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RESUMO

Uma galactoxiloglucana (HXGRP) foi obtida de sementes de Hymenaea courbaril
(jatobd). Ela apresentou uma relagio molar monossacaridica de 4:3:1 para glucose,
galactose e xilose, respectivamente. Através do tratamento da HXGRP com uma
enzima endocelulase em tampao acetato, pH 5, 30°C, e separagdo dos
oligossacarideos por HPAEC-PAD verificou-se que eles sao os: XXG (2,8%), XXXG
(3%), XXLG (47%), XLLG (2,4%), XXXXG (23%), XXXLG (14%), XLXXG (4,8%) e
XXLXG (2,6%). Analises de espectroscopia de RMN mono e bidimensionais do
polimero ndo permitiram a obtencdo de dados que ajudassem no esclarecimento de
sua estrutura fina, mas a analise de metilagao e do produto obtido pelo tratamento

da HXGRP com f-galactosidase sugere a presenga de unidades de a-D-Xylp

substituidas em O-4 por unidades de f-D-Galp, estrutura ndo reportada
anteriormente. A oxidacao seletiva da HXGRP com o reativo TEMPO foi efetiva
como demonstrado pelas modificagées observadas no seu espetro de RMN de 3C,
com o aparecimento de um sinal na regido de & 175, indicando a presenca de
carboxila de acido urénico. Atraves de sua dosagem por método colorimétrico e
analise do espectro de RMN de *C pode-se sugerir a presenca de somente acido B-
D-galacturénico, sendo que praticamente todas as unidades de galactose foram
oxidadas. A analise da regido de C-5 de xilosil e C-6 de galactosil, do espectro de
DEPT-135 desse derivado oxidado, demonstra a diminuicdo de um sinal que nao
tinha sido atribuido a nenhum carbono das unidades monossacaridicas do material
nativo, e a diminuicdo desse mesmo sinal no espectro de DEPT-135 no material
tratado com a enzima B-galactosidase (MARTIN, 1999) sugerem que ele pertenca a
unidades de galactose ligadas ao C4 das unidades de xilose. Analises reolégicas,
de fluorescéncia e de HPSEC-MALLS, de solugdes de HXGRP aquecidas a 85°C
por duas horas e depois resfriadas e de ndo aquecidas sugerem a presenga de
agregacgao entre as moléculas. A adicao de ions borato a solugées de HXGRP
aumentam a sua viscosidade, bem como seu comportamento viscoelastico, o que
pode ser interpretado pelo modelo de inibicdo do fenémeno da reptacdo. A
viscoelasticidade varia com o pH, concentracao de ion borato e a massa molar do

polimero. Para uma concentragdo de galactoxiloglucana de 20 mg/mi, o pH que
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.promoveu as melhores caracteristicas elasticas foi o de 9,8. Entre as concentragées
de tetraborato de sédio estudadas a que promoveu melhor interagao foi a de 7
mg/ml. Na andlise comparativa entre duas amostras de massa molar diferente, a de
maior M,, apresenta os valores dos madulos elastico e viscoso bem maiores que a
de menor, mas por analises de Cox-Merz nenhuma apresentou comportamento de
gel. A analise reolégica a uma frequéncia fixa com variagdo de temperatura,
também, mostra diferengas de comportamento para as duas moléculas em solugdo
aquosa ou de tetraborato de sédio. Por analises de RMN de ''B observa-se a
formagao de complexos do tipo BD, o que justifica a formagdo de uma solugao mais
viscoelastica apés a adicdo de borato, e ndo a de um gel. Analises
termogravimétricas do material complexado e nao complexado no estado sélido
demonstram a persisténcia do complexo e diferencas em sua cinética de

degradacgao.
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ABSTRACT

A galactoxyloglucan (HXGRP) was obtained from the seeds of the tree Hymenaea
courbaril (jatoba). It had a monosaccharide molar ratio of 4:3:1 of glucose, xylose and
galactose, respectively. HXGRP was submitted to enzymatic degradation with an
endo-glucanase in acetate buffer, pH 5,0, 30°C. The resulting oligosaccharides were
separated by HPAEC-PAD and were: XXG (2,8%), XXXG (3%), XXLG (47%), XLLG
(2,4%), XXXXG (23%), XXXLG (14%), XLXXG (4,8%) e XXLXG (2,6%). 1D and 2D
NMR spectroscopy did not clearly define the structure of HXGRP, but methylation
analysis and the product formed by treatment with -galactosidase indicated that o-
D-Xylp residues can be substituted at O-4 by B-D-Galp residues, a structure which
has not been previously reported. Selective oxidation with the TEMPO reagent was
effective as demonstrated by modifications observed in the '*C NMR spectrum of the
product, with the appearance of a new signal at 5 175, indicating a uronic acid
carboxyl group. Its quantification by a colorimetric method, and *C NMR analysis
suggested the presence of only p-D-galacturonic acid, with almost all of the
galactosyl residues being oxidized. Analysis of the C-5 region of the xylosyl and the
C-6 region of the galactosyl residues of the oxidized polysaccharide using DEPT-135
spectroscopy showed a decrease in a signal not attributed to any C nucleus of the
monosaccharide residues. The decrease of the same signal obtained from p-
galactosidase treated polysaccharide in its DEPT-135 spectrum (MARTIN, 1999)
suggested that it belonged to galactosyl linked to C-4 of xylosyl residues.
Rheological, fluorescence and HPSEC-MALLS analyses of HXGRP dissolved in
water heated to 85°C for 2 h and thereafter cooled to 25°C, and non-heated solutions
suggested the presence of molar aggregation. When borate ions were addied to the
HXGRP solutions, an increase in their viscosity and their viscoelastic behavior
occurred and this was interpreted as inhibition of a reptation model. The
viscoelasticity was modified on changes of pH, borate ion concentration and the
molecular weight of the polymer. For a galactoxyloglucan concentration of 20 mg/mi,
the pH that promotes the best elastic character was 9.8 and the best tetraborate
concentration was 7 mg/ml. In a comparative analysis between two samples with

different molecular weights, that with the highest M,, had higher elastic and viscous
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moduli, but by Cox-Merz analysis they did not show any gel behavior. Rheological
analyses with temperature variation at a fixed frequency, also showed differences
between the two molecules when they was solubilized in water or in aqueous sodium
tetraborate. ''B NMR spectroscopy showed the presence of BD complex, justifying
the formation of a more viscoelastic solution and not a gel. Thermogravimetric
analyses of complexed and non-complexed material in the solid state showed

persistence of complexes and differences in their degradation kinetics.
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1. INTRODUGAO

1.1. Polissacarideos

Os polissacarideos constituem uma das mais abundantes e diversificadas
familias de biopolimeros. A sua estrutura primaria varia em composi¢do, sequéncia,
massa molar, configuragao anomérica, posi¢cao de ligagdes e densidade de carga.
Variabilidades adicionais resultam da sua susceptibilidade a mudangas ambientais
como forca idnica e grau de hidratagao. Mudangas nestes parametros podem dar
origem a inumeras formas de estruturas quimicas e de conformacdo, as quais
refletem em uma grande variagédo de propriedades e aplicagdes, desde produtos
quimicos corriqueiros até especialidades quimicas lucrativas para uso médico e de
alta tecnologia. Numerosas outras aplicagdes estdo surgindo como resultado do
aumento da demanda por industrias biotecnolégicas, farmacéuticas e outras
(YALPANI, 1988).

1.1.1. Xiloglucanas: fontes e caracteriza¢cdo estrutural

As xiloglucanas sao os principais componentes hemiceluldsicos da parede
celular de dicotiledoneas, plantas floridas e gimnospermas (SIMS et al., 1996).
Podem atuar, também, como polissacarideos de reserva sendo encontradas em
algumas sementes (MacGREGOR e GREENWOOD, 1980).

Devido a complexidade de suas estruturas que podem ser constituidas por
grupos de oligossacarideos de diferentes tipos, FRY et al. (1993) desenvolveram
uma nomenclatura concisa para designar de forma ndao ambigua as estruturas de
xiloglucanas, onde a molécula € nomeada a partir da cadeia lateral, em segmentos
constituidos de uma unidade de glicosil simples e suas cadeias laterais. Cada
segmento & codificado por uma letra dependendo da estrutura da cadeia lateral,

conforme a Tabela 1.
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Tabela 1 — Cédigos utillizados para a nomenclatura dos grupos oligossacaridicos de
xiloglucana, segundo FRY et al. (1993).

Letra codigo  Estrutura representada

G B-D-Glcp

X o-D-Xylp-(1—-6)--D-Glcp

L B-D-Galp-(1—>2)-a-D-Xylp-(1—-6)-B-D-Glcp

F a-L-Fucp-(1-2)- B-D-Galp-(1—-2)-a-D-Xylp-(1—6)-B-D-Glcp
A

a-L-Araf~(1->2)
B-D-Glcp

a-D-Xylp-(1—-6)

B B-D-Xylp-(1-2)
} B-D-Glcp
a-D-Xylp-(1-6)
C a-L-Araf-(1-3)-0-D-Xylp-(152) }
B-D-Glcp
a-D-Xylp-(1-6)

S a-L-Araf-(1->2)-a-D-Xylp-(1—6)-B-D-Glcp

Em estudos recentes que envolvem hidrolise de xiloglucanas com endo-f-
glucanase, pode-se verificar que elas sao constituidas inteiramente, ou em grande
parte, por grupos repetitivos de oligossacarideos (Figura 1). Nesses grupos
oligossacaridicos as unidades de a-D-Xylp podem ainda ser substituidas em ‘a’ ou
‘b’ por B-D-Galp e, no caso de xiloglucana de parede celular primaria, em ‘b’ por o-L-
Fucp(1—2)-B-D-Galp (MacGREGOR e GREENWOOD, 1980; BUCKERIDGE et al.,
1992).

Seguindo a nomenclatura de Fry et al. (1993) apresentada na Tabela 1, se o
oligossacarideo da Figura 1, ndo tivesse nenhuma de suas unidades de xilose
substituidas seria denominado XXXG, se fosse substituido em ‘a’ por uma unidade
de galactose seria denominado XLXG, se substituido em ‘a’ e ‘b’ por unidades de
galactose seria denominado XLLG e se a unidade de galactose da posi¢ao ‘a’ nao
fosse substituida e a galactose de ‘b’ substituida por uma unidade de fucose, seria
denominado XLFG.
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a b

o-D-Xylp a-D-Xylp a-D-Xylp
1 1 1
\2 e \2
6 6 6

...3-D-Glcp-(1—4)-B-D-Glcp-(1—4)-B-D-Glcp-(1—>4)-B-D-Glcp-(1—>4)...

Figura 1 - Representacdo esquematica de um dos grupos oligossacaridicos de
xiloglucana (adaptado de YORK et al., 1993).

Em algumas estruturas, as unidades de [(-D-galactopiranose possuem
substituintes O-acetil predominantemente ligados na posi¢cdo 6 (YORK et al., 1995).
Mesmo entre as xiloglucanas de parede celular primaria de dicotiledoneas e
monocotiledoneas ha diferengas estruturais. Nas ultimas ndo ha fucose terminal,
possuem menos xilose e muitos menos galactose que as primeiras, com excegao da
espécie Allium cepa (cebola) (HAYASHI, 1989).

Por possuirem além das unidades de xilose e glucose, também, unidades de
galactose, fucose e pequenas quantidades de arabinose, alguns autores dizem que
o termo xiloglucana é uma denominagao incorreta (JAMES, 1985) e a denominam,
entdo, de galactoxiloglucana (REIS et al., 1987).

Estruturas de xiloglucanas de diferentes espécies foram determinadas
utilizando como ferramenta a analise dos oligossacarideos.

O'NEILL e SELVENDRAN (1983) submeteram a xiloglucana de Phaseolus
coccineus a acetdlise e obtiveram diversos oligossacarideos, mas identificaram
apenas quatro que foram: D-Galp-(1—>2)-D-Xylp, D-Glcp-(1—4)-D-Glcp, L-Fucp-
(1-2)-D-Galp-(1—2)-D-Xylp e D-Glcp-(1—>4)-D-Glcp-(1—->4)-D-Glep.

O grupo de Darvill e Albersheim realizou diversos estudos com derivados
oligossacaridicos de xiloglucanas de diferentes espécies. Assim, YORK et al. (1990)
isolaram as xiloglucanas de cultura de células de sicomoro (Acer pseudoplatanus),
sementes de tamarindo e casca de sementes de colza, fizeram a sua digestdo com
endo-(1—4)-p-D-glucanase e analizaram os oligossacarideos isolados através de
espectroscopia de '"H RMN e espectrometria de FAB-MS. Da xiloglucana de cultura
de células de sicobmoro, KIEFER et al. (1990) caracterizaram estruturalmente um

heptassacarideo contendo arabinose, gerado por digestdao do polissacarideo com
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uma endoglucanase de Trichoderma viride. HISAMATSU et al. (1991) estudaram um
undecassacarideo com duas unidades de a-L-fucose terminais, obtido a partir de
xiloglucanas de células de sicbmoro, da mesma forma que no trabalho de KIEFER et
al. (1990). HISAMATSU et al. (1992) estudaram sete oligossacarideos obtidos de
uma xiloglucana secretada por cultura de células de A. pseudoplatanus comentando
que os resultados obtidos aumentaram a lista de correlagdes entre 'H-RMN e
caracteristicas estruturais especificas. YORK et al. (1993) digeriram a xiloglucana de
tamarindo com uma endoglucanase de Trichoderma reesei e apés 96 horas trataram
o material com uma p-galactosidase de Aspergillus niger, concluindo que a digestao
com a ultima enzima hidrolizou seletivamente dois octassacarideos isémeros
presentes na mistura. YORK et al. (1995) analisaram onze oligossacarideos
previamente nao caracterizados da xiloglucana produzida por uma cultura de A.
pseudoplatanus. Além da metodologia utilizada nos trabalhos anteriores, os autores
ainda incluiram a analise de MALDI-TOF dos oligossacarideos que permitiram
correlagoes adicionais entre estrutura da xiloglucana e deslocamentos quimicos
especificos em '"H RMN. HANTUS et al. (1997) estudaram os oligossacarideos de
sementes de jojoba, e os caracterizaram estruturalmente, através de espectrometria
de massa e espectroscopia de RMN bidimensional, encontrando um oligossacarideo
nao descrito na literatura com a seguinte constituicdo na cadeia lateral: [a-L-Galp-
(1-2)-B-D-Galp-(1—>2)-a-D-Xylp-(1—6)-], que € um homologo estrutural da cadeia
lateral de um oligossacaride que contém fucose [a-L-Fucp-(1—2)-B-D-Galp-(1—>2)-a-
D-Xylp-(1—6)-] e apresenta atividade antiauxinica, isto é inibe o crescimento “in vitro”
de secgoes de caule de ervilha estimuladas por acido 2,4-diclorofenoxiacético, uma
auxina sintética (YORK et al., 1984).

RENARD et al. (1992) extrairam uma xiloglucana de parede celular de maca,
efetuando a sua hidrélise parcial com uma endoglucanase de T. viride, sendo que os
principais oligossacarideos isolados foram os seguintes: XXXG, XXFG e XLFG,
respectivamente. As analises dos espectros de 'H RMN mostraram que esses
oligossacarideos nao séo acetilados.

BUCKERIDGE et al. (1992) estudaram os oligossacarideos da xiloglucana de

Copaifera langsdorffiii verificando que, eram os mesmos encontrados para a
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xiloglucana de tamarindo, mas em diferentes propor¢des, para populagbes de
savana e floresta.

BRACINI et al. (1995) trataram a xiloglucana extraida de sementes de
ciclamen com uma celulase de T. viride gerando oligbmeros que foram estudados
por MS e RMN, encontrando os seguintes oligossacarideos: XXLG (mais
abundante), XXXG e XLLG indicando que a distribuicdo de galactose nessa
xiloglucana é irregular.

VINCKEN et al. (1997) fizeram uma classificagdo das xiloglucanas de acordo
com o padrdo de substituicdo da cadeia principal, sendo que nas angiospermas e
gimnospermas é encontrado o padrao poli XXXG e nas solanaceas o poli XXGG e
ainda existem os poli XXG, poli XXGGG e poli XXX, indicando a existéncia de
diferentes padrdes estruturais para esses polissacarideos.

BUCKERIDGE et al. (1997) demonstraram a existéncia de uma nova familia
de oligossacarideos em sementes de Hymenaea courbaril, colhidas nos jardins do
Instituto de Botanica em Sao Paulo, SP. Apds tratamentos alternados com a-
xilosidase e B-glucosidase, verificaram que aproximadamente 50% deles seriam do
tipo XXXXG, um novo padréao estrutural.

O grupo de Nakanishi realizou diversos estudos com oligossacarideos de
xiloglucana de sementes de tamarindo utilizando a técnica de MALDI-TOF-MS que
nao havia sido empregada anteriormente para analise de oligossacarideos obtidos a
partir da xiloglucana de tamarindo (YAMAGAKI et al., 1997, 1998a, b).

SPRONK et al. (1998) estudaram os oligossacarideos pequenos € menos
ramificados da xiloglucana de maga, utilizando uma combinagdo de FAB-MS e H
RMN e identificaram o GFG e o seu dimero, o dodecassacarideo GFGGFG.

WATT et al. (1999) isolaram dois oligossacarideos de xiloglucana de maga
que n&o haviam sido estudados anteriormente por '*C RMN, o XXFG e o XLFG.

VIERHUIS et al. (2001b) estudaram oligossacarideos obtidos de xiloglucana
de oliva através de MALDI-TOF e RMN e verificaram que eram constituidos
principalmente por XXSG e XLSG.

MARRY et al. (2003) isolaram e identificaram diversos pequenos
oligossacarideos da xiloglucana de tamarindo através de uma metodologia
facilmente reproduzivel que resulta em oligossacarideos relativamente puros para

padrées ou substratos.
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Nos ultimos anos tém aumentado consideravelmente o interesse por
xiloglucanas. Ha trabalhos de diferentes 6rgaos de diferentes espécies de plantas
como frutos de caqui (CUTILLAS-ITURRALDE et al., 1998), zona de diferenciagao
do xilema de cedro vermeiho japonés (KAKEGAWA et al., 1998), cultura de células
de Digitalis lanata (HENSEL et al., 1997 e 1998), folhas de Digitalis purpurea
(HENSEL et al., 1998), casca de uva (IGARTUBURU et al., 1997), frutos de tomate
(FAIK et al., 1998), broto de bambu (EDASHIGE e ISHII, 1998), caule de couve-flor
(FEMENIA et al., 1999a, b), cultura de células de maga (REID et al., 1999), polpa de
beterraba (OOSTERVELD et al, 2000), soja (HUISMAN et al., 2000), oliva
(VIERHUIS et al, 2000; VIERHUIS et al., 2001a e b), no suco de macga
(MEHRLANDER et al., 2002) e na casca de cacau (REDGWELL et al., 2003).

Também foi encontrada em sementes de leguminosas tropicais (Dentarium
microcarpum e Mucuna flagellipes) utilizadas na Nigéria e alguns outros paises do
oeste africano. A farinha dessas sementes é utilizada como espessante de sopas e
guisados (ONWELUZO et al., 2002).

O interesse, também, é demonstrado pelo numero crescente de artigos

enfocando diferentes utilizagbes e propriedades das xiloglucanas.

1.1.2. Xiloglucanas: utiliza¢ées e propriedades

A xiloglucana de sementes de tamarindo pode ser utilizada, principaimente,
nas industrias téxtil e alimenticia e ainda como adesivo e agente emulsificante. Em
cosméticos, para preparar emulsées de 6leos essenciais, cremes de barbear e
dentifricios. Em produtos farmacéuticos, como ligante em comprimidos e drageas.
Em inseticidas, para emulsificar principios ativos e 6leos minerais. E por possuir
muitas propriedades similares as das pectinas, € usada em tratamento de colite,
diarréia, disenteria e outras desordens intestinais (RAO e SRIVASTAVA, 1973).

Como componente de fibras dietéticas, as xiloglucanas possuem atributos
nutricionais de valor e significancia fisiolégica (ONWELUZO et al., 2002). Além disso,
foi encontrado que uma dieta rica em farinha de Dentarium senegalense, uma planta
leguminosa africana utilizada como alimento na Nigéria, reduz os niveis de glucose

pés-prandial e a concentragao de insulina em individuos humanos sadios, sendo que
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esse papel é atribuido & uma xiloglucana de alta massa molar encontrada nessa
farinha (ONYECHI et al., 1998).

Géis de xiloglucana de tamarindo degradada com a enzima B-galactosidase e,
com redugao de 44% no seu conteudo de galactose, apresentaram-se eficientes
como veiculos para a administragao de drogas por via retal (MIYAZAKI, et al., 1998),
intraperitoneal (SUISHA, 1998), oral (KAWASAKI et al., 1999; MIYAZAKI et al,
2001a) e percutanea (TAKAHASHI et al., 2002), além de formarem géis quando
instilados em olho de coelho propiciando seu uso em férmulas oftalmolégicas
(MIYAZAKI et al., 2001b).

A xiloglucana de Tropaeolum majus L., entre outros efeitos, possui uma
atividade antimutagénica quando a mutagénese ¢é induzida pelo composto
nitroaromatico 1-nitropireno. As taxas de inibicdo foram dose dependentes e seu
modo de acdo devido a interagdo direta do polissacarideo com as células,
comprovando a hipotese de que um consumo diario de uma quantidade elevada de
polissacarideos promove um decréscimo no risco de cancer do aparelho
gastrintestinal (HENSEL e MEIER, 1999).

Ha patentes citando a utilizagdo da xiloglucana como constituinte ativo em
cosméticos (SHISEIDO, 2000) e, também, apés remogédo parcial das unidades de
galactose, na preparagao de alimentos (DAINIPPON, 1999 e 2001).

Os oligossacarideos de xiloglucana também podem apresentar efeitos
biolégicos em plantas e animais.

Podem agir como elicitores de ligagao de glico- e glicanohidrolases de parede
celular que podem atuar na expansédo da parede celular (JOSELEAU et al., 1992).
Dependendo da concentragdo ou composicao da cadeia lateral podem promover ou
inibir o crescimento de plantas (CREELMAN e MULLET, 1997; ROSE e BENNETT,
1999). Em fragbes enriquecidas de proteinas da membrana plasmatica de
protoplastos de amora silvestre (Rubus fruticosus) foram encontrados receptores
para o oligossacarideo XXFG (DUNAND et al., 2000).

De acordo com SONE e colaboradores (1992), o oligossacarideo XLLG pode
ser utilizado como aditivo de alimentos, como fibra dietética solivel de baixa massa
molar (citado por SONE e SATO, 1994).

Oligossacarideos de xiloglucana (XXXG, XXLG e XLLG) obtidos pela digestao

com endoglucanase possuem efeitos hipolipidémicos reduzindo os niveis de lipideos
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hepaticos, lipideos totais, colesterol, triglicerideos e fosfolipideos em ratos
alimentados com uma dieta rica em gorduras (YAMATOYA et al., 1997).

Entre as propriedades apresentadas pelas xiloglucanas é interessante
ressaltar a sua capacidade de interacdo com a celulose tanto “in vivo” quanto “in
vitro”.

A celulose, como as xiloglucanas, € constituida por uma cadeia principal de
unidades de p-D-glucose, interligadas (1—4), mas nao possui nenhuma cadeia
lateral. Suas cadeias tendem a se agrupar em microfibrilas através de pontes de
hidrogénio, enquanto as cadeias de xiloglucana nao se associam devido ao grande
nimero de cadeias laterais ligadas a sua estrutura (HAYASHI, 1989; VINCKEN et
al., 1995).

Existe uma relagao intima entre as cadeias de xiloglucana e celulose “in vivo”.
Nas paredes celulares primarias, as microfibrilas de celulose sdo revestidas por
xiloglucanas (MAc CANN et al., 1990; ROSE e BENNETT, 1999); existindo somente
uma pequena quantidade de celulose nao revestida (HAYASHI e MacLACHLAN,
1984; VINCKEN et al., 1995).

Baseado nas quantidades de xiloglucana que podem ser extraidas de parede
celular vegetal (HAYASHI, 1989; ROSE e BENNETT, 1999), verificou-se que a
capacidade de interagao entre celulose e xiloglucana nessas paredes € muito maior
que aquela encontrada em experimentos de interagdo entre os dois polimeros
realizados “in vitro” (HAYASHI et al., 1987; BABA et al., 1994; VINCKEN et al., 1995;
ROSE e BENNETT, 1999),

Ja foi demonstrado que é necessario um tamanho minimo de 5 unidades de
glucose consecutivas para que ocorra a ligacao de xiloglucanas a celulose, mas a
extensdo de ligagdo aumenta gradualmente do octassacarideo (Glu:Xyl 5:3) ao
oligossacarideo com 21 unidades (Glu:Xyl 12:9) (HAYASHI et al., 1994).

Através de estudos “in vitro” com diferentes tipos de polissacarideos sugere-
se que essa interagdo é baseada na complementariedade entre as superficies das p-
D-glucanas contendo ligacdo (1—»4) e a celulose (MISHIMA et al., 1998). Essa
ligacdo & muito especifica uma vez que nao € afetada por um excesso de dez vezes
de (1-2), (1-3) e (1->6)p-glucanas, (1—-3)(1—>4)B-glucana, arabinogalactana e
pectina (HAYASHI et al, 1987). Através de simulagbes por computador, foi
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demonstrado que as cadeias laterais fucosiladas podem facilitar a conformagao de
cadeia principal plana e foi especulado que essas regides organizadas causariam a
ligacao de xiloglucana a celulose (LEVY et al., 1991). Porém, estudos com o mutante
mur 2 de Arabidopsis thaliana, que possui uma alteragdo no gene At FUT 1, que
codifica a fucosiltransferase de xiloglucana nessa espécie, levando a planta a perder
a xiloglucana fucosilada em todos seus principais 6rgaos, demonstraram nenhuma
alteracdo em seu crescimento e fisiologia. Observaram, também, o enfraquecimento
obvio de suas paredes celulares primarias, como determinado por medidas de perda
de resisténcia, sugerindo que as plantas mutantes podem desenvolver uma cadeia
xiloglucana-celulose razoaveimente estavel (ZABLACKIS et al., 1996; LEVY et al.,
1997; REITER et al., 1997, REITER, 2002; VANZIN et al., 2002) levantando duvidas
sobre a necessidade da fucose para que ocorra essa interagao.

Em estudos de interagdo entre celulose e fragmentos de xiloglucana com
diferentes graus de polimerizacado, foi relatado que a substituicdo com galactose
provaveimente diminui a habilidade dos fragmentos em penetrar nos pequenos
poros da celulose (VINCKEN et al., 1995).

LIMA e BUCKERIDGE (2001) estudaram a adsor¢do de xiloglucanas de
sementes de diferentes espécies (Copaifera langsdorffii, H. courbanil, Tamarindus
indica e Tropaeolum majus) sobre a celulose e observaram que a xiloglucana que
apresentou maior capacidade de interagao foi a de H. courbaril seguida por T. indica,
T. majus e C. langsdorffii. Os resultados que obtiveram com xiloglucanas com
diferentes graus de galactosilagao indicam que a presenga de grandes quantidades
de unidades de galactose estdo associadas com uma baixa interatividade com a
celulose. A andlise de estrutura fina da xiloglucana que permaneceu ligada a
celulose revela que podem haver dominios mais interativos que parecem ser regiées
ricas em XXXG e XLXG. No entanto, ainda nao esta esclarecido se o fator que
reaimente pode afetar a interagao € o grau de galactosilagao ou a distribuigcdo das
unidades de galactose, uma vez que alguns resultados indicaram que uma
distribuicdo irregular de galactose aparentemente favorece a ligagao. Isso,
provavelmente, ocorre devido a presenga de grandes propor¢des de unidades de
galactosil em um lado da cadeia que expéem as unidades do outro lado para a

interagdo com a celulose por pontes de hidrogénio. Por outro lado, a tendéncia de



Introducdo 10

uma distribuicdo uniforme das unidades de galactose pode levar a uma estrutura
mais torcida, resultando em uma baixa capacidade de ligacao.

Baseado na interagdo de xiloglucanas com celulose foi demonstrado que
xiloglucanas de sementes de diferentes espécies vegetais melhoram as
propriedades mecanicas de folhas de papel sem afetar seu brilho e opacidade (LIMA
et al., 2003).

Também ha evidéncias de formagao de complexos entre xiloglucanas e
pectinas (THOMPSON e FRY, 2000), bem como complexos pectina-xilana-
xiloglucana (FEMENIA et al., 1999).

Em vista de suas inumeras propriedades aqui apresentadas a xiloglucana de
sementes de H. courbaril vem sendo estudada pelo Grupo de Carboidratos da
UFPR desde 1993 e em 1999 iniciaram-se, também, os estudos da xiloglucana de

folhas de H. courbaril.

1.1.3. Estudos da xiloglucana de H. courbaril pelo Grupo de Carboidratos da
UFPR

LIMA (1993) e LIMA et al. (1993) fizeram a analise estrutural e viscosimétrica
da xiloglucana de sementes de H. courbaril var. stilbocarpa colhidas em Teodoro
Sampaio — SP, utilizando diferentes métodos incluindo hidrélise acida parcial e
acetolise parcial e sugeriram o seu uso em substituicdo a goma de tamarindo. LIMA
et al. (1995), ap6s o tratamento do polimero com uma celulase comercial
(BIOFERM), isolaram e caracterizaram alguns oligossacarideos, entre eles um
octassacarideo predominante, constituido por uma estrutura do tipo XXLG.

SOUZA-LIMA (1997), analisou parcialmente a estrutura da galactoxiloglucana
de sementes de H. courbaril (jatoba) colhidas em Ribeirdo Preto — SP e, por
tratamento com pB-galactosidase e posterior analise por '*C RMN, sugeriram a
possibilidade de algumas unidades de B-D-galactopiranose estarem ligadas em O-4
de unidades de B-D-glucopiranose. Também sintetizou um derivado sulfatado da
xiloglucana analisado por reologia em comparagdo com o polimero nativo e que
também foi analisado quanto a sua atividade anticoagulante que nao foi significativa.

VARGAS-RECHIA (1998) tratou a xiloglucana obtida de sementes de jatob3,
colhidas em Ribeirdo Preto, com as enzimas celulase comercial (BIOFERM),
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endoglucanase do tipo | (EGI) e endoxiloglucanase do tipo 2 (EG5) obtendo
oligossacarideos similares aos obtidos por LIMA et al. (1995). Com o
oligossacarideo XXLGol, assim denominado por ter a sua unidade terminal de
glucose reduzida, VARGAS-RECHIA et al. (1998), realizaram estudos de atividade
biolégica para uso como elicitor de crescimento em plantas.

MARTIN (1999), continuando os estudos com a galactoxiloglucana de
sementes de jatoba colhidas em Ribeirdo Preto, confirmou os resultados obtidos por
SOUZA-LIMA (1997) e verificou que a interagao entre o polimero e ions borato, em
solucdo, alteram as propriedades reolégicas do sistema. Sintetizou um novo
derivado sulfatado da xiloglucana que foi fracionado em coluna de AT-lll, sendo que
tanto a fracdo que apresentou afinidade pela coluna, bem como a que néo
apresentou, demonstraram atividade anticoagulante maior que o derivado nao
fracionado, porém ainda nao significativa, descartando a utilizacdo dessa molécula
como anticoagulante.

BUSATO (1999) e BUSATO et al. (2001), isolaram uma xiloglucana
fucosilada de folhas de H. courbaril (colhidas em Ribeirdao Preto) e realizaram
estudos estruturais obtendo uma relagdo Glc:Xyl:Gal:Fuc 8:5:2,5:1 e massa molar
(M) de 49.500 g/mol.

FREITAS (2000) e FREITAS et al. (2003a) estudaram a interagdao da
galactoxiloglucana de H. courbaril (sementes do Parana) com amido de milho com
alto teor de amilose (CSM) e “waxy” constituido principalmente por amilopectina
(CSP). Em condigdes reolégicas ndo oscilatérias os géis apresentaram um aumento
em sua viscosidade de pasta quando comparados com os amidos ou a
galactoxiloglucana isolados. Analises reoldgicas oscilatorias mostraram que ocorre
uma interagdo na mistura de galactoxiloglucana e CSM resultando em um aumento
da estabilidade térmica do gel quando comparado com aquela do CSM isolado.

LIMA-NISHIMURA (2002) testou meios de cultivo vegetal obtidos a partir de
interagbes de xiloglucana de sementes coletadas em Porto dos Gauchos (MT) com
agar e Gelrite® e os que apresentaram melhores resultados em termos de
geleificagdo foram testados na micropropagag¢do de cenoura, café e macieira. Um
meio nutritivo geleificado com agar/xiloglucana foi utilizado, entre outros
experimentos, para regeneragdao de raizes de cenoura obtendo-se o dobro de

plantas regeneradas em relagao ao controle. No caso de embriogénese somatica de
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dois genotipos de café, testou-se um outro tipo de meio de cultivo geleificado com a
mistura Gelrite®/xiloglucana ou somente Gelrite®. O primeiro meio seguiu um padrao
de embriogénese direta e o segundo indireta. O niumero de embrides somaticos
foram maiores para o meio modificado com uma diferenga estatisticamente
significativa.

LIMA-NISHIMURA (2002) e LIMA-NISHIMURA et al. (2003) testaram um meio
nutritivo, comumente utilizado para cultivo vegetal, geleificado com a mistura
agar/xiloglucana para a proliferagdao de gemas axilares de macieiras cv Jonagored e
porta-enxerto Marubakaido. A taxa de crescimento e a proliferagdo de brotos foram
maiores no meio que consistiu da mistura do que no controle, para as duas
macieiras. Para o cv Jonagored foi observada uma redugao significativa na
percentagem de brotos hiperhidricos. Na auséncia de auxina o enraizamento de
brotagées foi muito maior para o meio substituido que para o nao substituido.
Quando IBA, um estimulador da elongacao das células das raizes laterais de plantas
(DEBI et al., 2003), foi adicionado a ambos os meios, no modificado obteve-se
resultados melhores em termos de porcentagem de enraizamento e qualidade das
raizes.

Além das caracteristicas e propriedades ja descritas para as xiloglucanas, os
carboidratos em geral, sendo compostos polihidroxilados (poliéis), possuem a
propriedade de formar complexos com ions borato, assunto de interesse fisiolégico e

tecnoldgico, que sera tratado no préximo item.
1.2. Interagao de polissacarideos com ions borato

Em 1842, BIOT (citado por ROY et al., 1957) relatou que uma solugdo de
acido borico tornava-se mais acida, com a adigao de varios agucares. Nos anos
seguintes, muitos pesquisadores testaram varias séries de polidis com o objetivo de
estudar seus efeitos sobre a acidez do acido bérico. Em 1912, BOESEKEN e van
ROSSEN realizaram estudos condutimétricos de reagdes de acido bérico com
glicerol, catecol, resorcinol, pirrogalol e manitol.

Desde entao, ja foram utilizados diversos métodos para examinar as reagoes
de complexagao dos ions borato, tais como, condutividade, medidas de pH, medidas

crioscopicas, polarimetria, eletroforese de zona, espectroscopias de ressonancia
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nuclear magnética (RMN) de 'H, '*C e ''B. Também, a interconversao de compostos
aquosos de borato dependentes do pH, bem como a interagdo de ions borato com
didis, tém sido monitoradas indiretamente por medidas de indice de refragdo e
rotacao optica (GEY et al., 1988).

ISBELL et al. (1948), estudando certos agucares e alcoois na presenc¢a de

tetraborato, propuseram que as reag¢des envolvidas na formagdao dos complexos

seriam as seguintes:

HO _ _ OH .
(1) H3BO, + H,0 — _B_ + H
HO OH
(B)

@) B + D(diol) —= BD + 2 H,0
@) BD + D — BD, + 2 H,0

@ BD + H' —= A + H,0

Onde os complexos A, BD e BD; seriam:

—C— 0N —C— 0. _oOH

B
—Cc— o0~ —C—o07“ YNOH

(A) (BD)
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(BD,)

ANGYAL e McHUGH (1955 e 1957), propuseram que, na adicao de cis-
inositol @ uma solugdo aquosa de tetraborato de sodio, um decréscimo no pH
resultaria na formagao de um complexo bi-tridentado de borato. A formagao desse
complexo, representado na Figura 2, foi comprovada por RMN de '*C por GORIN e
MAZUREK (1973). A 2,4-di-O-metil-D-manose também é capaz de formar um
complexo mono-tridentado com boro através de seus trés grupamentos hidroxila
disponiveis e o cis-inositol forma um complexo bi-tridentado, através da
complexagdo de suas seis hidroxilas com dois ions borato (GORIN e MAZUREK,
1973).

B @
E" A B
RN
)
OH O R®
HO
L Oﬁ _?Mo

Figura 2 — Complexos de borato tridentados formados com cis-inositol (A) e 2,4-di-O-
metil-D-manose (B) (GORIN e MAZUREK, 1973).

Sabe-se ainda que, a adigado de uma pequena proporgao de borato, favorece
a formacao do complexo espirano (BD;), enquanto que na presenga de borato
adicional o equilibrio pode ser deslocado para a formagao de compiexos do tipo BD,
e em menor quantidade de um éster (A) (VERMAAS, 1932 e ISBELL et al., 1948).



Introdugdo 15

Esses complexos sdo obtidos muito mais facilmente com glicéis ciclicos
possuindo hidroxilas adjacentes com configuragao cis do que os seus isdémeros trans
(DEUEL et al., 1948; NOBLE e TARAVEL, 1987).

A espectroscopia de RMN de ''B confirmou a existéncia dos complexos entre
bérax e uma grande variedade de compostos polihidroxilados simples em solugao e
sua dependéncia do pH, concentragdo e estrutura. O método espectroscépico nao
perturba o equilibrio quimico da amostra, e deslocamentos quimicos caracteristicos
indicam a existéncia de complexos com anéis de cinco e seis membros (Figura 3),
bem como complexos monociclicos (BD) e espirociclicos (BD;) (KENNEDY e HOW,
1973).

Os complexos de carboidratos e ions borato, também, podem ser detectados
por monitorizagdo de mudangas no espectro de RMN de 3C. Em uma delas, os
deslocamentos quimicos permanecem constantes mas ocorre o alargamento dos
sinais dos atomos de °C que estao nas posigdes vicinais ao complexo. Em outra, os
sinais permanecem definidos mas ocorrem mudangas nos deslocamentos quimicos.
Além da detecgao dos complexos de borato, frequentemente, é possivel averiguar
as estruturas quimicas presentes e determinar quantitativamente as proporgoes
relativas entre os complexos e o material de partida (GORIN e MAZUREK, 1973).

<I)H
a-
—
A HO \\ B
OH o 5 o
N CHOH CIH
Ho” 2o
o HO
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Figura 3 - Complexos entre borato e metil a-D-galactopiranosideo formados por
anéis de 5 (A) e 6 (B) membros (KENNEDY e HOW, 1973).



Introdugdo 16

van DUIN et al. (1984) estudaram a estabilidade dependente de pH de
ésteres de acido bérico e borato com glicol, acido glicélico, acidos oxalico e glicérico
e concluem que o RMN de ''B proporciona uma ferramenta analitica adequada para
a determinagdo quantitativa e elucidagao da estrutura de varios ésteres em meio
aquoso. Na continuidade desses estudos, van DUIN et al. (1985) apresentaram os
dados de RMN de ''B para uma série de ésteres de borato de polidis e
polihidroxicarboxilatos em solugao aquosa alcalina, sendo que para cada composto
o mono- ou di-éster de borato prevalente foi identificado. Os deslocamentos
quimicos de RMN de ''B e a largura das linhas juntamente com a constante de
associacao correspondente foram determinados. Foram propostas, também, regras
empiricas para prever os deslocamentos quimicos de "B, a estabilidade relativa e a
estrutura dos ésteres de borato em meio aquoso.

NOBLE e TARAVEL (1987) realizaram estudos de RMN de 'H dos complexos
borato-metil a-D-galactopiranosideo em di(®*Hs)metilsulféxido que serviu como base
para entender a geleificagdo da galactomanana de guar e borato.

No caso de polissacarideos, MOE et al. (1947) e DEUEL et al. (1948) foram
os primeiros a demonstrar que a provavel natureza da reagdo entre esses
compostos e ions borato era similar aquela que ocorria nos compostos
polihidroxilados simples.

DEUEL e NEUKOM (1949) demonstraram a esperada correlagdo entre a
intensidade de formagao do gel e a preseng¢a de carboidrato reativo. Seus testes
foram realizados pela adigao de solugbes saturadas de bérax a solugbes aquosas
das gomas.

Desde que os polissacarideos contém uma multiplicidade de grupamentos
hidroxila, a formagao de compostos do tipo BD, levaria a formagao de ligagbes
cruzadas entre as moléculas do polissacarideo com a formagao de gel, ou aumento
de viscosidade, e outras mudangas em outras propriedades correlacionadas com a
massa molar.

A farmacopéia Helvética V menciona a incompatibilidade do bérax com goma
arabica, sendo que essa incompatibilidade seria a formagao de gel. A geleificagao
de solugdes aquosas da mucilagem de Ceratonia siliqua (galactomanana de carob),
por bérax, também foi observada (DEUEL et al., 1948).
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Dentre todos os estudos de interagao de polissacarideos com ions borato, o
polimero que teve suas propriedades mais exploradas por diferentes métodos,
inclusive por reologia e RMN, foi a galactomanana de guar ou o seu derivado
hidroxipropilguar (HPG) (PEZRON et al., 1988a, b; GEY et al., 1988; NOBLE e
TARAVEL, 1987; NOBLE e TARAVEL, 1988; NOBLE e TARAVEL, 1990; KESAVAN
e PRUD’HOMME, 1992; POWER et al., 1998; TAYAL et al., 1999).

As galactomananas, entre outros polissacarideos, formam géis, quando
interagem com borato, em solugées 0,1% ou menos concentradas (DEUEL e
NEUKON, 1949).

Nas industrias de 6leo e gas, géis de guar complexado com ions borato sdo
utilizados nas perfuragées de pogos de petroleo com o objetivo de aumentar a
produtividade (TAYAL et al., 1999).

NOBLE e TARAVEL (1987) realizaram analises de RMN de '*C de uma
galactomanana parcialmente despolimerizada e observaram as mudangas que
ocorriam no espectro obtido. Com o acréscimo de concentragdes crescentes de
borato, notaram uma mudanca drastica nas intensidades de todos os atomos de
carbono das unidades de a-D-galactopiranose. Também foram feitos experimentos
de tempo de relaxamento do polissacarideo com e sem adigdo de tetraborato de
sodio e observaram que, o maior efeito em termos de tempo de relaxamento “spin-
spin”, foi em relagao aos atomos de carbono de unidades de galactose.

Por estudos de RMN e dialise foi demonstrado que, exceto por efeitos de
polieletrolitos, o guar e o hidroxipropilguar comportam-se como modelos glicosidicos
(especialmente a-D-galactopiranosideo) em relagéo a complexagao com ions borato.
Complexos monodiol-borato (BD) com anéis de cinco ou seis membros (Figura 3)
sdo formados e suas constantes de formagdo (K;) sdqo da mesma ordem de
magnitude. Os complexos sdo mais prontamente formados nas unidades de
galactose e a maioria das ligagées cruzadas &, provavelmente, de complexos didiol-
borato (BD;) de cinco membros (PEZRON et al., 1988a). Também observou-se, pela
obtencao de diagramas de fase sol-gel, que o numero de ligagées cruzadas
formadas entre galactomananas e bérax em solugdo aquosa pode ser controlado
pelas concentragées de polimero e borax, temperatura e forga idnica (PEZRON et
al.,1988b).
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GEY et al. (1988) chegaram a conclusbes similares as de PEZRON et al.,
(1988a). Por RMN de ''B, utilizando metil-glicosideos modelo e uma fragdo de
galactomanana de guar hidrolisada por [B-D-mananase, também verificaram a
formagdo de mono ou di-complexos com anéis de 5 ou 6 membros. Comparando-se
a constante de formacdo entre os glicosideos modelo e a amostra de guar
analisada, chegou-se a conclusao que a formagdo dos complexos guar-borato
ocorre principalmente via complexos com anéis de 5 membros e que esses
complexos sao formados mais rapidamente com as unidades de D-galactose do que
com as unidades de D-manose.

Por experimentos de RMN de ''B em diferentes temperaturas foram
determinadas as constantes de equilibrio de formagao de complexos entre borato e
os compostos modelo metil a-D-glucopiranosideo, metil 3-D-manopiranosideo e metil
a-D-galactopiranosideo. Comparando uma amostra de guar despolimerizada com
esses compostos modelo foi possivel fazer a distingdo entre os complexos
envolvendo unidades de galactopiranose ou manopiranose (NOBLE e TARAVEL,
1988).

Em estudos reoldgicos envolvendo guar e hidroxipropilguar (HPG) em
concentragoes e pH elevados, com ou sem ligagdes cruzadas devidas a ions borato,
e levando em conta que as galactomananas possuem a caracteristica de formar
ligagbes cruzadas pelo simples aumento do pH, chegou-se a conclusdao que o
comportamento de relaxamento de um gel depende da natureza das ligagbes
cruzadas na cadeia do gel. E, também, que ha dois tipos de ligagdes cruzadas, uma
devido ao pH alcalino e outra devido aos ions borato, € que os mecanismos de
relaxamento associados com as ligagdes cruzadas devidas aos ions borato sao
muito mais rapidos que aqueles associados com as devidas ao meio alcalino
(NOBLE e TARAVEL, 1990; NOBLE et al., 1990).

Outros estudos reologicos envolvendo complexos como guar e
hidroxipropilguar-borato demonstraram que o equilibrio quimico envolvendo acido
bérico, ions borato livres ou associados com sitios cis-diol de cadeias de
polissacarideos determinam o numero de ligagdes cruzadas e que esse equilibrio é
funcdo da temperatura e pH (KESAVAN e PRUD’'HOMME, 1992).

Foi estudado, também, o comportamento reoldégico do complexo
hidroxilpropilguar-borato determinando seu ponto de geleificagdo. Os autores
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afirmaram que a avaliagdo dessas propriedades & importante porque o HPG é
comumente utilizado na industria de petroleo e durante a sua utilizagdo, em uma
parte do processo, o fluido faz ligagées cruzadas com os ions borato para formar um
gel. Salientaram, ainda, que, apesar das propriedades do guar e HPG serem
estudadas extensivamente por grupos de reologia e industrias de petréleo, um
entendimento corﬁpleto do comportamento desses fluidos e géis ainda nao foi
elucidado (POWER et al., 1998).

O processo de degradagao de hidrogéis de galactomanana de guar e borato,
por endo-B-mananase e/ou a-galactosidase foi estudado através de medidas
reolégicas onde demonstrou-se que os moédulos elastico (G') e viscoso (G”) sédo
extremamente sensiveis a alteragdes a nivel molecular de polimeros e géis (TAYAL,
et al., 1999).

Além das galactomananas sao encontrados estudos com dois outros
polissacarideos como descrito a seguir.

Uma ramnoglucuronana sulfatada, obtida da alga verde marinha Ulva spp.
forma um gel fraco quando solubilizado em agua a uma concentragao de 1,6%. O
seu moédulo elastico aumenta cerca de 50 vezes quando é adicionado o acido bérico
e cerca de 80 vezes quando sao adicionados acido bérico e cloreto de calcio. Os
autores também propuseram mecanismos para essa interagao (LAHAYE e AXELOS,
1993).

A esquizofilana, um polissacarideo neutro de fungos com uma estrutura
quimica que consiste de uma cadeia linear de p-(1—3)-D-glucose com uma cadeia
lateral de B-(1—6)-D-glucose para cada trés unidades de glucose da cadeia principal,
também teve suas propriedades viscoelasticas estudadas, quando em presenga de
ions borato. Foi observada a formagao de um gel fisico e estudada a sua cinética de
geleificagdo com variagdo nas concentragoes de ions borato, presenga de cloreto de
sodio, bem como variagao de pH dos sistemas (GRISEL e MULLER, 1996).

Os diferentes complexos de boro com polissacarideos descritos até aqui séo
obtidos apenas em laboratério ou com a interferéncia do homem, mas a propria
natureza utiliza-se dessas propriedades, como no caso dos dimeros de
ramnogalacturonanas.

As ramnogalacturonanas sao polissacarideos pécticos estruturaimente

complexos presentes na parede celular de plantas em crescimento. Existem
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principalmente como dimeros que sdo ligados por ésteres de borato. Ja foram
isoladas de paredes celulares de monocotiledéneas. E o unico polissacarideo
contendo boro que isolado de fontes bioloégicas (ISHIl e MATSUNAGA, 1996).

Outro aspecto interessante dos complexos é a demanda por boro na
producdo de materiais industriais, por exemplo, vidros resistentes ao calor,
ceramicas finas e dopante para semicondutores. Por isso, ja foram investigados
varios tipos de adsorventes para boro. Resinas tém sido utilizadas para remover o
boro de efluentes industriais e cinzas de carvao, bem como para a sua determinagao
em diversos tipos de material biolégico ou geolégico e, também, para a separagao
de isotopos de boro por cromatografia de troca ibnica. Com a finalidade de
desenvolver novos grupamentos funcionais ligantes de boro bem como para
entender o mecanismo de interagcdo com resinas ja utilizadas para esse fim foram
desenvolvidos alguns estudos descritos a seguir.

YOSHIMURA et al. (1996), estudaram as resinas Dextran T-40 e géis de
Sephadex G com diferentes graus de ligagoes cruzadas em comparagdo com metil-
a-D-glucopiranosideo por RMN de "B e, concluiram que o borato & adsorvido pelos
géis de Sephadex, por complexac¢éo do borato com unidades glucopiranosidicas da
matriz do gel.

YOSHIMURA et al. (1998) estudaram a resina Amberlite IRA-743, que tem
como grupamento funcional a N-metilglucamina e concluiram, através de técnicas de
RMN de ''B e medidas de distribuigido, que o atomo de nitrogénio do grupamento
funcional ndo é coordenado com o boro. Mas observaram que a capacidade
tamponante dos grupamentos amina desempenha um importante papel na alta
adsorcéo do boro em uma ampla faixa de pH das solugdes aplicadas na resina.

SHAO et al. (2000) estudaram, por RMN de "Ba determinacao do coeficiente
de distribuicdo, o comportamento de adsor¢do do boro aos polissacarideos
trocadores de anions QAE-Sephadex e QA celulose. Os estudos de RMN de ''B
demonstraram que o borato se liga com as unidades glucopiranosidicas dos géis ao
invés de se ligar com os grupamentos funcionais trocadores de anions. A quantidade
de adsorgao também se mostrou dependente de pH, concentracido de boro e
presenca de eletrolitos.

Com relagao as xiloglucanas foi demonstrado que a mucilagem de sementes

de tamarindo (uma xiloglucana) na presenca de ions borato formava um gel fraco,
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mas as solugdes tornavam-se viscosas e elasticas (DEUEL e NEUKOM, 1949). Esse
efeito ja havia sido demonstrado anteriormente por GHOSE e KRISHNA (1946) que
relataram que uma solugao de xiloglucana tratada com pequenas quantidades de
tetraborato de sdédio e entdo agitada resultava em um gel semi-sélido (RAO e
SRIVASTAVA, 1973). SAVUR e SREENIVASAN (1948) descreveram o complexo
formado como um produto altamente viscoso e gelatinoso, que se assemelhava,
nesse aspecto, a goma tragacanto. Mas nao esta descrito na literatura nenhum

estudo que evidencie essa interagao por reologia.

1.3.Reologia

A palavra reologia & resultado da soma dos radicais “rhéo” e “logos” e
significaria a ciéncia do escoamento, uma vez que do grego “‘panta rhei” significa
“tudo flui”. Porém, o escoamento somente ocorre quando ha deformagéao, entdo a
expressao acima poderia ser traduzida como “tudo se deforma”. Em 1978, LENK
definiu reologia como o ramo da fisica que trata do mecanismo dos corpos
deformaveis. Varios autores definiram a palavra de diversas maneiras diferentes,
mas a mais completa e abrangente é a de VINOGRADOV e MALKIN (1980) dizendo
que a reologia é a ciéncia que se preocupa com a descricdo das propriedades
mecanicas dos varios materiais, sob varias condigées de deformagao, quando estes
exibem a capacidade de escoar e/ou acumular deformagodes reversiveis (NAVARRO,
1997).

Em alguns casos, a resposta do material a imposigao de um esforgo externo é
a unica propriedade confiavel para classifica-lo como sendo fluido ou sélido. Mas
nem sempre pode-se confiar nisso. LENK (1978) define um fluido como sendo um
corpo que se deforma irreversivelmente, como resultado do escoamento. Porém os
solidos plasticos e os metais escoam e sofrem deformagdes irreversiveis e
notadamente nao sao fluidos. O que distingue um sélido plastico de um fluido é que
o ultimo nao resiste ao seu proprio peso e seu escoamento &€ majoritariamente
viscoso na temperatura ambiente. Assim, a analise da relagao tensao:deformagao
nao basta para classificar reologicamente um material. Em primeiro lugar, deve-se
verificar a presenga de escoamento, se iSso nao ocorrer, 0 material com certeza é

um sélido, em segundo lugar deve-se observar se o escoamento €& viscoso ou
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plastico. E deve-se ressaltar que a recuperagdo espontdnea ou a deformacgao
reversivel, que antes s6 eram relacionadas com soélidos, ndo podem ser um
determinante do carater reolégico dos materiais, uma vez que, também, pode ser
apresentada por uma classe especial de fluidos chamados viscoelasticos
(NAVARRO, 1997).

Os fluidos viscoelasticos ndo obedecem nem o modelo dos liquidos
Newtonianos, onde o fluxo persiste por todo o tempo em que uma tensao é aplicada,
nem o modelo de sélidos de Hooke, onde a tensao de cisalhamento aplicada a uma
superficie resulta em uma deformagao instantédnea que uma vez alcangada, nenhum
movimento adicional &€ observado, mas o estado deformado persiste por tanto tempo
quanto a tensao é aplicada (BARNES et al., 1989).

O termo viscoelasticidade é usado para descrever comportamentos que estao
entre os extremos classicos de resposta elastica de Hooke e o comportamento
viscoso Newtoniano.

Tendo isso em vista, os conceitos de elasticidade e viscosidade precisam ser
qualificados desde que os materiais reais exibem uma ou outra propriedade, ou uma
combinagdo de ambas simultaneamente, como no caso dos sistemas viscoelasticos.

A propriedade dominante e os valores dos parametros dependem da tensao
aplicada e da duragdo de aplicagao dessa tensdo. Se for aplicada uma grande
variagdo de tensdo durante um grande intervalo de tempo ou frequéncia usando um
redbmetro, € possivel observar propriedades de liquidos em sélidos e propriedades
de sélidos em liquidos. A escala de tempo em reologia € obtida por meio do “numero

de Deborah” (De) que pode ser obtido pela férmula seguinte:

D.=1/T ,onde: t éotempo de relaxagiao do material

T é o tempo do experimento

O tempo 1 € infinito para um soélido elastico de Hooke e zero para um liquido
viscoso Newtoniano. Assim numeros de Deborah altos correspondem a um
comportamento solido e numeros baixos correspondem a um comportamento
liquido. Um material pode parecer soélido por possuir um tempo de relaxagdo
caracteristico muito longo, ou por causa do processo de deformacgéo utilizado no
estudo ser muito rapido (BARNES et al., 1989).
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Enquanto a reologia de polimeros fundidos € de enorme importancia na
industria de plasticos, as solu¢gdes de polimeros tém uma aplicabilidade muito mais
abrangente. Essas podem ser utilizadas em industrias alimenticeas, farmacéutica,
eletronica e de tintas, entre outras. Por isso a reologia dessas solugbes é tao
importante quanto a de polimeros fundidos (FERGUSON e KEMBLOWSKI, 1991).

Dentre os polimeros naturais, os polissacarideos além da capacidade de
modificar os meios aquosos por espessar, quelar, emulsificar, estabilizar,
encapsular, flocular, expandir e suspender, ou formar géis, filmes e membranas,
apresentam  caracteristicas como  biocompatibilidade, biodegradabilidade,
bioadesividade e ndo apresentam toxicidade (LAPASIN e PRICL, 1995).

Os polissacarideos podem apresentar aplicabilidade nas areas de alimentos,
médica e farmacéutica, industrias de adesivos, detergentes, implementos agricolas,
ceramica, cosméticos, ceras, explosivos, téxtil, de tintas e, também, na industria de
petroleo (LAPASIN e PRICL, 1995).

Alguns dos fatores que afetam as propriedades reologicas sdo comuns para
todos os sistemas poliméricos, outros sao peculiares aos polimeros de carboidratos.

Se for considerada primeiramente a escala molecular tem-se a cadeia
principal do polimero e suas caracteristicas correlatas como comprimento em
solugdo, formato, rigidez e eventual presenga de grupos ionizaveis que
desempenham um papel principal na determinagdo das caracteristicas reolégicas
dos sistemas. A maioria dos pardmetros moleculares estao correlacionados entre si,
e outros com fatores externos como, por exemplo, as caracteristicas do solvente.
Esse ultimo pode, por sua vez, exercer influéncia sobre a conformagao adotada pela
macromolécula no meio, bem como a capacidade de formar estruturas
supermoleculares. Em outras palavras, mudangas na forga idnica, natureza dos
contra-ions, temperatura ou outros parametros podem induzir a transi¢do
conformacional e modificar a resisténcia hidrodindmica da macromolécula ao fluido.
Também, se a concentragdo do polimero for suficientemente alta, as variagées
descritas anteriormente podem promover mudangas estruturais a nivel
supermolecular, modificando o comportamento reoldgico.

Um outro parametro importante no controle estrutural e, portanto, nas
propriedades reolégicas dos sistemas polissacaridicos &€ a concentragdo do

polimero. Em solugdes suficientemente diluidas, as interagées polimero-polimero
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tornam-se progressivamente menos significantes. Em tais regimes as diferencas
reolégicas originam-se essencialmente do volume hidrodindmico das
macromoléculas, o qual, por sua vez, esta intimamente associado a conformacgao
adotada pelas moléculas em solugao (LAPASIN e PRICL, 1995).

Quando uma macromolécula em solugdo é submetida a um fluxo laminar, a
uma velocidade de cisalhamento definida, suas diferentes partes, se movem a
diferentes velocidades, dependendo do fato de estarem em areas de fluxo rapido, ou
de fluxo comparativamente lento. Como resultado, a macromolécula esta sob a agao
de um par de forgas, as quais a fazem rodar no fluxo. Os movimentos translacionais
e rotacionais das macromoléculas causam fricgdo entre os seus segmentos e as
moléculas do solvente. A manifestagdo macroscépica desse fendmeno, &€ um
aumento da viscosidade da solugdo, quando comparada com a do solvente puro.
Esse aumento na viscosidade devido a rotagdo de macromoléculas individuais pode
ser estimado pela viscosidade intrinseca (TAGER, 1978), pois uma dilui¢ao infinita
representa uma 6tima condicdo de referéncia a qual se deve referir para avaliar a
contribuigdo individual que cada macromolécula sozinha proporciona as
propriedades reoldgicas da solugéo total (LAPASIN e PRICL, 1995).

Em regimes concentrados, todas as cadeias sdo circundadas por outras
cadeias, se ndo entrarem em contato umas com as outras; isso implica que todas as
possiveis configuragbes acessiveis a uma cadeia simples na sua flutuagdo
Browniana é reduzida em virtude de restrigcdes topoldgicas representadas pelas
outras moléculas de polimeros. Existem diversos modelos para explicar os
fenédmenos relacionados com solugdes concentradas de polimeros, que podem ser
mecanicos ou moleculares, sendo que os modelos mecanicos simples ou complexos
ndo representam completamente o comportamento viscoelastico dos polimeros
reais. Mesmo assim serviram de base para o desenvolvimento de determinadas
teorias moleculares que se apresentam mais complexas na descricdo das respostas
viscoelasticas desses materiais (NAVARRO, 1997), como a teoria da reptagao
proposta por de GENNES (1971) e a da inibigdo do fenébmeno da reptagao proposta
por LEIBLER et al. (1991).

Desde o seu surgimento, a idéia do movimento de reptagao, alcangou grande
popularidade entre o estudiosos de polimeros (FUJITA, 1990). Esse conceito foi
introduzido por de GENNES (1971) que discutiu os movimentos Brownnianos de
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uma cadeia livre movendo-se através de uma rede fixa (DOl e EDWARDS, 1986). A
teoria de de GENNES propdéem que as cadeias de polimeros se movimentam de
forma isolada, “serpenteando” através de um tubo imaginario inserido em uma matriz
formada pelas cadeias ou moléculas vizinhas. Esse modelo pode ser melhor
entendido pela observagao da Figura 4 e surgiu a partir da necessidade de se levar
em consideragao os varios constrangimentos impostos ao livre movimento de uma
cadeia ou molécula. Imaginando que a matriz citada acima seja representada por
pontos fixos que se tornam obstaculos impedindo o movimento de cada cadeia,
como mostrado na Figura 4, o modelo da reptagdao sugere que a cadeia em
movimento procura se livrar desses obstaculos produzindo um movimento
“serpenteante”. Dessa forma para ir de um ponto até o outro a cadeia gastaria mais
tempo do que se o seu deslocamento fosse em linha reta. Em termos gerais a
cadeia tem a sua mobilidade diminuida na medida em que aumentam os obstaculos,
o que explica o aumento da viscosidade com o aumento da massa molar, sobretudo

a partir da massa molar critica, Mc.

Figura 4 - Cadeia em movimento reptante através de obstaculos fixos (DOl e
EDWARDS, 1986).

Devido a complexidade dos calculos matematicos associados ao modelo, de
GENNES imaginou a cadeia forcada a se mover no interior de um tubo conforme
mostrado na Figura 5. Nesse caso o tempo maximo de relaxag¢ao da cadeia estaria
relacionado ao tempo necessario para que a mesma percorresse o tubo devido a

acao de uma tensao externa. Esta tens&o seria entdo totaimente relaxada quando a
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cadeia deixasse o tubo. Sendo assim, todo problema associado a essa teoria estaria
associado ao calculo do tempo de difusao da molécula através do tubo.

Através de calculos matematicos foi demonstrado que a viscosidade do
polimero esta associada nao ao comprimento da cadeia mas sim com o tubo
imaginario, o qual cresce a medida que aumenta o numero de obstaculos, ou seja, a
medida que a massa molar do polimero aumenta. Isso tudo representa um tempo
maior de residéncia da cadeia no interior do tubo e, conseqiientemente, um tempo
maior de relaxagao. Desta forma, a viscoelasticidade dos fluidos poliméricos estaria
associada intimamente, segundo de GENNES, ao surgimento de obstaculos ao livre
movimento das macromoléculas causadas por elas proprias e seus segmentos
(NAVARRO, 1997).

Figura 5 — Movimento de uma cadeia polimérica através de um tubo imaginario,
representado pelas linhas pontilhadas (DOl e EDWARDS, 1986).

No modelo de obstru¢do do fenémeno da reptagao introduzido por LEIBLER
et al. (1991) supéem-se que cada cadeia de polimero contém muitos sitios de
associagdo induzidos por pontes de hidrogénio, complexagdo com ions ou
cristalizagdo. As cadeias sao também entrelagadas umas com as outras e a difusao
somente & possivel ao longo da cadeia (LEIBLER et al., 1991; WIENTJES et al.,
2000).

Esse modelo considera a dindmica de redes temporarias, as quais tém pontos

de juncdo com energias de ligacao relativamente fracas, de tal forma que se
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quebram e se refazem frequentemente na escala de tempo dos experimentos. A
caracteristica que mais se destaca nessas redes reversiveis € o aumento do seu
comportamento viscoelastico, quando comparada com polimeros que nao possuem
esses sitios de associagdao. Esse aumento do comportamento viscoelastico é
demonstrado em um tempo de relaxamento mais longo (difusao lenta) (LEIBLER et
al., 1991).

Em solugbes concentradas de polimeros lineares nao modificados, o
movimento “serpenteante” da cadeia é devido a sua difusdo através do tubo, onde
ela esta contida. Quando ligagées cruzadas reversiveis estdo presentes, esta
difusdo é mais lenta, mas ainda continua acontecendo.

A Figura 6 ilustra um passo elementar de difusao da cadeia de um gel

reversivel, que explica o impedimento do fendmeno da reptagao.

Figura 6 - Representagao esquematica de um passo elementar da difusdo da cadeia
de um polimero. (A) Situagao inicial: A cadeia P tem um ponto de ligagao i com a
cadeia P4. (B) Situagao final: o ponto de ligagao i se desfaz e é criado um novo ponto
de ligagdo f com a cadeia P,. Durante essa troca, o centro de massa da secg¢ao cd
da cadeia P é deslocado ao acaso (LEIBLER et al., 1991).
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O ponto de ligagao i que forma uma ligagao cruzada entre as cadeias P e P
pode mover-se apenas dentro do tubo no qual esta confinado. Esse ponto de ligagao
i ndao permite a difusdo das partes livres da cadeia P entre os pontos de ligagdo c e
d. As secgdes da cadeia ci e id movem-se, fazendo seus centros de massa flutuarem
em torno de posigoes médias. Quando a ligagao cruzada do ponto de ligagao i se
desfaz, permite com que esse ponto de ligagdo livre se mova. O segmento cd pode
entdo mover-se até que um de dois eventos ocorra. O ponto de ligagdo i pode
ligar-se novamente com a cadeia P4, sendo que nesse caso ndo ocorre nenhuma
movimentagdo da rede, ou pode se associar com a cadeia P, e formar a ligagao
cruzada f (Figura 6 B). Durante esse passo elementar da ligagao cruzada i a ligagao
cruzada f, os centros de massa da cadeia P deslocam-se para uma nova posi¢ao
média e isso, corresponde ao movimento do centro de massa da cadeia P, ao longo
do tubo no qual esta confinada. Uma seqiiéncia de tais passos elementares ao
acaso resulta em uma difusdo “serpenteante” da cadeia P, que seria menos lenta
caso nao existissem tais pontos de ligagao.

Tendo como base os conhecimentos apresentados acima e reconhecendo a
importancia da caracterizagdo estrutural de polimeros de carboidratos, bem como o
entendimento de suas propriedades em solugao é proposto o presente trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1. Extrair e purificar uma galactoxiloglucana de sementes de Hymenaea courbaril
(jatoba);

2.2. Analisar a estrutura fina da galactoxiloglucana por analises de metilagdo e por

técnicas de RMN de *C e 'H, mono e bidimensionais:

2.3. Obter oligossacarideos da galactoxiloglucana por digestdo com endocelulase e
separa-los por HPAEC-PAD para verificar a composicdo e a proporgdo dos

principais oligossacarideos presentes na macromolécula;

2.4. Obter e caracterizar um derivado da galactoxiloglucana, obtido por oxidagao

especifica em C-6;

2.5. Analisar as caracteristicas fisico-quimicas de solugées de galactoxiloglucana
antes e ap6s aquecimento através de medidas de reologia, HPSEC-MALLS e

fluorescéncia;

2.6. Obter e analisar por reologia os complexos entre galactoxiloglucana e ions
borato, variando as concentragdes do ion, o pH do meio, a temperatura das analises

eaMy;

2.7. Analisar o complexo galactoxiloglucana-borato por RMN de ''B em comparagao

com um modelo de metil B-D-galactopiranosideo-borato;

2.8. Analisar os complexos galactoxiloglucana-borato, no estado sélido, por

termogravimetria em comparagao com a amostra nao complexada.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Fonte de polissacarideo

A galactoxiloglucana (a partir de agora denominada HXGRP) utilizada nesse
trabalho, foi obtida a partir dos cotilédones de sementes de Hymenaea courbaril,
conhecida popularmente no Brasil, como jatoba. As sementes foram coletadas no
campus da Universidade de Sao Paulo, de Ribeirdo Preto — SP, onde a espécie esta

catalogada em Herbario (SPFR), sob o numero 05312.

3.2. Extragao e purificacao

As sementes foram quebradas e depois fervidas em agua destilada por 15
minutos, em seguida foram descascadas, os seus cotilédones foram moidos e
submetidos a extragdo aquosa exaustiva, a 25°C. Ao extrato aquoso obtido, foi
adicionado cloreto de s6dio em quantidade suficiente para originar uma solugao 0,1
mol/l e dois volumes de etanol comercial. O precipitado, constituido pela HXGRP
bruta, foi separado e seco a 25°C.

O polissacarideo bruto foi solubilizado em agua destilada a uma concentragao
de 20 g/l e a essa solugdo foi acrescentada solugdo de Fehling (JONES e
STOODLEY, 1965). O material foi mantido sob refrigeragdo num periodo de 5 a 16
horas e, em seguida, o precipitado formado foi recolhido e descomplexado com
acido cloridrico 0,1 mol/l. A solugao resultante foram adicionados dois volumes de
etanol, o precipitado obtido foi separado e lavado varias vezes com etanol aquoso,
até a remocéao de todo o acido, separado e seco a 25°C.

Depois de seco, o material foi novamente solubilizado em agua destilada a
uma concentragdo de 5 g/l, centrifugado a 7000 rpm por 45 minutos e filtrado
sucessivamente por membranas (MILLIPORE) de éster de celulose com 3,0, 0,8 e
0,22 um de diametro de poro. A solugdao obtida foi evaporada até um volume

reduzido (~ 150 ml), tratada com dois volumes de etanol e seca a 25°C.
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3.3. Analises quimicas, fisico-quimicas e espectroscopicas do polissacarideo

3.3.1. Determinag¢éo das quantidades de agucar total, acido urénico e proteinas

A quantificagao de agucar total foi realizada pelo método do fenol-acido
sulfurico (DUBOIS et al., 1956), a de acido urénico pelo de BLUMENKRANTZ e
ASBOE-HANSEN (1973), a de proteinas pelo método de HARTREE (1972) e a de
umidade pelo método de ZOBEL e STEPHEN (1995). Como padrao, na dosagem de
agucar total, foi utilizada uma solugéo de glucose:xilose:galactose na propor¢do de
4:3:1, respectivamente. Nas dosagens de acido urénico e proteinas foram utilizados

padroes de acido galacturdnico e albumina bovina, respectivamente.

3.3.2. Determinacao da composi¢cao monossacaridica

A obtencdo dos alditéis acetato, para a analise por CG, foi realizada da
seguinte forma:

O polimero foi submetido a hidrélise acida total por um dos dois métodos
apresentados a seguir:

a) A amostra em pd, foi adicionado acido sulfurico 72% (m/v), em

banho de gelo, por 1 h. Decorrido esse tempo o acido foi diluido para 8%

(miv) e o sistema mantido a 100°C por mais 4 h (hidrolise de SAEMAN,

SAEMAN et al., 1954). Apds a hidrélise, o material foi neutralizado com

carbonato de bario e filtrado.

b) Ao material solubilizado em agua foi adicionado acido trifluoracético

(TFA) em uma quantidade tal que a solugao final resultasse em 2 mol/l. Esse

sistema foi mantido a 96°C, por 8 horas. Em seguida o TFA foi evaporado e a

amostra lavada varias vezes com agua destilada até a eliminagado do acido

(ADAMS, 1965).

Os monossacarideos resultantes da hidrélise foram reduzidos com
borohidreto de sédio a 25°C por 16 h. A reacgao foi neutralizada com resina de troca
idnica (forma H*) e, em seguida, o material foi filtrado, evaporado até a secura,
lavado varias vezes com metanol e evaporado novamente. O produto reduzido foi
acetilado com uma mistura de piridina:anidrido acético 1:1 (v/v) a temperatura
ambiente, por 16 h. A reagao foi interrompida pela adi¢do de gelo, os alditdis acetato
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foram extraidos com cloroformio e lavados varias vezes com sulfato de cobre a 5%
(SAWADEKER et al., 1965).

A cromatografia gasosa (CG) foi realizada em um cromatégrafo HEWLETT
PACKARD, modelo 5890 A, série I, utilizando uma coluna DB-225 J & B Scientific
(0,25 mm d.i. x 30 m) utilizando nitrogénio como gas de arraste e um detector d<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>