacarideos acidos foram estudados por varios autores.
COLEMAN et al. (44) estudaram o acido péctipo da camada mucilagi~
nosa do grao de café em cereja. HERNAN (78) apresentou metodos
de extracao da pectina da polpa do grao de cafée. Fm 1968, apare-
ceu um estﬁdo de SHADAKSARASWAMY (103) sobre polissacarideos 501U~
veis em meio écido, extraidos de sementes ge Qafé;‘Finalmente me-
recem ﬁenggo 0s trabalhcs de CORREA et éle que estudarém o fracio-
némento e 0os pfodutos de hidrolise varcial da pectina solével em
égua; exfra{da do epicarpo'e'mesocarpo de frutos de dafé en cére«
jé (48) ,estudo que foilcompletadg com a anélise‘estrutural do mes-

mo polissacarideo (49)..

Pela revisao acima, pode-se verificar que nenhum trabalho so-
o )
bre polissacaridecs em folha de cafeeirc foi enconirado. IEsta ve-

5

rificacgao e corroborada pela afirmativa de HENDERSON & HAY (76) de

que, excluindo-se o estudo das pectinas e de um glucano semelhante

. 4 . )
ao amido, extraido de folhas de Basella rubra, existem apenas no-

ticias preliminares sobre carboidratos de folhas de plantas le -
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nhosas. Estes fatos, juntamente com a constatagao de gue as fo-
_ : . , : .

4 . ’
lhas de Coffez arabica, var. Mundo Novo, da familia das rubiace-~

as, sao alvo constante de uma das pragas mais temidas pelos cafe-

icultores do Brasil, a ferrugem (Hemileia vastatrix), constituem

. ~ .. s . ’ v
motivagao suficiente para o estudo dos polissacarideos das folhasg

da Coffea aravica, ﬁor serem estas macromoleculas a mais pfovével
fonte debcarbono da ferrugem. Como as pectinas jé foram estudadas
no epicarpo e mesocarpo do cafe cereja (48,49).8 como do ponto de
vista estrutural estes polissaéarideos acidos ndo devem ser essen-
ciglmente diferentes das pectinas de folhas, optou-se pelo estudo
das hemiceluloses da folha de cafeeiro. Neste estudo maior énfase
foi dada éo'esquema de fracionamento, purificacio e determinagao
da composigao das diferentes fragoes polissacaridicas e a anélise

estrutural de uma das fragSes,



2. PROBLEMAS EM TORNO DO CONCEITO DE HENICELULOSE.
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: 2.1. Celula vegetal e sua composigao.

Polissacarideos de plantas ostentam uma grande variedade de
estruturas. Do ponto de vista de origem podem ser classificados
em dois grupos (14): polissacarideos de parede celular e polissa-

1

o, _
carideos de reserva.

-

. Cr .
Fas antes de falar dos polissacarideos da parede da celula
. ~ ’ : ’ 4 .
vegetal e da sua localizacao nesta mesnma celula, e necessario deg-

creve-la suscintamente (51) .

A parede celular (5}, 121 ) apresenta, basicamente, a seguin-
te estrutura: uma parede priméria (mais fina) e ums paréde secun-
déria'(méis espessa) , de?ositada sobre a face'intérpa dé parede
primaria (16), na qual se ﬁodeadistinguir uma camadé externa (Si§‘
uﬁa camada média.(Sz) e uma camada interns ('33)e 0 espaco inters—
ticial enfre uma celula e outra e a lamela média (substancia inu
teréelulaf) (77, 1327. A lamela media e é.pareée.priméria s20 ri-
caé ém material pébtico (132); A lignina ( cuja_poncentragao.po«
de variar de 15—35 %) (68) ¢é a substancia predominante da lamela
média, segundo alguns autores (68, 132;'mashTALMAGE et al, (112)

e TIMELL (121) afirmaram que € a substancia predominante da pare-
de secundaria. WHISTLER e SANELLA (131) levantaram a hipétese da
existéncia de ligagges covalentes entre hemicelulose e lignina,
.as quais foram gohfirmadaé ror ﬁORRISON (86); em recente artigo,
onde estudou um complexo de lignina-hemicelulose e outro de ligni-

4 ’. ) .
na polissacarideo, extraidos tanto de folhas como de caule de Lo~
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1ium.p€r§pne. Quando o‘complexo lignina-hemicelulose foi extra{—
do com dimetilsulfoxido verificou~se uma banda de absorgao a 325
nm que & a,bandé caractgristica da ligagdo eéster. MORRISON (&6)

acrescentou éinda que nao se deve rejeitar a possibilidade da e~

a L o ms e . . ¢
xistencia dos complexos de lignina-pectina e lignina-proteina.

. , ) _
A parede primaria e a parte da parede celular depositada por
4 : - ~ o . . ~ . ) ¢
celulas jovens nao-diferenciadas, que ainda estao em crescimento
(112) . A parede celular secundaria e formada depois que a celula
4 . . K4 -
parou de crescer. As paredes primarias de muitas celulas de plan-
I4 . =7 .
tas superiores apresentam caracteristicas comuns e devem, por isso,
ter estruturas muito semelhantes, 0 mesmo nao sucede ccm as pare-
7 - - ~ ) 3 .
des secundarias, onde a composig¢ao e a ultraestrutura variam con-

.

' d . 'd
e celula para celula (112). 4s paredes Celulaires

!

sifieravelmente

o
e

primériaé de uma grande variedade de plantas_contém uma glicopro-
teina rica em hidroxiprolina (112), que correspondé a 2-10 %, enm
peso, Ga parede celular. Segundo BOUNDY et al. (31),0 polipepti-
ded de-hidroxiprolina esta aséociado'covalentemente com a hemice-
ulﬁlose, formando ﬁucopolissécar{deos, cﬁja composiggb délagﬁcares

é: D~xi1ose, D-glucose, D~galactose e L-arabinose (68).

A méséa da parede priméria éonsiste em material amorfo, en-
volvendo as fibrilas de celulose (104). Estes componentes n§o~eé~
iulésicosbtem sido descritos.comolagentes cementantes que inter-
ligam as fibrilas e as microfibrilas,'constituidas de moléculas
de ceiulose com ele&aéo grau de polimerizaggoo Os polissacarideos
nao-celulosicos tem sido définidos operacionalmente por sua pre-
senga nas fraQSQS obtidas por consecuti&a extragﬁo quimica gas

paredes celulares. As duas principais fragges poliscacaridicas
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.nao—éeluiésicas égo a ?ectina.e a hemicelulose. Aguela é obtida
~por exfragéo das paredes celulares vegetaié com égua guente, coﬁ
oxalato de amonio a 0,5 % ou com EDTA, ou com acido diluide (14,
112). E esta é extraida,normalmenté, com alcali. A natureza das
hemiceluloses extraidas de diferentes tecidos vegétais varia con-
siderévelmente (112). Juntzmente com as substancias pécticas, cons
tituem,a principal por¢ao da parede priméria, sendo que 0s xiiénos?
mananos e galactanos sa0 os principais constituintes da parede se-
cundéria (16) . |

Apés as generalidades sobre a paréde‘celular vegé%al, conven
recordar algumas particﬁlaridades do tecido da folhz. Segundo
GOODMAN et al. (68), a parede éelular epidérmica e un sistema de
defesa exterho, altamente complexo. As paredes de outros tipos de
celulas (células reticuladas do parénquima, do floema, daz endoder-
mevda raiz) possuem cerfas Qamadag comuns,mas as celulas epidér»
micas apfesentam , em geral, O mais-cqmplexo arranjo de lamelas
de diferentesbcompostos quimicos, A superficie»da'célula epidérm
micé, em muitas‘espécies de'plantas, apresenté‘projégaes ce cera.
Imediatamenfe abaixo da-supgfficie cérica, esta o iniéio da cuti-
na de variada espessura, densamente impregnada com cera (68); A
medida em gque se penetra ﬁais profundamehte pela pafede epidérmi»
ca a cera se adelgaga eh plaquetas que estao mergulhadas em cuti-

na. A cutina; por sua vez, tambem diminui de concentragao, sende

w3

eventualmente intersticizda por pectina, Este polissacarideo o-

’ ~ » ~ s
corre, em algumas especies, em camadas homogeneas que vao ceden-
do lugar a sempre maiores quantidades de celulose, gque, finalmente,

assume proporgoes de uma camada densa, conhecida como parede se-

’ - N 7 3 0] ’ 3 . »
cundaria, Na lamela interior da parede celulocica encontram-se
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’ A .l . . '~' . R
apreciaveis quantidades de proteina, cuja concentragao aumenta

a medida que a membrana de fosfolipideo do plasma é atingida (68).

2.2, Conceito de hemicelulose.

Antes de}ser abordado o cbnceito de heﬁicelﬁlose convem de-
finir ou descrever sucintamente os termos: "substancias pécticas?
"gomas de plantaé" e "mucilagens de sementes e cascas" que estac
intimamente’associadés com as hemiceluloses. Os termos 'celulose®
e "polissacarideos de reservéﬂ sao por demais conhecidos paré'me-,
receremdestéque° Por isso, embora participem do complexo mundo
de polissacarideos vegetais nada seré'acresgentado além do que

tenha sido alinhado acima.

2.2.1., Conceito de pectina (68).

‘

Conforme ASPIﬁALL (14), as pectinas ou SﬁbsténCias pécticaé
sao encontradas em todas as paredes celulares primériés délplanu
tas terrestres e na 1ame1a media das célulés. Sao mais abundantes
nos parénquimas corticais. como na casca do liméo, nas maggs (onde
perfazem 30 % e 15 %; respectivahenfe), mas encontram~se“também
em péquenas proporgoes nos.tecidoé lenhoSos; 0 termo "substancias
pécticés", gerélmehte, e usado, qﬁando se quer‘designar 0 g£rupo
de poliséadar{deos complexos de plantas em gue o acido D-galactu-
ronico € o pfincipal constituinte; o termo‘"pectina" é usado em
relagao aos polissacar{deos soluveis em égua, capazesvde formar.
geis, Os polissécarideos (14,16),em que uma parte d§ acido D-ga-
lacturdnico se encontra sob a forma de éster metilico (58 - 80 %)
e designado demacido pectin@qo?{( com grau de polimerizacgao que

varia de 1000 a 2000 unigdades). ©s'polissacarideos em que a este-
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rificagdo ndo se verifica mas estdo sob a forma de sais de calcio,
sao chamados dé ngecidos pecticos® (com grau de polimerizagio de
derca de 100). Ehbora o acido Dmgalacturanico seja o principail
constituinte das substancias pecticas, proporcoes diferentes de
outros agﬂcgres, tais como D-galactose, L-arabinose, D-xiloSe{fo:
ramnoée, I-fucose e tragos de 2-O-metil-D-xilose (14,32) e 2-0-me

til»T—fucose (14;”32)_est§o presentes.,

2.2.2. Conceito de goma.

As gomas de plahtas (13, 14) podem ser descritas como flui-
dos viscosos, exsudados que, apos éesidratagao natufal, 380 ori=
gemva nédulos_duros e claros; constituidos s principalmente, de
polissacarideos. Estes possuem estrgturas complexas, altamente
ramificadas, formadas de zcidos hexurdnicos (écido D%glﬁcurSnico
-é/ou acido D-galacturdnico) e dois ou.mais agﬁcafes neutros. Os

’ . . ~ ) .
residuos acidos estao, em a natureza, sob a forma de sais e alguns

. ’ . ’ ' Ve 4
dos grupos hidroxilicos formam esteres com o &acido acetico,

2.2.3. Conceito de mucilagem.,

A*mucilagem.(i3, 14) gde sémentes.e cascés, finalmente,'perQ
tencem a.diferentes grupos esfrufurais_nos quais.se podem distin-
guir polissacarideos dcidos e neutros. Sua fungao, provavelmente,
é, segundo ASPINALL_(14), a de feter agua e assim}proteger‘as se~
mentes. contra a desidratagéo. Os D-galacto-D-mananos e o0s D~giuco~
—D-mananos égo,geralmente, 0s pglissacar{deos mucilaginosos pre-
sentes nas sementes. Os L-arabino-D-xilanos e os D-xilo—Luafaba~

nos ocorrem , freqiientemente, associados com polissacarideos aci-

dos.
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2.2.4. “Defihicges“ de hemicelulose.,

Pelo visto acima, ao ser mencionado o termo hemicelulose,
‘sua intelecgao parecia estar completa. Mas o0 que se quer, real-
mente, entender, ao mencionar o termo hemicelulose, no campo da

' . o . ~ f‘
quimica dos carboidratos, nao esta nada claro.

Ccnfrontando diferentes definigoes dé hemicelulose, perce%‘
beu-se Que nao havia uniformidade entre elas e que cada autor de~
finia este termo de um ponto de vista diferente, a ponto de WISE
e RATLIFF (133)'intfoduzirem , em seu artigo, um capitulo'entitu»
lado de "dificuldages seménticas“; para trazerém um pougo"mais
debluz soﬁre o emaranhado de conceitos de polissacarideos~da'pa—

rede celular vegetal.

Em 1959, WHISTLER & SANELLA (131) escreveram: "0 maior pro-
biema de nomenclétura, aqui, pode ser o préprio home'heﬁicelulow
se., E tao pobremente‘définido que o “American Polysaccharide Noé
menclature Subcommittee“of the Carbohydrate‘Nomenclature Commi-
tteé" nao ﬁqude_chegar a um.acordo sobre seu éignificado e por

isso nzo. fez nenhuma recomendagao a respeitol.

0 termo hémiceiulose:foi adétado por SCHULZE, em 1891 (99,
100,121,132), pafa designar oé componentes da celula vegetal so-
lubilizavel com alcali diluide ou agqueles gue passassenm facilmen¢
te para a solugao éob a forma de agﬁcares éimples, quando coloca-
dos em acidos minerais diluidos, a quente. Mas segundo iﬁterpre~
tagao de CZAPEK (50), SCHULZE teriz designado de hemiceluloses

. . ’ ‘ . . ‘
0s polissacarideos da parede celular vegetal que hidrolizavam

‘mais facilmente, em meio acido diluido, a quente, do gue as ce-
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luloses; e nao menciona a sblubilizaggo em meio alcalino. Esta
définiggo, evidentemente, nao pode ser susténtada, sém negar seu
:valor histérico,,porque solugSes alcalinas diluidas nao solubilim
zam apenas hemiceluloées, pectinas e polissacarideos de reserva, -
mas também ligniné e proteinaﬁ_Além do mais, os polissacarideos
de reserva, as pectinas e as gomas também formamagﬁcares simples,

, , )
quando. aguecidos em meio acido diluido.

ANDERSON e SANDS (6) colocaram as hemiceluloses num grupo

de polissacarideoé gue eles dgsignaram de poliuronideos, incluszo
que obnubila o conceito, pois, os poliuronidéos S80, p;ra estes

aﬁtores, polissacarideos gue possuem um>oﬁ mais gTrupos de acidos
urSnicoé em sua estrutura moiecular. Em resumo, este grupo de po-
lissacarideos (poliuronideos) incluiria todos os materiais péctié
cbs, gomas de plantas, mucilagens, hemiceluloses, sﬁbstﬁneias que
formam‘géis e alguns pbliséaoarideos microbianos. Diante da colo-
cégéo de ANDERSON éJSANDS resta a pergunta: onde colocar os homo-

o i . - o
polimeros neutros como € o caso do xilano do capim esparto (sti-

pa tenacis§ima,L.)(43), ou os heteropolimeros‘ﬁeutfos tais como
arébinogalactanos'(57),-gaiactoglucomananos (36).que fazem parte
do grupo daé hemiceluloses? Ora estes homopolimeros e heteropo-
limeros neutros, mencionados aciﬁa, pgftgncem 2o grupo das hemi-
celuloses; iogo, as hemiceluloses nao sao neqessariamente polis-
sacarideos gque possuem um Ou mais grupos.de acidos urﬁnicos (p§~
1iuronideos), émbora héja alguns componentes hemicelulésicos.que

se enquadrem na definicdo de poliuronideos.

Dez anos mais tarde , POLGLASE (94) retomou o termo, restrin-

gindo-o ao xilano: "“os poliuronideos da polpa. podem,; por isso,
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ser considerados como xilanos acidicos que estao originaimente,
presentes ﬂa madeira". Péginas adiante, na mesma feviséo, POLGLA~
SE (94) designou os polissacarfﬂeos, associados com a celuiose

da madeiré, de "“polioses", recordando, assim, o termo sugerio,an-
teriormente, por STAUDINGER & REINECKE (94) . E entre as polioses‘

coloca os xilanos, o0s mananos, etc.

Outra é a definiggo de KRATZL (83): "Por.hemiceluloseé en—
téndem-Se'Qs_polissacaf{deds da madeira que possuem cadeia curta,
varios heferbgrupos (principalmente grupos carboxilioo§);e consg-
titﬁidps, eésencialmente,vpor pentoses (Dbxilose). Por isso sao
designados bomo’poliuronideos ou pentosanos%, Mais recentemente
também GREMLI & JULIARO (70) identificaram as hemiceluloses com

: ’ . A\ :
pentosanose.

. ’ ' » .

Tudo parece indicar gque o termo poliuronideo provenha da an-
tiga "teoria da descarboxilaggo",‘na qual se supunha'que a celu=
lose fosse oxidada a um‘poliglucorénideo e.esteg PoYr sue vez,
”déscarboxilando, daria origém a um xilaho; o férmo pentosano,cer—
'faménte, provém'dé.semelhénga éstrutural entre hexosahoze ?entof
sano, polissacarideos férmados pfincipalmente pdf residuos de.
pentoses (D—xiiose e L-arabinose). KRATZL, entretanto, segundo
sua definigéo (83), exclui os mananos;loé giﬁcomananosgbeth A-

lem do mais, serao os heterogrupos caracteristica essencial das

]

4

hemiceluloses? Nao apresentam as pectinas, as gomas, as mucilagens
. rd A ~ . i
0 mesmo grupo carboxilico (heterogrupo) ? Nao existem, porventura,

hemiceluloses tambem em outros tecidos de plantas, a saber, cas-

ca, raiz, folha, bainha, alem do caule ?
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WHISTLER & SANELiA (131), depois de sublinharem o problemav
do conteﬁdo.inerente ao termo hemicelulose, como vimos acima, e;
v_aepois de sugerirem , inélusive, a aboliggo do mesmo, escrevefam:
"o grupo de polissacérideoé que éle (o termo hemicelulose) repre-
senta, pode, Simplesmente, ser designado como sendo o dos polis=—
sacarideos ndo-celulosicos da parede celular", Parabexcluirem?
porém,'as pectinas, acrescentaram: as hemiceluloses sgéb"poliésa;
car{deos'ngo—ceiulésicomnéowpectinicos'das paredes celulares de
planﬁas‘superiores"l(l3l, 134). Esta définigéo, embbra retomada
por HENDERSON & HAY (76), em 1972, por ser de Qaréter negativo,
nada esclarece; por isso e falha e para ser completa deverig éx~
clui% todas as possibilidades, o que 1e§aria‘a wm numero infini-
to de negagSes‘»Ora, 0S seres - nb presente caso as negagges -
nao se devem multiplicar ao infinito. Logo tal definigao nada
défine'e nega seu préprio Qonceito.lPorisso gera:dﬁvidas poié as
mucilagens, as gomas,‘os polissacarideos de reserva séb £20 "NE0-

’ ~ £ . .
celulogico-nao-pectinicos" gquanto as hemiceluloses.

Neste mesmo ano (1859), entretanto, ASPINALL (12), numa re-
visao bibliogréfica escreveu gque ovtermo.hemicelulose e éplicaéo
aosjpolissé¢arideos da parede celular que.ocorrem em {ntima asso-
vciaggo com a celulose, especialmente;, em tecidos ligﬁificadoss
Mais adiente, na mesma revisgo, menciona explicitamente, tfes
grunos ?rincipais de pbliSsacarideos, do ponto de viste dés resi-
aﬁos de a§ﬁcares constituintes que compoem o grande grupo das he-
~miceluloses: o0s Xilanos (constitu{dos basicamente de DQxilose) és
.mapahos e/o& glucomananos (constituidos de D-manose e/ou D;manose
com D-glucose) e os galactanos (constituidos de D-galactose) . Pou-

cos anos mais tarde, ASPINALL (11) explicita, numa nova reviszo,
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a definigao acima: "Na auséncia de definigoes estritas, o termo
hemicelulqse sera tomado no sentido de inQIuir aqueles polissa-
”car{deos Pe origem vegetal que contem cadeias bésicas deAbeiilo«
'sé, D-manose e D-glucose ou D-galactose, as quais poden estar li-
gadas‘Aoutros residuos de agﬁcares, muitas vezes em proporgges
supstanciais, como cadeias laterais".

.

Tomando-se por base ainda outra revisio de ASPINALL (14);sur-
ge, novamente, a perguntatos L-arabsnos,; os D-galactanos, os L-
arabino7D-galactanoé, 0s D%galaqto—Dnmananos, 0s L—arabiﬁo-D;xiu,
ianos e outros polissacarideos semelhahteé, extra{dos_ée sementes
ou tubércu1939 sa0 hemiceluloses ou S0 mucilagens? Pois, e o pr6~
prio ASPINALL (14) que coloca os polissacarideos acima menciona-
dqs sob o titulo de “péctinas, gomas e outros polissacarideos de

- plantas". E se nzo for esguecido o vasto campo'das clgas que tam-
'bém pertencem ao reino vegetal, ficarwsgné em dﬁvida'sobrg a clas-
sificacao em que se devem incluir 05 D-xilanos e 0s D~mananos qué
tambem podei éer éxtraidos da parede celuiar das algas. E a incer-
téza de classificacgao aumenta, quanéo PERCIVALN(92), numa revisao
sobre polissacariéeos de algas; faz apenas uma nebulosa ﬁeng&d
das-hemiceluloses: " Assim cdmo as hemiceluloses‘de plantas su-
periores, Outroé polissacarideos tais como D-xilanos e D-ﬁananos'

I3 . . . h -
parecem estar muito intimamente associados a celulose das algas®.

4 ~ o~ ‘ . »
Ate 1970, o problema semanticc naoc clareou, pois, neste mes-
mo ano, WHISTLER & RICHARDS_(132) escreveram: “iMuitos pesquisadom
res limitam o termo hemicelulose, para designar os pclissacari-

deos da parede celular de plantas terrestres; com exclusao da
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celulose e da pectina, e os classificam segundo os tipos de re-

siduos que contem". .

2.2.5. Definicao de-holocelﬁlose.

0 tefmo “"holocelulose" fqi introduzido por RITTER & KURTH
(24), para designar o res{duo obtido de tecidos vegetais, a saber,
caule,nraiz, casca e folha, apés sua delignifidaggo por alternaf
dos trétamentos com cloro e élcoq}«piridina, ou por gualguer éum
fro_método de delignificacgao, apés‘prévia remogZo de lipidios e
pectinas. |

2.3. Classificaczo das hemiceluloses.

=

Embora a composigao gquimica das hemiceluloses seja -constitui-

’
pclissacarideos (T-xilanos, D-mananos, L-arabi-

da de diferente

0]

’ o~ ’ .
no-D-xilanos, etc.) usa-se,ate hoje, a classificacgao das hemice-
luloses em hemicelulose A e hemicelulose B. Esta classificacgao

foi introduzida pela quimica O'DWYER (839), em 1926,

A‘hemiceluloéé A (61) ¢, normalmente, considerada como sendo
é fraégo da hemiceluldse'total que precipita, quando o éztratq
alcalino de holocelulose ( ou de paredes celulares de diéotiled5« 
neés 1énhosas ngo delignificadas) e neutralizado ou levado ate
pH 5,0—5,5; A hemicelulose B é obtida por precipitaQQO'etanélica
do filtradb'original da hemicelulose A. A hemiéelulose B e uma.
mistura de diferentesvpolimeros quer lineares cguer ramifi;ados,
A hemicelulose A, porém,lé'considerada homogénea,apés repetidas

precipitagoes,por neutralizagzo, da solugao alcalina (61).

Nao eram passados dez anos, BUSTON (39) sugeriu, em 1935,
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que jé efa tempo de modificar a classificagﬁo das,hemiceluloseé_
em A e B; na qual se usa o critério de solubilidade._Mas BUSTON
nao ficou apenas nisto. Propds uma'classificagéo das hemicelﬁlo;
seé nos seguintes tipos de compostos: (i) compostos com predomi-
nancia de hexosanos; {I1) compostos intermediarios que compfeen—
deriam ﬁs uronideos de hexosanoé, pentosanos, etc., podendo ter
qualquer gfau de oxidagado; (III) compostos com predominancia dé
pentosanos, taisvcbmo-D~xi1anos. Pelo visto, esta classificagéo
nao passouw de mera sugestéo; Diferentemente, aconteceu com a pro-
posigao dé GAILLARD (60, 61) que nio rejeitou a ciassifi;aggo de
O'DWYER (89)'mas ampliou sua chave (275,~subfracionando é hemice-~
lulose B em.linear e ramificada. Este subfrecionamento e feito
atraves da dissglu“ o da-hemicelulose B em cloreto de célcib'conu
centradove sendo o-polissacafideo precipitado com umé’solugéo de
iodo-~iodeto de'potéssioc OS-polimeros que-precipitam,vapés a adi-
géo do iodo, constituem a fragao‘linear (L) e os que pérmanecem
em solquo, recuperados por precipitaggo etanélicé; constituem‘

a fragao ramificada (R). Desta forma a hemicelulose B e subdivi-

dida em fragao ramificada (B.R)e linear (B.L).

Embora seja genéralizado o uéo da diyisgo da.hemicelulose
em A e B, segundo'o critério acima explicitado, encontra-se , na
literature, outra classificagao, pouco usada,Aque'desigﬁa.por he-
micelulose 4 e heﬁicelulose B (133) os extratos‘alcalinos obtidos
com difefentes'concenfragaes de éléalis'( 5 % e 24%, respectiva-

mente),

'BLAKE et al. (28), recentemente, numa critica ao fracionemen-
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to éonvencidnal das hemicéluloses extraidae com élcalis, propu-
seram ﬁm método, que, segundo eles, é mais reprodutivo € possi-
_bilita a obtencao de trés'fraQSes: A,B e C, A.extfaggo alcalina
seria feita como sempre. Mas, em vez de neutralizar o extrato al-
calino com acido acetico a 50 %, propuseram a neutralizagzo com
simultanea deiénizaggo pbr resina cationica; a fragao insoluvel
seria a fragao A; a fragao B sefia o precipitado etandlico obtis
.do, usandd tr§s vo1umes de alcool etilicovcomo agente precipitan-
te; e a fracao C seria a fracan polissacaridica»que permaneceu

em solugdo, ao ser precipitada a fragao B. A fragao C seria re-
cﬁperada'por concentraééo'em evaporadof a vacuo e subseqtiente 1li-
ofilizagao.

2.4. Composicao das hemiceluloses (12, 121, 122, 132).

As hemicelulosés de,plahtas,terrestres s20 constituidas ror
limitado nﬁmero de residuos de agﬁcareso Os principeis, segundo
TIMELL_(l21)_s§oos seguintes: a D-xilose, a Dhmahbse, a D-gluco-
se, -a D-galactose, a L-arabinose, o acido 4«O~meti1—D»g1ucur5ni«
cé, o] écidb'DwgalacturSnico e o acido Déglucuranico; e 0s menos
freqﬁentés sdo a L-ramnose, a L-fucose e varios agﬁcéres neutfos
Oémetilados. Isto ngo significa que se possam iéolar tantos ho-
mopolimeros éuantbs sao os residuos de monoagﬁcares obtidos na‘
hidrdlise das hemicelﬁlosesa Pelo contrério, & cadeia principal
dos polissacarideos isolados de plantas (hemiceluloses) costumam
~estar 1igados um-ou mais heferoresiduos. Por isso os polissacariw
deos hemicelulésiqos costumam ser élassificados segundo os tipos
de residuos de agﬁcar gue éontém° Servindoése deéfé critério, AS~

PINALL (12), numa clasSificagéo ampla, menciona tres grupos prin-
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cipais§ xilanos, mananos e/oufglucomananos e galactanos, Mas'WHIS—.
tler & RICHARDS (132) observaram qué os homoglicanos nao ocorfem
em grandes pfoporgSes. "A maioria das}hemicelulosés sao heterogli-
canos, coﬁtendo doié}a quatro e, réramente, cinco ou seis diféren-
tes tipos de res{duos de agﬁdar, Os heteroglicanos que comuménte
_oéorrem S50 L~arabino—D—xiianos, L—arabino-D—glucuroho—D—xilanos,
4-0~-metil-D-glucurono-D-xilanos, L-arabino—(4—O—metil—D-glucufono)
~D-xilanos, D-gluco-D-mananocs, D-galacto-D-gluco-D-mananos e L-a-

‘rabino-D-galactanos'(132).



3. MATERIATS E METODOS.
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2.1, Materiais e metodos gerais.

S

0 gféu de pureza das diferentes fragges polissacar{dicas fo-
Araﬁ vefificadas por eletroforese em papel acetilado (Cellogel),
apéévcploragéo das mesmas com azul de ?rocioﬁ MéjG.(Cia, I@perial
de Industrias Quimicés do Brasil), segundo o métod§ de DUDMAN &
BiSHOP (54), em tampao borato 0,2 M é ﬁH’9,2. A eletroforesevfoi
fealizada em aparelho FANEMy com cémara de imersao CHE¥ETRON, a-
plicando-se uma diferenga de.potencial de 245 volts e uma corren-

te de 4-5 mA.

~ 4 , .
ooy dog e LA I A4 i e Ao o~ vy Y e aael TYYITITHTRY TAT RTINS
A rotagac otica foi determinada em polarimetro FPRRIIR BELMER,

modelo 141, a 2500 e banda D de £038i0.

Na‘anélise'por cromatografia gasosa (GLC),‘usoﬁ%se 0 croma;
tégrafo P&, mgdélo'SIO R-~12; com detector de.iOnizagﬁo de cl?ama9
utilizando%se como  gés de arraste o hélio; Os seguintes tipos
de coluna foraﬁ utilizédos.nesta anslise. CQlEE%i%‘ 14% p/ﬁ LAC-
4R-886 sobre_"chréiééorb A ae'80~100 mesh (DM SC), em tubo de:
cobre de 100 X 0;4 om (d.i.), a 155°C, com detector a 225°C e ci-
mara de injegao a ZOSQC e fluxo de hélio a 25 ml/min'para agﬁm
cares metilados (108);.991una —b:‘3% de ECﬁSS - M sobre Gas Chrom
Q de 100-120 mesh, em tubo de cobré de'120.X 0,4 ém (a.i.) (111),
a 17000, com detector a 250 OC,:a camara de injegéo a 230 OC‘e
flﬁxo de helio a 25 ml/mih para aﬁélizar os produtos de hiar61i~
se na forma de alditois acetilados aasvfragges'A, A.1, A.2, B,

B.l, B‘2’ B.3, B020i’ AGlOLOinSQ’ AOl‘L.SOlC, AQlOHy AA.Z.LQ]’-HSI?
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A.2fL.sol;, A.2.R, B.3.L e B,3.R. Na analise dos prddutos da de-
gradagao de SMITH, na forma de alditois acétilad&s, a fragao A.2,
L;iné. e dos pligossacarideoé écidos ’ obtidds pqrvhidrélise par-
4cia1 acida desta meséa fragéo,_trabalhou—se cem a éoluna—b, porém,
com temperatura_progfamada.dé 120-180 0C, com uma variagao de 1000
por minuto, estando a camara de injegao a 230 °C e o detector a
250 OC; Os tempos de retenéﬁo relativos dos produtos de metanélif
se da fraggo A.2.L.ins. metilada (Cf. 3.2;10), foramvcéicﬁlados

em relaczo éo/QmO»metil~2,3,4,6¥tetra—O—métil—D—glucopiranosideQ
~na éoluna—a, A determinaczo guantitativa relativa dos derivados
metiladqs foi feita por triangulagéo. A determinacao quantitztiva
dos derivados acétilados, qQuer dos produtos da degradaggo de SN TH
da fracao A.Z.L;ins; quér dos produtos de hidrolise das fraggeé
'ﬁolissacaridicas acima mencionadas, foram feitos pelo{método da

triahgulaqao; segundo SWARDEKER (111).

A cromatografia em papel foivféita pelo método ascendente,
em papel Whatman NO 1, Ne 4 é i, usando-se o0s éeguintes siste-~
mas’de solven%es: A) benzenoénébutanol:piridina}égua (1:5:3z3,
'?/v; fase suéerior);.B) n—butanol:etanolzégua (4:1:5, v/v, fase
superior). A visualigéggé'dés'agﬁpafes foi feita com nitrato de
ﬁrata a2lcalino (123): o ftaleto de énilina (90) foi usado para
fevelar agﬁcares\redutofés e paré distinguir pentoses de hexoses;.
o cloridrato de p—ahisiéina (80) foi utilizado na visualizegzo de
agﬁcgres redutores; as cetoses e as’aldoses foram_diferenciadas
pélo‘reageﬁte ureia-acido cloridrico (17); e a preseﬁga de amino-
écidos, nos hidrolizados dag-diferentes fragaes po;issacar{dicas;

foi visualizada com nihidrina(93, 52).
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As hidrSIises totais das diferentes fracgoes polissacaridi~
cas foram feitas em ampola selada, com acido cloridrico 0,5 N,
em banhbﬁde égua fervente, por oito horas. O gcido cloridrico era
‘eliminado por simples evaporagao a vacuo. Para completar a remo-
950 do acido cloridrico novas porgSes'de égua era adicionadas
ao material hidrolizado, que em seguida também era removida no
evaporador a vacuo. Todas as,cohcentfagSes s NO. evaporador a Ve
cuo, foram feitas em banho de égua na temperatura de 40~45 eC.

Mas os produtos de metanolise do polissacar{deo metilado, forem

’ .
concentrados em banho de agua de 20-25°C, —

_As ﬁrecipitagSes alcodlicas eram feitas pela adigao da solu-
géo polissécaridica a um volume_medido de etanol (3-5 volumes).
0 precipitado era removido por centrifugaczo, suspeﬁso em égua e
didlizado contra égua,corrente num tubo de dialise (durante 24~v
48 h). Em seguida o polissacaf{deé era recuperado atraﬁés.de no-
va precipitaggo etanolica e o precipifado era, em seguida; submef
tido a sﬁceésivas'lavagens éom etanocl a 9500 e acetona e secadé

ao ar.

"~ As fragoes polissacaridices bem como os padroes usados nes
dosagens colerimetricas foram secados em aparelho de secagem a

vécuo.de'Abderhalden.

3 } ’ - - . . .
As leituras egpectrofotometricas foram feitas em aparelho

‘Coleman Junior, Modelo 6 A.

As determinagoes do nitrogenio total, nas diferentes fragoes

. ? .. .', ‘. ; s
polissacaridicas, foram feitas pelo metodo do micro-Kjeldahl(9l).

A metilaczo da fragao A.2.L.ins. foi acompanhada por espec-
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trometria de infravermelho no aparelho BECKMAN-IR;18;SPECTHOPHO—
TOMETER.

Os écertbs de pH eram féitos em aparelho CLAMANN & GRALMERT
MV 85'(Dreéden), quando havia necessidaae de muita preciszo; em
caso contrario o papel indicadro “pHydrion papers 1-12%( B'klyn
10) e "Universalindikator pH 0-10%" (Merck) davam precisao sufi-

ciente;

Id
3.2, fateriais e metodos especiais.

’, ~
3.2.1. Preparo do po cetonico.

-As folhas de cafeeiro, Coffea arabica Linne, var. Mundo Novo,

foram colhidas em meédos de julho de 1974, na Fazenda das Areilas,
no munic{pio de,Béa Esperancga, Minas Gei‘aiso Apés secagem ao ar;as
- folhas foram trituradas em moinho Wiley”e submetidés a0 processo
de eitragéo Soxhiet (Esquema-~1), usando,primeiro, a acetona (76)
como solvente, durante 80 horas; apés secagenm 4o ar,‘o residuo
‘fo; éubmetido a uha seguﬁda_extr&géq, usando-se a misture de clo;
roformio e metanol (1:1, V/vj (76), por 48 horas. Estas duas ex-
tragSes.tiveram por finalidadé remover pigmentos,_lipideéé, ceras

. P . N
e agucares livres,.

~ , . , R . ~ ’ . ,
3.2.2. Determinacao do residuo insoluvel por digestzo acida.

0 teor de residuo insoluvel por digestao acida foi détermiw
nado pelo metodo descrito por ADAMS (3). Duas amostrés de folha
de cafeeirc, previamente 1avadas com acetona e a mistura de.clo-
roformio e metandl(Cf.‘B.Z;l) foram rigorosamente pesadas (2,0 g)

cujo teor de umidzde era de 9,69 %. Apos lavagem com etanol a
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ESQUEMWMA-1

I R RN R IR I RN LRI RN NI R IR

FOLHA DE CAFEEIRO (PO DE)
MOIDO EM MOINHO WILEY

" .Soxhlet (70-80 h)
! acetona

& .
, 4
RESIDUOC i EXTRATO
‘ .Soxhlet (48-60 h)
°MeOH:CH013(1:1,v/v)

RESIDUO o EXTRATO
.Fenol»ﬁc,AcéticoaHéO (1:2:1)
(Waring blendor) : 4 -
mesinuo - - EXTRATO
. HéO fria (15 1)
. HéO guente (10 1)
! | | | }
RESTDUO | : FILTRADDO
i . Ca(OH)Q/N2/4hv(2X§' C
o . . ‘ ~ A l
RESIDUO i -  FILTRADO
g . KOH, 15 %/ Ng/ 6 h
| | 1
REsizvuo ~ FILTRADO
. CH.COOH, 50 %
°~Ce3trifugagao
{ _ !
PRECIFITADO = | | SOBRENADANTE
(Hemice~ulose A) e
v . Concentr.

| EtOH (3 vol)

PRECIPITADD SOBRENADANTE
‘(Hemicelulose B)




-31~

95 %, em aparelho Soxhlet, ﬁor 4 h, e secagem a0 ar, as amostras
- foram misturadas com 400 ml de égua e aquecidas por 3 horas é‘temn
?eratur@ dg banho de égua fervehte, Apés filtraggo e lavagem a -
iamostra foi secada aé ar. Seguiu-se digestao da amostra com 15ml
de acido sulfurico a 72 %; num banho-maria a 20 oC, por duas ho-
ras e com agitagao. Em seguida, o acido sulfurico foi diluido pa-
ra 3 %’pela adiéﬁovde 345vm1 de égua destilada e posto a refluxar
por 4 horas; A nmistura diges£iva foi, em seguida, filtrada por
funil delpléca porosa F, previamenté taradé. 0 residuo fetidofoi
lavado exaustivamente com égua queﬁte, pare. remover o acido sﬁln.

furico e secado em eétufa (100-105 0C) ate peso constante.

3.2.3. Isolamento e processos de fracionamento da hemicelu-

Tos

[

da Tolna de cafeeiro.

0 po cetonico daé folhas de cafeeiro'(456,5 g) foi Tavado
 com uma mistura de feholQécido acetico glacial«égué (L2121, p/v/v)
(‘5,0 l), num “"Waring blendor"9 por 10 minutos (76, 155, para ex—
trair as proteinaé (Esque@a - 1); Em seguida, é_massabde folhas

de cafeeiro tfitufada;.agitada em "Wéring bléndor", com §~sistema
~de sqlventes desproteinizante; fdi-derraméda‘num Buchnér e filtra-
do'atra#és de péno. 0 fesi@uo de fblhas foi_lavédd, entgo, com
végua fria‘(ls,o 1) ate desaparecimento do cheiro‘dé fen@l. 0 re-
siduo foi lavado, a seguir, com agua a 80 °C (10,0 i),até teste
neéativo de Molish (76). Os filtrados e os 1iquidqs de lavagem
forém désprezados; 0 residuo rehaﬁesceﬁte da lavagem com égua guen
te foi submetido a duas extracoes com agua de cal, cadéAuma de
quatrd horas, a femperatura émbiénte, sob atﬁosfera de nitrogénio

(76) . Os filtrados e os liguidos de lavagem foram novamente des-
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ot L . . h ~ s a2
prezados. O residuo umico foi submetido a extragao com hidroxido
s, . ~ s )
de potassio a 15 %, sob atmosfera de nitrogenio (fluxo continuo)

N . .
e a temperatura ambiente, durante seis horas (Esguema - 1).

0 extrato alcalino (4,0 1), apos filtracio em pano, mais os
1{quidos de lavagem {1,0 1), foram reunidos e, logo apés, neutra-
1iggdo§icom acido acético a 50 % e o.pH.levado ate 5,0. 0 residuo
remaneScente.da extragao aicélina foi desprezado. A hemiceluloée‘
A precipitou com a acidificagéo ao filtrado (pHQS,O‘) e a hemice-~
lulose o per@aneceu em soluggo, Apés repouso de 24 horas as duas
fragSes foram separadas por centrifugagéo. 0 SObrenadaﬁgérfoi con-

centrado até um volume dé 800 ml e adicionado a tres volumes de

etanol para a precipitaggo da hemicelulose B gue foi recuperada

R ~ s,
o~ A 5 SOIURPE- U » ANy ~. . A - _ ~
i

cpor centrifugagac. O sovrenadente etanoiico ol desprezado.

3.2.3.1. Fracionamento da hemicelulose B.

;A hemicelulose B (Esquema - 2) foi suspensé em’pequend‘Qolu»
me de égua é'dialiéada.coﬁtra ague corfente (48 horas)e 0 materi-
al insoluvel &o dializédo fdi removido por centfifugagéo_e lava—~
do exaustivamente com agua. O~sobrenadanté e os i{quidos»deviavam
gem foram reunidos. O_residuo thido nésta dperaggo'foi designa“
Ado de fra§§6 B.1l. Ao sobrenazdante mais os liQuidos_de lavagem re—
unidos; apés corregao de seu pH para 7,0 éom.hidréxido'de sédioi
1,0 N, foi adicionado suficiente sulfato de sodio anidro ate con-
centraggo'final de 0,02 M deste sal (102). A esta solucso foi a-
dicionado lentamente, sob agitaggo, brometo de cetiltrimetilamo-
nio (Cetavlon) para separar 0s poliésacarideos‘écidos des neutros.

Nesta operagzo de precipitagéo foram levadas em conta as concen-



-33~

ESQUEMA-2

IR I IR IR R R I NI RN IR R ]]

HEMICELULOSE -~ B

. l.diélise
.centrifugacao

L | ]

RESIDUO ~ SOBRENADANTE
(B.1) . Cetavlon
. I
PRECTIPITADO ' SOBRENADANTE
. NaCL,4N  BtOH, 3 vol.
P?gpgyim§no v SOBREN.  pmmcTPITADO SOBREN,
| - . EtOH,3 vol. (Bi3) |
o | | v . €aCl,,3,7 M
PRECTPITATO - SOBREN.

(5.2) « Centrifugacao

r . . \ .
RESIDUO -  SOBREN.
o I_-KI
I
PRECIPITADO SOBREN.
(B.3.L ) |
. EtOH, 3v
PRECIPITADO | . SOBREN,
(B.3.R)
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tragges e_proporgSes ctimas de polissacarideo e de détergente
(101; iOZ)._Apés repouso de uma noite o sobrenadante e o precipi-
_tado foram separadbs_por centrifugaqgo. 0 com?lexo polissacaf{deo-
detergente'(precipifado) foi dissolvido‘em cloreto de s0dio 4 N,
permanecendo, porém, pequena porgao insoluvel que foi removida
por centrifugaQQO'e designada de-fraggo B.Q;i; A‘fraQ5o polissa-
cariaica’solﬁvel emléloreto de sodio foiprecipifada com etanol:'
(3 volumes) ebcentrifugada,ldesprezandofse o sobrenadante etano-

lico. O precipitado obtido foi denomido de fraggo B.2.

0 sobrenadante da precipitacao com Cetavlon foi adicionads
a tres volumes de etanol e o precipitado obtido foi recuperadc por
. . ~ ’ .
centrifugado e denominado de fragao B.3. 0 sobrenadante etanoli-

co foi desprezado.

As fragaes-B¢2, B.2.1i, e B.3 foram dissolvidas em égua, dig-
lizadas, reprécipitadas com etanol e lavadas sucessivamente com
etanol a 95 % e acetona. Em'séguida, as fracgoes foram secadas ao
ar e depois no aparelho de secagem de Abderhaldén. A fré§§o B.3
foi,posferiofmente,submetidé éo fracionémento com iodo—iodeto de

potassio (Cf.3.2.3.3).

3.2.3.2. Fracionamento da hemicelulose 4.

A hemicelulose A, composta, principalmente, por residuos de
: . ¢ . ~ . . . s .’ . «
D-xilose e acido uronico foi submetida , apos dialise de 48 horas,
. . . . ) ’ X
a dez tratamentos desproteinizantes pelo metodo de Sevag (107),a

pH neutro, para remover proteinas contaminantes (Esquema - 3).

Apos a desproteinizagao com a mistura de Sevag (107), a fra-



ESQUEMA-3

LI RN R IR IR IRI R R RN NA RN NI AR]]

HEMICELULOSE - A

R . Sevag (10 x)
o B’a(OH)2, 0,05 N/N2

[ : 4
PRECIPITADO(A.2) ' SOBRENADANTE
1. cac1 ,3,7 M : _ . EtOH,3 vol.
. Centrifugacgao J v
{ 1 ) ‘ SOBRENO :
RESIDUO SOBREN. | PRECIPITADO
(Acl[
. 1,-KI v - — |.cac1,
MIOATO | ! . 1. centr,
PRECIPITADO = SCBREN. | | | Centr.
.diglise . § 1
.centrifugacao - EtOH, 4 vol. ppsinuo SOBREN,
| '
.“PRECingADO PRECIPIMATO SOBguﬂa
(AuZoLoinSs) A (AoZeR) ’
3 ,IZQ;:E
SOBREN.
<EtOH
PRECIPITADO SOBREN.
(A.2.L.scl.) ’
PRECIPITADO S : SOBREN.
.didlise | IR
. .centrifugacgao _ . Et0H,4 Vvol.
PRECIPITADO SOBREN. PRECIPITADO . SOBREN,

(AoloI}oinSo) (A'l'R)

<EtOH, 4 vol.

T
[ 1-

PRECIPITADO | SOBREN.
(A.1.L.s0l.) ‘
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cao polissacaridica foi suspensa em hidroxido de bario 0,05 N
(500 ml), sob atmosfefa de nitrogénio, ns tentativa de separar 6
xilano de outros poiissacarideos contendo D-manose (84). 0 mafe_
rial foi parcialmente solubilizado e, em seguida, centrifﬁgadoo
Obteve-se, assim, um'residuo'e un sobrenadante; 0 residuo,'apés
exaustiva lavagem com nidroxido de bario 0,01 N; foi suspenso em
égua e,dializado; Esté residuo foi denominado de fragzo A.2. O
sobfeﬁadante, mais Os l{quidos de lavagem, foram dializados e ,
em seguida,'adicionados a etanol (3 volﬁmes)‘ 0 precipitado obti-
db'foi denominado»de frégao A.1l. Estas duas fragoes, assim obti-
das, apés iavagéns sucessiyaé com etanol a 95 % e'acetdna, foram
secadas ao ar evguérdédas para posteridr fracionamento com icdo-

iodeto de potassio (Cf. 3.2.3.3).

3.2;333.>Fracionamento com iodo das fragSészA;l,A.Z e B.3.

Na separacao dos polissacarideos lineares dos ramificados
foi aproveitada a sugestao de GAILLARD (60, 61). As fracgoes A.1l,
A2 (Eséuema -~ 3) e B.3 ( Esquema - 2) foram escolhidas para so-

frerem este fracionamento.

A fragdo A.2 (10,65 g) foi dissolvida em hidroxido de s6dio
1,0 N (150 ml) sob atmosfera de nitrogeénio. O material solubili-
zado e pésteriormente neutralizado  foi posto a dializar por 24

horas. Ao dializado (500 ml) de A.2 adicionou-se s em banho de

=0

gelo, cloretc de calcic (162,15 g), para cbier um concentragao
| 3 . ) 4
] /0 S 7a W) o OS as
de cerca de 32,4 % de sal (equivalente a 3,7 M). Apos duas hora

L~ o~ . [ O L
de agitagzo, a solugao polissacaridica em cloreto de calcio foi

'centrifugada’a 10 000 r.p.m. por S5 minutos. Obteve-se , assim, .



um residuo e um sobrensdante (solugao polissacaridica). 0 residuo
foi resuspenso em solugao de cloreto de célciq 3,7 M e,apés duas
horas de agita§§o, foi centrifugado como antes. O sobrenadante
obtido foi reunido ao anteiior. Este procedimento foi repetido
mais duas vezes. No final desta operagéd c residuo.foi desprezado.
Aos sobrenzdantes reunides foil adicionaﬁo, sob agitag&o, uma  solu-
§§o de iodo-iodeto de poféssio (3% e 4 %, respectivamente), na
proporggo}de 15 ml de solugao de iodo—iodeto de potéssio para 100

o~ 4 ’
ml de solugao polissacaridica em cloreto de calcio.

Formou~se um'cohplexd insoluvel de cor:azul escuré}‘Apés du-
as horas de.répouso a fragao soluvel (ramificada) foi separada_da
insoluvel (linear) por centrifugagio (10 000 r.p.m./10 min). O
precipitado (frag§6 linear) foi lavado tres vezes com uma miétu~
ra das solugoes de cloreto de calcio e iodo-iodeto de'potéssio

nas mesmas proporcoes utilizadas na precipitaczo.

0 sobrenadante, Jjuntamente com os l{quidos dé_lavagem,'de_
cor . marron-claro, apés filtfaggo em funil de‘placa.porosa M e
rémoggo do iodo livre remanescente pela reaégo com tiosulfato de
s0dio (séluggo saturada);‘foi derramada.sobre_etanbﬁl( 5 volumeé).
O precipita§o que sé formou era cﬁnstituido pelos polissacarideos

ramificados que compoem a fragao A.2 e designada por fragao A.2.R.

0 precipitado de cor azul escuro, resultante da complexacgzo

(.
0

" ~ - . - 4 - -
da fragac 4.2 com iodo, foil suspensa em agua guente para sliminer
parte do iodo. Ovrestante do iodo que formava o complexo iodo-po-

. ‘ . . o~ N . s
lissacarideo foi removido com solugzo saturada de tiosulfato. A

suspensao polissacaridica de cor clara resultante, foi adicionada
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a tres.volumes de etanol e centrifugada. O precipitado, constitui-
do pelo polissacarideo linear, foi denominado de fraqao A.2.L,
Esta frag2o, apos suspensio em acido cloridrico 0,1 N, seguida

de neutralizaggo foiiadicionada a etanol (3 Vo}umés). O precipi-
tado, separado por ceﬁtrifugagéo, foli suspenso em pequeno volume
de égua.e dializado contra égua corrente; este tratamento teve em
mente gliminar ions ae ééloio ligados e ocluidos. A suspenséo dia~
lizada foi, em seguida, centrifugadac 0 precipitado obtido deno--
minado_de fréggo A.2.L.ins. e o sobrenadante, depois de adiciona-

do a etanol (3 volumes) deu um precipitado que foi denominado de

fragao A.2.L.sol.

As fraéSes A.2.R, A.2.L.ins. e A.2.L.s01l, foram s depois ,

~ el L - e , k g . - }
vadas sucessiveamenie com etanol a 95 % e acetona, a fim de faci-

Y

ia
. , -
litar a secagem ao ar e, finalmente, a vacuo no aparelho de Abder-

halden.

As fragoes A.l (Esquema - 3) e B.3 (Esquema - 2) foram sub-
metidas aoimesmo processo de fracionamento quéAA.Z, Houve,bporém,
uma-aiteraggo operacional com a fra@éo B.3, ou séja;'adiggo ae
- maior quéntidade de'iodo—iodetd.de potéssio na reacao de comple¥
xagao deQido_é dificuldade de_preéipitaggo do_coﬁplexo formado
hesta'fraggo, Obtiveram—se,'desta forma, és~seguintes subfraqaeSi

A.l.L.ins., A.1.L.sol., A.1.R, B.3.R e B.3.L.

3.2.4. Composicao relativz, em monosacarideos, das diferen-

~ . ' LG
tes fracoes polissacszridicas.

As fragses polissacaridicasA(cerca de 10 mg): A, A.1l, A.2s

A.1.L.ins., A.1.L.sol., A.1.R, A.2.L.ins., A.2.L.sol., A.2.R, Bs



B.1, B.2, B.3, B.3.IL, B.3.R e B.2.i, foram hidrolizadas c§m 4cido
clorid?ico (0,5 N),_em ampolas seladas, em banho de égua fervente,
durante 8 horaé. Apés a hidrélise, evaporaram-se oé hidrolizados,
previamente centrifugados, em evaporador a vécuo,vatévsecura; aos
hidrolizados concentrados foi Tfeita uma adigao de égua que témbém
foi evaporada,_a fim de completar a remoggo do écido cloridrico.
Os hidyolizados foram, em seguida, reduzidos com bofoidreto de. s0-
dio, em excessc, pelo periodo de uma noite; 0 excesso de reagente
redutor foi decomposto pela adigdo de acido acetico ( 2 N), ate
pH 5-6. As fraQSes foram deionizadas por resina trocadora de ions
(coluns de 6 X 2 cm, DOWEX 50 W-X8, 200-400 mesh, forma H' ,usah-
do-égua como eluente). Os eluafosvda coluna (cerca de seis vezes

o volume do leito da resina), contendo'a mistﬁra dé alditois,'a_
pés evaporagao a vécuo, ate secura, foram desbdratadps pela adi-
950 de metanol;lo.excesso de reagente esterificante evo boratovdé
metila formado foram.removidos ﬁor évaporag%o no éoncentrador 2
vacuo. Apés a‘quinta adicao de meténol 0s élditois foram secadosi
o melhor<poss{Ve1 no evapbrador a vécﬁo, a fim de serem submetidos

ao processo de acetilagao, como vem descrito em 3.2.5.

Outras porgoes das fragdes polissacaridicas:VA,l.L.ins.;
A.l.L.sol., A.1.R, A.2.L.ins., A.2.L.sol., A4.2.R, B.3.L e B.3.R
(cerca de 10 mg) foram hidrolizadas da mesma forma como acima foi

descrito e os hidrolizedos resultantes foram, finalmente,aplicados

U

§
N>
°

em papel Whatmzn N91, para cromatografiz prepurativa, solvente
Duas tiras laterais e uma central do cromatograma desenvolvido
foram reveladas com nitrato de prata alcalino (123), a fim Qe

. . . L4 ’ .
localizar os diversos componentes de agucares. Os agucares foram,
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entgo, Qluidos, ihdividualmente do papel; comvégua, por capila-
ridade; Os eluvatos reCOIhidés foram doseados com fenol-acido sul-
furico (53). O mesmo_foi feito com uma faixa de papel'de cromatoe
grafia que nao continha nehum residuo de agﬁcar, das mesmas dimen-
sSes, para servir de branco. Aslleituras das densidadesvéticas
foram feitas a 480 nm, na determinacao quantitativa de pentoses
e'écidos ursnicos, usando como padrgo de referéﬁcia D-xilose (46
y/ml ); o teof_de hexoses foi determinado pela leitura da densi-
dade otica a 430 nm, usando conmo padrgo de referencia a D-gluco-

se (40 Y/ml). | - e

3.2.5. Acetilacao.

Os derivados acetilados foram obtidos pelo metodo @ue usa o
écido'perclérico como catalizador (139). Os alditois resultantes
da redugao cém boroidréto de sédio dos monossacarideos obtidos‘.
por hi&rélise total das diferentes fragoes polissacaridicas (cf.
3.2.4) foram acetilados com uma mistura de_anidridq acetico: aci-
do pgrclérico (70 %), na proporéao de 14:0,1 (Y/v)._Forah usados
cerca de 7 ml da mistura acetilante para cada fracgzo polissacari~
diéa hidr01izéda. A mistura reacionante foi deixada em repouso
durante uma noite, é'temperétura ambiente, Em segﬁida adicionou-
se gelo, sob agitaggo, élmistura reacionante e os produtos éceti;
lados foram extraicdos com duas porgoes de‘cloroférmio° O'gxtrato
cloroformico foi lavadb até.a neutralidade com umé solugzo satu-
‘rada de bicarbonato de sodio e depois com égua destilada.AApés
cbncehtraggo do extrato cloroférmico; em corrente.de ar, os aldi-
tois acetilados foram crdmatografados em GLC, usando a coluna—b.7

As proporgoes relativas dos diferentes agucares que compaem as
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fragaes pdlissacaridicas foram calculadas por triangulaqéo (111).

- "~ [ A~ L. . A
3.2.6. Determinacao da natureza do acido uronico ligado a

cadeia principal da fracao A.2.L.ins.

Uma aliquota da fragao A.2.L.ins. (60 mg) foi hidrolizada
com écido cloridrico i,O N, em»banho de égua fervente, por seis
horas. 0 material hidrolizado apés'concentraggo no evaporador
a vécuo, ate secura, foi metanolizado com 20 ml de metznol anidro,
contendo 3 % de cloreto de hidrogénide_Apés 10 horas de refiuxo,

a miéfura_metanolizante foi neutralizada com,carbonéfofdg chumbo.
0 precipitado éalino‘foi removido por centrifugaggo. £0 sobrena-
dante foi adicionado boroidreto de sodio em excesso, a fim de re-
duzir abfungﬁb ester dos residuos m'etilgluéorondsideos° A reducao
efgﬁuou~se'por um‘periodo de 12 horas e a femperatura ambiente,
épéé-o qual o excesso &é boroidreto foi decomposto com acido ace-
tico 2 Nq(até.pH 5—6)° Em seguida a solugho foi deidnﬁzada e des-
boratada segundo proéeéso descrito em 3;2e4° Apés'a desboratagéo,
0s metilglicosidios foram hidrolizados,‘a refluxo, com acido clo-
ridrico 0,5 Ny por trés horas e s - €m seguida, concentradosbaté
coﬁsisténcia ae xarope. Varias adicoes de égua e subseqﬁehfé reﬁo~
¢zo da mesma, no evaporador a vécuo, permitiu obtér um xaropetlif
Vre de écido’cloridricog.o material resultante foi cromatografedo,
em duplicata, em papel Whatman N?1, no solvente A, ﬁm dos crcma-
vtogramaS'foi revelado com nitrato de prataAélcalino(123) é outro
cdm cloridrato de p-anisidina. A méncha correspondente aos acidos
;<1546 (onde

) . ~ . e . . .
RG= m1gragao relativa a D-glucose). O cromatograma revelado com

uronicos desaparecera para dar origem a outra com R

- - . 0 ’ i . 3
cloridrato de p-anisidinz tambem evidenciou a mancha com RG =1,46,
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indicando tratar-se de um agﬁcar redutor. O material. foi, poste-
riormente, recromatografado preparativemente em papel Whatman N2 1

no solvente A. A mancha de agucar com R

G =1,46 foi eluida com égua,

por capilaridade; este eluato foi, em seguida, concentrado no eva-
porador a vacuo e submetido ao processo de demetilagéo descrito
pér HOUGH et al; (80). A cromatografia em papel Whatman N¢ 1,
solvente A, do agﬁcar demetilado-evidenciou{o aeSapareciﬁento~do

= 1,46, para dar origen a outra mancha com R, = 1,0.

4
agucar com R c

G

3.2.7 Variaczo da densidade 6tica, 2 610 nm, de diferentes

fracoes hemicelulosicas apos complexaczo com iodo (64,6°

Na comparacgao da variacdo da densidade otica, a 610 nm, com
crescentes concentragoes de polissacarideos dissolvidos em clore-
to de calcio (3,7 M) e complexadas com iodo, tomaram-se cinco fra-

¢oes polissacaridicas, & sabers duas fragoes polissacaridicas de

~

folha de cafeeiro, i.e, as fracoes A.2.L.ins.,e B.3.L (Cf.3.2.3.3)

M

~ .. Lo ¢ . . . T it
duas fragoes polissacaridicas extraidas da Mimosa braceatines Hoeh-

ne, a saber, a hemicelulose A , insoluvel em égua (fragao B.A.L)

e uma fragaovlinear da hemicelulose B, solﬁvel em égua e subfra-
cionade §br complexagéo COﬁ‘iodo (fragéo 3.B.1); e"aihemiceluiose'
A do sabugo de milhé (gea:mays),lébtida - Yor extragéo alcalina

(KOH 15 %, sob nitrogénio, Cf. 3.2.3), frzcio S.M.A.L.
= b} b} g

~ ’ . ) - K -
As fracoes polissacaridicas (25 mg) previamente desidratades

. ’ . . . .
no aparelho de secagem a vacuo de Avbderhalden, foram dissolvido

164}

em 10 ml de hidroxido de sodio 1 N, neutralizadas com acido clo-
ridrico 1 N e o volume completado pura 25 ml.Destas solugoes fo-

ram pipetadas aliquotas de 0,1 a 0,7 ml e os volumes completa-
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dos - para 10 ml com solugio de cloreto de calcio 3,7 M, contendo

0,05 % de iodo e 0,21 % de iodeto de potéssio, de modo qué &s con-
centraéSes finais de polissacarideo variavam de 0,001'% a 0,007 #

-Trinta minutos apés é homogenizéggo (complexacgao) efetucu-se a

leitura das densidades oticas a 610 nm, contra um branco. Todas

estas operaQSes foram efetuadas 2 temperatura ambiente (Figura-1).

3.2.8. Espectros de absorcao das fragoes A.2.L.ins. e B.A.L

complexadas com iodo (63,64,20).

Para determinar o z'méx.’ i,é, ¢ comprimento de ogdgvem que
a densidade otica € méxiha,‘procedeu—se da seguinte forma: a 0,2
ml das"solugoes" pplissacar{dicas'A,Q.L.ins e B.A.L (Cf. 3.2.7)
(0,1 %) foram adicionados 9,8 ml dé une solugZo de cloreto de cal-
cio 3,7 M , contendo 0,21 % de iodeto de potéssio e 0,05 % dé i0--
do (64); Os espectfos foram tracados com o auxilio do aparelho

Varian Techtron, modelo 635 D, numa fazixa de comprimento de onda

de 360nm a 800 nm, conforme figura - 2.

3.2.9. Determinacao do grau de polimerizaczo da fracao

FA02;L.ins.( 74, 124).

Ume aliquota da fragéoAA.2.L.ins (204,65 mg) . foi dissolvida
em 5 ml de hidroxido de s6dio 0,5 N e reduzidas com excesso de bo-
roidreto.dé sodio (40, 74)', durante 48 h, évtemperatura ambiente.
O excesso de reagente redutor foi decomposto'pelé adigao'de £cido
acetico 2 N até rH 5—6;>AdicionOU—se, em seguida 1 ml de pericdato
de sodio 1 M e §ompletou-sebo volume ate 10 ml (concentragao Fi-
nal de periodato 0,1 M). A oxidacio do ﬁolissacérideo foi efe-

tuada no escuro e a temperatura ambiente. Como o padrao de refe-
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réncia foi utilizada uma soluggo de manitol de titulp conhecido
(0,001 H) e oxidado nas mesmas condigoes. Aliquotas dé 2 ml das
_solugSes oxidantes foram retiradas apés 48 horas e 60 horas de
reagaer transferidos para tudos de ensaio {(em triplicata). 0
iodato.e o periodato foram precipitados com 3 ml de solugdo satu-
reda de acetato de chumbo. Nestes tubos de ensaio ( que contiﬁham
aé'aliquotas das misturas oxidantes) foram introduzidos tubos de
diélise, confendo 5 ml de agua destilada. Os tubos de ensaio fo-
ram fechados com parafilme e processou-se a diélise'durante.lz ho-
ras, com agitagéo ocasionzl. Tendo a dialise afingidpAo-equilibrios
determinaﬁ—se guantitativamente o formaldeido liberado, utilizan-
do-se o metodo dohécido cromotropico (74, 124). Aliquotas de 1 ml
do dializado, do interior do tubo de diéliSe', foram transferidos
para tubos de centrifuga, as quaisvforam adicionadas 10 ml de aci-
dd cromotrépiéO‘(74)c 0 acetato de chumbé precipitado foi removi-
do por centrifugagéo; OS'SObrenadantes, foram transferidos, cuida-
dosamente, para tubos com rolha esmerilhada e aquecidoé'em banho-
maria (96-100 O'C), por 30 minutos, na auséncia de luz. As mistu-
ras reacionantes foram; é seguir, eéfriadas été temperaf@ra ambi~
'ente.e as densidades oticas forém.lidas'a 570‘nm, contra um brah-
co. Como’aslleituras espectrofotémétricas Qas émostras célhidas
as 48'hdras e as 60 horas fossem iguais, consideréu—se que a re-
aggo esfiveése completa. O grau de polimerizagéo foi calculado

4 : . 4
atraves da seguinte formula (74):

- Y (30.n)
P =
D n 132, X
onde Y = peso do'polissacarideo , em gramas; X = peso do formal-

’ ~ i . ~ . .
deido, em gramas, fornecido pelo padrzo de referencia (manitol):
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e n= numero de mois de formaldeido liberado por grupo- redutor

terminal ( no caso de xilano, n = 1).

3.2.10. Processos de metilagao da fraggo A.2.L.1ins.

3.2.10.1. Processo de Haworth (45, 79).

A fragao A.2.L.ins. (130 mg) foi submetida, inicialmente, ao
proceséo de metilaggo de HAWORTH (45,79). 0 polissacarideo.foi
dissolvido em hidroxido de sodio 1 N, neutralizado com écido clo-

[ s o e o ’ ' ’ O
ridrico 1 N e dializado contra agua corrente. Apos a dialise , a

Suspenszo _polissacaridica foi concentrada ate um volume de 25 ml,
'é,qual foram adicionados 20 ml de acetona;'Sob agitaggo vigorosa
adicionou—ée,'1entamente, gota a gota, 15 ml de hidroxido dé s6dio
a 40 % e 7,5 ml de sulfato de dimetila. A adigao destes reagentes
~durou 4 horas, ao final das quais a mistura reacibnanteﬂfoi agita—
da por mais 8 horas. Todo. este tratamento foi conduzido a tempera-
tura ambiente; Em seguidé,a mistura metilante foi néuﬁrélizada

com acido suifﬁrico 6 N, em banho de;gelo; Removida a acetona,

- por evaporaggo a vécuo,‘a:fragéo poiissacaridiég, parcialﬁente mne—
tilada, fqi dializada contra égua.corrente (24 horas), Ofdialiéédo
~ foi éoncenfraaobnum.evaporador a‘vécuo e 1i§filizéd§, Este prodes—
so de metiléggo‘foi repetido mais duas vezes, utilizando—se, agora,

o tetraidrofurano como solvente.

3.2.10.2. Método de Srivastava (106).

0 polissacarideo parcialmente metilado (Cf. 3,2.10.1), foi
dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO) redestilado (30 ml). A esta
solugao foram adicionados 5 g de hidroxido de sodio pulverizado

(5 porgoes), enquanto o sulfato de dimetila (7,5 ml) gotejava len-



tamente (durante 5 horas) sobre a mistura reacionante vigorosa-
mente agitada. Durante as duas primeiras horas, a reagao foi con-

duzida a temperatura de 20 °C (banho de agua), sob atmosfefa_de

-~ .

‘nitrogenlo; Depois, a reaggo foi continuada, a temperatura ambien-~
te, por mais 10 horas. Apés este periodo, a mistursa metilaﬁte foi
agquecida por cerca de uma hora, nun banho—marié (96 OC), para des—
truir o excesso de ester inofgénico, Foram adicionados, entdo, 20 m
de égua para dissolver os elétrélitos em suspensao. O excesso dev
hidréxido de sddio foi neutraliz;do com acido snlférico 6 N, em
bahho de gelo; Tentou-se, em seguida, exfrair‘o polissécarideo par-
cialmente metilado, com sucessiVasvporQEes de cloroformio. Como

a extragazo nao fosse bem sucedida e houvesse dificuldade em eli-
minar o sulfdoxido de dimetila mno evaporador a vécuo, dializou-se

o material contra égua corrente (48 horasj. Apos a.dialise , a sus-
ﬁensgb polissacaridica foi concentrada no evaporador a vacuo e lio-

filizada. A seguir o polissacarideo parcialmente metilado foi sub-

metido a novo processo de metilacgeo.

' 0 3.2.10.3. Processo de metilaggo com sulfatd-de dimetila & hi-

. droxido de sodio pulverizado em tetraidrofurano.

0 polisgacar{deo'paroialmentg4metilado pelos processos ante-
‘riores foi diSsolvido_em 50 ml de tetraidrofurano e tratado com
5 g de hidroxido de sodio pulVerizado (adiéionado em 5 porgoes),
enquanto o) sulfato de dimetila (7,5 ml) era adicionzdo lentzmente
(45,79) . A mistura reacionante foi deixada 2 températura ambienfe;
sob forte agitacio, durante 12 horas. Apés.este periodo de reacZo,
adicionaram-se 50 ml dé égua para dissolver os eletfélitos em’sus«

penséo. 0 excesso de hidroxido de sodio foi neutralizado com acido
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sulfurico 6 N, em banho de gelo. Removidovo‘fetraidrofurano, por-

evaporacgao a vécuo;.a misturé reacionante foi dializada‘por 24 ho-
ras, contra égua‘corrente. Depois da diélise, a suspenszo polissa-
caridica foi concentrada awacuo ate a éecura e'q proéesso de}meti-

lagao foi repetido meis tres vezes.

3.2.10.4. Metilacao pelo processo de PURDIE (45, 79).

0 polissacarideo , parcialmente_metilédo, foi dissolvido.em
5 ml de iodeto dé'metila e 5 ﬁl de»acetona, num baldo de 50 ml.
Esta misfura foi aquecida a refluxo por 6 horas, na auséncia de
1ﬁz e em ambiente anidro. Oxido de prata (700 mg) foi adicionado
(em Siporgges) periodicamente, durénte o refluxo. Em seguida fil-
trou-se a mistura reacionante.num funil de pléca porosa F e o re-
siduo fdi laﬁado exaustivaménﬁe com 7 porggés @e clqroférmidb. 0
filtrado e os_liquidos de iévagem foram reunidos e coﬁcenﬁradds
a vacuo. Como n§q se tivesse fofmado pratea coioidai na solugao
cloroférmicai nenhum trataménto posterior féi feito. Apés esta ﬁl%
tima metilagéo 0 poliséécarﬁdeo metilado nsao mais apresentévé pi—
co de absorgéé na regizao de 3.500 cm'."1 do espeétro dovinfraverme-

lho.

3.2.10.5, WMetanolise do pOlissacarido metilado.,

Uma parte do polissacarideo metilado (cerca de 40Amg) foi
misturada com 30 ml de metanol anidaro, contendo 3 % de cloreto de
.hidrogénio e refluxada por 6 horas. Apés a néutfalizagéo do HC1,
com carbonato de prata, é solugao foi filtrada em funil de placa
porosa F e o residuo lavado com cinco porQSes de 10 ml de clorofdr-

mio. O filtrado e os liquidos de lavagem foram reunidos, concen-
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trados a vécuo para redug&o de volume e passado em coluna de sili-
ca gel (10 X 1 cm, d.i.) para despigmehtar o prdduto de metanoli-
-se., 0 eluato cloroférmico, apés concentragao no evaporador a va-

cuo, foi analizado por GLC, coluna — a (108).

3.2.11. Oxidacio com periodato de sodio da fragdo A.2.L.ins.

A 'fragao polissacar{dica A.2.L.ins (64,224 mg) foi submetida
a oxidagéo com periodato de sédio (0,05 M; 80 ml) na ausencia de

luz, durante oito dias, a temperatura de 28-30 °c (banho de agua)

(71,175, 82). Em paralelo foi feito um branco nas mesmaé-condiQSes.
A diferentes intefvalos de tempo‘ foram fetiradas aliquotas'(l,Oml)
da mistura éxidante.e do branco, para determinaczo do consumo‘de
periodato (87) , pelo métodd do tiosulfato d¢ sodio (69), que foi

calculado da seguinte forma:

(B~ 4). N (do tiosulfato)
ml da aliquota. 2

molaridade da solugao oxidante =

mois de periodato _ vol.total da solucao oxidante.l3g5X
mois de pentose anidra gramas de polissacaridec. 1000 .

onde B = ml de tiosulfato gastos na titulaggo do'branco{ A = ml

‘de tiosulfato gastos na titulagzo da amostra; N = normalidade.-

Do grafico representativo (mois de pericdato/mol de pentose
anidra contra tempo),foi extrapolado o valor do consumo de perio-

dato para o tempo zero (Figura - 5).

’ ’ . ~ e .
O acido formico liberado na oxidagao do polissacarideo foi
- ’ - ~ - ’ - . 3 v
édeterminado velo metodo da titulagao com hidroxido de sodio 0,01 N,
sob atmosfera de nitrogénio e usando a fenolftzleina como indica-

4 ’ 4 ‘
dor. No calculo de mois de acido formico liberados por mol de pen—
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tose anidra foi usada a seguinte equagao:

mois de acido formico _
mois de pentose anidra y

ml de NaOH. N (de Nz0H). volume solug%o oxidante.139,5
ml da amostra. gramas de polissacarideo. 1000

3.2.12. Degradagzo de SMITH da fracdo A.2.L.ins (1, 74).

A'uma aliquéta‘do’polissaca?ideo (26,84 mg) oxidado qom péf—_
jodato de sodio (oito dias, cf. 3.2.11) adicionou—Se 1 ml,devetile«
no glicol, para decompor o excesso de périodato de sédio.'ApSS 30
minutos de reagéo, na ausencia de luz, o polialdeido fdi;submeti—
do & dialiise (24 hofas) contfa égua corrente. Em seguida adicio-

nou-se boroidreto de sodio (20 mg) & solugdo do polialdeido para
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[4)

gao ocorreu &ﬁrante 0 perido de uma noite e a temperétura ambien-
té. Apés destruigao do excesso de boroidreto de sodio com acido
acético (2 N) ateé pH 5-6, o poliéicool foi dializado-contra aguz
corrente, para eliminar o acido béricé e acetatovde sédio;lo mate~
rizl foi, em seguida, concentrado ate Seéura e ‘submetido é_hidré»»
lise com‘éciao élor{drico l N, em banhd~maria de égua fervente, -
em ampola selada, por 7 hbréé; 0 écido Cloridrico.foig a seguir,
removido no concentrador a vacuo. Olmaterial hidrolizado foi,en~
t30, submetido é.redugéd.com boroidrefo de sodio (20 mg), por
24 horas, e o excessb do agente redutor foi decémposto com acido
acético.(2>N), ate pH 5-6. A solugﬁo foi, a séguir, deicnizado ccm
resina trocadora de {ions (coluna de‘6.X 2 cm, DOWEX 50W -~ X8, 200-
2 ’
400 mesh, forma H , usando agua como eluente) e o‘eluato (oito
vezes o volume do leitb da resina) foi conéentradd a vécﬁo. 0 a-

. . . . . . £y
cido borico foi, em seguida, removido na forma de ester metilico



pela adigao e evaporagao de sucessivas porgoes de metanol. Os al-
3 3 . - -~ - - - N 4 - ’ -

ditols assim obtidos foram acetilados com anidrido acetico e aci-

‘perclorico (Cf.3.25), Os a2lditolacetatos foram, posteriormente,

analizados por GLC, na coluna -b (Cf. 3.1).

3.2.13. Degradacao de SMITH dos oligossacarideos acidos re-

sultantes @a hidrolise parcial da fragao A.2.L.ins.

‘ . ’ - . ’ b. . . ~ a .'
302.13.1. Hidrolise parcial acida e separagao dos oligossaca-

’ 'd
rideos acidos.

Submeteu-se a fragao polissacaridica A.2.L.ins. (igé mg) a
hidrolise ﬁarcial'com ccido sulfﬁrico 0,5 N, em banho de égua fer-
vente, por 4,30 horas (em ampola selada).. Apos neutralizagéo com
solugao saturada de hidroxido de bario ate pH 4-5, centrifugéggé
e concentragéo do sobrenadante num evaporador a vécuo, a mistura
de agﬁcafés acidos e neutroé foi apiicada nura coluna trocadora
de ions ( colﬁna de 6 X 2 cm, DoWEX 1-X8, 200-400 mesh, formg HCOO
a'fim}de separar'ds.agﬁcares dcidos dos neutros; Apos eluicéo dos
agﬁcéres neﬁtros com égua ( éeis vezes 0 VOluméréo ieito da resi-
na) eluiram-se os agﬁcareg acidos ( aldobiourdnicos, aldotriuroni-
cos, etc.) con gcido formico 2 N ( 10 vezes o volume do'leito‘da
resina). 0 eluato, contendé oé oligossacafideos écidosv, foi con-
centrado no evaporador alvécuo,‘a fim de remover o gcido formico.
A completaz remogio de &cido formico foi realizada por sucessivas

~ ’ ) ~ . ) L , _
adigoes de agua seguidas de evaporag¢as no concentrador a vacCuo.
Finalmente,. os oligdssacarideos écidOs_forgm dissolvicdos em égué‘
e neﬁtralizados com hidrdxido de amdnio para, em seguida, serem

. . Ly~ ' S gt o
submetidos a oxidagao com o periodato de sodio.
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© 3.2.13.2. Oxidagao com periodato de sodio e degradsczo de

SMITH dos oligossacarideOS éqidos.

A misfura de oligossacarideos acidos foi posta a oxidar com
periodato de sodio (0,05 M; 20 ml)'é temperafura ambiente, na au;
sencia @e luz, durante tres dias; 0 excesso'periodato foi decdmpos;
to pela adigéo de etileno glicol (2 gotas) , deixando-se a misﬁuf
ra reaéionante , no eséuro, por 30 minutos; Os produtés oxidados
foram,entgo, redvzidos com boroidreto de_sédio, hidrolizados e no-
vamente reduzidos com boroidreto de sodio (cf.3.2.12). Q§ alditois
resultantes foram agetilados (Cf.3.2.5) e analizados por‘GLC (co-
luna-b) , usando-se o treitol-tetraacetzto como padréo de referen-

cia.

3.2.14. Espectro de absorcdo no ultravioleta.

. Tragou-se o espectro de absorcio da fragao A.2;L.ins., dissol-
vida em hidroxido de sodio 1 N e A.2.T.ins. metilado, dissolvido
em cloroférmio;‘Ambas as fragges polissacaridiéas estavam na con-
'Ceﬁtragéo de aproximadamenteAO,Ol %,”Os espectrds foram tracados
cém'O'auxilio do aparelho Varian Techtron, mbdelo 635 D, nﬁma'fai~

‘xa de comprimento de onda de 200 nm até 400 nm (Figuras 3 e 4).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO.
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4.1. Extracao, fracionamento e purificacao da hemicelulose

da folha de cafeeiro.

A extracao da folha de cafeeiro com acetona e a mistura de
metano:cloroformio (1:1, v/v) (76), em aparelho Soxhlet, teve por
finalidade a remogao de pigmentos, clorofilas, ceras vegetais, 1i- -

’ 4 .
pidios e agucares livres.

No processamento (76) do residuo da folha de cafeeiro com &
mistura de'solventés: fenol-acido aceético glacial—égﬁa (1:1:1,
p/v/v), a finalidade precipua foi a remogdo de proteinas, método
_utilizgdo por BAGDASARIAN et al. (15) para exfrair polipept{deos

de folhas de Vicia faba. O teor de nitrogenio da folha de cafeei-

ro-(2,53 % ) passou, apés a desproteinizag%o, para 1,83 %. Poftanm
to, 0,70 % do nitrogéﬁio total da folha foi removido. Mesmd Que

se tivesse repetido o processo de.desproteinizagép (15, 76) seria
va a esperanga dé renover toda a proteina, Esta afirmagao se ba-
seia no trabalho de HENDERSON & HAY (76) em que apresenta@ e dis-
‘cutem‘os résultadqs obtidos em séu-estudo'daé hemicelulosés de fo~

lhas de Berberis vulgaris. Apesar de estes autores se terem servi-

do de proceséos como "“derivatizacgao' e complexaggé dos‘polissacaj
rideos, conseguiram obter apenas uma fragao, dzs muités‘que~isola-
rah; livre de prote{na.'Verificaram ainda que, quando uma das fra-
goes polissacaridicas foi submefida a digestao proteolitica pela
tripsina, apresentog uﬁa alteragéo do teor de proteina de'6,9 %
para 5,5 %. Segundb os mesmos autores, preparagaes polissacaridi—.

cas de diversas fontes vegetais, contendo de 5 % a 10 % de protei-
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na; vem atraindo sempre mais interesse, & medida que se vai evi--
dénciando nao ser esta proteina completamente removivel pelos pr0~
cessos de fracionamento dispon{veis, Pela Tabela - 1 pode-se ob-
servar que;'também no presente trabélho, apafeceu uma fragao.isén-
ta de prote{na, embora nao se ténha recorrido ao processo de pufi-
ficagadvvia transformagdo dos polissacarideos em seus_derivadds
acetildados ou metilados. O teor de nitfdgénio da fragao de hemi-
ceiglése A, apesar de ter sido submetida a dez extragoes pela
mistura de Sevag (107), nao maﬁifestou alteragéio sensivel apos
e_ss_e'trata;fnentow Iisto pode éer verificaao, conffoﬁtaﬁdéiée o teor
de nitrogénio da fragéo A, antes do tratamento com a mistura de

Sevag (107); com o teor de nitrogeénio apés Sevag, apresenfado pe-

G

las fragoes A.1 ¢ A.2 {Tabela - 1 ). A complexa¢ao com iodo de-
monstrou ter havido sensivel diminuigao nos niveis de'nitrogénio
das diferentes subfracoes de A;l e Afz‘(Tabela -1 e‘Esquema -3) .
Tudo indica, pois, que uma parte do nitrogénio foiveliminada pela
rejeigép do residuo apés solubiiizagﬁo das fragges polissacaridi—
‘cas Al e A;2 em cloreto de éélcio (3,7 W) , olque tambem parece
evidenéiar—se nas subfra@ges B.3.L e B.3.R (Tebela - 1 ), fgsulf
tantes do fracionamento com iodo'(60, 61)._Os re#ﬁitados pérmitem
concluir'com HENDERSON &HAY (76) que existe uma poSsivel 1igaq§o

- ’ N
covalente entre as hemiceluloses e.a proteina.

Com referéncia ao sistema de solventes: fenol-acido acetico
glacial—égua (L:1:1, p/v/v), utilizado na remogao dé‘profeinas,
conveénm acrescentar, que este éiStema'ostenta ainda aé’seguintes
" vantagens: possul pequena tendencia devdissélver_os polissacari-

’ . ~ ~ . 3 . . ’ ’ >
deos bem como baixa tendencia-em hidroliza-los (15). Alem do mais,
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Tabela - 1l: Rendimento e teor de nitrogénio'das fragSes polis-

sacaridicas da hemicelulose de folha de cafeeiro.

-Rendimento em g | %
Extrato Carboidra N |Proteind™
bruto to total* 2
A.' 24,45 15,45 5,73 35,81
a1 || 3,97 | 2,63 | 5,41 | 33,61
A.1.L.ins. 0,26 0,13 7,70 48,10
A.l1.L.sol. 0,318 | 0,29 1,57 9,81
AR 0,03 | 0,03 n.d. | n.d.
AL2 12,08 7,61 5,92 37,00
A£.2.L.ins. 1,71 1,54 2,27 14,18
A.2.L.sol. 0,194 0,19 1,15 7443
A.2.R 0,02 0,02 n.a. n.d.
B 9,13 n.d. n.a: n.d’
B.1 1 2,29 | 2,19 0,67 4,18
B.o | 1,24 0,97 3,53 | 22,06
B.3 5,53 3,61 5,53 | 34,56
B.3.L | 1,83 | 1,72 | 0,92 5,75
B.3.R | 0,67 0,67 0,00 | ‘,o,oo
B.2.i 10,15 0,122 | 3,58 22,37

» Determinagao de carboidrato total no extrato bruto pelo
metodo do feriol- acido sulfurico(93).

»» Admite-se que todo o nitrogenio seja de orisem proteica.

+ n.d. = nao determinzdo.
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_ , v , _ ;
este sistema de solventes extrai tambem taninos, glicosideos,

flavonas e precursores de lignina (15).

\ - ~ 'd ’ . '

vanto a dupla extracao com agua de cal (76) (Esquema - 1)
teve_se em vista a remogao de mais material proteico. Este trata-
~ : Cy .
mento, entretanto, nao exclui a possibilidade de se terem extrai-

. ’ ,
do pequenas quantidades de hemicelulose, fato que e sugerido por

WHISTLER & FEATHER (129).

0 reSiduo de folhas, depois de ter sido lavado exéustivamenm
je‘coh égua (Esquema - 1), foi submetido a extragao direta.com"hi—
droxido de.potéssio pelas seguintes fazSes: a) os kilanos.séo iso-
léyeis por.extraggo direta, sem prévia delignifioagéo, das dicoti-
ledoneas lenhosas (angiosperﬁas)_(lzl), pois esta extracio permi-
te remover.80-95 % dos xilanos nelas presentes; b) pof outra par-
te; nos processos:de deiignificaggo'pode haver perda de polissaqa4
‘rideos da ordem de 10-20 % pela solubilizag§6 dos mesmos (121);
c)bcomo o] processd de deligrificacgao usa agenfesvoxidantes enérgim'
“cos os kilanos podem sofrer oxidagges ateé grupamentd écido nos.
pontoé em-qué se ligam covalentemente com a lignina (94); a) em— 
" bora a dgiignificaggo prévia do material; do qual’se pretenae'eim
trair hemiéelulose, facilite>suavremog§o, sempre.hé wma, parqela
de hemiceiulosés que continua em m;stufa com a d-celulose, hemi-~

celulose essa que e chamada de "pentosanos ou xilanos resistentes"”

(§4); e) finalmente, como a Coffea arabica L.,var. Mundo Novo per-
tence éo grupo das dicotileddnecs lenhossas, optou«se_péla extraml
gao direta, emboralngo se possa afirmar, sem previa confirmacéo,
que os tecidos do caule'(madeira) e da folha apreéentém 0 mesmo

comportamento frente as solugbes alcalinas. O que,porem, parece
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4 ~ rd » . R . . .
certo e que a extragao alcalina tambem extrai linhina como o de-

monstrou MORRISON (85, 86).

A ufilizaggo do hidroxido de potéssio, em vez do hidféxidol
de s0dio, nao se deve apenas ao fato de o aéetato de potassio,
formado na neutralizaégo do extrato alcalino da hemicelulosé,vser
mais‘solﬁvel eﬁ alcool etilico do que o acetato de sédio.(lZl){
mas tambeém ?ofque o} hidréxido de potésSio tem maior poder solubi-

lizador sobre o xilano do que sobre os glucomananos (121).

~ . . Y
Como a extracgao alcalina foi conduzida foi conduzida a tem-
peratura ambiente e sob atmosfera de nitrogenio, as transformagoes
guimicas sofridas pela hemicelulose da folha de cafeeiro foram re-

rd "~
Yavrr 3 ~ r~ et s ARATY A AN oo ~ Aa_ N ~
guzidas &6 minimo, com c&xcessao da de-0-ace

- 4s treiis—
formagSes quimicas,(pdrém, possiveis de ocorrer na hemicelulose,
durante a extragéo alcalina,.podem ser as seguintes: a) déesferi-
ficacao dos polissacarideos parcialmente acetilados {(grupos aceti-
la ligados,normalmente, ao C—3'do residu& de D—xilose); b) degra-
dagao alcalina iniciada pela ponta redutora (reéggovde poda); c)
hidrélise aléalina de ligagges glicosidicas; a) e fompimento vde
ligagaes quimicas entre hémicelulose e dutros coméonehtes da pare-

de celular (12, 85,86, 121).

Das consideragoes acima conclui-se gue nao se consegue_extra—
if‘toda a hemicelulose e nem ter uma idéia absolutamente eiata
da composiggo pblissacaridica da parede celular Vegetal.vAlém do
mais, nao se}consegue extrair a,hemiceluloéé e, particularmente,o
xilano, tal como se‘encontra em a natureza. 0 uso de élcalivcausa

ou pode causar as transformagoes ja mencionadas acima; outros sol-
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ventes que ja foram testados, tais como sulfoxido de dimetila
(73,v121),vtrazem a vantagem de extrair o poliésacarideo intacto,
Infelizmente, pofém,-este solvente so consegue extrair mais ou
menos quantitétivameﬁte a hemicelulose, apés_prévia delignifica-
cao, processo dréstico, que provoca alteragoes quimicas. Como»lse
pode ver, nao existe processo de extragiSo que nao apresente suas
desvantagens. Cabe observar, finalmente, qué os rendimentos égr§~
sentados na Tabela - 1 tem valor relativo, pois nao se pretendeu
 extrair toda a hemicelulose, a ponto de o residuo final (despre-

. s N
zado) ficar reduzido a d-celulose.

Como durante o processo de purificagao da fragao A se detec—
tasse fracamenté, por cromatdgrafiavem papel (papel Whatman No4,
solvente A), a prescnga de residuocs de agucar cuje R, eguivalia
20s Rf da D~glucose e/ou Dmﬁanose9 tentou-se rempvér'os poiissa»
carideos constituidos por residuos de D~manose atrévés ao fracio-
namento com_hidréxido de bario (84) . Na posterior analise, por
GiC, da éomposigao em residuos de agﬁcar sob 'a forma de alditois

‘ . ’ . . :
"adetilados nao se detectou é presenca do residuo de D«manose nags
fragSGS A, Aoi_e A.2, mas.sim D-glucose. O residuo de D-manose,
porém, aparebeu ne analise da co@posigéo de agﬁdéfes, por GLc; em -
algumas daé frégSeé resultantes de A.l-e A°2,"por'éompiexa§§o com
iodo (Cff3.2o353).40‘§eu tebr é, porém; mais acentuado nas éubfra—
gaes de A.2, 0 que é um indicativo do fraecionamento parciezl pelo
hidroxido de bério.-Apaféqe mesmo como contaminag§0 na fragaq
A.2.L.ins. ConVém, porém, ter ém mente gue ao analizar a'Tabela—Z;

nao se deve perder de vista a Tabela-l, que fornece o0os correspon-

dentes rendimentos.
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L~ . ) ~ . .
Tabela-2: Composigao,em monoagucares, das fragoes polissacaridicas

da hemicelulose da folha de cafeeiro {Coffea arabica.l.,

var.M.Novo) determinado por GLC na forma de alditois peracetilados.

o
| o ks
e 2 oW o S
o S o S @ &
S| o o o 0 ° =
= e 3 g 9 5 |
= — a} (@]
- s | H E | & | 3
0 i 7 ] i 4 O =
= A A & & A »e -~
) o S o it
3 < - S ] T © &
. ~ o o o ) o ° g o
Fracoes 5= s & & e > S
) + — - . -
A ' 2’43 4,41 89,33 nd nd 5;82 - 99,399
+ ,
F nd [10,06|80,16| nd nd 9,80 — 10C,15

A.d.Loinsdl nd | 3,66(83,24| nd | 3,77| 1,26| 7,96 99,39

\0

A,1.L.solll nd 5,131{73,42] nd |.nd | 8,87 12,57 S

399
A.1.R 1592 8,61111,99/9,32 | 11,84 11,94 38,47 |[1C0,03
I n'{' n -~~~ ~ -~ - . ~. -
Aol 292 | 4,49150,14 nd 1,40 ¢,834 —— 9,84

A.2.L.insy| nd | nd 85,065(0,90 | nd nd 13,45 100,00

A,2.L.solll nd _2,93’ 75,18/ 7,33 | 0,88 | 3,76 | 9,91 99,69
A.2.R 13,64 15,18 23,7| 13,70 19,39 9,75 | 4,67 100}01
Bt 2,08 |11,08 36;52 9,05 116,71 24,00 | — 99,96
5.1 1,00 | 1,52|97,71na  |nd |ma | — 100,23
Bt 13,31 | 8,21]79,50| na | 3,78 | 5,08 | — || 100,03
B.3% 1,00  16,16 30,14/ 9,32 | 9,41 [33,94 - 99,97
B.35.R 1,82 |e4,21|18,41 8,53 | 17,117,535 | 2,38 93,99
3.3.L - |1,68 | 7,82|37,91|10,60| 0,94 [33,25 | 7,77 99,98
B.2.i7 9,65 |13,45|%5,93 7,97 9,71 23,25 | —— 59,97

Relafiva, avenas a0s agﬁcares neutros.

Calculado vor diferenga de désagem, pelo método do fenol-écido sul-
fﬁrico (53), entre agﬁCares neutros totzis e écidos.urSnicos,separa~
dos por cromatografia preparativa em papel (Cf.3.2.4). |

nd = nso detectado



A fragao B.l, removida por centrifugagdo, apos diélise da
hemicelulose B (Tabela —_2); tem:todas as caracteristicas da he-
"micelulose A (insolubilidade em égua e elevado teor de D-xilose
(Tabela —2)),'Esta»f;ag§o, provavelmente, passou para a hemicelu-
lose B na acidificaggo do extrato alcalino, dévido a forga ionica

do meio (28).

AS frecoes B.2 e B.3, resultantes da complexacio com Cetavlon
da hemicelulose B (épés remoggo de B.l, Cf.Esquema -2), apresen-

tam boa diferénciagao apesar de nao ter sido determinado o teor
de écidb uranico. Mesmo assim, se se tiver em mente qugﬁo xilano
‘da folha de cafeeiro possul grupos singulares de écido.métilglucu—
ronico 1igaaos é cadeia principal (Cf.3.2.6 e Tabela -2), entao
se explica perfeitemente a presenga do alto feor de D—xilosegna

~ ’ . ’ . 4
fragao polissacaridica acida (B.2), teor gue e bem menor na fra-

¢ao B.3 (fragéo polissacaridica neutra).

0 teor ae‘écido uranico'encontrado na hidrdlise total de
A.Z;L,ins.foi de 13,45 % (Tabe1a - 2) em relagao aos residuos de
ﬁonoagﬁcares heutros;}esté teor 6 bem mais-eievadO'que o.dado for-
necido peia anélise_dos produtos.dé metanolise do.polissacarideo
metiladb (Tabelé'~ 4) . UmaAexplicéggo plausivel para esta discor-
danciza serié ou a hidrolise total incompletz do polissacarideo
(frageo A;2.L.ins.) ou a metanolise incompleta do péliésacarideo
metilado (formag§o de acidos aldobiouranicos, altéménte resisten—

. » - 4 - L4 - A . ’ .
tes a hidrolise acida e a metanolise)

. b 3 ~ -
Devido a forte pigmentagao escura, apresentada pelas diferen-

tes fragoes polissacaridicas, nao foi possivel a determinaczo das

~ ‘.. ! A , ~ s
correspondentes rotagoes oticas especificas. Avenss a fragao A.2,
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IL.ins. apresentou condigoes satisfatorias para esta determinagezo,

sendo seu lOLl§5 =- 92,7 (¢ 2,25 % em NaOH 1 N). Convem acrescen-

tar que a sclugzo polissacaridica desta fragao nao foi submetids,
anteriormente, nem a aquecimento nem a baixas temperaturas. Esta
~' . . ~ .. . N
observagao cabe aqui, porque, na determinacgao polarimetrica dos
’ ' ’ ‘ 4 ’ . ~
xilanos; e necessario dar-se o historico termico das solugoes por

causa da agregaggolmoleculér (27) que altera o seu grau de rotagao

’
otica.

4 . ’ N
0 unico teste fisico para ceterminar o grau de homogeneidade
foi o da eletroforese. Apenas & fragao A.2.L.ins. mostrou-se homo-
genea nas condigoes eletroforeticas especificadas em materiais e

metodos (Cf. 3.1).

r'd ' d o ’ ’ .
4.2, Residuo insoluvel da digestao com acido sulfurico.

Na determinaggo do residuo insoluvel da folha de cafeeiro,
por digestao acida (Cf. 3.2.2) encontrou-se o valor de 31,42 %.
Este residuo insolﬁvel ¢ tido como teor de lignihd.(B); Embors o
valor encontrado (31,42 %) esteja dentro da.faiié de teor de li-
gnins atribufdo és madeiraé.(até 37 % (121)) e emb0r5~sua~existén~
cia*tenha.sido comprovadé'e&ApareQes celulares epidérﬁicas de al-
gumas plantas (68), parece, cbntudo, ser~muito elevado por tratar-
se de um técido foliar.‘?or isso foibfeita uma determinagao de ni-
trogéniq total do residﬁo insolﬁvel; encontrandoése um teor de 3,8%
de nitrogénio. Admitindo-se ser este nitrogénio de origem prbtei-
ca, pode-se supor ter ocorrido , durante a digestﬁo ééida, uma re-
acao de condensacgao (semelhante a réaggo de formilagéo) entre 0s
grupos —NH2 livres da proteina e és grupos aldeidicos dos residubs

de agucar (ou seus derivados de furfural) . O produto resultante
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~ ’ ’ . ’ 4 . . \ . Lo

desta reagao tambem e insoluvel em acido e resiste a sua agao
hidrolitica(81). Isto explicaria, em parte, o elevado teor de re-
’ . ’ o » ’ . ’ :
siduo insoluvel. Por outra parte, este residuo ( o que convem ter

bem presente) contém realmente lignina pelo fato de dar reacao

positiva com floroglucinol (reagao de WIESNER (126)).

4.3. Grau medio de polimerizacao da fragao A.2.L.ins.

. Na determinagfo do grau medio de polimerizagfo (555) de um
polissacarideov— no pfesente caso um xiiano -vque envolva a redu-
950 de um grupo terminal a um residuo aldifol,.seguido"da oxidagao
cbm périodéto e‘da determinagao do Formaldeido produzido (método
do acido cromotrépico) (40, 74, 124) deve-se ter em mente os dois
segﬁintes pressupbstostos (121): a) que o residuo terminél redutor
nao ﬁoésua unm substituinte em C-2; b) gue o alcali usado na extra-
cao da hemicelulose nao tenha transfor@ado quimiéamente este gru-

po (121).

Como se vera nas discussoes posteriores, e muito dificil'ha_
.§éf substitﬁintes localiéados em C-2, pois se @6§traré gue 0 re-
siduos de écido métil—glucufGnico estao ligados ao C-3. Por outra
parte asléqndiQSes de extragao foram relativamente suaves (tempo
breve, atmosfefa de nitrbgénio, femperafura ambiente).para terem
alteraao guimicamente as extrémidades redutoras do polissacar{éeo
em questzo. Donde se presume que O ﬁ?n = 58,3, encontrado pzra d

xilano que constitui a fragao A.2.L.ins., sej

m

fidedigno para as

condigoes de isolamento deste polissacarideo.

O grau de polimerizagao desta fracao polissacaridica foi tam-

’ , . . ’ . . .
bem calculado, atraves do relacionamento de areas, a partir dos
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produtos de metanolise do_polissacar{deo metilado, analizados por
GLC, tendo éido‘encontrado um,ﬁ?n = 49-50, valor relativamente
v'pféximo ao en¢ontradq pelo metodo quimico (écido cromotrépico).
Esta diferenga e compreensivel considerando-se os efeitos degrada-
tivos ocorridos durante os processos de metilacdo. Semelhante efei-
to foi tambem demonstrado por CHEETHAM et al (41), num estudo cri-

tico, quando determinaram o peso molecular medio (Mn).de xilanos'

extraidos de Setaria sphacelata, e Cynodon plectostachyus, através
de osmometria em fase de vapor, destes polissacarideos metilados
por diferentes processos. Os resultados por eles obtidos encontrem-
se relacionados na seguinte tabela (Tabela - 3):

Tabela - 3 (41): Pescs moleculares medios (Mn) e DP_ dos polissa-

4

n
e Setvaria sphnaceiata e Cynodon piectow

carideos d L
stachyus.
: . : M
: M : : - !
, P = e
Métodos de 8 PPy =13
metilagao (41) Setaria Cynodon Setaria Cynodon

Haworth, seguido

de FURDIE. 9300% 350 | 6700 * 300 || 70,45 42,6 50,75% 2,2

NaH—DMSO—CHSI,COE' | |
‘ +
pletado c¢/PURDIE 9400% 350 | 7500

S

300 || 71,21 %2,6 56,81% 2,2

|

NzOH-DHMSO-DiS, com)
pletado ¢/PURDIE

4+

85001 350 15300

300 |l 64,39%2,6| 40,152 2,2,

0 processb de avaliagéo do Binl por filtraggo em peneira mo-
lecular (eﬁ Sephadex G—200¢ porlexemplo), e impraticével»no caso
de xilanos por causa de sua agregaggo molecular em éolugSes aguo~
sas (27,85); pela mesma razio nio se pode utilizar o métodq da ul-

tracentrifugacao.
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4.4, METILACAO | .

"Os estudos de metilagéo continuaﬁ a exercer um papel iﬁpﬁré
“tante ﬁa determinacdo de estrutura" de polissacarideos (41). STE-
PHENv(1085, entretahto,acrescenta ser evidente que a analise por
GI.C doé produtos de metanolise dévpolissacar{deos metilados nio
sgbstifui inteiramente os outros metodos classicos de determinagﬁd
de estfuturav destas macromoléculas; }
Os dados da anélise por GLC dos produtos da metanolise ~da
fragzo A.2.L.ins. metilada (Cf. 3.2016 ) se encontram na Tabela-4.
Os agﬁcarés metilados foram idgntificados étravés de s;ﬁé tempos
retencao ém relagéo‘ao /3~O-meti1~2,3,4,6—tetra—0~metil~D—g1uco~
piranosided. Estes foram comparados‘com 0s aa tabela de STEPHEN
(108}, uma vez gue g éoluna e as.condigaeé ae operagéo foram as
mesmas (Cf. 3.1). Oé dados da metilacgdo oferecem fofte evidencia
de gque se trata de um.xiland basicamenﬁe linear, em que 0s resi-
duos de D-xilose estéo'ligados por 1igag5es aobtipo (1~4), devido
ao elevado teor de 2,3—di—0~metil«D«xilopiranqs{deo (68.68 %) . Es—
te tipo de ligagao foi também evidenciado pela“éoépiexégao com io-
do (63).,Estes dados, juntamente com o do ele&ado grau de rotagac
otica negativa'ld!%§‘= -92,7 (¢ 2,25 %, em NaOH 1N, oferecém'
forte evidéncia de que észligaQSes glicoSidicas entfe os residucs
.de D-xilose sejam do tibo/? , i.e, 3 -(1-4) . A elevada proporgao

de Z;O-metil;D—xilopifanosideo em relagao ao'2,3,4¥tri—0smetil—

VR

D-glucopiranosiluronato de metila nao significa, necessarizmente,
qQque haje ramificacoes de D-xilose ligados ao C-3 dos residuos de

D-xilose da cadeia principal, por tratar-se de um xilano basica-

mente linear. Alem disso, o0 baixo teor de 2,3,4-tri-O-metil-D-xi-
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Tabela - 4: Tempos de retengao dos O-metilglicosideos resultantes

da metandiise da fragdo A.2.L.ins. metilada em relagao ao ﬁ—Oéme—

t11—2,3.4.6—tetfa—O—metilglucobiranosideo.

) Tempos de retengao
| mois
) Produtos N o
O-metil-glicosideos de padroes™ . %
metanolise
2,3, 4~tri-O-metil-D-xilo- | 0s46 0,44 2573
piranosideo. 0,60 0,59
2,3,4,6~tetra-0-metil-P-D- || 1,00 1,00 —
glucopiranosidec. ———— e
2,3-3i-0-metil-D-xilopira- | 1,70 1,75 68,68
nosideo, 2,10 2,20
2:3,4-tri~-0-metil-D-gluco~ || 2,80 2,78 5,18
piranosiluronato de metile 3,76 3,72
2-0-metil-D-xilopiranosi- 6,20 5,88 23,39
deo. 9, 30 9, 35
- 3—O-metile~xilopiran6si~ -—— 5,00 —
deo. | —_— 8,12

+ Tempos de retenggo.de produtos de metanolise tabulados por

STEPHEN et al. (108).
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p - ~ L ~ ..
lopiranosideo e a informagao oferecida pela complexagao com iodo
’ Lo 3 ‘ . ’ - -
(Pigura - 3) sugerem ser esta fragao mais linear gue o propric xi-

lano do sabugo de milho segundo interpretagao de GAILLARD (64).

O elevado teor de monometilxilose poderia ser oriundo, em par;
te, da metilacao incompleta e/ou da demetilagao durante o proces-
so de metanélise (106, 34). A possibilidade da metilacao incomple-

.

' . .t aA L ~ ' A
-ta, no entanto, ficou excluida pela ausencia de absorgzo em 3500

- cm ‘do espectro infravermelho do polissacarideo metilado. Unma
;gossivel justificativa para-o elevado teor ae 2-0-metil-D-xilopi-
iraﬁosideo,seria'o blogueio do'C~3 de residuos de D«xil;éé pbr gro—
pos agliéonas (lignina, proteina,etc.), problema atualmente em es~
tudo no 1a50rat6fio e sugerido pelos espectros de aﬁ;orggo na re-
giao do ultravioleta da fraczo A.Z;L;ins intacta e na forma &e'seu
derivado metilado (bandatde absorggo de apsorgéo,na régigo dos

28C nm) (Figufas 3 e 4). Eéta banda de absorggo e a reagéo‘poéiﬁie,
va com o reagente de LOWRY (83a) doupolissacarideo metilado,ben
como a analise éromatogréfﬁca especifica para aminb—écidos (52,
93)'apés hiarélise acida do ?olissacarideo(A.Z:i.iné.) e de seu
dérivado_metilado, indicaram que o0 grupo aglicona fosse uma pro-

teina.

As révisaes bibliograficas sobre hemiceluloses (12,121,130,
131) dao cénta de gue o0s residuos de acidos urdnicos s gue metila—~
dos guer ndo, encontram-se ligados glicosidicamente a cadeia prin-
cipal do #ilano, na maioria dos casos, ao C-2 do residuo de D-xi-
lose, Hé, contudo, xilanos em gue o &cido urdnico ou seu eter
metilico encontra-se ligado ao C-3 da D-xilose, entre os guais

estao os xilanos isolados da cabega de girassol (30), de um pinho



66

("Monterey pine") (131) e da palha de trigo (Triticum vulgare (29))
Pelo fato de nao sér detectado a presenga de nenhum residuo de
.3f0—metil—D-xilopiranosideo por GLC dos produtbs de metanéliSev
da fraggo-A.2.L;ins metilada o xilano da folha do cafeeiro pode-se
énquadrar neste pequeno grupo de polissadar{deos que possuem Os

residuos singulares de acidos uronicos ligedos ao C-3 da D-xilose.

4 ‘ ’ V : -~ --- 3 -I - -
0 residuo- de acido metil-glucuronico constitui uma ramifica-
. N ~ P ’ . )
¢ao singular, porque, na analise por GLC (coluna -a) dos produtos
4 ’ . ’ . 4 - .
de metvanolise do polissacarideo metilado, o unico ester detectado

foi o O-metil-2,3,4-trimetil-D-glucopiranosiluronato de metilza,

4.5. Oxidacgao com periodato de.s0dio.

0 consumo de periodato; quando extrapolado pafa o tempo zero
'(figura—S) foi de 0,95 mois por mol de pentose anidraA(com simul-
ténea liberagdo de 0,162 mois de écido £érmico / mol de pentose
anidra) . Este resultado indica que a fracao polissacaridica em
estudo (A.Z;L.ihs) foi oxidada quase completamente; Que sua oxida-
Q§OISeja‘dificil conclui—se a partir das condiéaes ae temperatura'
cutilizadas: 28~3O °c. Isto foi confirmado por uma tentativa feita
para determinar o consumo de périodato a baixa»tempefatura (6—200);
nestas condigaes,o consumé'de agente oxidante, apés.700 h;'atingi-
ra apenas 6 valor de‘0,46 mois de periodato/mol de pentdse'anidra;
este cbnsumo subiu mais, quando a mistura reacionante foi deixéda
a temperatura ambiente, A dificuldede de oxidaggo com pefiodato
destes polissacar{deos (xilanos), a baixas temperaturas, tambem
foi coﬁstatada poxr BARNOUD et al. (22), ao conduzirem a oxidacso

de um xilano isolado da cana de Arundo donax, a 4 OC, durante 12C
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horas; o consumo de oxidante, neste caso, foi de 0,7l mois/pento-
se. anidfa. Tal comportamento, frente é.oxidagio com périodato,
- pode ser explicadé a.partir dorfato de os xilanos (designacao ge-
nerica) formarem agregados moleculares (27), enrolando-se em oL~

hélice ( 95,132).

4.6, Degradacao de SMITH.
Os produtos que podem originar-se por oxidagio com periodato

e subseqilente degradacgao de SMITH de um xilano sao varions.

. ’ ’ T
Com os residuos de D-xilose na forma piranosidica, poderiam
ocorrer as seguintes possibilidades: a ligacao entre os residuos

Ly . . . . L 4
de D-xilopiranose estariam interligados glicosidicamente atraves

\J]
4]

s &3]
e

s do +tipo (1-23). Nescte caso, © produitc principal da de-
.gradaggo de SMITH deveria ser o xilitol, o que ngo sucedeu,_como
se vera abaixo. Alem do mais, o produto principal da metanélise.
do polissacarideo metilado deveria ser o 2,4—di-0~mefil—D~xilo§i~

ranosideo, derivado que nao foi detectado. A outra possibilidade

"seria a ligacao do tipo (1-2) entre os residuos de D-xilopirancse.

gliberol, xilitol e etileno glicﬁl, 0s quais taﬁﬁém S&0 formaéos
na degradaééo de SHMITH do xilané'formado por residuos de D-xilo~
piranose:interligados através de 1iga§gés giicosidicas do tirpo
(1-4). & ligaggo do tipb (142), pqrém, excluiria a possibilidade
de formacao de derivados metilicos de D-xilopiranose, com o grupo
metoxi ligado em C-2, duranté'a;metiiagﬁo do polisSacarideo.'A a-
nélise pof GLC ; no entanfo, evidenciou que os produtos de meté-

. s o ~ . : '
‘nolise deste polissacarideo metilado, sao justamente o 2,3-di-0-

metil-D—xilopiranosideo (68,68 %) e o 2-0-metil-D-xilopiranosideo,
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(23,39 %) . Resta a ultima possibilidade, ou seja, a interligacao
dos residuos de D-xilopiranose pof ligagoes glicos{dicas do tiro
(-4) . Este tipo dé ligacao ¢ confirmado pela complexagzo com iodo
(63) e peia andlise,em GLC, dos produtos de metanclise do- polisé
sacarideo metilado, onde o principalyproduto & o 2,3—di—0~meti1~
D—xiloﬁiranosideo (68,68 %) . Este dado e confirmado pelos produtos
da degradagéo'ae SMiTH, pois o produto prinéipal desta e o’glicém
rol, o:etileno g1ico1 e o xiiitol, além de outros produtos néo i-

dentificados.

Por outro lado, a possibilidade de os residuos de D-xilose
destevpolissacarideo estarem na forma furaﬁosidica fica excluida
pelas seguintesvrazges:-a) alta insolubilidade deste polissacarie
deo em-égua; b) por sua méiorresisténcia‘é nidrolise écida (24,
105); C)Apelos dzdos da complexacgao com iodo que exige ligaczo do
tipo (1-4) (63);-d) pela analise, em GLC, aos produtos da metand-
lise do polissacarideo metilado na qﬁal dever-se-iz ter encontra-
'.do‘um derivado com um grupo metoxi em C~5; ora gste derivédo nao
apareceu na presente ané1ise. Logo, a possibilidade de o presente

' SURE ’ . ‘
~Xilano em estudo ser constituido por residuos de D-xilofuranose

(incluindo as razoes acima mencionadas) fica excluida.

0 cqnsumo teéricQ de>péfiddato'de-sédid para a fraggo A.Zmi.
ins.,‘calcuiado a partir do EEn ( 58,23) seria de 1,03 mois de per-
iodato/ mol de pentose anidra. O valor experimental, entretanfd,
foi de O,9S‘mois do agente oxidante por pentose anidra. Logo, 0,08
mois de periodato deixaram de ser éonsumidos'o qQue correspondé a
cérog de %#,6 unidades dé D-xilose, por cadeia linear que deixaram-

de ser oxidadas. Confrontando-se este resultado com o da analise
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porvGLC dos produtos da degradaggo de SMITH da fragao A.é.L.ins,

na forma de alditois peracétilados, na Qual 82,4 % correspdndia«
 ao glicerol e 17,60 % 2.0 xiiitol, verificou-se que havia maiof per;
centagem de D-xilose resistente a oxidagéo com periodéto do que

era de se esperar, Estes dados, juntamente com os do elevado teor
de 2-O—metil~Dxilopiranosideo ﬁarecem confirmar a hipétese de que
residuos agliconas-estejam ligados a cadeia principal do xilanoh
possivelhente, no C-3 ( Cf. 4.4: détecgéo de material de origem

’ ’ ’ .
proteica no polissacarideo metilado, extraido com cloroformio).

AA andlise dos produtos de degradacao de SMITH do g;iissacariu
~deo enm e;tudo nao informou, porém, se 0s residuos de acido uroni-
co estao ligados aos C-2 ou C-3 do residuo de D-xilopiranose da
cadeia principal. Has a analise dos produtos de metanélise db po-

’ ’ . ~ . .
lissacaridec metilado sugere ligagoes do tipo (1-3) para esta ra-

mificagao singular.

Este resultédo foi confirmado pela anslise dos-produtés de’
degradaggo de SMITH dos oligossaCarideos ééidos,obtidos por:hidré—
lise parcial acida dé polissacarideé. Esta hidrolise pode dar ori-
gem é uma ‘serie de bligosacaridéoé (cf. Figﬁra'—.6), uns menos pro-
vaveis (Al!;_ A; , B... e B. ) é outros maisbﬁrovéveis (A.; A

iii, iv iii iv i’ i
BiAe Bii) A série de formulas relacionadas na figﬁra -5 leva em
conta as duas possibilidades de ligagoes do écido metil~glucur6—
nico aos residuos de D—xilopiranqse da cadeisz principal:iigq§§o
ao C-3 (serie A) e ligacao ao C-2 (série B). Conffontando estas
oito formulas e analizando os produtos de degradacao de SIITH pbs;
‘siveis de cada Qligossacarideb (Tabela -5),-v§—se que apenas dois

oligomeros da serie A, ou seja, Ai e Aii’ podem dar origem ao
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wlgura - 6: Possiveis ollgossﬂcavldeos a01dos resultantes da h1dro~

lise parcial acida da fragao A.2. L ins.

0.
- >HOH

Tabela -5 DOSSlV81° produtos da aegraﬁagao de SHITH dos ollgossw«

A

carldeos ac1dosv(Cf Figura- 6).

o | 5| =| 5| S — | Bl == |% :
s |12 35|= s 3| 8| 82|82
== | = v é = = ol Z | o | =
0|6 | x| F b Tl ol x|k |
Ay N N 8 + |+ ==
. All + + + - B” + + - =
An + — | =+ T Bui + |- + | -+
A "}'" + +- - -+ 7 Biv -+ -+ + | -+

*x fcido 3-metoxi-2,4-dihidroxibutanoico.
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treitol..Esté produtoﬂéa degradagéo nzo pode surgir de nenhum
componente dé serie B,isupondo; para ambaé as series que o gru-
po metoxi do égidd g}ucuranico, esteja na posiggo C-4 ( pois a
Coffea arabica’pertence as dicotiledoneas 1enhosa$);.0ra, pela a-
nélise, em GLCQ dos peracetatos de alditois resultantes desta :de-
gradagﬁo foi detectada a presenga de treitol tetraacetilzdo (iden-
tificédo peld_tempo de retengéo'comparado com um padrao). Este
resultado sugere que a 1iga§§o glicosidica entre os residuos sin-
gulares do écido me{il—glucuravico e a cadeia principal do xiléno

seja do tipo (1-3). ‘ : ‘ -

4.7.Complexacao de hemiceluloses com ioco.

GATTLARD (60, 61) e GAILLARD et al. (62,63,64,65) mostr'a.ram.
gque muitos polissacarideos lineares apresentam a capacidade de
formar complexdsAde cor azul com iodo (cor devida aos ions BIé-Qim}
(20), quando dissolvidos em solucoes de cloreto de calcio, embora
nao ostentem a meéma:propriédade em solugSeé iseﬁtas de sai; Li«
vmitado grau de ramificéggo 1o polissacaridéo ngo e impecilho para
a.formagéo.de Qbmplexos coloridos de azul (63). A natureza éos
residuosAde agﬁcar que cénsfﬁtuem a cadeiavprincipalido poliséa_
carideo linear nao e decisivo (63) n=a compléxaggovcom icdo; por.
igso encontram--se poliséacarideos lineares constituidds de D—glu;
cose, D-manose e D-xilose que dso reaggo positiva com iodo; O gue,
porém, ¢ essencial na formaggo do complexo azul é gue estes resi-
duos eétejam interligados atraves de 1igagSes,glicosidicés do ti-
vo (1-4) e apresentem apeﬂas pequeno grau de ramificagao (63),
Mas o que talvez seja mazis importante que a ligaggo do tipo (1-4)

e a semelhante configuracao que a D-glucose, a D-manose e & D-Xi-
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lose possuem em torno do C-4 (63).

Mesm§ que se.saiba que um polissacarideo'possua outros tipos
-de ligagoes gliéosidicas,,a formagéo de um precipitédo pela de io-
‘do € um f&rfe indicio da preéenga de seglencias de 1iga95és glico-
sidicas do tipo (1—4). Além do mais, para haver uma reagao poéiti»
va com»ibdo, € necessaria a existéncia de uma espira formada de
pelo menos éeis ﬁnidades de aéﬁcar intefligados atraves dei(1;4y,

guer na cadeia principal guer numa ramificagao (63).

Comparando as densidades oticas de diferentes xilenos de pro-

cedencias diversas , isto e, da folha de cafeeirof fragzo A.2.L..

ins.), do caulg de HMimosa bracastinga, Hoehne (fragéo B.A.L) e do
sabugo de milho (fragao S.M.A.L) foi verificado que & vafiag&q da
densidade ética'a_610 nm, a concentragoes crescentes'dos_diferen—
tes polissacar{deos, mantendo fixo o titulo dog outros reagentes,
obeaece & lei de Lambert é‘Beer, dentro-defuma.determinada faixa -
de concentraggo de polissacarideo, como se pode Vér no gréfico de
Figura - 1;_Analizando~se o afastamento da‘linearidade da densidaf
dé'ética, verifica-se gque esta ocorre nas céncentragSes'elevadas
de pdlissacarideo, quando-eiiste ume tendéncia maior'de fdrmar pre-
cipitédo (que realméhte apareceu épés 24 h de repouso) . Interpfe—
'tando o) gréfico da Figura-l,‘conclui~se gue os xilanos isolados

e purificados, provenimntes da hemicelulose A dés tres foptes aci-
ma indiczdss, quais sejam, as fragoes A.2.L.ins, B.A.L e S.M.A.TL,
n&o sao muito ﬁiferentes entre si, guanto ao graude famificag§§
(64). 0 xilano menos‘ramificado seria o da.hemicelulose A do sa-
bugo de milho (fragio S.M.A.L) e o mais ramificedo seriz o da he-

micelulose A da bracatinga (fragao B.A.L), ocupando a fragao
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A.2.L.ins. um lugar intermediario. Comparando, agora, a fragzao
. o~ ) ~ v, . ’ . . . .
B.A.L. com a fragao B.3.L ve-se que esta ultima e mais ramificada
’ ’ ’ - ' - -
que aguela (oque ja fora sugerido por sua maior solubilidade ne

'égua).'

Com respeito a fraggo polissacaridica extraida da hemicelulo-
.se B da folha do cafeéiro seria de sé esperaf que apresenﬁasse"
uﬁ‘aiﬁo_grau de fa@ificaggo,'lsto realmente foi confirmado peia'
ausencia (ou quase ausencia) de absorbancia a 610 nm4por esta fra-
¢ao (figura - i ). Curiosamente; porém, a fracdo B.3.L praticamen-
te nzo apresentou absorbancia a 610 nm, embora tenha sido comple-
xada com'iodo (cf. 3.2.7)°_A formacao de cor azul bem como do pre-
cipnitado dépendem, além de outros fatores (tipos e concentragzo

de

o

(o2

de cation e anion dos sais (64))., da concentracao de iodo-i 0
~utilizado. A falta de reacao com iodo, aqui, se deve, talvez, ao

fato de esta fragao ter sido precipitada com maiores quantidades

de iodo-iodeto do que o recomendado pela técnica (60, 61) .

Talvez a variaggo‘da densidade Stica, dﬁvida'que_vem a ser
ume, velada-critiéa é_interpretagéo unilateral ée GATILLARD (64),
méhtidas-todas as condigoes de reagao, nao dependa apenzs do grau
de ramificagéo e dos grupos 1igados_é cédeia prinéipél do xileno,
mas dependa tambem do grau de polimerizaégo; Eo que sugerem’ob~
servagoes do préprio GAILiARD, em outro trabalho: a) de que sejam
necessérios pelo menos seis residuos de agﬁcar sequenciados rare
gue se possa formar um com?leko entre "polissacarideo” e iodo (53]
b) outra bbservaggo serié‘a de que o xilano complexa com o0 i0do

de uma forma semelhante 2 amilose (63). Ora,os "oligomeros' de



~74-

amilose, quando complexados com iodo, possuem diferentes espec-

tros de absorgao. (19,20), dependendo de seu grau de polimerizacgao,

isto.e; para cacda comprimento de cadeia existe um Rméx Deve-se

.

levar em conta, ainda, que GAILLARD 964) efetuou todas as deter-

minagSes de densidade otica a 610 nm, nao tomando em consideraggov
Os )méx} individuais de cada polissacarideo,‘complexado com iodo,
em estgdo. Logo, as difefengas de absorbancia gue se observam na.
figura - 1 n&o podem ser atribuidas avenas a0 grau de ramificaggo
e tipos de residuos ligados a éadeia principal.

Tendo em vista estas observagoes, determinaram-se os )méx

das fragoes polissacaridicas 4.2.L.ins e B.,A.L (Cf. 3.2.8), quan-

do complexadas com iodo (Figura -2) - 635 nm e 670 nm, respectiva-

mente. Conhecerndo-se o'DPn de A.L.2.ins (5

RN ——

co

(71,3) Verificoufse que a hipdtese acims paréce confirmar-se, i.e,
de‘que asvdensidades 6ticas lidas a 610 nm a diferentes concentra-
Qaes polissacaridicas (figuTa - 1 ) nzo se devem apehas 20 £rau

de rémificégéb € B80S grupos ligados a cadeia principal (64), pois

existe uma certa relagio entre o A - e o DP_ .
S _ max. n

Isto leva a crer , fipalmente, gue a relagao existente entre

0os DPn dos oligomeros de amilose e seu )mé s ouvando ccmplexados

°
I

com iodo (20), seja semelhante nos xilanos. Tom base nos racioci-
. : . A . 4 ’, . ~

nios acima poder-se~ia desenvolver um metodo de facil execugao pa-

ra determinar-se oADPn dos xilanos, o cual consistiria em medir o

cio e introduzir este valor na isoterma de absorgao de LANGMUIR,

méx do xilano complexzdo com iodc em solugao de cloreto de cal-

cuja expressao e a seguinte (20):

2l _ 1 , B
2' A A(DP )
maxe n
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onde A e B sao constantes. O‘que se pode, porém, adiéntér e que
os valores dos parémetros A e B, a serem detefminados para os
~xilanos devem ser bastante diferentes_dos valores encontrados pa-
ra o0s oligSﬁerOS‘ae amiloée (20). Na determinéggo dos velores de
A e B dever-se-ia tragar um grafico de 1/ max. X 1/555 a partir
de "oligémeros" de xilano que estivessem distribuidos ao longo

de toda a faixa de comprimentos de cadeia, provenimntes, de pfe;

ferencia, de uma mesma fonte vegetal.
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Pigura - 1: Variacao da densidade otica a 610 nm com crescentes
op e . . . . ) _

coricentragoes de polissacarideo em cloreto de calcio 3,7 I, con-

tendo 0,05 % de iodo e 0,21 % iodeto de potassio. 1) Hemicelulose

A do sabugo de milho (Zea mays), fragao S.M.A.L; 2) hemicelulose 4

de folha de cafeeiro (Coffea arabica T., var.Wundo Novo), subfraciz
nada com iodo, fragao A.2.L.ins.; 3) hemicelulose A da madeira de

Mimosa bracaziinca H., insoluvel em agua, fragao B.A.L; 4) nemice—

lulose B de Mimosa braczatinea H., subfracionada por complexaczd

. , ’ “Yew . . - -
com iodo, soluvel em ague, fragao B.B.L; hemicelulose B, fragzo
polissacaridicz neutra, subfracionada por complexagao com iodo, fra

¢ao B.3.L.
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Figura -2: Espectro de absorgao das fragoes polissacaridices

. A.2.L.ins. (Bgn: 58,3 ) e B.A.L (5§n=,71,3) provenientes da fo-

lha de cafeeiro (Coffea arabica L., var.Mundo Noveo) e da madeira

da bracatinga (llimosa bracaatinga H.), respectivamente. A coﬁcen~
tfaggo final de polissacarideo en CaCln 3,7 M, contendo 0,05 % d:
12 e 0,21 % de KI era de 0,002 %. O esgectro foi tracado com o
aparelho VARIAN TECHTRON, Modelo 635 D, éom uma velocidzde de
varredura de 100 nm/min e velocidzde de papel de 3 1/3 cm/min

(atenuacio 50 mV) .
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Figura - 5: Determinacao do consumo de periodato da fraczo AL.2.L.ins.

Una amostra (64, 224mg) foi oxidada com periodato de sodio 0,05 ¥ (80m
a temperatura de 28-30 OC. A diferenteé intervalos Qe tempd foram re-
tiradés aliquotas de 1,0 ml para a determinacao do periodato (87) pe~
16 metodo do tiosulfato de sodio (69); e os valores'obtidosvforam ex—

trapolados para o tempo zero.
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CONCLUSOES

[IRIRIRERIRIRLNEININ]]

Da . folha de cafeeiro, Coffea arabica L., var. Mundo Novo, iso-

laram-ce, por extragéo alcalina, apés remogéo des pectinas,.vé-
rias fraéges Polissacaridicas, cuja composigzo ém residuos de
monoagﬁcares e a seguinte: LwrémnoSé, L—arabinqse, D-xilose, D-
manosé,'D—galactose, D-glucose e acido O—metilfglucuranico. |
Entre os diversos polissacarideos existéntes na folha de caféei—
ro estuaoumse um heteropolissacar{deo.écido cdmpoéto de residuos
de D—xil§se (86,55 %) e acido O-metil-glucurdnico (13,45 %).

Os dados_de,metilagﬁo indicaram que o.polissacarideowéﬁ eétudo
(O—metil~gluéuf5noxilano) e um polissa&arideo linear, possuindo
ramificagSeé singulares devécido O-metil-glucuronico ligados a0

: . o~ L ~ - 7. R
C-3 da D-xilose. A confirma¢zo da ligacgao giicosidica do acido

- O-metil-glucuronico ao C-3 do residuvo de D-xilose foil obtida pe-

la anzlise dos produtos de degradagzo de SMITH dos oligossacari~
decs acidos obtidos por hidrolise parcial acide deste polissaca-—

rideo.

Os dados de metilacio, periodato e degradacio de SMITH, juntamen-

te com o da determinagao de nitrogenio total nas diferentes eta-

pas de fracionamento bem : como a reagzo positiva da nihidrina com

‘0os produtos de hidrolise do polissacarideo metilado indicam que

existem grupos agliconas , de carater proteico, ligados ao polis-

r'd
- sacarideo estudado.

]
0
\'\‘l

Estudos de complexzgao com iodo confirmaram a linezridude d

deia principal do O-metil-glucuronoxilano; elem disso indicaram

)

a possibilidade da determinagzo do DPn, atraves da medida dO)sm{Y
e introdugao de seu valor na isoterma de absorgao de LANGMUIR.
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Onde se le:

cu“onxllano) é um polis—
sacarideo 11near9 possu-—
indo ramlflcagoes singu-
lares de acido O-metil-
p]ucuronlco ligados ao
C-3 da D—xn.loseo A con-
flnnanao ‘

' glucuronico.

Pagina leia-se:

9 ... dos precipitados eta-|...dos precipltudo eto~
nolicos obtidos dos extra nOllCOS, obtidos dos . ex-
tos de cafe torrado com tratos aquosos (a quente
agua guente e fria,con- e a frio) de cafe torra-
sistindo... do, consistindo...

26 foram verificadas foi verificado

29 processo de extragao processo de extragéo em
Soxhlet aparelho Soxhlet

34 denomido denominado
centrlfu rado centrifugacao

37 . ..Suspensao polissaca- | ... suspensao polissaca-
ridica de cor clara re- |ridica resultante, de
sultante,; foi cor clara, foi

44 0 acetato de chumbo.pref O acetato de chumbo pre-
cipitade foi removido...|clipitado,sob a forma de

' sulfato, foi removido...

56 Como a extra@éo alcalina|Como a'extragao‘alcalina

foi conduzida foi condu~|foi conduzida a tempera-
. A Y

zida a temperatura... tura, ..

59,66 grupos singulares cadeias laterais simples

64 padroes dados da literatura

67,68,70 |etileno glicol glicaldeido

70 possiveis produtos produtos teoricos

80 ...em estudo(0-metil-glul...em estudo apresenta

uma cadeia principal 1li-
near, formada de residu-
os de D-xilose, a’qaal
estao ligadas cadeias
laterais simples, forma-
das por acido O-metil-D-
0 ponto de
ramificagao deste polis-
sacarideo ocorre no C-3
G0 res1duo de D—x1lose.
A conflrmagao...






