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Alem do estudo do fracionamento e purificação das hemicelulo-

ses da folha de cafeeiro (Coffea arabica L., var.Mundo Novo) estu-

dou-se, do ponto de vista estrutural, um 0-metil-glucuronoxilano 

composto de acido O-metil-glucurónico (13,45 '-?») e D-xilose (86,55 &  

que apresenta uma rotaçao ótica de|a ■- -92,7 (c 2,25 ?» em KaOR

1 N ) . 0 seu grau medio de polimerização (DP ). ; e. 58, 3» 0 consumo

/ * • / * 
de periodato de sodio e 0,90 mois /mol de penfose anidra. A.ahali^-.

se dos produtos de metanolise deste xilano metilado permitiu iden-

tificar: 2, 3, 4~tri-0-metil-B-xilopiranosideo (2,73 $) , J2, 3-di-O- 

metil-D-xilopiranosideo (68,68 f>) t 2-0-mei:il-D„xilopiranosideo 

(23,39 ) e 2,3,4-*tri~0-metil-B“glucqpiranosiluronato de metila

(5,18 i* ). A presença de 2-Ó-metil-D-xilopiranosideo bem como o 

aparecimento de treitol nos produtos da degradação de.Smith dos 

oligossacarideos ácidos,obtidos por hidrólise parcial acida do 0- 

metü-glücuronoxilano são um indicativo de que a ramificaçao; singu-

lar.constituída pelo acido O-metil-glucurónico esta ligado ao C-3 

da D-xilose. Os resultados da metilaçao,da oxidação com periodato 

e a ana.lise dos produtos da degradaçao de Smith, corroborados pe-

la reaçao positiva com nihidrina dos produtos de hidrólise do po-

* /•
lissacarideo metilado,indicam a presença de grupos agliconas de

origem proteica, ligados provavelmente ao C-3 da D-xilose. ’ Os es- ' 

tudos de complexaçao com iodo indicam a linearidade da cadeia prin-

cipal do xilano; confrontando os .X * dos espectros de absorção 
• snâx.

deste xilano com o • x •' do- xilano de Mimosa bracáatlnha H. 'cuios. max. — -------- ----- — — -—

DP^ eram conhecidos (58,3 e 71,3 respectivamente) propÕe-se o uso

da isoterma de LANGMUIR no cálculo do DP dos xilanos através dan

determinação do \ * do xilano complexado com iodo.
. max• ^
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PraçÕes polissacaridicas resultantes do fracionamento da 

hemicelulose da folha de cafeeiro, Coffea arabicaL,var.M.Novo,

Fração Subfra- e s p e c i f i c a ç õ e s
çao de • • -

A -— . Hemicelulose A

A.l A Porção da hemicelulose A solúvel em hidró-

xido de bário 0,05 N.

A.l. R A.l Fração polissacaridica Ramificada que não 

complexou com iodo.

Ael.L A.l ' Fração polissacaridica Linear que precipi-

tou na complexaçao com iodo.

A.l.L.ins. Ael.L Fração polissacaridica Linear insolúvel em
ãl

A.l.L.sol. Ae 1 » L
/ /

Fraçao polissac. Linear solúvel em agua.

A. 2 A . Fraçao da hemicelulose A insolúvel em hi-

dróxido de bario 0,05 N.

A«2»R A.2 Fraçao polissac® Ramificada que não comple- j
i

xou com iodo'.

•A ® 2 © I o A. 2 . Fração polissac. Linear que precipitou na 

complexação com iodo.

A. 2.L. ins. A.2.L Fração polissac. Linear insolúvel era agua.

Â«2 «L «sol« Ae 2 e L Fração polissac. Linear solúvel em agua.

B _ -- Hemicelulose B.

B„1 B Fração polissac. que insolubilizou durante 

a dialise contra agua eorrente da Hemic»B.

B . 2 B Fração polissac. ácida que resultou da com- 

plexa,ção com Cetavlon.

Be 2« j. Be 2 Fração polissac. resultante da não solubili- 

zação do complexo polissac.-Cetavlon era NaCl.

B e 3 B Fraçao polissac. neutra que não complexou 

com Cetavlon.

B .3 .R. B. 3 Fraçao polissac. Ramificada que nao comple- ; 

xou cora iodo.

B . 3 .L B .3 Fração polissac. Linear que precipitou na 

complexaçao com iodo.



III

B.A.L ~ Hemicelulose A, insolúvel em água, extraída da madeira da 

Mimosa bracaatinga, Hoehne-.

B.B.L -- Fração polissacaridica linear, solúvel em agua, da hemice-

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

S.M.A.L = Hemicelulose A do sabugo de milho (Zea mays),

DMSO = sulfóxido de dimetila.

M S  - sulfato de dimetila.

GXC = cromatografia ern fase gasosa.

DP = grau médio de polimerização. 
n

M =s peso molecular médio.

Rg .= migração- (cromatografia.em papel) relativa à D-glucose.
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1. INTRODUÇÃO
lititt n tintt tHHt

As folhas de plantas superiores foram e continuam sendo u- 

tilizadas como fonte de estudo de polissacarídeos, nao só do 

ponto de vista estrutural e composicional, mas também bioquími;» 

co. Na revisão abaixo não ha preocupação em arrolar estudos biô  

quimicos, a não ser alguns trabalhos que estão em conexão com a 

quimica de polissaearideos de folhas« Outro detalhe que se mani 

festará, no decorrer desta revisão, é que a maioria dos traba ~ 

lhos publicados versa sobre a composição e estrutura de hemice- 

lulose3 extraídas de folhas de plantas pertencentes à família 

das gramíneas. E como a revisão não é volumosa , optou-se pelo 

critério de ordem cronológico.
\

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

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

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

anuais tais como de feijão (Phaseolus vulgaris), de videira(Vi~ 

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

(39) pouca informação se tinha tido sobre a ocorrência^em a na- 

tureza^das hemiceluloses do tipo dos xilanos nestes materiais. 

Apesar desta afirmação, dois dos .autores referidos por ADAMS(2) , 

BUSTON (39) » em 1935, e WHISTLER et al. (128), em 1953, se de-

tiveram, também, na análise de hemiceluloses. ADAMS, por sua vez 

estudou detalhadamente a hemicelulose A, ou melhor, um arabiuo- 

glucuronoxilano da folha de trigo (Triticum vulgare).

Além do trabalho de ADAMS, foi publicado, neste mesmo ano, 

outro da autoria de FISCHER e DORFEL (56), que versava sobre
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hemiceluloses totais, extraidas das folhas de plantas novas de 

aveia.

Dois anos mais tarde, em 1956, ANDREWS e HOUG-H (7) noticia-

ram o isolamento de 2-0-metil-D-xilose, por hidrólise ácida de 

folhas de ameixeira (Prunus domestica, var, Victoria), lavadas 

com metanol. Os autores afirmaram que este resíduo de açúcar me- 

tilado fazia parte das hemiceluloses da folha de ameixeira. Mas, 

segundo outros autores (12, 14), este residuo monossacaridico é 

parte constituinte das pectinas e nao das hemiceluloses.

Em 1957, AND3RS0N et al. (5) noticiaram a ocorrência de 2- 

O-metil-l-fucose como constituinte dos polissacarídeos das fo-

lhas de ameixeira.

Em 1958, ANDREWS & HOIJGH (8) publicaram os resultados da a- 

nálise dos produtos de hidrólise do mesmo material utilizado an-

teriormente (7). Identificaram os monossacarídeos seguintess B-

galactose, D-glucose, L-arabinose, D-xilose e acido D-galacturó-

/ /
nico, alem de outros menos abundantes, como e o caso de L-ramno-

se, D-manose, 2-0-metil-D-xilose e 2-0-metil-L-fucose é acido D- 

glucurónico; e descreveram , em detalhe, as técnicas de isolamen 

to e purificação dos dois resíduos monossacaridicos metilados. 

Neste trabalho estudaram tambem a composição dos polissacarídeos 

obtidos por extração aquosa e alcalina, além de determinar o te- 

or de proteina das diferentes frações polissacaridicas, teor que 

variava desde 3 i* até 70 Í°.

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

quadro da composição , em monoaçúcares, das folhas de 27 espe -
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cies de plantas. Estas foram selecionadas de diferentes famili- 

as, a fim de se ter uma idéia representativa da composição de 

resíduoa de monoaçácares, em folhas de plantas superiores. Este 

estudo visava, pois, dar uma idéia indireta da composição polis- 

sacarídica das folhas destas plantas.

lín estudo, de caráter mais bioquímico, publicado, em 196Í»

é o de ADAM3 e EMERSON (4). Analisaram os teores de amido e po- 

# /
lissacarideos nao amidicos em folhas aciculares de Pinus ponde-

rosa, quando submetidas a atmosfera intermitente de fluoreto .

Na introdução de seu artigo referem-se a trabalhos semelhantes, 

em que folhas de outras plantas foram submetidas a atmosfera de 

dióxido de enxofre.

A composição molecular das hemiceluloses extraídas da holo- 

celulose da folha de aveia, Avena sativa, em termos de polimole-- 

cularidade, polidispersidade e polidiversidade foi estudada por 

REID e WILKIE (56). Estes termos, juntamente com os de hemice- 

lulose pura e total, e material hemicelulosico foram definidos 

pelos autores com vistas a trabalhos futuros (58, 96, 97). Alem 

disso, REID e WILKIE (96) determinaram, neste mesmo artigo, a 

composição qualitativa e quantitativa dos residuos de açucar ob-

tidos da. hemicelulose total da folha e.de outros tecidos da mes-

ma planta. Eu suma, ocuparam-se mais com a conceituaçao e a te-

cnologia a ser empregada nas pesquisas posteriores (98,97).

Neste mesmo ano, os dois pesquisadores já mencionados,REID 

e WILKIE (97), publicaram o estudo de um galac t o a rab ino xilano 

extraido das folhas de aveia (Avena sativa, var. Blenda), A he-
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micelulose total da qual o galactoarabinoxilano foi separado 

por fracionamento, correspondia a 22 do material delignificado.

O terceiro trabalho publicado pela dupla REID e V/ILKIE (98), 

em 1969, versou sobre um p-^lucano não-celulosico, separado da 

hemicelulose total, extraida de diferentes tecidos nao-endospér- 

micos (folha, colmo, raiz) da aveia (Avena sativa, var. Blenda) • 

crescida quer no laboratorio quer no campo, Como a hemicelulose 

tivesse sido extraida em diferentes fases de crescimento, cons-

tataram que havia um aumento da percentagem dos residuos de B~x.i 

lose em todos estes tecidos, ho decorrer de seu amadurecimento , 

com simultâneo decréscimo percentual dos residuos de D-glucose.

En 1971, FRASER e WXLKIE (58) isolaram um glucano da hemi-

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

cano que não erá amido nem celulose e que apresentava elevado 

grau de polimerizaçao, isento, porem, de ramificaçao, Neste po- 

1 lissacarideo os residuos de D-glucopiranose estavam ligados por 

ligações do tipo (1-3) e (1-4) .•

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

laram glucanos puros da porção solúvel da hemicelulose total da 

folha, bainha, raiz e coleoptilos de Avena sativà com o objetivo 

de investigar as relações entre maturidade da planta e composi-

ção do p-glucano. Verificaram que a razão da ligaçao do tipo (1- 

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

dida que a planta amadurecia.

Estudo semelhante ao acima mencionado (9^) foi feito por 

BUCHALA e V/ILKIE (37 ) » ©m hemicelulose total. Estudaram a rela-



ção das ligações glicosídieas do tipo J>-Cl-3) para p-(1-4) en-
t> ‘

f /V  . f

tre os residuos de D-glucose nos diferentes tecidos nao-endospér

micos Ctambem folha) da Avena sativa, nos diversos estágios de

maturação, sem separar ou purificar os ^-glucanos. Com base nos

*

dados encontrados concluiram que este glucano era um polissaca- 

*

rideo de, reserva.

Interessante observação foi registrada por STEWART (109 ) 

ao estudar as transformações por que passam certos polissacari- 

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

volvimento, no escuro, nas condições de murchidez e t urgi dez; Cons-

tatou que o teor de amido de folhas murchas decrescia mais rapi-

damente que o de folhas túrgidas» Â perda acelerada de amido,nas 

folhas murchas, era acompanhada por um aumento de açucares livres 

(principalmente sacarose), solúveis em álcool;, nas folhas túrgi-

das, porém, a diminuição do amido não ocasionava formaçao áe se-

/

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

cares livres fosse semelhante ao do das folhas murchas.

Fenômeno semelhante ja fora observado, anos antes (em 1966),

por STEWART et al. (110) em relação ao acúmulo de prolina em fo-

*

lhas murchadas de Bra,ssica rapa L., var» Shogoin, acumulo este 

relacionado com a disponibilidade de carboidràtos que fossem subs

trato para a síntese deste aminoacido. 0 mesmo acumulo de proli-

í ». /  / 
na nao foi, porem, observado em folhas túrgidas.

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

VICKERf (125) ura acumulo de acido malico em folhas .de Briophyllum 

calvcinum com simultâneo desanarecimento do amido.
--------- V:— ----------- —  . -
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Voltando ao tema de hemiceluloses em folhas, BLAKE et al.

(28) apresentaram estudo diferente. Nao se preocuparam com o es-

cudo estrutural de hemiceluloses, mas estudaram, criticamente,os 

métodos de fracionamento ou classificação das hemiceluloses em A 

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

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

minèa),,em diferentes estágios de crescimento.

O artigo publicado por HENDERSON e HAY (76), em 1972, preten-

deu' ser o primeiro estudo estrutural detalhado de polissacarídeos 

não-péctico-não-celulósicos, de hemiceluloses portanto, da folha 

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

na revisão bibliográfica (76) referem-se ao estudo feito por HAQ 

et al., de um glucano semelhante a amido, extraído da folha de 3a- 

sella rubra.

•Reste mesmo ano, 1972, CHESTHAM e McILROY' (42) escreveram es-

tar completando o estudo sobre um polissacarideo de Cynodon piecto-

r /
stachyus, alem de compararem as:estruturas das hemiceluloses de va-

rias espécies de gramas de zona tropical com as de gramas de zona 

temperada. Relataram, particularmenie, o isolamento de um arabino- 

xilano da folha e caule do Cynodon plectostachyus.

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

do de um polissacarideo solúvel em água, extraido de folhas de Pha- 

seolus atropurpureus, cujo teor de D-galactose, L-arabinose e aci-

do D-glucurônico é 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.
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Da hemicelulose solúvel em álcali, extraída tanto da folha 

quanto do caule do milho (Zea mays, var. Golden Bantan), DUTTON e 

KABIR (55) isolaram .um arabinoglucuronoxilano, de estrutura seme-

lhante, embora proviesse de folhas e colmo desta planta.

BUCKALA (35) isolou de folhas’de cevada (Hordeum vulgare) um 

arabinogalactO“ (4”0-metilglucurono)-xilano, solúvel em água e o 

estudou estruturalmente.

Em outro trabalho, BUCHALA e WILKIE (38), em 1973} estudaram 

as variações, na composição, das hemiceluloses da folha e caule 

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

ficaram que, em cada tecido (folha e caule) a percentagem de D-xi- 

lose em relação á hemicelulose total aumentava com o amadurecimen-

to da planta e a da D~galactose variava, pouco, ao passo que a da 

L-arabinose, D-glucose e do ácido urôni.co decrescia« Verificaram, 

ainda, que a relação entre as ligações glicosidicas do tipo £ —(1—3) 

e p*”(l-“4) e o grau de polimerização dos p-glucanos diminuíam com 

o amadurecimento dos tecidos. • ■

Abandons,ndo as gramineas, a equipe BUCHALA e MEIER (36), iso-

lou um galactoglucomanano de folhas e caule do trevo.vermelho,Tri~ 

folium pratense L . A cadeia principal do polissacarídeo era cons-

tituída por resíduos de D-glucose e D-manose, interligados por 

ligações glicosidicas do tipo ^-(1-4)» sendo que os residuos de 

D-galactose constituiam as ramificações através de ligações ^-(1-6)a 

Este trabalho (36) está relacionado com outro, anterior, da autoria 

de GAILLARD e BAILEY (62), que estudaram a distribuição dos resi-

duos de D-glucose e D-manose nas paredes celulares do trevo ver- 

melho(Trifoliiim pratense), bem como os açucares totais nas diver-
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sas frações polissacarídicas das paredes celulares das folhas do 

trevo, do caule do trevo vermelho e das folhas de azevém. Os re-

sultados experimentais obtidos, induziram os referidos autores 

(62) a postularem a existência de um galactomanano ou galâctoglu- 

comanano.

BAILEÍ & CONNOR (18) relataram, brevemente, numa nota, a de-

terminação do teor de celulose e hemicelulose nas folhas e nas ba-

inhas verdes de sete espécies de capim do gênero arundinoide (Cor- 

tadera argentea ). Fizeram também referência a trabalhos semelhan-

tes, executados com as mesmas partes da planta, em quatro outras 

espécies de capim de Nova Zelândia, do gênero arundinoide.

Beve-se mencionar, finalmente, o interessante trabalho de MOR- 

RISON (06) que extraiu da folha, da bainha e do caule do Lolium pe- 

renne (de quatro variedades), complexos de lignina-carboidrato e 

lignina-hemicelulòse. Os complexos das folhas evidenciaram maior 

teor de D-glucose que os de outros tecidos. Alem da D~glucose havia 

ainda outros açúcares neutros presentes nestes complexos, tais co-

mo L-arabinose e D-xilose. Verificou ainda que, â semelhança dos 

complexos lignina-carboidrato, os complexos lignina-hemicelulose 

da folha possuíam menor teor de lignina.

Revisando a bibliografia referente aos polissacarideos em 

Coffea arabicaf var. Mundo Novo, verificou-se que 0 unico tecido 

do cafeeiro estudado do ponto de vista dos polissacarideos era 0 

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

ão, em primeiro lugar’, uma serie de trabalhos, de carater mais ge-

ral. Entre estes podem-se mencionar os seguintes: TPIALER (119 )

✓
comparou os carboidratos altamente polimerizados do cafe antes e
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depois de torrado. Noutros trabalhos, relacionados com este, THA- 

LER & ARNETH (117, 118, 120) estudaram os polissacarídeos do grão 

verde, o comportamento e as transformações por que passavam os po-

lissacarídeos durante o processo de torrefação. THALER (114, 115) 

estudou ainda a composição, em açúcares, dos precipitados etanóli- 

cos obtidos dos extratos de café torrado com água quente e fria, 

consistindo o sedimento da principal fração de D—glucose, D-mano™ 

se e 1-arabinose. Finalmente, G-LOMAUD et al. (67) , juntamente com 

um estudo de oligossacarideos, apresentaram um estudo preliminar 

dos polissacarideos solúveis em água quente e fria de cinco vari-

edades de café; os polissacarídeos eram compostos principalmente 

de D-galactosG, L-arabinose e pequenas quantidades de acido uroni- 

co8 PICTET & MOEEAU (93) estudaram os polissacarideos solúveis em 

água, extraídos de grãos de café submetidos a diferentes tempera-

turas. Até mesmo os polissacarideos contidos no cafe solúvel (um 

arabinogalacta.no e um manano) foram motivo de estudo por parte de 

WOLFROM & ANDERS0N(137),detectando um teor de L-arabinose menor

/SX *

neste arabinogalactano do que no arabinogalactano do grao de cafe 

verde.

Referir-se-ao, em segundo lugar, trabalhos mais especificos.

Menção sera feita à pesquisa em torno da celulose, de manano, de 

*

um polissacarideo composto de D-galactose e L-arabinose e de polis 

sacarídeos ácidos.

A celulose do grão de café (5 í° do peso seco) foi estudada, 

por WOLFROM & PATIN (135).

A primeira noticia de um manano presente no grao de cafe da-
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ta dc século passado, 1895, através de um estudo de GILSON (66). 

Outros estudos realizados por THALER (113» 116) referem-se a um 

manano presente no café torrado. Mais tarde, em 1961, WOLFROM et 

al. (136) isolaram e caracterizaram um manano extraído do grão de 

café verde.

WOLFROM & PATIN (138) estudaram estruturalmente um arabino® 

galactano, solúvel em água, isolado do grão de café. CORRÊA (46) 

e CORRÊA & FONTANA (47), por sua vez, estudaram um galactoar&ba- 

no neutro extraído do epicarpo e mesocarpo do fruto de cafe em ce-

reja.

Os polissacarideos ácidos foram estudados por varios autores. 

COLEMAN et al. (44) estudaram o acido pectico da camada mucilagi- 

nosa do grão de café em cereja. HERNAN (78) apresentou métodos 

de extração da pectina da polpa do grão de cafe. Em 1968, apare-

ceu um estudo de SHAD/JCSARASWAMY (103) sobre polissacarideos solú-

veis. em meio ácido, extraidos de sementes de café. Finalmente me-

recem menção os trabalhos de CORRÊA et al. que estudaram o fracio- 

namento e os produtos de hidrólise parcial da pectina solúvel em 

agua, extraida do epicarpo e mesocarpo de frutos de cafe em cere-

ja (48),estudo que foi completado com a analise estrutural do mes-

mo polissacarídeo (49).

Pela revisão acima, pode-se verificar que nenhum trabalho so-

bre polissacarideos em folha de cafeeiro foi encontrado. Esta ve-
$

rificação é corroborada pela afirmativa de HENDERSON & HAY (76) de 

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

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 constatação de que as-fo- 

lhas de Coffea ara-bica, var, Mundo Novo, da familia das rubiáce- 

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

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

motivação suficiente para o estudo dos polissacarídeos das folhas 

da Coffea arabica, por serem estas macromoléculas a mais provável 

fonte de carbono da ferrugem. Como as pectinas ja foram estudadas 

no epicarpo e rnesocarpo do café cereja (48,49) e como do ponto de 

vista estrutural estes polissacarideos ácidos não devem ser essen-

cialmente diferentes das pectinas de folhas, optou-se pelo estudo 

das hemiceluloses da folha de cafeeiro. Neste estudo maior ênfase 

foi dada ao esquema de fracionamento, purificação e determinação

o» / /
da composição das diferentes frações polissacaridicas e a analise 

estrutural de uma das frações.
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2.1. Célula vegetal e sua composição.

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- 

carideos de reserva.

Mas antes de falar dos polissacarideos da parede dc célula 

vegetal e da sua localização nesta mesma célula, é necessário des-

crevê-la suscintamente (51).

A parede celular (51, 121 ) apresenta, basicamente, a seguin-

te estrutura.? uma parede primária (mais fina) e uma parede secun-

dária (mais espessa), depositada, sobré a face intèrna da parede 

primária (16) , na qual se pode^distinguir uma camada externa (Ŝ ) ,

uma camada média (S0) e uma camada interna. (S.). 0 espaço inters-
2 3

ticial entre uma célula e outra é a lamela media (substancia in~ 

tercelular) (77, 132). A lamela media, e a parede primária sao ri-

cas em material péctico (132). A lignina ( cuja concentração po-

de variar de 15-35 Í°) (68) é a substância predominante da lamela

média, segundo alguns autores (68, 132; mas TALMAGE et al. (112) 

e TIMEL1 (121) afirmaram que é a substância predominante da pare-', 

de secundária..WHISTLER* e SANELLA (131) levantaram a hipótese da 

existência de ligações covalentes entre hemicelulose e lignina, 

as quais foram confirmadas por MORRÍSON (86), em recente artigo, 

onde estudou um complexo de lignina-hemicelulose e outro de ligni-

na polissacarideo, extraídos tanto de folhas como de caule de Lo-
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lium perenne. Quando o complexo lignina-hemi.celulose foi extraí-

do com dimetilsulfóxido verificou-se uma banda de absorção a 325 

nm que é a.banda característica da.ligação éster. MORRISON (86) 

acrescentou ainda que não se deve rejeitar a possibilidade da e- 

xistência dos complexos de lignina-pectina e lignina-proteína.

/ /
A parede primaria e a parte da parede celular depositada por 

células jovens não-diferenciadas, que ainda estão em crescimento 

(112). A parede celular secundária é formada depois que a célula 

parou de crescer. As paredes primárias de muitas células de plan-

tas superiores apresentam características comuns e devem, por isso, 

ter estruturas muito semelhantes. 0 mesmo não sucede com as pare-

des secundárias, onde a composição e a ultraestrutura variam con-

sideravelmente de célula para celula (112). As paredes celulares 

primárias de uma grande variedade de plantas contém uma glicopro-

teína rica em hidroxiprolina (112), que corresponde a 2-10 em 

peso, da parede celular. Segundo BOUNDY et al. (31),o polipepti- 

deo de hidroxiprolina esta associado covalentemente com a hemice- 

lulose, formando mucopolissacarídeos» cuja composição de açucares 

é; B-xilose, D-glucose, Ü~galactose e L-arabinose (68).

Â massa da parede primária consiste em material amorfo, en-

volvendo as fibrilas de celulose (104). Estes componentes não-ce- 

lulósicos tem sido descritos como agentes cementanies que inter- . 

ligam as fibrilas e as microfibrilas, constituídas de moléculas

eKt *

de celulose com elevado grs.u de polimerizaçao. Os polissacarideos 

nao-celulosicos tem sido definidos operacionalmente por sua pre- 

sença nas frações obtidas por consecutiva extraçao quimica das 

paredes celulares. As duas principais frações polissacaridicas
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nao-celulosicas são a pectina e a-hemicelulo.se. Aquela e obtida 

por extração das paredes celulares vegetais com agua quente, com 

oxalato de amónio a 0,5 ^ ou com EDTA, ou com ácido diluido (14, 

112). E esta é extraida,normalmente, com álcali. A natureza das 

hemiceluloses extraídas de diferentes tecidos vegetais varia con-

sideravelmente (112). Juntamente com as substâncias pecticas, con£ 

tituein a principal porção da parede primária., sendo que os xilanos, 

mananos e gala.ctanos são os principais constituintes da parede se-

cundária (16) .

/ /
Apos as generalidades sobre a parede celular vegetal, convem

recordar algumas particularidades do tecido da folha. Segundo 

GOODMAN et al. (68), a parede celular epidérmica é um sistema de 

defesa externo, altamente complexo. As paredes de outros tipos de 

células (células reticuladas do parênquima, do floema, da endoder-

V ' 'me da raiz), possúem certas camadas comuns,roas as células epidér-

micas apresentam em geral, o mais complexo arranjo de lamelas

/ * * /
de diferentes compostos quimicos. A superficie da célula epidér-

mica, em muitas espécies de plantas, apresenta projeções de cera. 

Imediatamente abaixo da superficie cerica, está o inicio da cuti-

na de variada espessura, densamente impregnada com cera (68). A

*

medida em que se penetra mais profundamente pela parede epidérmi-

ca a cera se adelgaça era plaquetas que estão mergulhadas em cuti- 

na. A cutina, por sua vez, também diminui de concentração, sendo 

eventualmente intersticiada por pectina, Este polissacarideo o- 

corre, em algumas especies, em camadas homogêneas que vao ceden-

do lugar a sempre maiores quantidades de celulose, que, finalmente, 

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

cundaria. Na lamela interior da parede celulósica encontram-se
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apreciáveis quantidades de proteina, cuja concentração aumenta 

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

2.2. Conceito de hemicelulose. .

Antes de ser abordado o conceito de hemicelulose convém de-

finir ou descrever sucintamente os termos? "substâncias pecticas" 

"gomas de plantas” e "mucilagens de sementes e cascas” que estão 

intimamente associadas com as hemiceluloses. Os termos "celulose” 

e "polissacarideos de reserva” são por demais conhecidos para me-

recerem' destaque. Por isso, embora participem do complexo mundo 

de polissacarideos vegetais nada sera acrescentado além do que 

tenha sido alinhado acima.

2.2.1. Conceito de pectina (68).

Conforme ASPINALL (14). as pect,inas ou substâncias péctieas 

sao encontradas em todas as paredes celulares primarias dé plan-

tas terrestres e na lamela media das células. São mais abundantes 

nos parênquimas corticais como na casca do limão, nas maçãs (onde 

perfazem 30 e 15 respectivamente), mas encontram-se tambem 

em pequenas proporções nos tecidos lenhosos. 0 termo "substancias 

péctieas", geralmente, é usado, quando se quer designar o grupo 

de polissacarideos complexos de plantas em que o ácido D-galactu- 

rõnico é o principal constituinte; o termo "pectina" é usado era 

relaçao aos polissacarideos solúveis em água, capazes de formar 

geis, Os polissacarideos (14,16), em que uma parte do acido D--ga-

lacturônico se encontra sob a forma de ester metilico (58 - 80 

/ / /
e designado de"acido pectinico". ( com grau de polimerizaçao que 

varia de 1000 a 2000 unidades) V';^s'ípolissacarideos em que a este-
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rificação nao se verifica mas estão sob a forma de sais de cálcio, 

são chamados de "acidos pécticos** (com grau de polimerização de 

cerca de 100). Embora o ácido D-galacturõnico seja o principal 

constituinte das substâncias pécticas, proporções diferentes de 

outros açúcares, tais como D-galactose, L-arabinose, B-xilose, L- 

ramnose, L-fucose e traços de 2-0-metil~B-xilose (14,32) e 2-0-ine 

til-L-fucose (14, 32) estão presentes. • •

2*2.2. Conceito de goma.

As gomas de plantas (13, 14) podem ser descritas como flui-

dos viscosos, exsudados que, apos desidratação natural, dao ori-

gem a nódulos duros e claros, constituidos , principalmente, de 

polissacarídeos. Estes possuem estruturas complexas, altamente 

ramificadas, formadas de ácidos hexurõnicos (ácido B-glucurónico 

e/ou ácido B-galacturônico) e dois ou mais açúcares neutros. Os 

residuos acidos estão, em a natureza, sob a forma de sais e alguns 

dos grupos hidroxilicos formam esteres com o acido '■acético.'

.2.2.3. Conceito de mucilagem.

A mucilagem (13, 14) de sementes e cascas, finalmente, per-

tencem a diferentes grupos estruturais nos quais se podem distin-

guir polissacarideos ácidos e neutros. Sua função, provavelmente, 

e, segundo ASPINALL (14), a de reter água e assim proteger as se-

mentes contra a desidratação. Os D-galacto-B-mananos e os B~gluco- 

-B-mananos são,geralmente, os polissacarideos mucilaginosós pre-

sentes nas sementes. Os L-arabino-B-xilanos e os D-xilo-L-araba- 

nos ocorrem , freqüentemente, associados com polissacarideos aci-

dos.
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2.2,4. ’’Definições” de hemicelulose.

Pelo visto acima, ao ser mencionado o termo hemicelulose, 

sua intelecção parecia estar completa, Mas o que se quer, real-

mente, entender, ao mencionar o termo hemicelulose, no campo da 

química dos carboidratos, não está nada claro.

Confrontando diferentes definições de hemicelulose, perce-• 

beu-se que não 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) introduzirem , em seu artigo, um capítulo entitu-

lado de '’dificuldades semânticas”, para trazerem um pouco mais

*
de luz sobre o emaranhado de conceitos de polissacarideos da pa-

rede celular vegetal.

Em 1959, WHISTLER & SANELLA (131) escreveram? "0 maior pro- 

blema de nomenclatura, aqui, pode ser o proprio nome hemicelulo-

se. É tão pobremente definido que o ’’American Polysaccharide No- 

menclature Subcommittee of the Carbohydrate Nomenclature Commi- 

ttee" não pouae chegar a um acordo sobre seu significado e por 

isso não fez nenhuma recomendação a respeito”.

0 termo hemicelulose:foi adotado por SCKULZE, em 1891 (99» 

100,121,132), para designar os componentes da célula vegetal so- 

lubilizavel com alcali diluído ou aqueles que passassem facilmen-

te para a solução sob a forma de açúcares simples, quando coloca-

+ • *
dos em acidos minerais diluidos, a quente. Mas segundo interpre-

tação de CZAPEK (50), SCHULZE teria designado de hemiceluloses 

os polissacarideos da parede celular vegetal que hidrolizavam 

mais facilmente, em meio acido diluido, a quente, do que as ce-
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luloses; e nao menciona a solubilizaçao em meio alcalino. Esta 

definição, evidentemente, não pode ser sustentada, sem negar seu 

valor historico, porque soluções alcalinas diluídas não solubili-

zam apenas hemiceluloses, pectinas e polissacarideos de reserva,

/ / / /
mas tambem lignina e proteina. Alem do mais, os polissacarideos

e *
de reserva, as pectinas e as gomas tambera formawiaçucares simples, 

quando, aquecidos em meio ácido diluído. '

ANDERSON e SANDS (6) colocaram as hemiceluloses num grupo 

de polissacarideos que eles designaram de poliuronideos, inclusão

0 / v

que obnubila o conceito, pois, os poliuronideos sao, para estes 

autores, polissacarideos que possuem um ou mais grupos de acidos 

urônicos em sua estrutura molecular. Em resumo, este grupo de po~ 

lissacarídeos (poliuronideos) incluiria todos os materiais pécti- 

cos, gomas de plantas, mucilagens, hemiceluloses, substancias que 

formam géis e alguns polissacarideos microbianos. Diante da colo-

cação de ANDERSON e SANDS resta a perguntai onde colocar os homo-

* * /polimeros neutros como e o caso do xilano do capim esparto (Sti-

pa tenacissima,L.) (43) , ou os heteropolimeros neutros tais como 

arabinogalactanos (57), galactoglucománanos (36) que fazem parte 

do grupo das hemiceluloses? Ora estes homopolimeros e heteropo-

r

limeros neutros, mencionados acima, pertencem ao grupo das hemi-

celuloses. Logo, as hemiceluloses não são necessariamente polis-

/ /
sacarideos que possuem um ou mais grupos de acidos uranicos (po-

liu i onideos), embora haja alguns componentes hemiceluxosxcos que 

se enquadrem.na definição 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 acídicos que estao originalmente 

presentes na madeira". Paginas adiante, na mesma revisão, POLGLA- 

SE (94) designou os polissacarideos, associados com a celulose 

da madeira, de "polioses", recordando, assim, o termo sugerio,an-

teriormente, por STAUDINGER & REINECKE (94). E entre as polioses 

coloca os xilanos, os mananos, etc.

Outra é a definição de KRATZL (83); "Por hemiceluloses en-

tendem-se os polissacarídeos da madeira que possuem cadeia curta, 

varios heterogrupos (principalmente grupos carboxilicos),. e cons- 

tituidos, essencialmente, por pentoses (D-xilose). Por isso são 

designados como poliuronídeos ou pentosanos". Mais recentemente 

também GREMLI & «TULIANO (70) identificaram as hemiceluloses com
■ - ' . a ■ ■ ■■

pentosanos.

Tudo parece indicar que o termo poliuronídeo provenha da an-

tiga “teoria da descarboxilação", na qual se supunha que a celu-

lose fosse oxidada a um poliglucoronideo e este, por sua vez, 

descarboxilando, dariá origem a um xilano; o termo pentosano,cer-

tamente, provem da semelhança estrutural entre hexosano e pento- 

sano, polissacarideos formados principalmente por resíduos de 

pentoses (D-xilose e L-arabinose). KRATZL, entretanto, segundo 

sua definição (83), exclui os mananos, os glucomananos, etc. A- 

lém do mais, serao os heterogrupos característica essencial das 

hemiceluloses? Nao apresentam as pectinas, as gomas, as mucilagens 

o mesmo grupo carboxílico (heterogrupo)? Não existem, porventura, 

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

ca, raiz, folha, bainha, além do caule ?
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WHISTLER & SANELLA (131), depois de sublinharem o problema 

do conteúdo inerente ao termo hemicelulose, como vimos acima, e, 

depois de sugerirem , inclusiva, a abolição do mesmo, escreveram: 

”o grupo de polissacarideos que ele (o termo hemicelulose) repre-

senta, pode, simplesmente, ser designado como sendo o dos polis-

sacarideos não-celulósicos da parede celular”. Para excluirem, 

porem,•as pectinas, acrescentaram? as hemiceluloses sao ”polissa- 

carideos nao-celulosico-nao-pectinicos das paredes celulares de 

plantas superiores” (131» 134). Esta definição, embora retomada 

por HENDERSON & HAY (76), em 1972, por ser de caráter negativo, 

nada esclarece; por isso é falha e para ser completa deveria, ex-

cluir todas as possibilidades, o que levaria a um numero infini-

to de negações. Ora, os seres - no presente caso as negações - 

não se devem multiplicar ao infinito. Logo tal definição nada

t t

define e nega seu proprio conceito. Porisso gera duvidas pois as 

mucilagens, as gomas, os polissacarideos de reserva são tão ”náo- 

celulosico—não-pectinicos” quanto as hemiceluloses.

Neste mesmo ano (1959), entretanto, ASPINALL. (12), numa re- 

visao bibliográfica escreveu que ó termo hemicelulose e aplicaao

r *
aos polissacarideos da parede celular que ocorrem em intima asso- 

ciaçao com a celulose, especialmente, em tecidos lignificados.

Mais adiante, na mesma revisão, menciona explicitamente, tres

* *
grupos principais de polissacarideos, do ponto de vista dos resi-

.duos de açucares constituintes que corapoem o grande grupo das he-

miceluloses: os xilanos (constituidos.basicamente de D~xilose) os 

mananos e/ou 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 revisão,
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a definição acima: "Na ausência de definições estritas, o termo 

hemicelulose será tomado no sentido de incluir aqueles polissa- 

carideos de origem vegetal que contem cadeias basicas de D-xilo-
o

se, D-manose e D-glucose ou D-galactose, ás quais podem estar li-

gadas . outros resíduos de açúcares, muitas vezes em proporções 

substanciais, como cadeias laterais".

Tomando-se por base ainda outra revisão de ASPXNALL (14),sur-

ge, novamente, a pergunta?os L-arabsnos, os D-galactanos, os L- 

arabino-D-galactanos, os D-galacto-D-mananos, os L-arabino-D-xi-

lanos e outros polissacarideos semelhantes, extraidos de sementes 

ou tubérculos, são hemiceluloses ou são mucilagens? Pois, é o pró-

prio ASPINALL (14) que coloca os polissacarideos acima menciona-

dos sob o titulo de "pectinas, gomas e outros polissacarideos de 

pl antas". E se não for esquecido o vasto campo das algas que tam-

bém pertencem ao reino vegetal, ficar-se-á em dúvida sobre a clas-

sificação. em que se devem incluir os D-xilanos e os D-mananos que 

também podem ser extraidos da parede celular das algas, E a incer-

teza de classificação aumenta, quando PERCIVAL (92), numa revisão 

sobre polissacarideos de algas, faz apenas uma nebulosa menção 

das hemiceluloses: " Assim como as hemiceluloses de plantas su-

periores, outros polissacarideos tais como D-xilanos e D-mananos 

parecem estar muito intimamente associados á celulose das algas".

0 A  ~

Ate 1970, o problema semântico nao clareou, pois, neste mes-

mo ano, WHISTLER & RICHARDS (132) escreveram? "Muitos pesquisado-

res limitam o termo hemicelulose, para designar os polissacari-

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

síduos que contém".

2.2.5. Definição de holocelulose.

0 termo "holocelulose" foi introduzido por RITTER & KURTH 

(94), para designar o residuo obtido de tecidos vegetais, a saber, 

caule, raiz, casca e folha, após sua delignificação por alterna-

dos tratamentos com cloro e álcool-piridina, ou por qualquer ou-

tro método de delignificação, após prévia remoção de lipídios e 

pectinas.

2.3« Classificação das hemiceluloses.

rw /  r

Embora a composição quimica da.s hemiceluloses seja constituí-

da de diferentes polissacarideos (D-xilanos, D-mananos, L-arabi- 

no-D-xilanos, etc.) usa-se,ate hoje, a classificação das hemice-

luloses em hemicelulose A e hemicelulose B. Esta. classificação 

foi introduzida pela quimica 0 ’DWYER (89), em 1926.

A hemicelulose A (61) e, normalmente, considerada coso sendo 

a fraçao da hemicelulose total que precipita, quando o extrato 

alcalino de holocelulose ( ou de paredes celulares de dicotiledó- 

neas lenhosas nao delignifiçadas) e neutralizado ou levado ate 

pH 5,0-5,5. A hemicelulose B e  obtida por precipitação etanolica 

do filtrado original da hemicelulose A. A hemicelulosé B e.uma. 

mistura de diferentes polímeros quer lineares cuer ramificados.

✓ /  yv *

A hemicelulose A, porem, e considerada homogenea,apos repetidas 

precipitações,por neutralização, da solução alcalina (61).

Nao eram passados dez anos, BUSTON (39) sugeriu, em 1935,
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que ja era tempo de modificar a classificação das hemiceluloses 

em A e B, na qual se usa. o critério de solubilidade. Mas BUSTON 

não ficou apenas nisto. Propôs uma classificação das hemicelulo-

ses nos seguintes tipos de compostos: (I) compostos com predomi-

nancia de hexosanos; (II) compostos intermediários que compreen-

✓

deriam os uronideos de hexosanos, pentosanos, etc., podendo ter 

qualquér grau de oxidação; (III) compostos com predominância de 

pentosanos, tais como D-xil&nos. Pelo visto, esta classificação 

nao passou de mera sugestão. Diferentemente, aconteceu com a pro-

posição de GAILLARD (60, 61) que não rejeitou a classificação de 

0 ’DWYER (89) mas ampliou sua chave (27), subfracionando a hemice-

lulose B em linear e ramificada. Este subfracionamento e feito 

através da dissolução da "hemicelulose B em cloreto de calcio con-

centrado e sendo o polissacarideo precipitado com uma solução de 

iodo-iodeto de potássio. Os polimeros que precipitam, após a adi- 

çao do iodo, constituem a fração linear (L) e os que permanecem 

em solução, recuperados por precipitação etanolica, constituem 

a fração ramificada Cr). Desta forma a hemicelulose B e subdivi-

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

Embora seja generalizado o uso da divisão da hemicelulose 

em A e B, segundo o critério acima explicitado, encontra-se , na 

literatura, outra classificaçao, pouco usada,, que designa por he-

micelulose A e hemicelulose B (133) os extratos alcalinos obtidos 

com diferentes concentrações de alcalis ( 5 Í° e 249», respectiva-

mente).

BLAKE et al. (28), recentemente, numa critica ao fracionamen-
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0 0

to convencional das hemiceluloses extraidas com alcalis, propu-

seram um método, que, segundo eles, e mais reprodutivo e possi-

bilita a obtenção de três frações: A,B e C. Â extração alcalina 

seria feita como sempre. Mas, em vez de neutralizar o extrato al-

calino com acido acético a 50 propuseram a neutralizaçao com 

simultânea deionização por resina catiônica; a fraçao insolúvel

/w ^  0

seria a fraçao A; a fraçao B seria o precipitado etanolico obti-

do, usando três volumes de álcool etílico como agente precipitan-

te; e a fração C séria a fração polissacaridica que permaneceu 

em solução, ao ser precipitada a fraçao B. A fraçao C seria re~

/V  . 0

cuperada por concentração em evaporador a vacuo e subseqüente li- 

ofilização.

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

0

As hemiceluloses de plantas terrestres sao constituidas por 

limitado numero de residuos de açucares. Os principais, segundo 

TIMELL (121) são os seguintes: a D-xilose, a D-manose, a D-gluco-

se, a D-galactose, a L-arabinose, o ácido 4--0~metil-D~glucurâni-

0 ^ 0 0> 

co, o acido D-galacturonico e o acido D-glucuronico; e os menos

freqüentes são a L-ramnose, a L-fucose e varios açúcares neutros

O-metilados. Isto não significa que se possa.m isolar tantos ho-

0 ' 0 0

mopolimeros quantos sao os residuos de monoaçucares obtidos na

0 0 \

hidrólise das hemiceluloses. Pelo contrario, a cadeia principal

dos polissacarideos isolados de plantas (hemiceluloses) costumam 

estar ligados um-oumais heteroresiduos. Por isso os polissacari-

deos hemicelulósicos costumam! ser classificados segundo os tipos

'  0 /  0

de residuos de açúcar que contem. Servindo-se deste critério, AS-

PINALL (12), numa classificação ampla, menciona tres grupos prin-
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cipaiss xilanos, mananos e/ou gluconananos e galactanos. Mas WHIS- 

tler & RICHARDS (132) observaram que os homoglicanos nao ocorrem 

em grandes proporções. "A maioria das hemiceluloses sao heterogli- 

canos, contendo dois a quatro e, raramente, cinco ou seis diferen-

tes tipos de resíduos de açúcar. Os heteroglicanos que comumente 

ocorrem são L-arabino-D-xilanos, L-arabino-D-glucurono-D-xilanos,

4-0-metil-D-glucurono~D-xilanos, L-arabino-(4-0-metil-D-glucurono) 

-D-xilanos, D-gluco-D-mananos, D-galacto-D-gluco-D-mananos e L-a- 

rabino-D-galactanosn(l32).
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3.1. Materiais e métodos gerais,

O grau de pureza das diferentes frações polissacaridicas fo-

ram verificadas por eletroforese em papel acetilado (Cellogel), 

após coloração das mesmas com azul de Procion M-3G .(Cia, Imperial 

de Indústrias Quimicas do Brasil), segundo o metodo de DUDMAN & 

BISHOP (54), em tampão borato 0,2 M e pH 9»2. A eletroforese foi 

realizada em aparelho FANEM, com câmara de imersão CHEMETRON, a- 

plicando-se uma diferença de potencial de 245 volts e uma corren-

te de 4-5 mA.

A rotaçao otica foi determinada em polarimetro PERK1N ELMEk ,

o '
modelo 141, a 25 C e banda D de sodio.

Na analise por cromatografia gasosa (GLC), usou-se o croma-

tografo F&M, modelo 810 R-12, com detector de ionização de chama,

utilizando-se como gas de arraste o hélio. Os seguintes tipos 

de coluna foram utilizados nesta analise. Coluna-a: 145̂  p/p LAC- 

4R-886 sobre ’’chromosorb W” de 80-100 raesh (DM SC) , em tubo de 

cobre de 100 X 0,4 cm (d.i.), a 155°C, com detector a 225°C e câ-

mara de injeção a 205°C e fluxo de helio a 25 ml/min para açu-

cares metilados (108) ; coluna -b: 3$ de ECNSS - M sobre Gas Chrom

Q de 100-120 mesh, em tubo de cobre de 120 X 0,4 cm (d.i.) (111),

a 170°C, com detector a 250 °C, a câmara de injeção a 230 °C e 

fluxo de helio a 25 ml/min para analizar os produtos de hidróli-

se na forma de alditois acetilados das frações A, A.l, A.2, B,

B.l, B. 2, B. 3, B„ 2. i, A .l.B.ins., A.l.D.sol., A.l. R., A.2.D.ins.,
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A. 2.1*. sol., A.2.R, B.3.L e B.3*R* Na analise dos produtos da de-

gradação de SMITH, na forma de alditois acetilados, a fração A,2.

✓ ' s f

L.ins. e dos oligossacarideos acidos f obtidos por hidrólise par- 

ciai acida, desta mesma fraçao, trabalhou-se com a coluna-b, porem, 

com temperatura, programada de 120-180 °C, com uma variação de 10°C

por minuto, estando a camara de injeção a 230 °G e o detector a

o ~ '
250 C. Os tempos de retenção relativos dos produtos de metanoli-r

f • ' . *

se da fraçao A.2.L.ins. metilada (Cf. 3*2.10), foram calculados 

em relaçao ao ̂ -O-metil-2,3»4,6-tetra-O-metil-D-glucopiranosideo 

na coluna-a. A determinação quantitativa relativa dos derivados 

metilados foi feita por triangulação. A determinação quantitativa 

dos derivados acetilados, quer dos produtos da degradação de SMITH 

da fração A.2.L.ins, quer dos produtos de hidrólise das frações 

polissacaridicas acima mencionadas, foram feitos pelo: metodo da 

triangulação, segundo SWARDEKER (111).

A cromatografia em papel foi feita pelo metodo ascendente, 

em papel Whatman NQ 1, Ne 4 e 3MM, usando-se os seguintes siste-

mas de solventes? A) benzeno?n-butanolípiridinaiagua (1?5?3?3» 

v/v, fase superior); B) n-butanol:etanolsagua (4?1?5, y/v, fase 

superior). A visualização dos açucares foi feita com nitrato de 

prata alcalino (123); o ftalaHo de anilina (90) foi usado para 

revelar açucares redutores e para distinguir pentoses de hexoses;. 

o cloridrato de p-anisidina (80) foi utilizado na visualizaçao de 

açucares redutores; as cetoses e as aldoses foram diferenciadas 

pelo' reagente ureia-acido cloridrico (17); e a presença de amino-

/  /w /

acidos, nos hidrolizados das diferentes frações polissacaridicas, 

foi visualizada com nihidrina(93» 52) .
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As hidrólises totais das diferentes frações polissacaridi-

0 ' 0

cas foram feitas em ampola selada, com acido cloridrico 0,5 N,

0  0  0

em banho de agua fervente, por oito horas. 0 acido cloridrico era

0* 0

eliminado por simples evaporaçao a vacuo. Para completar a remo-

0* 0 ■ 0 0* 0

çao do acido cloridrico novas porçoes de agua era adicionadas

ao material hidrolizado, que em seguida também era removida no 

evaporador a vácuo. Todas as concentrações , no evaporador a va-

cuo, foram feitas em banho de agua na temperatura de 40-45 -C.

Mas os produtos de metanolise do polissacarideo metilado, foram 

concentrados em banho de agua de 20-25eC. ”

r* 0 0*

As precipitações alcoolicas eram feitas pela adiçao da solu-

ção polissacaridica a um volume medido de etanol (3-5 volumes).

0 precipitado era removido por centrifugação, suspenso em água e 

dializado contra agua corrente num tubo de diálise (durante 24- 

48 h). Em seguida o polissacarideo era recuperado através de no-

va precipitação etanolica e o precipitado era, em seguida, subme-

tido a sucessivas lavagens com etanol a 95°G e acetona e secado 

ao ar,

As frações polissacaridicas bem como os padrões usados nas

0

dosagens colorimetricas foram secados em aparelho de sec‘agem a

0

vacuo de Abderhalden.

As leituras espectrofotométricas foram feitas em aparelho 

Coleman Junior, Modelo 6 A.

As determinações do nitrogênio total, nas diferentes frações 

polissacaridicas, foram feitas pelo metodo do micro-Kjeldahl(91) .

A metilaçao da fração A.2.L.ins. foi acompanhada por espec-
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trometria de infravermelho no aparelho BECKMAN-IR-I8-SPECTROPHO- 

TOMETER.

Os acertos de pH eram feitos em aparelho CLAMANN & GRALMERT 

MV 85 (Dresden), quando havia necessidade de muita precisão; em 

caso contrário o papel indicadro ’’pHydrion papers 1-12”( B*klyn ‘ 

10) e ’’Universalindikator pH 0-10” (Merck) davam precisão sufi-

ciente:

3.2. Materiais e métodos especiais.

3.2.1. Preparo do pó cetónico.

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

foram colhidas em meados de julho de 1974, na Fazenda das Areias, 

no município de Boa Esperança, Minas Gerais. Apos secagem ao ar,as 

folhas foram trituradas em moinho Wiley e submetidas ao processo 

de extração Soxhlet (Esquema-l), usando,primeiro, a acetona (76) 

como solvente, durante 80 horas; apos secagem ao ar, 0 residuo 

foi submetido a uma segunda extração, usando-se a mistura de clo-

rofórmio e metanol (1;1, v/v) (76), por 48 horas. Estas duas ex-

trações tiveram por finalidade remover pigmentos, lipídeos, ceras 

e açucares livres.

r v  r . r ^  ,

3«2.2. Determinação do residuo insolúvel por digestão acida.

0 teor de residuo insolúvel por digestão ácida foi determi- 

na.do pelo metodo descrito por ADAMS (3) <* Duas amostras de folha 

de cafeeiro, previamente lavadas com acetona e a mistura de clo-

ro formio e metanol (Cf, 3.2.1) foram rigorosamente pesadas (2,0 g) 

cujo teor de umidade era de 9,69 /£. Após lavagem com etanol a
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. H O fria (15'-1)
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E X T R A T 0

R. E S I D U O

Ca (OH) /N Ah, (2x)

F I L T R A D O

R E S I  D U 0
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F I L T R A D O

R E S Í D U O
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-Tl .IA .)
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F I L T R A D O

CH COOH, 50 f* 
C erit r i f Uga ç ão

S0BRENADANT3
/oncenxr.
St OH (3 vol)

r ~ — —

PRECIPITADO' ' 
(Hemicelulose B)

 1

SOBREiNADANTE

Esquema - 2
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95 em aparelho Soxhlet, por 4 h, e secagem ao ar, as amostras 

foram misturadas com 400 ml de água e aquecidas por 3 horas à tem-

peratura de banho de agua fervente. Após filtração e lavagem a 

amostra foi secada ao ar. Segúiu-se digestão da amostra com 15ml 

de ácido sulfúrico a 72 $>, num banho-maria a 20 °C, por duas ho-

ras e com agitação. Em seguida, o ácido sulfúrico foi diluido pa-

ra 3 ^ pela adição de 345 ml de água destilada e posto a refluxar 

por 4 horas. A mistura digestiva foi, em seguida, filtrada por 

funil de placa porosa F, previamente tarado. 0 residuo retido foi 

lavado exaustivamente com água quente, para remover o ácido sul-

/ , O \ '
furico e secado em estufa (100-105 C) ate peso constante.

3*2.3. Isolamento e pro.cessos de fracionamento da hemicelu- 

lose da folha de cafeeiro. '

0 pó cetónieo das folhas de cafeeiro (456,5 g) foi lavado 

com uma mistura de fenol-ácido acético glacial-água (l;l?l; p/v/v)

( 5,0 l) , num "Waring blendor”, por 10 minutos (76, 15) , para ex-

trair as proteínas (Esquema - 1). Em seguida, a massa de folhas 

de cafeeiro triturada, agitada em "Waring blendor", com o sistema 

de solventes desproteinizante, foi derramada, num Büchner e filtra-

do através de pano. 0 residuo de folhas foi lavado, entao, com 

água fria (I5j0 l) ate desaparecimento do cheiro de fenol. 0 re-

síduo foi lavado, a seguir, com água a 80 °C (10,0 l),até teste 

negativo de Molish (76). 0s filtrados e os liquidos de lavagem 

foram desprezados. 0 residuo remanescente da lavagem com água quen 

te foi submetido a duas extrações com agua de cal, cada uma de 

quatro horas, à temperatura ambiente, sob atmosfera de nitrogênio 

(76). Os filtrados e os liquidos de lavagem foram novamente des-
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prezados. 0. residuo úmico foi submetido à extração com hidróxido 

de potássio a 15 5̂, sob atmosfera de nitrogênio (fluxo continuo) 

e à temperatura ambiente, durante seis horas (Esquema - l) .

0 extrato alcalino (4,0 1), após filtração em pano, mais os 

liquidos de lavagem (1,0 1), foram reunidos e, logo apos, neutra-

lizados com acido acético a 50 i° e o pH. levado até 5,0. 0 resíduo 

remanescente da extraçao alcalina foi desprezado. A hemicelulose 

A precipitou com a acidificação do filtrado (pH; 5,0 ) e a hemice-

lulose E permaneceu em solução. Após repouso de 24 horas as duas 

frações foram separadas por centrifugação. 0 sobrenadante foi con-

centrado ate um volume de 800 ml e adicionado a três volumes de 

etanol para a precipitação da hemicelulose B que foi recuperada

j J v  i. v  O i i  i / i  ú  i  U .^ ,c i  y  cL 0  c O  s O  ú . i  i c i  Ú -C ii i  l; 6  C  t» c t í l u  J l  JL O O  JL O JL. Í L & S  p  X (3 2) d  CL O  *

3«2.3♦1• Fracionamento da hemicelulose B .

A hemicelulose B (Esquema - 2) foi suspensa em pequeno volu-

me de água edializada contra agua corrente (48 horas). 0 materi-

al insolúvel do dializado foi removido por centrifugação e lava-

do exaustivamente com agua. 0 sobrenadante e os liquidos de lava- 

gem foram reunidos. 0 residuo obtido nesta operaçao foi designa-

do de fração B.l. Ao sobrenadante mais os liquidos de lavagem re-

unidos, após correção de seu pH para 7,0 com hidroxido de sodio

1,0 N, foi adicionado suficiente sulfato de sodio anidro ate con-

centração final de 0,02 M deste sal (102). A esta solução foi a- 

dicionado lentamente, sob agitação, brometo de cetiltrimetilamó- 

nio (Cetavlon) para separar os polissacarideos acidos dos neutros, 

Nesta operação de precipitação foram levadas era conta as eoncen-
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E S  Q U E M  A - 2
t f  II 11 t* f t  »1 H  »1 M »» 11 »1 n  »1 II 1»

HEMICELULOSE - B

.dialise 
,centrifugação

RESÍDUO
(b «i)

SOBRENADANTE

« Cetavlon

PREC3:p it ado

e NaCl,

SOBRENADANTE

. EtOH, 3 vol.

PRECIPITADO 
(■F.2-.Í )

SOBREN

. EtOH,3 vol, 

1

PRECIPITADO 
( B e 3)

SOBREN.

PRECIPITADO
(B.2)

I
SOBREN,

CaCl2,397 M 

Centrifugação

RESÍDUO
v

SOBREN.

I - K T

PRECIPITADO 
(B.3»B )

SOBREN.

EtOH,. :3vc

PRECIPITADO 
(B. 3.R)

SOBREN»



trações e proporçoes ótimas de polissacarideo e de detergente 

(101, 102). Apos repouso de uma noite o sobrenadante e o precipi- 

tado foram separados por centrifugação. 0 complexo polissacarideo— 

detergente (precipitado) foi dissolvido em cloreto de sodio 4 N, 

permanecendo, porem, pequena porção insolúvel que foi removida 

por centrifugação e designada de fração B.2.i. A fração polissa- 

caridica solúvel em cloreto de sodio foi precipitada com etanol 

(3 volumes) e centrifuga.da, desprezando-se o sobrenadante etano- 

lico. 0 precipitado obtido foi denomido de fraçao B.2.

0 sobrenadante da precipitação com Cetavlon foi adicionado 

a tres volumes de etanol e o precipitado obtido foi recuperado por 

centrifugado e denominado de fração B.3, 0 sobrenadante etanoli- 

co foi desprezado.

As frações B.2, B.2.Í, e B.3 foram dissolvidas em agua, dia- 

lizadas, reprecipitadas com etanol e lavadas sucessivamente com 

etanol a 95 Í° e acetona. Em seguida, as frações foram secadas ao 

ar e depois no aparelho de secagem de Abderhalden. A fraçao B.3 

foi,posteriormente,submetida ao fracionamento com iodo-iodeto de 

potássio (Cf.3.2.3*3)•

3*2.3*2. Fracionamento da hemicelulose A.

A hemicelulose A, composta, principalmente, por residuos de 

D-xilose e acido urõnico foi submetida , após dialise de 48 horas, 

a dez tratamentos desproteinizantes pelo metodo de Sevag (107),a 

pIT neutro, para remover proteínas contaminantes (Esquema -3)*

Apos a desproteinização com a mistura de Sevag (107), a fra-
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ção polissacaridica foi suspensa em hidroxido de bario 0,05 N 

(500 ml), sob atmosfera de nitrogênio, na tentativa de separar 0 

xilano de outros polissacarideos contendo D-manose (84). 0 mate-

rial foi parcialmente solubilizado e, em seguida, centrifugado® 

Obteve-se, assim, um resíduo e um sobrenadante„ 0 residue, após 

exaustiva lavagem com hidroxido de bário 0,01 N, foi suspenso em 

agua e/dializado. Este residuo foi denominado de fraçao A.2. 0 

sobrenadante, mais os liquidos de lavagem, foram dializados e , 

em seguida, adicionados a etanol (3 volumes). 0 precipitado obti-

do foi denominado de fração A.l. Estas duas frações, assim obti-

das, após lavagens sucessivas com etanol a 95 Í° e acetona, foram 

secadas ao ar e guardadas para posterior fracionamento com iedo- 

iodeto de potássio (Cf. 3.2.3*3)»

3*2.3.3. Fracionamento com iodo das frações A.l,A.2 e B.3«

Ka separação dos polissacarideos lineares dos ramificados 

foi aproveitada a sugestão de GAILLARD (60, 61). As frações A.l, 

A.2 (Esquema - 3) e B.3 ( Esquema - 2) foram escolhidas para so-

frerem este fracionamento.

A fração A.2 (10,65 g) foi dissolvida em hidroxido de sodio

1,0 N (150 ml) sob atmosfera de nitrogênio. 0 material solubili-

zado e posteriormente neutralizado foi posto a .dializar por 24 

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

gelo, cloreto de cálcio (162,15 g), para obter um concentração 

de cerca de 32,4 dê sal (equivalente a 3,7 M) . Após duas horas 

de agitaçao, a solução polissacaridica em cloreto de calcio foi 

centrifugada a 10 000 r.p.m. por 5 minutos. Obteve-se , assim,



um resíduo e um sobrenadante (solução polissacaridica). 0 residuo

* 0

foi resuspenso em solução de cloreto de calcio 3,7 M e,apos duas

horas de agitação, foi centrifugado como antes. 0 sobrenadante

obtido foi reunido ao anterior. Este procedimento foi repetido

** 0 '

mais duas vezes. No final desta operaçao o residuo foi desprezado. 

Aos sobrenadantes reunidos foi adicionado, sob agitação, uma solu-

ção de iodo-iodeto de potássio (3 Í° e 4 5o, respectivamente) , na' 

proporção de 15 ml de solução de iodo-iodeto de potássio para 100 

ml de solução polissacaridica em cloreto de calcio.

Formou-se um complexo insolúvel de cor azul escura. Após du-

as horas de repouso a fração solúvel (ramificada) foi separada da 

insolúvel (linear) por centrifugação (10 000 r.p.m./lO min). 0 

precipitado (fração linear) foi lavado tres vezes com uma mistu-

ra das soluções de cloreto de calcio e iodo-iodeto de potássio 

nas mesmas proporções utilizadas na precipitação.

0 sobrenadante, juntamente com os liquidos de lavagem, de 

cor marron-claro, após filtração em funil de placa porosa M e  

remoção do iodo livre remanescente pela reação com tiosulfato de 

sodio (solução saturada), foi derramada sobre etanol ( 5 volumes).

0 precipitado que se formou era constituido pelos polissacarideos 

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

0 precipitado de cor azul escuro, resultante da complexaçao 

da fraçao A.2 com iodo, foi suspensa em agua quente para eliminar 

parte do iodo. Orrestante do iodo que formava o complexo iodo-po-

0 rs. ^

lissacarideo foi removido com solução saturada de tiosulfato. A 

suspensão polissacaridica de cor clara resultante, foi adicionada
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a tres volumes de etanol e centrifugada. 0 precipitado, constituí-

do pelo polissacarídeo linear, foi denominado de fraçao A.2.1.

Esta fração, após suspensão em ácido clorídrico 0,1 N, seguida 

de neutralização foi adicionada a etanol (3 volumes). 0 precipi-

tado, separado por centrifugação, foi suspenso em pequeno volume 

de água e dializado contra água corrente; este tratamento teve em 

mente eliminar ions de calcio ligados e ocluidos. A suspensão dia- 

lizada foi, em seguida, centrifugada. 0 precipitado obtido deno-

minado de fração A.2.L.ins. e o sobrenadante, depois de adiciona-

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

fração A.2.1.sol.

As frações A.2.R, A.2.L.ins. e A.2.L.sol. foram , depois , 

lavadas sucessivamente com etanol a 95 y» e acetona, a.fim de faci-

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

halden. •

As frações A.l (Esquema - 3) e B.3 (Esquema - 2) foram sub-

✓

metidas ao mesmo processo de fracionamento que A.2. Houve, porem, 

uma alteraçao operacional com a fração B.3» ou seja, adição de 

maior quantidade de iodo-iodeto de potássio na reação' de comple- 

xaçao devido à dificuldade de precipitação do complexo formado 

nesta fração. Obtiveram-se, desta forma, as seguintes subfraçoesi 

A.1.1.insA.l.l.solo, A.l.R, R. 3 • R o B *3*t »

a .  0

3.2.4. Comnoslçao relativa, em monosacarideos, das diferen- 

tes frações polissacaridicas.

As fraçÕes polissacaridicas (cerca de 10 mg): A, A.l, A.2,

A.l.1, i n s., A.1.1.sol., A«1. n., A.2.1«ins., A. 2*1. sol., A • 2. R > B,



B.l, B.2, B.3, B.3.L, B.3.R e B.2.i, foram hidrolizadas com acido 

cloridrico (0,5 N)9 em ampolas seladas, em banho de agua fervente, 

durante 8 horas. Após a hidrólise, evaporaram-se os hidrolizados, 

previamente centrifugados, em evaporador a vácuo, até secura; aos 

hidrolizados concentrados foi feita uma adição de agua que também 

foi evaporada, a fim de completar a remoção do ácido clorídrico.

Os hidrolizados foram, em seguida, reduzidos com boroidreto de- so- 

dio, em excessc, pelo periodo de uma noite. 0 excesso de reagente 

redutor foi decomposto pela adição de acido a.cetico ( 2 N) , ate 

pH 5-6. As frações foram deionizadas por resina trocadora de ions 

(coluna de 6 X 2 cm, DOWEX 50 W-X8, 200-400 mesh, forma H* »usan-

do agua como eluente). Os eluatos da coluna (cerca de seis vezes 

o volume do leito da resina), contendo a mistura de alditois, a- •

/  a .  r *

pos evaporaçao a vacuo, ate secura, foram desboratados pela adi- 

çao de metanol. 0. excesso de reagente esterificante e o borato de 

metila formado foram removidos por evaporação no concentrador a

f . V  A/

vacuo. Apos a quinta adiçao de metanol os alditois foram secados 

o melhor possivel no evaporador a vacuo, a fim de serem submetidos 

ao processo de acetilação, corno vem descrito em 3.2.5.

Outras porçÕes das frações polissacaridicasi A.l.L.ins., 

A.l.L.sol., A.l.R, A.2.L.ins., A.2.L.sol., A.2.R, B.3.1 e B.3.R 

(cerca de 10 mg) foram hidrolizadas d.a mesma forma como acima foi 

descrito e os hidrolizados resultantes foram, finalmente,aplicados 

em papel Whatmar. N21, para cromatografia preparativa, solvente Â„ 

Buas tiras laterais e uma central do cromatograma desenvolvido 

foram reveladas com nitrato de prata alcalino (123)» a fim de 

localizar os diversos componentes de açúcares. Os açucares foram,
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entao, eluídos, individualmente do papel, com água, por capila-

t

ridade. Os eluatos recolhidos foram doseados com fenol-acido sul— 

fúrico (53). 0 mesmo foi feito com uma faixa de papel de cromato- 

grafia que não continha nehum residuo de açúcar, das mesmas dimen-

sões, para servir de branco. As leituras das densidades oticas 

foram feitas a 4&0 nm, na determinação quantitativa de pontoses 

e acidos urónicos, usando como padrão de referência D-xilose (40 

y/ml ); o teor de hexoses foi determinado pela leitura da densi-

dade otica a 490 nm, usando como padrão de referência a B-gluco- 

se (40 Y/ml).

3.2.5« Acetilação.

Os derivados acetilados foram obtidos pelo método que usa o 

acido perclorico como catalizador (139)• Os alditois resultantes 

da redução com boroidreto de sódio dos monossacarideos obtidos 

por hidrólise total das diferentes frações polissacaridicas (Cf.

3«2.4) foram acetilados com uma mistura de anidrido acético: áci-

do perclorico (70 $) , na proporção de 14s0,l (v/v). Foram usados 

cerca de 7 ml da mistura acetilante para cada fração polissacari-

dica hidrolizada. A mistura reaciorxante foi deixada em repouso 

durante uma noite, á temperatura ambiente. Em seguida adicionou- 

se gelo, sob agitaçao, á mistura reacionante e os produtos aceti-

lados foram extraídos com duas porções de clorofórmio. 0 extrato

0 0 ry

cloroformico foi lavado ate a neutralidade com uma solução satu-

rada de bicarbonato de sodio e depois com agua destilada. Após 

concentração do extrato cloroformico, em corrente de ar, os aldi-

tois acetilados foram cromatografados em GLC, usando a coluna-b.

As proporções relativas dos diferentes açúcares que compõem as
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frações polissacaridicas foram calculadas por triangulação (111).

3.2.6, Determinação da natureza do acido urónico ligado a 

cadela principal da fração A.2.L.ins,

Uma alíquota da fração A.2.L,ins. (60 mg) foi hidrolizada 

com ácido cloridrico 1,0 N, em banho de água fervente, por seis 

horas. 0 material hidrolizado, após concentração no evaporador 

a vacuo, até secura, foi metanolizado com 20 ml de metanol anidro, 

contendo 3 Í° de cloreto de hidrogênio. Após 10 horas de refluxo, 

a mistura metanolizante foi neutralizada com carbonato de chumbo.

0 precipitado salino foi removido por centrifugação. Ao sobrena- 

dante foi adicionado boroidreto de sodio em excesso, a fim de re-

duzir a função ester dos resíduos mètilglucoronosideos. À redução 

efetuou-se por um periodo de 12 horas e á temperatura ambiente,
x. .

/■ . ' *

apos o qual o excesso de boroidreto foi decomposto com acido acé-

tico 2 li (até pH 5-6). Em seguida a solução foi deionizada e des- 

boratada segundo processo descrito em 3*2.4. Apos a desboratação, 

os metilglicosidios foram hidrolizados, a refluxo, com ácido clo-

ridrico 0,5 N, por três horas e , ,em seguida, concentrados ate 

consistência de xarope. Varias adições de água e subseqüente remo-

ção da mesma, no evaporador a vacuo, permitiu obter um xarope li-

vre de ácido clorídrico. 0 material resultante foi cromatografado, 

em duplicata, em papel Whatman N2'l, no solvente A. Um dos croma- , 

togramas foi revelado com nitrato de prata alcalino(123) e outro 

com cloridrato de p-anisidina. A mancha correspondente aos acidos 

urónicos desaparecera para dar origem a outra com R =1,46 (onde 

Rç= migraçao relativa a D-glucose). 0 cromatograma revelado com 

cloridrato de p-anisidina também evidenciou a mancha com R̂, -=1,46,
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indicando tratar-se de um açucar redutor. 0 material foi, poste-

riormente, recromatografado preparativamente em papel Whatman R5 U

r * *

no solvente A. A mancha de açucar com R =1,46 foi eluida com agua,
Cr

por capilaridade; este eluato foi, em seguida, concentrado no eva-

porador a vácuo e submetido ao processo de demetilação descrito 

por HOUGH et al. (80). A cromatografia em papel Whatman P  1, 

solvente A, do açucar demetilado evidenciou o desaparecimento-do 

açucar com R = 1*46, para dar origem a outra mancha com R =1,0.
(j U*

3.2.7 Variaçao da densidade otica, a 610 nm, de diferentes

- frações hemicelulosicas anos complexação com iodo (64,6-

Na comparaçao da variação da densidade otica, a 610 nm, com 

crescentes concentrações de polissacarideos dissolvidos em clore-

to de calcio (3,7 M) e complexadas com iodo, tomaram-se cinco fra-

»V /  /

çoes polissacaridicas, a saberi duas frações polissacaridicas da

folha de cafeeiro, i.é, as frações A.2.L.ins.,e B.3.L (Cf.3«2.3.3) i

/  /

duas frações polissacaridicas extraidas da -Mimosa bracaatima Hoeh- 

ne, a sa.ber, a hernicelulose A , insolúvel em agua (frs.çao B.A.L)

a< /■ r

e uma fraçao linear da hernicelulose B, solúvel em agua e subfra- 

cionada por complexação cora iodo (fraçao 3.B.l); e a hernicelulose 

A do sabugo de milho (Zea r.mays) , obtida por extração alcalina 

(KOH 15 5V sob nitrogênio, Cf. 3.2.3) » fração S.M.A.L.

As frações polissacaridicas (25 mg) previamente desidratadas

no aparelho de secagem a vacuo de Abderhalden, foram dissolvidos

em 10 ml de hidroxido de sodio 1 N, neutralizadas com acido cló-

ridrico 1 N e o volume completado para 25 ml.Destas soluções fo-

*
ram pipetadas aliquotas de 0,1 a 0,7 ml e os volumes completa-.
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0** 0

dos para 10 ml com solução de cloreto de calcio 3*7 M» contendo

0,05 Í3 de iodo e 0,21 Í° de iodeto de potássio, de modo que as con-

centrações finais de polissacarideo variavam de 0,001 5» a 0,007 5» 

Trinta minutos após a homogenização (complexação) efetuou-se a 

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

estas operações foram efetuadas á temperatura ambiente (Figura-1) .

3«2«8* Espectros de absorçao das frações A.2.L.ins. e B..A.L ■ 

complexadas com iodo (63,64,20).

Para determinar o X * , i.e, o comprimento de onda em que
max•

a densidade ótica e maxima, procedeu-se da seguinte forma: a 0,2 

ml das"soluções’' polissacarídicas A.2.L.ins e B.A.L (Cf. 3*2.7) 

(0,1 foram adicionados 9»8 ral de uma solução de cloreto de cal-

cio 3*7 M , contendo 0,21 Í° de iodeto de potássio e 0,05 i° de io-

do (64)« Os espectros foram traçados com o auxilio do aparelho 

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

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

3*2.9» Determinação do grau de polimerização da fração 

A.2»L.ins.( 74, 124).

Uma aliquota da fração A.2.L.ins (304,65 mg) foi dissolvida 

em 5 ml de hidroxido de sódio 0,5 N e reduzida com excesso de bo- 

roidreto.de sodio (40, 74) * durante 48 h, à temperatura ambiente.

0 excesso de reagente redutor foi decomposto pela adição de acido

0  0

acético 2 N ate pH 5-6. Adicionoú-se, em seguida. 1 ml de periodato 

de sódio 1 M e completou-se o volume ate 10 ml (concentração fi-

nal de periodato 0,1 M). A oxidaçao do polissacarideo foi efe-

tuada no escuro e à temperatura ambiente. Como o padrao de refe-



rencia foi utilizada uma solução de manitol de titulo conhecido 

(0,001 M) e oxidado nas mesmas condições. Aliquotas de 2 ml das 

soluçcíes oxidantes foram retiradas após 48 horas e 60 horas de 

reação e transferidos para tudos de ensaio (em triplicata) . 0 

iodato e o periodato foram precipitados com 3 ml de solução satu-

rada de acetato de chumbo. Nestes tubos de ensaio (que continham

as aliquotas das misturas oxidantes) foram introduzidos tubos de

✓ /

dialise, contendo 5 ml de agua destilada. Os tubos de ensaio fo-

ram fechados com parafilme e processou-se a dialise durante 12 ho-

ras, com agitação ocasional» Tendo a dialise atingido o equilíbrio, 

determinou-se quantitativamente o formaldeido liberado, utilizan-

do-se o método do acido cromotrópico (74, 124). Alíquotas de 1 ml 

do dializado, do interior do tubo de dialise , foram transferidos

/  \  «r

para tubos de centrifuga, as quais foram adicionadas 10 ml de aci-

do cromotropico: (74) . 0 acetato de chumbo precipitado foi removi-

do por centrifugação. Os sobrenadantes, foram transferidos, cuida-

dosamente, para tubos com rolha esmerilhada e aquecidos em banho- 

maria (96-100 °C), por 30 minutos, na ausência de luz. As mistu-

ras reacionantes foram* a seguir, esfriadas ate temperatura ambi-

/

ente e as densidades oticas foram lidas a 570 nm, contra um bran-

r

co. Como as leituras espectrofotometricas das amostras colhidas

as 48 horas e às 60 horas fossem iguais, considerou-se que a re-

açao estivesse completa. 0 grau de polimerização foi calculado

através da seguinte fórmula (74):

Y (30.n) 
n 132. X

onde Y = peso do polissacarideo , em gramas; X = peso do formal-

deido, em gramas, fornecido pelo padrão de referência (manitol) \
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> /
e n= numero de mois de formaldeido liberado por grupe redutor

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

3*2.10. Processos de metilaçao da fração A.2.E.ins,

3*2.10.1. Processo de Haworth (45, 79)«

A fração A.2.L.ins. (130 mg) foi submetida, inicialmente, ao

processo de metilação de HAWORTH (45»79). 0 polissacarídeo foi

/  * *

dissolvido em hidroxido de sodio 1 N, neutralizado com acido cio-

/  /  * /

ridrico 1 N e  dializado contra agua corrente, Apos a dialise , a

suspensão polissacaridica foi concentrada até um volume de 25 ml»

a qual foram adicionados 20 ml de acetona. Sob agitação vigorosa

/■ /

adicionou~se, lentamente, gota a gota, 15 ml de hidroxido de sodio 

a 40 % e 7,5 ml de sulfato de dimetila. A adiçao destes reagentes 

durou 4 horas, ao final das quais a mistura reacionante foi agita-

da por mais 8 horas. Todo .este tratamento foi conduzido a tempera-

tura ambiente. Em seguida»a mistura metilante foi neutralizada 

com ácido sulfurico 6 N, em banho de; gelo. Removida a acetona,

<v /  A , ✓

por evaporaçao a vacuo, a fraçao polissacaridica, parcialmente me-

tilada, foi dializada contra agua corrente (24 horas). 0 dializado

*

foi concentrado num evaporador a vacuo e liofilizado. Este proces-

so de metilação foi repetido mais duas vezes, utilizando-se, agora,

o tetraidrofura.no como solvente.

3*2.10.2. Metodo de Srivastava (106).

0 polissacarideo parcialmente metilado (Cf. 3*2.10.1), foi 

dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO) redestilado (30 ml). A esta 

solução foram adicionados 5 g de hidroxido de sodio pulverizado 

(5 porçoes), 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 reação foi con-

duzida a temperatura de 20 °C (banho de água), sob atmosfera de 

nitrogênio. Depois, a reação foi continuada, â temperatura ambien-

0  0

te, por mais 10 horas. Apos este periodo, a mistura metilante foi 

aquecida por cerca de uma hora, num banho-maria (96 °C), para des-

truir o excesso de ester inorgânico. Foram adicionados, então, 20 ml
r

0 0
de agua para dissolver os eletrolitos em suspensão. 0 excesso de

0 0 0  0

hidroxido de sodio foi neutralizado com acido sulfurico 6 N, em 

banho de gelo. Tentou-se, em seguida, extraií o polissacarideo par-

cialmente metilado, com sucessivas porções de cloroformio* Como 

a extração não fosse bem sucedida e houvesse dificuldade em eli-

minar o sulfoxido de dimetila no evaporador a vácuo, dializou~se 

o material contra água corrente (48 horas). Após a_diálise , a sus-
~  0 0

pensão polissacaridica foi concentrada no evaporador a vacuo e lio-

0

filizada. A seguir o polissacarideo parcialmente metilado foi sub-

metido a novo processo de metilaçao.

3.2.1 0.3 . Pro cesso de metilaçao com sulfato de dimetila e hi-

droxido de sodio pulverizado em tetraidrofura.no.

0

0 polissacarideo parcialmente metilado pelos processos ante-

riores foi dissolvido em 5o ml de tetraidrofurano e tratado com 

5 g de hidroxido de sodio pulverizado (adicionado em 5 porçÕes), 

enquanto o sulfato de dimetila (7,5 ml) era adicionado lentamente 

(45,79)• A mistura reacionante foi deixada a temperatura ambiente, 

sob forte agitaçao, durante 12 horas. Apos este periodo de reaçao, 

adicionaram-se 50 ml de agua para dissolver os eletrolitos em sus-

pensão. 0 excesso de hidroxido de sodio foi neutralizado com acido



sulfurico 6 N, era banho de gelo. Removido o tetraidrofurano, por 

evaporação a vacuo, a mistura reacionante foi dializada por 24 ho-

ras, contra agua corrente. Depois da dialise, a suspensão. po.lissa- 

carídica foi concentrada a\acuo ate a secura e o processo de meti- 

lação foi repetido mais tres vezes.

3.2.10.4. Metilação pelo processo de PURD1E (45, 79) .

*

0 polissacarideo , parcialmente metilado, foi dissolvido em 

5 ml de iodeto de metila e 5 ml de acetona, num balão de 50 ml. 

Esta mistura foi aquecida a refluxo por 6 horas, na ausência de 

luz e em ambiente anidro. Óxido de prata (700 mg) foi adicionado 

(em 5 porçÕes) periodicamente, durante o refluxo. Em seguida fil-

trou-se a mistura reacionante num funil de placa porosa F e 0 re-

síduo foi lavado exaustivamente com 7 porções de clbroformido. 0 

filtrado e os líquidos de lavagem foram reunidos e concentrados 

a vacuo. Como não se tivesse formado prata coloidal na solução 

clorofórmica, nenhum tratamento posterior foi feito. Apos esta ul- 

tima metilaçao o polissacarideo metilado nao mais apresentava pi-

co de absorçao na região de 3.500 cm ^ do espectro do infraverme- 

. lho.

3*2.10.5. Metanolise do polissacarido metilado.

Uma parte do polissacarideo metilado (cerca de 40 mg) foi 

misturada com 30 ml de metanol anidro, contendo 3 i° de cloreto de 

hidrogénio e refluxada por 6 horas. Apos a neutralização do HC1, 

com carbonato de prata, a solução foi filtrada em funil de placa 

porosa F e o residuo lavado com cinco porçÕes de 10 ml de clorofor- 

mio. 0 filtrado e os liquidos de lavagem foram reunidos, coneen-
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trados a vaçuo para redução de volume e passado em coluna de síli-

ca gel (10 X 1 cm, d.i.) para despigmentar o produto de metanoli- 

se, 0 eluato cloroformico, após concentração no evaporador a vá-

cuo, foi analizado por GLC, coluna - a (lo8) .

3.2.11. Oxidaçao com periodato de sodio da fração A.2.L.ins.

A fraçao polissacaridica A.2.L.ins (64,224 mg) foi submetida 

à oxidaçao com periodato de sódio (0,05 M; 80 ml) na ausência de 

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

(71, .75» 82). Em paralelo foi feito ua branco nas mesmas condições.

A diferentes intervalos de tempo foram retiradas alíquotas (l,0ml) 

da mistura oxidante e do branco, para determinação do consumo de 

periodato (87) , pelo método do tiosulfato -de sodio (69), que foi 

calculado da seguinte forma:

, ~ . , ' . ■ (B - A) . N (do tiosulfato)raolandade da solução oxidante = ------- ;-----   r— ---ml aa alíquota. 2

mois de periodato   _ vol.total da solução oxidante.l3^5i’X
mois de pentose anidra ~ gramas de polissaca,rideo. 1000

onde B = ml de tiosulfato gastos na titulação do branco; A ml 

de tiosulfato gastos na titulação da amostra; N = normalidade. •

Do grafico representativo (mois de periodato/mol de pentose 

anidra contra tempo),foi extrapolado 0 valor do consumo de perio-

dato para o tempo zero (Figura - 5).

0 acido formico liberado na oxidaçao do polissacarideo foi 

determinado pelo método da titulação com hidroxido de sodio 0,01 N, 

sob atmosfera de nitrogênio e usando a fenolftaleina como indica-

dor. No calculo de mois de acido formico liberados por mol de pen-
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tose anidra foi usada a seguinte equação:

* *

mois de acido formico—--------------- --- ----------—  = y
mois de pentose anidra

_ de NaOHv N (de NaOK) . volume solução oxidanté.139«d~ 
ml da amostra, gramas de polissacarideo. 1000

3.2.12. Degradaçao de SMITH da fração A.2.L.jns (1, 74).

A'uma aliquota do polissacarideo (26,84 mg) oxidado com per- 

iodato de sodio (oito dias, cf. 3.2.11) adicionou-se 1 ml de etile- 

no glicol, para decompor o excesso de periodato de sódio. Após 30 

minutos de reação, na ausência de luz, o polialdeido foi submeti-

do à dialise (24 horas) contra agua corrente. Em seguida adicio-

nou-se boroidreto de sodio (20 mg) a solução do polialdeido para,

£> r? > i rx *í v* o fT T*"1. c* o  P 'y'Y\ r\ rr r>r\ c* b + o  '■•firnooo- ( *1 h Q  V  A y* p r* iX V/ U. VA O  «4.X o  C> V  V /U  »J Ci. V W JU VA v> Cã o .  V V  V  ^  ^  £ V  ^ C 4 1, Vx M, '

çao ocorreu durante o perido de uma noite e a temperatura ambien- 

te. Apos destruição do excesso de boroidreto de sodio com acido

acético (2 N) ate pH 5-6, 0 polialcool foi dializado contra agua
/  * *

corrente, para eliminar o acido borico e acetato de sodio. 0 mate-

rial foi, em seguida, concentrado ate secura e submetido ã hidró-

lise com acido clorídrico 1 N, em banho-maria de agua fervente, 

em ampola selada, por 7 horas. 0 acido cloridrico foi, a seguir,

✓ f

removido no concentrador a vacuo. 0 ma.terial hidrolizado foi,en-

^  A  ~  ' r  f \

tao, submetido a redução com boroidreto de sodio. (20 mg), por

/

24 horas, e o excesso do agente redutor foi decomposto com acido 

acético (2 N), ate pH 5-6. A solução foi, a seguir, deionizado com 

resina trocadora de ions (coluna de 6 X 2 cm, D0WEX 50W - X8, 200- 

400 mesh, forma H , usando agua como eluente) e o eluato (oito 

vezes o volume do leito da resina) foi concentrado a vacuo. 0 a-

/  /  r

eido borico foi, em seguida, removido na forma de ester metilico



pela adiçao e evaporaçao de sucessivas porçÕes de metanol. Os al- 

ditois assim obtidos foram acetilados com anidrido acético eáci- 

perclórico (Cf. 3.2.5). Os alditolacetatos foram, posteriormente, 

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

3 .2.I3 . Degradaçao de SMITH dos oligossacarideos acidos re-

sultantes da hidrólise parcial da fração A.'2'.L.ins..

* r »v

3®2c13•1. Hidrólise parcial acida e separaçao dos oligossaca-

t *

rideos acidos.

Submeteu-se a fração polissacaridica A«2.L.ins. (100 mg) à

/  ✓ /  4f

hidrólise parcial com acido sulfurico 0,5 N, em banho de agua fer-

vente, por 4 ,30 horas (em ampola selada)..Após neutralização com 

solução saturada de hidroxido de bario ate pH 4-5, centrifugação 

e concentração do sobrenadante num evaporador a vacuo, a mistura 

de açúcares acidos e neutros foi aplicada numa coluna trocadora 

de íons ( coluna de 6 X 2 cm, DoWEX 1-X8, 200-400 mesh, forma BCOO

t f * «N/

a fim de separar os açucares acidos dos neutros. Apos eluiçao dos - 

açucares neutros com agua ( seis vezes o volume do leito da resi-

na) eluiram-se os açucares ácidos ( aldobiouronicos, aldotriuroni- 

cos, etc.) com ácido.fórmico 2 N ( 10 vezes o volume do leito da

resina). 0 eluato, contendo os oligossacarideos acidos , foi con-

* * /
centrado no evaporador a vacuo, a fim de remover o acido formico.

A completa remoção de acido formico foi realizada por sucessivas

~  f r .  '

adições de agüa seguidas de evaporaçao no concentrador a vacuo,.

Finalmente, os oligossacarideos acidos foram dissolvidos em agua

e neutralizados com hidroxido de amónio para, em seguida, serem 

submetidos a oxidaçao com o periodato de sodio.
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3.2.13.2. Oxidaçao com periodato de sódio e degradação de 

SMITH dos oligossacarídeos ácidos.

A mistura.de olígossacarideos acidos foi posta a oxidar com 

periodato de sodio (0,05 M; 20 ml) a temperatura ambiente, na au-

sência de luz, durante tres dias. 0 excesso periodato foi decompos-

to pela adição de etileno glicol (2 gotas) ,. deixando-se a mistu-
t

ra reacionante , no escuro, por 30 minutos. Os produtos oxidados 

foram,entao, reduzidos cora boroidreto de sodio, hidrolizados e no-

vamente reduzidos com boroidreto de sódio (Cf.3.2.12). Os alditois 

resultantes foram acetilados (Cf.3*2.5) é analizados por GLC (co- 

luna-b) , usando-se o treitol-tetraacetato como padrao de referên-

cia.

3*2.14. Espectro de absorçao no ultravioleta.

Traçou-se o espectro de absorçao da fraçao A.2.L . i n s d i s s o l -

vida em hidroxiao de sodio 1 N e A.2«L.ins. metilaâo, dissolvido

e o* *

em cloroformio. Ambas as frações polissacaridicas estavam na con-

centração de aproximadamente 0,01 Os espectros foram traçados 

com o auxílio do aparelho Varian Techtron, modelo 635 D, numa fai-

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



4. RESULTADOS E DISCUSSÃO.
H ii li ti ií ti o t i i u M n n n n n n u H n n n i í í t í

4.1. Extraçao, fracionamento e purificação da hemicelulose 

da folha de cafeeiro.

A extraçao da folha de cafeeiro com acetona e a mistura de 

metano:cloroformio (1:1, v/v) (7o), em aparelho Soxhlet, teve por 

finalidade a remoção de pigmentos, clorofilas, ceras vegetais, li-

pídios e açúcares livres.

No processamento (76) do residuo da folha de cafeeiro com a 

mistura de solventes: fenol-acido acético glacial-agua (l;lsl, 

p/v/v), a finalidade precipua foi a remoção de proteinas, método 

utilizado por BAGDASARIAN et al. (15) para extrair polipeptideos 

de folhas de Vicia faba. 0 teor de nitrogênio da folha de cafeei-

ro (2,5 3 $.) passou, após a desproteinização, para 1 ,8 3 ^.Portan-

to, 0,70 Í° do nitrogênio total da folha foi removido. Mesmó que 

se tivesse repetido 0 processo de desproteinização (15, 76) seria 

va a esperança de remover toda a proteina. Esta, afirmação se ba-

seia no trabalho de HENDERSON & HAY (76) em que apresentam e dis-

cutem os resultados obtidos em seu estudo das hemiceluloses de fo-

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

do de processos como "derivatizaçao" e complexação dos polissaca-

rideos, conseguiram obter apenas uma fraçao, das muitas que isola-

0

ram, livre de proteina. Verificaram ainda que, quando uma das fra-

ções polissacaridicas foi submetida à digestão proteolitica pela 

tripsina, apresentou uma alteraçao do teor de proteina de 6,9 Í° : 

para 5,5 Segundo os mesmos autores, preparações polissacarídi- 

cas de diversas fontes vegetais, contendo de 5 $ a 10 i* de protei-
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na, vêm atraindo sempre mais interesse, á medida que se vai evi-̂  

denciando nao ser esta proteina completamente removivel pelos pro-

cessos de fracionamento disponiveis. Pela Tabela -- 1 pode-se ob-

servar que, tambem no presente trabalho, apareceu uma fração isen- 

ta de proteina, embora nao se tenha recorrido ao processo de puri- 

ficaçao via transformaçao dos polissacarideos em seus derivados 

acetiládos ou metilados» 0 teor de nitrogênio da fração de hemi- 

celulose A, apesar de ter sido submetida a dez extrações pela 

mistura de Sevag (107)» não manifestou alteração sensivel apos 

esse tratamento.. Isto pode ser verificado, confrontando-se o teor 

de nitrogênio da fração A, antes do tratamento com a mistura de 

Sevag (107), com o teor de nitrogênio apos Sevag, apresentado pe-

las frações A< 1 e A.2 ("Tabela - 1 ) . A coaiplexação com iodo de-

monstrou ter havido sensivel diminuição nos niveis de nitrogênio 

das diferentes subfraçõés de A.l e A.2 (Tabela -1 e Esquema -3).

A

Tudo indica, pois, que uma parte do nitrogênio foi eliminada pela 

rejeição do residuo apos solubilização das frações polissacaridi- 

cas A.l e A.2 em cloreto de calcio (3,7 M) , o que tambem parece 

evidenciar-se nas subfraçÕes B.3.L e B.3.R (Tabela - 1 ), resul-

tantes do fracionamento com iodo (60, 61). Os resultados permitem 

concluir com HENDERSON &HAY (76) que existe uma possivel ligação 

covalente entre as hemiceluloses e.a proteina.

Com referencia ao sistema de solventes: fenol-acido acético

glacial-agua (1:1:1, p/v/v), utilizado na remoção de proteinas,

*

convem acrescentar, que este sistema ostenta ainda as seguintes 

vantagens: possui pequena tendência de dissolver.os polissacari-

deos bem como baixa tendência em hidrolizá-los (15). Além do mais,
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Tabela -- 1; Rendimento e teor de nitrogênio das frações polis- 

sacarídicas da hemicelulose de folha de cafeeiro.

Rendimento era g 1°

Extrato
bruto

Carboidra 
to total* V

_  f  ■
Proteína

A 24,45 15,45 5,73 35,81

A.’l 3,97 2,63 5,41 33,81

A.l.L.ins. 0, 26 0,13 7,70 48,10

A.l.L.sol. 0,318 0,29 1,57 9,81

A.l.R 0 ,03 0,03 n.d. n.d.

A. 2 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 r\  ̂r\ 0 ç JL y *1 A
- 1 - ,  - L y

f./ , -40

A. 2. R. 0,02

CM 
!

o 
;

m 1
o 

;

n.d! n.d!

B 9,13
*

n « de n.d! n.d!

B. 1 2,29 2,19 0,67 4,18

B. 2 1,24 0,97 3,53 22,06

B.3 5,53 3,61 5,53 34,56

B. 3 • B 1,83 1,72 0,92 5,75

B. 3. R 0,67 0,67
0 , 0 0 0 , 0 0

B. 2. i 0,15 0,12 3,58 22,37

x Determinação de carboidrato total no extrato bruto pelo 
metodo do fenol- acido sulfurico(53)•

y* Admite-se que todo o nitrogênio seja de origem-proteica, 

n.d. = nao determinado.



este sistema de solventes extrai também taninos, glicosideos, 

flavonas e precursores de lignina (15).

Quanto à dupla extração com água de cal (76) (Esquema - l) 

teve_se em vista a remoção de mais material proteico. Este trata-

mento, entretanto, não exclui a possibilidade de se terem extrai-

' x  ■ •

do pequenas quantidades de hemicelulose, fato que e sugerido por 

WHISTLER & FEATHER (129).

0 resíduo de folhas, depois de ter sido lavado exaustivamen-

te com agua (Esquema - l) , foi submetido à extraçao direta com hi-

dróxido de potássio pelas seguintes razões: a) os xilanos sao iso-

láveis por extraçao direta, sem previa delignificaçao, das dicoti- 

ledõneas lenhosas (angiospermas) (121), pois esta extraçao permi-

te remover 80-95 Í° dos xilanos nelas presentes; b) por outra par-

te, nos processos de delignificação pode haver perda de polissaca— 

rideos da ordem de 10-20 $ pela solubilização dos mesmos (121); 

c) como o processo de delignificação usa agentes oxidantes energi-

f v  X  X

cos os xilanos podem sofrer oxidaçoes ate grupamento acido nos 

pontos em que se ligam covalentemente com s, lignina (94) ; d) em-

bora a delignificaçao previa do material, do qual se pretende ex-

r v  - X

trair hemicelulose, facilite sua remoção, sempre ha uma parcela 

de hemiceluloses que continua em mistura com a cC-celulose, hemi-

x

celulose essa que e chamada de ’’pentosanos ou xilanos resistentes** 

(94); e) finalmente, como a Coffea arabica h. ,var. Mundo Novo per-

tence ao grupo das dicotiledóneas lenhosas, optou-se pela extra- 

çao direta, embora nao se possa afirmar, sem previa confirmação, 

que os tecidos do caule (madeira) e da. folha apresentem o mesmo

*  rw X

comportamento frente as soluçoes alcalinas. 0 que,porem, parece
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certo e que a extração alcalina tambem extrai linhina como o de-

monstrou MORRISON (85, 86) .

A utilização do hidroxido de potássio, em vez do hidroxido 

de sodio, nao se deve apenas ao fato de o acetato de potássio, 

formado, na neutralizaçao do extrato alcalino da hemicelulose, ser 

mais solúvel em alcool etílico do que o acetato de sodio (121)., .

mas tambem porque o hidroxido de potássio tem maior poder solubi- 

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

Como a extração alcalina foi conduzida foi conduzida à tem-

peratura ambiente e sob atmosfera de nitrogênio, as transformações 

quimicas sofridas pela hemicelulose da folha de cafeeiro foram re- 

y. xkz i (3.0, o 3,0 min imo j com oxc 6sss,o dei dc-̂ Q—s,c u u _l_lcúÇciO ĵ_21/ » As t-rĉiis*' 

formações químicas, porém, possíveis de ocorrer na hemicelulose, 

durante a extração alcalina, podem ser as seguintes: a) deesteri- 

ficaçao dos polissacarideos parcialmente acetilados (grupos aceti- 

la ligados,normalmente, ao C-3 do resíduo de D-xilose); b) degra-

dação alcalina iniciada pela ponta redutora (reação de poda); c)

/  rs-- /  \

hidrólise alcalina de ligações glicosidicas; d) e rompimento de

/w '

ligações quimicas entre hemicelulose e outros componentes da pare-

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

Das considerações acima conclui-se que nao se consegue extra-

ir toda a hemicelulose e nem ter uma ideia absolutamente exata 

da composição polissacaridica da parede celular vegetal. Alem do 

mais, nao se consegue extrair a hemicelulose e, particularmente, 0 

xilano, tal como se encontra em a natureza. 0 uso de álcali causa 

ou pode causar as transformações ja mencionadas acima; outros sol-
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ventes que ja foram testados, tais como sulfoxido de dimetila 

(73, 121), trazem a vantagem de extrair o polissacarideo intacto. 

Infelizmente, porem, este solvente so consegue extrair mais ou 

menos quantitativamente a hemicelulose, após previa delignifica- 

çao, processo drástico, que provoca alterações quimicas. Como se 

pode ver, não existe processo de extração que não apresente suas 

desvantagens. Cabe çbservar, finalmente, que os rendimentos apre-

sentados na Tabela - 1 tem valor relativo, pois nao se pretendeu 

extrair toda a hemicelulose, a ponto de o residuo final (despre-

zado) ficar reduzido á cC-celulose.

Como durante o processo de purificação da fração A se detec-

tasse fracamente, por cromatografia em papel (papel Whatman N®4, 

solvente A), a presença de resíduos de açucar cujo equivalia 

aos R̂ . da D~glucose e/ou B-manose, tentou-se remover os polissa- 

carídeos constituidos por residuos de D-manose através do fracio- 

namento com hidroxido de bario (84). Na posterior analise, por

GLC, da composição em residuos de açucar sob a forma de alditois
*

acetilados nao se detectou a presença do residuo de D-manose nas

^  *

frações A, A.l e A«2, mas Sim D-glucose. 0 residuo de D-roanose,

porem, apareceu na analise da composição de açucares, por GIC, em • 

algumas das frações resultantes de A.l e A.2, por complexaçao com 

iodo (Cf.3.2.3«3)• 0 seu teor e, porem, mais acentuado nas subfra- 

çoes de A.2, o que e um indicativo do fracionamento parcial pelo 

hidroxido de bario. Aparece mesmo corno contaminaçao- na fraçao

A.2.L.ins. Convem, porem, ter era mente que ao analizar a Tabela-2, 

nao se deve perder de vista a Tabela-1, que fornece os correspon-

dentes rendimentos.
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Tabela-2: Composição,em monoaçucares, das frações polissacaridicas 

da hemicelulose da folha de cafeeiro (Coffea arabica.L., 

var.M.Novo) determinado por GLC na forma de alditois peracetilados.
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0
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0
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0
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0

7 3 -
H

F r a ç õ e s \

A + 2 , 4 3 4 , 4 1 8 9 , 3 3 n d n d 3 , 8 2 — 9 9 , 9 9

A * l + n d 1 0 , 0 9 8 0 , 1 6 n d n d 9 , 9 0 1 0 0 , 1 5

Á . l . L . i n s . n d 3 , 6 6 8 3 , 2 4 n d 3 , 7 7 1 , 3 6 7 , 9 6 9 9 , 9 9

A » 1 „ L . s o l , n d 5 , 1 3 7 3 , 4 2 n d . n d 8 , 8 7 1 2 , 5 7 9 9 , 9 9

A . . 1 . R 7 , 9 2 8 , 6 1 1 1 , 9 9 9 , 3 2 1 1 , 8 4 1 1 , 9 4 3 8 , 4 7 1 0 0 , 0 9

* ^
2  , 9 2 4 , 4 9 9 0 , 1 4 n d 0 , 8 ;

_ _ _ _
9 9 , 8 4

A » 2 « L  „  i n s , n d n d 8 3 , 6 5 Q  , 9 0 n d n d 1 3 , 4 5 1 0 0 , 0 0

A . 2 . L » s o l , n d 2 , 9 3 7 5 , 1 8 7 , 3 3 0 , 8 8 3 , 7 6 9 , 9 1 9 9 , 9 9

A .  2  c  R 1 3 , 6 E l o ,  1 c 3  2 3 , 7 1 3 , 7 0 1 9 , 3 3 9 , 7 5 4 , 6 7 1 0 0 , 0 1

B + 2 , 0 8 1 1 , 0 8 3 6 , 8 2 9 , 0 5 1 6 , 7 1 2 4 , 2 2
r - t— 1 -  V

■ 9 9 , 9 6

B .  1 + 1 , 0 0 1 , 5 2 9 7 , 7 1 n d n d n d 1 0 0 , 2 3

T >  O * '
3 , 3 1 8 , 2 1 7 9 , 6 0 n d 3 , 7 8 5 , 0 8 ------------- - ■ 1 0 0 , 0 3

B . 3 ^ 1 , 0 0 1 6 , 1 6 3 0 , 1 4 9 , 3 2 9 , 4 1 . 3 3 , 9 4
. a —

9 9 , 9 7

B . 3 . R 1 , S 2 2 4 , 2 1 1 3 , 4 1 8 , 5 3 1 7 , 1 1 2 7 , 5 3 2 , 3 8 9 9 , 9 9

3 . 3 . 1 1 , 6 8 7 , 8 2 3 7 , 9 1 1 0 , 6 0 0 , 9 4 3 3 , 2 5 7 , 7 7 9 9 , 9 8

B . 2 . i + 9 , 0 3 1 3 , 4 5 3 5 , 9 3 7 , 9 7 9 , 7 1 2 3 , 2 5 9 9 , 9 7

■ i /

Relativa, apenas aos açucares neutros.
0 *

Calculado por diferença de dosagem, pelo método do fenol-acido sul- 

furico (53) » entre açucares neutros totais e ácidos .urônicos,separa-

dos por cromatografia preparativa em papel (Cf.3.2.4). 

nd = não detectado



A fraçao B.l, removida por centrifugação, após diálise da 

hemicelulose B (Tabela - 2), tem todas as caracteristicas da he-

micelulose A (insolubilidade em água e elevado teor de D-xilose 

(Tabela -2)). Esta fração, provavelmente, passou para a hemicelu-

lose B na acidificaçao do extrato alcalino, devido à força iônica 

do meio (28).

As frações B.2 e B.3, resultantes da complexação com Cetavlon 

da hemicelulose B (após remoção de B.l, Cf.Esquema -2), apresen-

tam boa diferenciação apesar de não ter sido determinado o teor

*  A

de acido uronico. Mesmo assim, se se tiver em mente que o xilano 

da folha de cafeeiro possui grupos singulares de acido metilglucu- 

rõnico ligados à cadeia principal (Cf.3.2.6 e Tabela -2), entao 

se explica perfeitamente a presença do alto teor de D-xilose na 

fraçao polissacaridica acida (B.2), teor que e bem menor na fra-

çao B«3 (fraçao polissacaridica neutra).

0 teor de acido uronico encontrado na hidrólise total de

A.2.L. ins.foi de 13*45 (Tabela - 2) em relação aos residuos de

r /

monoaçucares neutros; este teor e bem mais elevado que o dado for-

necido pela analise dos produtos de metanolise do polissacarideo 

metilado (Tabela - 4). Uma explicaçao plausivel para esta discor-

* * f

dancia seria ou a hidrólise total incompleta do polissacaimdeo 

(fraçao A.2.1.ins.) ou a metanolise incompleta do polissacarideo 

metilado (formação de acidos aldobiourônicos, altamente resisten-

tes a hidrólise acida e à metanolise)

Devido à forte pigmentação escura, apresentada pelas diferen-

tes frações polissacaridicas, não foi possivel a determinação das 

correspondentes rotações óticas especificas. Apenas a fração A.2.



L.ins. apresentou condições satisfatórias para esta determinação, 

sendo seu !°à|^ = - 92,7 ( c 2,25 ^ em NaOH 1 N) . Convém acrescen-

tar que a solução polissacaridica desta fração nao foi submetida, 

anteriormente, nem a aquecimento nem a baixas temperaturas. Esta 

observaçao cabe aqui, porque, na determinação polarimetrica dos 

xilanos, é necessário dar-se o historico térmico das soluções por 

causa da agregaçao molecular (27) que altera o seu grau de rotação 

otica.

0 único teste fisico para determinar o grau de homogeneidade 

foi o da eletroforese. Apenas a fração A.2.L.ins. mostrou-se homo-

gênea nas condições eletroforéticas especificadas era materiais e 

métodos (Cf. 3*1).

4.2. Kesiduo insolúvel da digestão com acido sulfurico.

Na determinação do residuo insolúvel da folha de cafeeiro, 

por digestão ácida (Cf. 3.2.2) encontrou-se o valor de 31,42 

Este residuo insolúvel e tido como teor de ligninct (3)® Embora o 

valor encontrado (31,42 $>) esteja dentro da faixa de teor de li- 

gnina atribuido às madeiras (ate 37 Í° (121)) e embora sua existên-

cia" tenha sido comprovada em paredes celulares epidérmicas de al-

gumas plantas (68), parece, contudo, ser muito elevado por tratar- 

se de um tecido foliar. Por isso foi feita uma determinação de ni-

trogênio total do residuo insolúvel, encontrando-se um teor de 3,8$

A

de nitrogênio. Admitindo-se ser este nitrogênio de origem protei-

ca, pode-se supor ter ocorrido , durante a digestão acida, uma re- 

açao de condensação (semelhante a reação de formilação) entre os 

grupos -NH^ livres da proteina e os grupos aldeidicos dos residuos 

de açucar (ou seus derivados de furfural). 0 produto resultante

-60-
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desta reação também é insolúvel em ácido e resiste á sua ação 

hidrolitica(8l). Isto explicaria, em parte, o elevado teor de re-

f  * " ' *
siduo insolúvel» Por outra parte, este residuo ( o que convem ter 

bem presente) contém realmente lignina pelo fato de dar reaçao 

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

4«3« Grau médio de polimerização da fração A.2.L.ins.

Na determinação do grau médio de polimerização (DP^) de um 

polissacarideo - no presente caso um xilano - que envolva a redu-

ção de um grupo terminal a um residuo alditol, seguido da oxidação 

com periodato e da determinação do formaldeido produzido (método 

do acido cromotropico) (40, 74, 124) deve-se ter em mente os dois 

seguintes pressupostostos (121)t a) que o residuo terminal redutor

não possua um substituinte em C-2; b) que o alcali usado na extra-

ção da hemicelulose não tenha transformado quimicamente este gru-

po (121) .

Como se vera nas discussões posteriores, é muito dificil ha-

' '  ' ' • ’ r

ver substituintes localizados em C-2, pois se mostrara que os re-

síduos de ácido metil-glucuronico estao ligados ao C-3® Por outra 

parte as condições de extração foram relativamente suaves (tempo 

breve, atmosfera de nitrogênio, temperatura ambiente) para terem 

alterado quimicamente as extremidades redutoras do polissacarideo 

em questão. Donde se presume que o DP^ = 58,3, encontrado para o 

xilano que constitui a fraçao A.2-L.ins., seja fidedigno para as 

condições de isolamento deste polissacarideo.

0 grau de polimerização desta fraçao polissacaridica foi tam-

bém calculado, através do relacionamento de áreas, a partir dos



-62-

produtos de metanolise do polissacarideo metilado, analizados por 

GLC, tendo sido encontrado um D-n =49-50, valor relativamente 

proximo ao encontrado pelo método quimico (acido cromotropico).

Esta diferença e compreensivel considerando-se os efeitos degrada- 

tivos ocorridos durante os processos de metilação. Semelhante efei-

to foi tambem demonstrado por CHEETHAM et al (41), num estudo crí-

tico, quando determinaram o peso molecular medio (̂*n) de xilanòs' 

extraidos de Setaria sphacelata, e Cynodon plectostachyus, através 

de osmometria em fase de vapor, destes polissacarideos metilados 

por diferentes processos. Os resulta.dos por eles obtidos encontram- 

se relacionados na seguinte tabela (Tabela -3):

Tabela - 3 (41): Pesos moleculares médios (M ) e DP dos polissa-
n n

carideos de Setaria sphacelata e Cynodon plecto-r 

stachyus.

Métodos de 

metilação(41)

M
n

M

' 13I
Setaria Cynodon Setaria Cynodon

.Haworth, seguido 
de PURDIE.

9300 + 350 6700 ■+ 300 70,45 +2,6 50,7 5 + 2,2

NaH-DMSO-CH^I, com 

pletado c/pUREIE
9400 +. 350 7500 ï 300 71,21 í 2,6

!
56,8 1í 2,2 !

NaOH-DMSO-DMS,com 

pletado c/PURDIE
85OOï 350 5300 t 300 64,39 t 2,6

i1

40,15t 2,2 j

0 processo de avaliaçao do DP^ por filtraçao em peneira mo-

lecular (ém Sephadex G-200,- por exemplo), e impraticável no caso 

de xilanos por causa de sua agregação molecular em soluçoes aquo-

sas (27,85); pela mesma razao não se pode utilizar o método da ul- 

tracentrifugação.



4.4. METILAÇÃO .

"Os estudos de raetilação continuam a exercer um papel impor-

tante na determinação de estrutura" de polissacarideos (41). STE- 

PHEN (108), entretanto,acrescenta ser evidente que a análise por

GLC dos produtos de metanolise de polissacarideos metilados nao 

substitui inteiramente os outros métodos clássicos de determinação 

de estrutura destas macromoleculas.

Os dados da análise por GLC dos produtos da metanolise da 

fração A«2«L.ins. metilada (Cf. 3.2.10 ) se encontram na Tabela-4.

0  0

Os açucares metilados foram identificados através de seus tempos 

retenção em relação ao ^-0-metil-2,3,4,6-tetra-O-metil-D-gluco- 

piranosideo. Estes foram comparados com os da tabela de STEPHETí 

(X08) , uma vez que a coluna e as condiçoes de operaçao foram as

mesmas (Cf. 3*1)* Os dados da metilaçao oferecem forte evidencia 

de que se trata de um xilano basicamente linear, em que os resi- 

duos de H-xilose estão ligados por ligaçcíes do tipo (1-4) , devido 

ao elevado teor de 2,3-di-O-metil-L-xilopiranosideo (68.68 )̂ . Es-

te tipo de ligação foi também evidenciado pela complexaçao com io-

do (63). Estes dados, juntamente com o do elevado grau de rotaçao

ótica negativa |o(|^ = -92,7 (c 2,25 Í°<> eni NaOH 1 N) , oferecem

forte evidencia de que as ligações glicosidicas entre os resíduos 

de D-xilose sejam do tipoy9 , i.e, /?-(1-4). A elevada proporção 

de 2-0-metil-B-xilopiranosideo em relaçao ao 2,3,4-tri-O-metil- 

D-glucopiranosiluronato de raetila nao significa, necessariamente,

que haja ramificações de 3>-xilose ligados ao C-3 dos residuos de 

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

mente linear. Além disso, o baixo teor de 2,3»4-tri-O-metil-D-xi-
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Tabela - 4? Tempos de retenção dos O-metilglicosideos resultantes 

da metanoiise da fração A.2.Jj.ins. metilada em relação ao p-O-me-

fr.J- U  J t ET f. V ...V......  ^

Tempos de retenção

I

mois j 

1oO-metil-glicosídeos
Produtos

de
metanoiise

padrões*

2, 3,4-tri-O-metil-D-xilo-- 

piranosideo.

0,46

0,60

0,44

0,59

2,73 . /

2, 3, 4,6~tetra-0-metil- P-D- 

glucopiranosidec.

1,00 1,00 — -

2,3-di-O-metil-D-xilopira- 

*
nosideo.

1,70

2,10

1,75

2,20

68,68

l
2,3»4“tri-0-metil-D-gluco~ 

piranosiluronato de metila

2,80

3,76

2,78

3,72

5,18 |

2-0-metil-P-xilopiranosi“

deo.

6,2o

9,30

5,88

9,35

23,39 j

3-0-metil~D-xilopiranosi- 

deo. ' — "

5,00

8.12

1 1

'+ Tempos de retenção de produtos de metanoiise tabulados por 

STEPHEN et al. (108).



lopiranosideo e a informaçao oferecida pela complexaçao com iodo 

(Figura - 3) sugerem ser esta fração mais linear que o proprio xi- 

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

0 elevado teor de monometilxilose poderia ser oriundo, em par-

te, da metilação incompleta e/ou da demetilação durante o proces-

so de metanolise (108, 34). A possibilidade da metilação incomple-

ta, no entanto, ficou excluida pelfi ausência de absorção em 3500 

cm do espectro infravermelho do polissacarideo metilado. Uma

v ' x

possivel justificativa para o elevado teor de 2-0-metil-D-xilopi-

* x

ranosideo seria o bloqueio do C-3 de residuos de D-xilose por gru- 

pos agliconas (lignina, proteina,etc.), problema atualmente em es-

X • iv

tudo no laboratorio e sugerido pelos espectros de absorçao na re-

gião do ultravioleta da fraçao A.2.L.ins intacta e na forma de seu 

derivado metilado (banda de absorçao de absorçao. na região dos 

280 nm) (Figuras 3 e 4). Esta banda de absorçao e a reaçao positi-

va com o reagente de LOWRY (83a) do .polissacarideo metilado,bem

como a análise cromatográfica específica para amino-acidos (52,

93) após hidrólise acida do polissacarideo(A.2.L.ins.) e de .seu

derivado metilado, indicaram que o grupo áglicona fosse uma pro- 

teina. .

As revisões bibliográficas sobre hemiceluloses (12,121,130, 

131) dao conta de que os residuos de ácidos urónicos , que metila-

dos quer nao, encontram-se ligados glicosidicamente à cadeia prin-

0

cipal do xilano, na maioria dos casos, ao C-2 do residuo de D-xi- 

lose. Ha, contudo, xilanos em que o ácido uronico ou seu éter 

metilico encontra-se ligado ao C-3 da D-xilose, entre os quais 

estao os xilanos isolados da cabeça de girassol (30), de um pinho
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("Monterey pine") (131) e da palha de trigo (Triticum vulgare (29))

^ 0

Pelo fato de nao ser detectado a presença de nenhum residuo de 

3-0-metil-D-xilopiranosideo por GLC dos produtos de metanolise

da fraçao A.2.L.ins metilada o xilano da folha do cafeeiro pode-se

0

enquadrar neste pequeno grupo de polissadarideos que possuem os 

residuos singulares de acidos urônicos ligados ao C-3 da D-xilose.

9 . *■ %

0 residuo de acido metil-glucuronico constitui uma ramifica-

ção singular, porque, na análise por GLC (coluna -a) dos produtos

/  /  r 0 ■

de metanolise do polissacarideo metilado, o unico ester detectado 

foi o" 0-metil-2, 3,4-trimetil-D-glucopiranosiluronato de metila,

«v» 0

4.5. Oxidaçao com periodato de..sodio.

0 consumo de periodato, quando extrapolado para o tempo zero 

(figura-5) foi de 0,95 mois por mol de pentose anidra (com simul-

tânea liberaçao de 0,162 m.ois de acido formico / mol de pentose 

anidra). Este resultado indica que a fração polissacaridica em 

estudo (A.2.L.ins) foi oxidada quase completamente. Que sua oxida-

~ 0 ^

çao seja dificil conclui-se a partir das condiçoes de temperatura 

utilizadas; 28-30 °C. Isto foi confirmado por uma tentativa feita 

para determinar o consumo de periodato a baixa temperatura (0-2°C); 

nestas condiçoes,o consumo de agente oxidante, apos 700 h, atingi-

ra apenas o valor de 0,46 mois de periodato/mol de pentose anidra; 

este consumo subiu mais, quando a mistura reacionante foi' deixada 

a temperatura ambiente. A dificuldade de oxidaçao com periodato 

destes polissacarideos (xilanos), a baixas temperaturas, tambem 

foi constatada porBARNOUD et al. (22), ao conduzirem a oxidação 

de um xilano isolado da cana de Arundo donax, a 4 °C, durante 120
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horas; o consumo de oxidante, neste caso, foi de 0,71 mois/pento- 

se.. anidra. Tal comportamento, frente à oxidação com periodato, 

pode ser explicado a-partir.do fato de os xilanos (designação ge-

nérica) formarem agregados moleculares (27), enrolando-se em cí- 

hélice ( 95,132).

4.6,. Degradação, de SMITH.

Os produtos que podem originar-se por oxidação com periodato 

e subseqüente degradação de SMITH de Um xilano sao varios.

* * "

Com os resíduos de D-xilose na forma piranosidica, poderiam

ocorrer as seguintes possibilidades; a ligaçao entre os residuos 

de D-xilopiranose estariam interligados glicosidicamente através

r? Ci. "1 *í — o  n r * ,  a n (  *\ _  *5 ̂  C i cr* 4- .£>, ■>-» •» t4* i -* r? ó  nu v j. w  v^o u O u -x. k j k j ^ -i_ j  i «> I* ̂  va v v> y-sCa o  w  j K j u u a  w j j j L  J-iav/ u u vx

gradaçaode SMITH deveria ser o xilitol, o que não sucedeu, como

e * /

se vera abaixo. Alem do mais, o produto principal da metanoiise. 

do polissacarideo metilado deveria ser o 2,4-di-O-metil-D-xilopi- 

ranosideo, derivado que não foi detectado. A outra possibilidade 

seria a ligação do tipo (1-2) entre os residuos de D-xilopiranose. 

Neste caso os principais produtos da degradação de SMITH seriam o 

glicerol, xilitol eetileno glicol, os quais tambem são formados

/V  /

na degradaçao de SMITH do xilano formado por residuos de D-xilo-

piranose interligados através de ligações glicosidicas do tipo 

(1-4). A ligaçao do tipo (1-2), porem, excluiria a possibilidade 

de formação de derivados metilicos de D-xilopiranose, com o grupo

metoxi ligado em C-2, durante a metilação do polissacarideo. A a- 

*

nalise por GLC , no entanto, evidenciou que os produtos de meta-

r * ^

nolise deste polissacarideo metilado, sao justamente o 2,3-di-O- 

metil-D-xilopiranosideo (68,68 c/o) e o 2-0-metil-D-xilopiranosideo,



~68~

(23,39 f°) ♦ Resta a última possibilidade, ou seja, a interligação

dos resíduos de D-xilopiranose por ligações glicosidicas do tipo 

0-4) . Este tipo de ligaçao e confirmado pela complexaçao com iodo

(63) e pela análise,em GIC, dos produtos de raetanolise do- polis-

sacarideo metilado, onde o principal produto e 0 2,3-di-O-metil-

D-xilopiranosideo (68,68 $) , Este dado é confirmado pelos produtos

da degradação de SMITH, pois o produto principal desta é o glice- 

rol, o.etileno glicol e o xilitol, além de outros produtos nao i- 

dentifiçados.

Por outro lado, a possibilidade de os resíduos de D-xilose

/  /■ /

deste polissacarideo estarem na forma furanosidica fica excluida

pelas seguintes razões; a) alta insolubilidade deste polissacari-

deo em agua; b) por sua maior resistência a hidrólise acida (24, 

105); c) pelos dados da complexação com iodo que exige ligaçao do 

tipo (1-4) (63); d) pela analise, em GLC, dos produtos da metano-

y

lise do polissacarideo metilado na qual dever-se-ia ter encontra-

do um derivado com ura grupo metoxi em C-5; ora este derivado não

x

apareceu na presente analise. Logo, a possibilidade de ò presente 

xilano em estudo ser constituido.por residuos de; D-xilofuranose 

(incluindo as razoes acima mencionadas) fica excluida.

0 consumo teorico de periodato de sodio para a fração A.2.L. 

Ins., calculado a partir do DP^ ( 58,3) seria de 1 ,0 3 mois de per-

iodato/ mol de pentose anidra. 0 valor experimental, entretanto, 

foi de 0,95 mois do agente oxidante por pentose anidra. Logo, 0,08 

mois de periodato deixaram de ser consumidos o que corresponde a 

cerca de V,6 unidades de D-xilose, por cadeia linear que deixaram 

de ser oxidadas. Confrontando-se este resultado com o da análise
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por GLC dos produtos da degradação de SMITH da fraçao A.2.L.ins, 

na forma de alditois peracetilados, na qual 82,4 Í° correspondia 

ao glicerol e 17,60 ao xilitol, verificou-se que havia maior per-

centagem de D-xilose resistente a oxidaçao com periodato do que 

era de se esperar. Estas dados, juntamente com os do elevado teor 

de 2-0-metil-Dxilopiranosideo parecem confirmar a hipótese de que 

residuçs agliconas estejam ligados á cadeia principal do xilano, 

possivelmente, no C-3 (Cf. 4.4? detecção de material de origem 

proteica no polissacarideo metilado, extraido com cloroforraio).

A analise dos produtos de degradação de SMITH do polissacari-

/  f ^

deo em estudo nao informou, porem, se os residuos de acido uroni-

«V /

co estao ligados aos C-2 ou C-3 do residuo de D-xilopiranose da

f t

cadeia principal» Mas a analise dos produtos de metanolise do po-

lissacarideo metilado sugere ligações do tipo (1-3) para esta ra-

mificação singular.

0

Este resultado foi confirmado pela analise dos produtos de'

degradaçao de SMITH dos oligossacarideos ácidos,obtidos por hidro-

0 0 0

lise parcial acida do polissacarideo. Esta hidrólise pode dar ori-

gem a uma serie de oligosacarideos (Cf. Figura - 6), uns menos pro-

váveis (A... A. , B... e B. ) e outros mais prováveis (A., A.., 
ui, ..ív. u i  iv . . . .  X  1 1

\  0 0

B. e B..) A serie de formulas relacionadas na figura -5 leva em1 li °

conta as duas possibilidades de ligações do acido metil-glucurô-

. 0 ' rs, ' • '

nico aos residuos de D-xilopiranose da cadeia principal:ligaçao 

ao 0-3 (serie A) e ligaçao ao C-2 (série 3) . Confrontando estas

0  ^

oito formulas e analizando os produtos de degradaçao de' SMITH pos- 

siveis de cada oligossacarideo (Tabela -5), vê-se que apenas dois 

oligoineros da serie A, ou seja, ;Â . • e :A^^,; podem dar origem ao



/  /  0  ̂ *

Figura - 6t Possíveis oligossacarideos acidos resultantes da hidró-

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

Tabela -5tPossíyeis produtos da degradação de SMITH dos oligossa 
carideos acidos (Cf . Figura- 6) .
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«Ácido 3-metoxi-2,4-dihidroxibutanoico.
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treitol. Este produto da degradação não pode surgir de nenhum 

componente da serie B, supondo, para ambas as series que o, gru-

po metoxi do ácido glucurônico, esteja na posição C—4 ( pois a 

Coffea arábica pertence às dicotiledôneas lenhosas). Ora, pela a- 

nalise, em GLC, dos peracetatos de alditois resultantes desta'de-

gradação foi detectada a presença de treitol tetraacetilado (iden-

tificado pelo tempo de retenção comparado com um padrao). Este • 

resultado sugere que a ligação glicosidica entre os residuos sin-

gulares do acido metil-glucurôrvico e a cadeia principal do xilano 

seja do tipo (1-3). "  '~

4.7.Complexação de hemiceluloses com iodo.

GAIL1ARD (6.0, 61) e GAI1LARD et al. (62,6 3.64,65) mostraram

que muitos polissacarideos lineares apresentam a capacidade de

formar complexos de cor azul com iodo (cor devida aos ions 3I2-2T )

(20), quando dissolvidos em soluçóes de cloreto de calcio, embora

nao ostentem a mesma propriedade em soluçoes isentas de sal, li-

mitado grau de ramificaçao no polissacs,rideo nao e impecilho para

a formaçao de complexos coloridos de azul (63). A natureza dos
/ *

residuos de açucar que constituem a cadeia principal do polissa- 

carideo linear não e decisivo (63) na complexação com iodo; por

isso encontram-se polissacarideos lineares constituidos de B-glu- 

cose, D-manose e D~xilose que dao reaçao positiva com iodo; o que,

porem, e essencial na formaçao do complexo azul e que estes resi-

* ■ ✓

duos estejam interligados através de ligações glicosidicas do ti-

po (1-4) e apresentem apenas pequeno grau de ramificação (63).

Mas 0 que talvez seja mais importante que a ligação do tipo (1-4)

e a semelhante configuração que a B-glucose, a D-manose e a D-xi-



lose possuem em torno do C-4 Ç63) •

Mesmo que se saiba que um polissacarideo possua outros tipos

0 0SS

de ligações glicosidicas, a formaçao de um precipitado pela de io—

' ' 0 A. rv,

do e um forte indicio da presença de seqüencias de ligações glico- 

sidicas do tipo (1-4) . Alem do mais, para haver uma reaçao positi-

va com iodo, é necessaria a existência de uma espira formada de 

pelo menos seis unidades de açucar interligados através de (1-4), 

quer na cadeia principal quer numa ramificação (63).

Comparando as densidades oticas de diferentes xilanos de pro-

cedências diversas , isto e, da folha de cafeeiro( fraçao A.2.L.- 

ins.) , do caule de Mimosa bracaatinga, Hoehne (fraçao B.A.L) e do 

sabugo de milho (fraçao S.M.A.L) foi verificado que a variaçao da 

densidade otica a 610 nm, a concentrações crescentes dos diferen-

0 0

tes polissacarideos, mantendo fixo o titulo dos outros reagentes, 

obedece à lei de Lambert e Beer, dentro de uma determinada faixa

/V  ' f 0

dé concentração de polissacarideo, corno se pode ver no grafico da 

Figura - 1. Analizando-se o afastamento da linearidade da densida-

de otica, verifica-se que esta ocorre nas concentrações elevadas 

de polissacarideo, quando existe uma tendência maior de formar pre-

cipitado (que realmente apareceu apos 24 h de repouso). Interpre-

tando o gráfico da Figura-1, conclui-se que os xilanos isolados 

e purificados, provenientes da hemicelulose A das três fontes aci-

ma indicadas, quais sejam, as frações A.2.L.ins, B.A.L e S.M.A.L, 

nao sao muito diferentes entre si, quanto ao graude ramificaçao

(64). 0 xilano menos ramificado seria o da hemicelulose A do sa-

bugo de milho (fração S.M.A.L) e o mais ramificado seria 0 da he-

micelulose A da bracatinga (fração B.A.L), ocupando a fração

0
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A.2.L.ins. ura lugar intermediário. Comparando, agora, a fraçao

B.A.L. com a fraçao B.B.L ve-se que esta ultima e mais ramificada 

que aquela (o que já fora sugerido por sua maior solubilidade na 

agua).

Cóm respeito á fraçao polissacaridica extraida da hemicelulo- 

se B da folha do cafeeiro seria de se esperar que apresentasse 

um alto grau de ramificaçao. Isto realmente foi confirmado pela' 

ausência (ou quase ausência) de absorbancia a 610 nm por esta fra-

ção (figura - 1 ). Curiosamente, porém, a fração B.3«L praticamen-

te nao apresentou absorbancia a 610 nm, embora tenha sido comple- 

xada com iodo (Cf. 3«2.7). A formação de cor azul bem como do pre-

cipitado dependem, alem de outros fatores (tipos e concentração 

de cation e anion dos sais (64)), da concentração de iodo-iodeto 

utilizado. A falta de reação com iodo, aqui, se deve, talvez, ao 

fato de esta fraçao ter sido precipitada com maiores quantidades 

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

Talvez a variaçao da densidade otica, duvida que vem a ser 

uma velada critica à interpretação unilateral de GAILLARD '(64.) , 

mantidas todas as condições de reação, nao dependa apenas do grau 

de ramificaçao e dos grupos ligados a cadeia principal do xilano, 

mas dependa também do grau de polimerizaçao. É o que sugerem ob-

servações do próprio GAILLARD, em outro trabalho: a) de que sejam

r 0 0

necessários pelo menos seis residuos de açucar seqüenciados para 

que se possa formar um complexo, entre ’»polissacarideo^Ye iodo (63) 

b) outra observaçao seria a de que o xilano complexa com 0 iodo 

de uma forma semelhante à amilose (63) . Ora, os ”oligomeros,, de



amilose, quando complexados com iodo, possuem diferentes espec-

tros de absorção.(19,20), dependendo de seu grau de polimerizaçao,

isto.e, para cada comprimento de cadeia existe um 1 ' Deve-se ’ r max. .

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

minações de densidade otica a 610 nm, não tomando em consideração

os ) ' individuais de cada polissacarideo, complexado com iodo, 
max.

em estudo. Logo, as diferenças de absorbancia que se observam na-
t

A / f

figura — 1 nao podem ser atribuídas apenas ao grau de ramificaçao 

e tipos de residuos ligados à cadeia principal.

Tendo em vista estas observações, determinaram-se os m̂óx 

das frações polissacaridicas A.2.L.ins e B.A.L (Cf. 3.2.8), quan-

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

mente. Co nhec eiiuo-s e o DP de A.1.2.ins (58,3) e o DP de B.A.Ln n

(71,3) verificou-se que a hipótese acima parece confirmar-se, i.e, 

de que as densidades oticas lidas a 610 nm a diferentes concentra-

ções polissacaridicas (figura - 1 ) nao se devem apenas ao grau 

de ramificaçao e aos grupos ligados a cadeia principal (64), pois

existe uma certa relação entre o } ' e o DP .max. n

Isto leva a crer , finalmente, que a relação existente entre

os DP dos oligõmeros de amilose e seu ) ' , ouando comolexados
n •" .max. ‘ *

com iodo (20), seja semelhante nos xilanos. Com base nos raciocí-

nios acima poder-se-ia desenvolver um metodo de facil execução pa.-

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

 ̂ ' g  do xilano complexado com iodo em solução de cloreto de cal-
131 Q.X • .

cio e introduzir este valor na isoterma de absorção de lAKGMUXR, 

cuja expressão e a seguinte (20):
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~  /  r

onde A e B sao constantes. 0 que se pode, porem, adiantar e que 

os valores dos paramefros A e B , a serem determinados para os 

xilanos devem ser bastante diferentes dos valores encontrados pa-

ra os oligomeros de amilose (20). Na determinação dos valores de

A e B dever-se-ia traçar um gráfico de 1/ / X l/DP a partir
1313.X • n

a  r

de noligomerosn de xilano que estivessem distribuídos ao longo 

de todá a faixa de comprimentos de cadeia, proveninntes, de pre-

ferência, de uma mesma fonte vegetal.
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k % (10 3 )

Figura - l i, Variaçao da densidade otica a 610 nm com crescentes 

coíicentraçães de polissacgrideo em cloreto de cálcio 3»7 M, con-

tendo 0,05 j° de iodo e 0,21 ^ iodeto de potássio, l) Hemicelulose 

A do sabugo de milho (Zea mays), fração S.M.A.1; 2) hemicelulose A

de folha de cafeeiro (Coffea arabica L., var♦Mundo Novo),• subfracio

nada com iodo, fraçao A.2«L.ins.; 3) hemicelulose A da madeira de
r * rs.

Mimosa bracaatinra n., insolúvel em agua, fraçao 3.A.L; 4) hemice— 

lulose B de Mimosa bracaatinva H., subfracionada por complexaçaò 

com iodo, solúvel em agua, fraçao B.B.L* hemicelulose B, fraçao
< ■ A-

polissacaridica neutra, subfracionada poi* complexaçao com iodo, fra-

ção B.3.L.
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Figura -2: Espectro de absorção das frações polissacarídicas 

A.2.L.ins. '(DP = .5.8,3- ) e B.A.L (D?n= 71,3) provenientes da fo-

lha de cafeeiro (Coffea arabica L., var.Mundo Novo) e da cadeira

da bracatinga (Mimosa bracaatinga H.), respectivamente. A concen-

tração final de nolissacarideo em CaCl 3,7 M, contendo 0,05 /° dt 

e 0,21 a/o de Kl era de 0,002 0 espectro foi traçado com o

aparelho VARIAN TECHTRON, Modelo 635 D, com uma velocidade de 

varredura de 100 nm/min e velocidade de papel de 31/3 cm/min 

(atenuação 50 mV) .
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Figura-3? Espectro ultra-violeta 
da fraçao A.2.L.ins. dissolvida 
em NaOH 1 N *
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Figura -4:Esoectro ultravioleta 
""" '*"■   -•

da fraçao A.2.L.ins. na forma d 
de seu derivado metilado dissolv 

^ , ' -em cloroformio f
Ambos ,os espectros forara traçados com o aparelho VA3IAN TECHTRON,Mo- 

delo 635 D, com uma velocidade de varredura de 100 rim/min e velocida- 
e de papel de 3 1/3 cm/min (atenuação de 200 mV)'. A concentração' de 

polissacarideo era de cerca de 0,02 /=.
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Figura - 5 • Determinação do consumo de pariodato da fração 'A.2.'L.ins. 

Uma amostra (64s224nig) foi oxidada com periodato de sodio 0,05 M (80m! 

à temperatura de 28-30 °C. A diferentes intervalos de tempo foram re-

tiradas aliquotas de 1,0 ml para a determinação do periodato (87) pe-

lo metodo do tiosulfato de sodio (69); e os valores obtidos foram ex-

trapolados para o tempo zero.
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CONCIUSÕES
t t  t i  t i  f t  f t  r i  i n i M t t

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

laram-se, por extraçao alcalina, apos remoção das pectinas, va-

rias frações polissacaridicas, cuja composição em residuos de 

monoaçucares e a seguinte: L-ramnóse, L-arabinose, D-xilose, D- 

manose, D-galactose, D-glucose e ácido O-metil-glucuronico.

2. Entre os diversos polissacarideos existentes na folha.de cafeei- 

ro estudou-se um heteropolissacarideo acido composto de residuos 

de D-xilose (86,55 f°) e acido O-metil-glucurônico (13>45 •

AW r

3. Os dados de metilaçao indicaram que o. polissacarideo em estudo 

(O-metil-glucurônoxilano) e um polissacarideo linear, possuindo

A/ /■ A

ramificações singulares de acido O-metil-glucuronico ligados ao

rsj. /w

C—3 da D-xilose. A confirmação da ligaçao glicosidica do acido

a  /

O-metil-glucuronico ao C-3 do residuo de D-xilose foi obtida pe-

la analise dos produtos de degradaçao de SMITH dos oligossacari-

/  f /

deos ácidos obtidos por hidrólise parcial acida deste polissaea-

r

rideo.

4. Os dados de metilaçao, periodato e degradação de SMITH, juntamen-

te com o da determinação de nitrogênio total nas diferentes eta-

pas de- f racionamento bem : como a reaçao positiva da hihidrina com

os produtos de hidrólise do polissacarideo metilado indicam que

✓ /■ .
existem grupos agliconas , de carater proteico, ligados ao polis-

*■

sacarideo estudado.

5. Estudos de complexaçao com iodo confirmaram a linearidade da ca-
*

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

a nossibilidade da determinação do DP , através da medida do \ *-
■ : ■ ■ ■ ■  n max

e introdução de seu valor na isoterma de absorção de LANGMUIR.
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. dos precipitados eta- 
nolicos obtidos dos extra 
tos de cafe torrado com 
agua quente e fria,con-
sistindo ...

foram verificadas

processo de extração

Soxhlet

denomido

centrifugado

...suspensão polissaca- 
■ *

ridica de cor clara re-
sultante, foi

0 acetato de chumbo pre-
cipitado foi removido...

Como a extração alcalina 
foi conduzida foi condu-
zida a temperatura...

grupos singulares

padrões

etileno glicol 

possíveis produtos

...dos precipitados eta- 
nolicos, obtidos dos ex-
tratos aquosos (a quente 
e a frio) de cafe torra-
do, consistindo...

foi verificado

processo de extração em

aparelho Soxhlet

denominado

centrifugação

... suspensão polissaca- 
ridica resultante, de 
cor clara, foi

0 acetato de chumbo pre-
cipitado, sob a forma de 
sulfato, foi removido...

Como a extração alcalina 
foi conduzida a tempera 
tura.

cadeias laterais simples 

dados da literatura 

glicaldeído 

produtos teoricos

80 ...em estudo(O-metil-glu 
curonxilano) é um polis— 
sacarídeo linear, possu-
indo ramificações singu-
lares de acido 0-metil- 
glucurônico ligados ao 
C-3 da D-xilose*_A con-
firmação...

..,em estudo apresenta 
uma cadeia principal li 
near, formada de resida 
os de D-xilose, a qual 
estão ligadas cadeias 
laterais simples, forma 
das por acido 0-metil-D 
glucuronico. 0 ponto de 
ramificação deste polis 
sacarideo ocorre no C-3 
do resíduo de D-xilose. 
A confirmação...




