ADRIANO GONCALVES VIANA

CARACTERIZAGAO QUIMICA DE POLISSACARIDEOS NEUTROS E
SULFATADOS ISOLADOS DE ALGAS VERMELHAS E CINETICA QUIMICA
DA REAGAO DE CICLIZAGAO EM GALACTANAS SULFADAS.

Tese apresentada ao Curso de Poés-
Graduagcdo em Bioquimica e Biologia
Molecular, Setor de Ciéncias Biolégicas,
Universidade Federal do Parana, como
requisito parcial para obtencao do titulo de
Doutorem Ciéncias.

Orientador: Prof. Dr. Miguel Daniel Noseda

Co-orientadora: Prof.2 Dr.2 Maria Eugénia
Duarte Noseda

CURITIBA
2005



ADRIANO GONCALVES VIANA

ESTRUTURA QUIMICA DE POLISSACARIDEOS NEUTROS E
SULFATADOS ISOLADOS DE ALGAS VERMELAS E CINETICA
QUIMICA DA REACAO DE CICLIZACAO EM GALACTANAS
SULFATADAS

Tese aprovada como requisito parcial para a obtengdo do grau de Doutor no
Programa de Pos-Graduagio em Ciéncias — Bioquimica, Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular, Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal do Parana, pela seguinte banca examinadora.

Frgartd [Jores
Prof. Dt Miguel Daniel Noseda (Orientador),

Depto. de Bioquimica e Biologia Molecular - UFPR

/ .
M Lo ’1 ZC ~
Prof® Dr® Selma %a}l%adzﬁ%aﬁ@fo
Depto. de Bioquimica e Blologla Molecular - UFPR

,. RN
/b,(/bc,\‘,—yyco /2(4(,&4(—: / ’:jé-/\\
Prof* Dr® Eliana Beleski Borba Carneiro
Depar)tamento de Quimica — UEPG
) N

Ry ski Delgobo

ento d .?ﬁses Clinicas — UFSC
| P AN .
Prof. Dr. Alberto Saut €775

Departamento de Quimica Organica — Universidade Buenos Aires, Argentina

Pro
Dep

Cunitiba, 28 de fevereiro de 2005.



Dedico esta tese a minha Méae, ao meus
irméos Cris e Luis e ao meu sobrinho Jodo

Luis.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Miguel D. Noseda e a Prof®. Ma. Eugénia D. Noseda, pela
orientagao, ensinamentos e pela amizade oferecida durante todos estes longos
anos de convivéncia (estagio, monitoria, iniciagdo cientifica, mestrado e
doutorado), muito obrigado.

Ao Prof. Marcelo lacomini e a Prof®. Selma F. Z. Baggio, por terem aceito
prontamente o convite para integrarem a banca interna examinadora deste
tese.

Ao Prof. Cerezo, pela presenga marcante e incentivadora na banca, com

certeza uma “personalidade” no mundo cientifico em quem se espelhar.

A Prof°. Eliana B. B. Carneiro, que me acompanhou em todos os meus
passos (monografia, mestrado e doutorado), sempre muito critica e

incentivadora, obrigado por suas valiosas sugestoes e pela amizade.

A Prof. Cirene Delgobo, pela disponibilidade e pela valiosa corregao da

tese, muito obrigado.

As Prof*. Nair S. Yokoya e Silvia M. P. B. Guimaraes do Instituto de
Botanica do estado de Sao Paulo e ao Prof. José Marcos de C. Nunes da UFBA
pela coleta e identificagao de algumas das algas marinhas estudadas neste
trabalho.

A Rosiane, mais que uma companheira de laboratério, mais que uma
grande amiga, um modelo de carater, respeito, competéncia e
profissionalismo. Vocé é e sempre sera uma fonte de inspiragdo para todos

aqueles que tiverem a sorte, que eu tive, de tela ao lado. Te adoro!!!



Ao meu amliligo Rodrigo Vassoler (o Vassa), por nossa amizade que se
consolidou nestes ultimos anos, pelo companheirismo, pelas farras, pelos

longos papos de cantina e boteco, e por nao deixar que nenhuma “pedra” se
colocasse no nosso caminho. Valeu caral!!!

Ao Alan, por nossa amizade, pelas bebedeiras, caronas, festas,
academias, ensinamentos, “Dragon Mega |”, longos papos, praias e por que
nao, pelas nossas brigas. Valeu garoto!!!

A Fernanda, pela amizade e pelos bons momentos, muito obrigado por

tudo, vocé sempre estara no meu coragao e nas minhas lembrangas.

A Paula, pela nossa amizade, companheirismo, conversas, risadas e

caronas. Vocé é uma grande amiga, te adoro!!!

Ao Diogo, ao Marco, a Luciana e ao Sérgio pela nossa amizade, pela
solidariedade, pelos ensinamentos e pelas trocas de experiéncias, mas

principalmente pelas boas risadas que deixavam o dia a dia muito divertido.

A Lilian, ao Luciano e a Carol, pelas festas da época da faculdade e
pelas mais recentes, pelas viagens, pelo “Dragon Mega I” e principalmente

pela nossa amizade ja antiga e com certeza ainda mais duradoura, valeu

Ao Leonardo, a Giovana, 3 Rose Adele, ao Helisson, "a Lys, a Juliana
Ramos, ao Humberto e ao Stefan pela nossa amizade, pelas festas,
brincadeiras, companheirismo e pela sempre divertida convivéncia, muito

obrigado vocés sao D+!!!



Ao Guilherme e a Elaine “the crazy”, por nossa amizade e risadas, mas
principalmente pelos conselhos, ensinamentos, disponibilidade e por me

transmitirem suas experiéncias, sempre de muita valia, obrigado.

A Ana Helena, a Carol M., ao Rodrigo Reis, ao Ricardo W., ao Thales, a
Ana Paula e a Andréia pela amizade, companheirismo, boa convivéncia e pelo
intensivo intercambio de reagentes!!!

A Angela e a Michele pelas nossas aventuras, desventuras e atividades
extra-universidade. Para um bom divertimento nada melhor que essa dupla

dinamica!!!! Muito obrigado pela amizade e pela presenga constante.

A Caxambu, cidade que nos acolheu muitas vezes e palco de muitas
histérias que renderam muitas cervejas e muitas gargalhadas. Também a

cidade natal do terrivel ‘Dragon Mega II’, o bicho de nove cabegas.

A Andréia (de novo!!!), Rosane e Lauro pelas analises de GPC, GC e GC-
MS, obrigado.

Aos demais colegas do departamento de Bioquimica que de uma forma

ou de outra contribuiram nesta tese.

A D. Marilza, aos funcionarios do departamento e as bibliotecarias, pela
colaboragao, obrigado.



SUMARIO

LISTADE FIGURAS. ...ttt sssestessne st esssssssessetsnsnsssanenne v
LISTADE TABELAS ...ttt tsees et e e eenene s e nesene ix
LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS.........oo et eeeeeeerseesesneeens xii
RESUMO.........e ettt tessse s e st st s ssens e e semessesm e s sasaseasanenes XV
ABSTRACT ...t ss s sbe et srs et s e m s s s e e e s sanann Xvi
1. INTRODUGAO . ...ttt eeeseeeeeeeseesteseeseseeesesssseseaseasessessssseassessessaseans 1
1.1. ALGAS: ASPECTOS GERAIS........c.coueurrerrerecccnstrsssssssssessssssssssssssssesssans 1
1.2. CLASSIFICAGAO DAS ALGAS.........coueerrerrercceeesssesssssssssoneas eeeeeeeeenenes 2
1.2.1. A DIVISAO RHODOPHYTA......ccooverretrreeisnessssessesssssssssssssesssessnsasssesenis 2
1.3. APAREDE CELULAR........couieiititcnciereresenssssssssssesstsssssssnsessansassssasssasssns 4
1.4. AS GALACTANAS SULFATADAS..........cecevererrtrereteeercssssssssssssssssssessssssans 5
1.4.1. A CLASSIFICAGAO DAS CARRAGENANAS...........coemreerererrerencersnnens 7
1.4.2. A CLASSIFICAGAO DAS AGARANAS.........ceecrctinsrsnerenesssesessssasnssens 11
1.5. XILANAS . c....eceveitrecsesscssssesssssesssssesssssssssessasassssssssssssnssssssesssssessnsssssssssnnnes 14
1.6. MANANAS E XILOMANANAS..........orerererereresrseeresesssssssssssssessssssssenssesssssnes 16
1.7. TRATAMENTO ALCALINO E REAGAO DE CICLIZAGAO........cccceeerereeennas 17
1.8. MECANISMO DE FORMAGAO DE GEIS........ccorereeererrnenseeesesessssessesssaens 22
1.9. OBTENGAO DE OLIGOSSACARIDEOS ATRAVES DE HIDROLISE

REDUTIVA PARCIAL.....c.cviueuitiriseicsessssssssessssssssesssessssesssssssssssessnsssnssnsssnssessases 23
2. OBUETIVOS ...ttt s cseesssee s s ssses st s ssesssesesnese s sanmmne s eesansesnsssns 27
2.1. OBJETIVOS GERAIS......ceeuctreecriresesessscessessesssssssssssssssssessssssssansssssssssssssans 27
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS......ccoetrerueeierereseresesesstsasssesssssensssssassssssssassssenss 27
3. MATERIAIS E METODOS.......ooeeeeeeeeeeeeeeseesseseesssssesessesssssssesassassssans 28
3.4, MATERIAL......cevenicerreetseesescsesssesssssssessessssssessessssssassssssansssssensssssensassssaeas 28
3.1.1. POSICIONAMENTO SISTEMATICO DAS ESPECIES ESTUDADAS...... 29
3.2. EXTRAGAO DOS POLISSACARIDEOS.......ccovertremrerernseeseresssesesssseasassensans 31
3.3. OBTENGAO DOS POLISSACARIDEOS NEUTROS E SULFATADOS

(PRECIPITAGAO COM CETAVLON)......ouetiereecrnrercnssscsseesiasasiessssssssasssasasssssens 31
3.4. PRECIPITAGAO COM KCL......cccoteremreerereereseeeseesesesesesesasssssssssasnssssseass 32



3.5. METODOS ANALITICOS GERAIS.......c.cevvemreeeeeeereeeseseesssesessesessesssessssssssens
3.5.1. DOSAGEM DE AGUCAR TOTAL......c.iveiirirrereereeeeseneeseesessesesensessassens
3.5.2. DETERMINAGAO DO TEOR DE GRUPOS SULFATO
3.5.3. DOSAGEM DE PROTEINAS........cocoueueuirceeicnrsets e ssscsseseseesasesesssseseseenens
3.5.4. DOSAGEM DO TEOR DE 3,6-ANIDROGALACTOSE
3.5.5. DETERMINAGAO DO TEOR DE CINZAS........cccourureemrreerereesencersessesasaens
3.5.6. DOSAGEM DE AGUCARES REDUTORES

--------------------------------------------------------------------------------------------

3.7. MODIFICAGAO QUIMICA DOS POLISSACARIDEOS.......cccocceeemreererenenes
3.7.1. DESSULFATAGAO DOS POLISSACARIDEOS.........coocerurrcerrrnserenssenns
3.7.2. DEGRADAGAO CONTROLADA DE SMITH.......cocvueimrnerrensnencncncsesncsenssnnne
3.7.3. TRATAMENTO ALCALINO........ccccoeererererircnesenssssesssssssssssssssssssssssssasens
3.7.3.1. METODO PREPARATIVO......cooeuerererrcrrncscscsnsensnesessesssssssssessssssessaens
3.7.3.2. METODO ANALITICO......ccooerereererenererersressesssseesssssesesssssssssssssssasssssensssnes
3.7.4. HIDROLISE REDUTIVA ACIDA PARCIAL - OBTENGAO DE
OLIGOSSACARIDEOS.........coceemerreeerrreresssssssssssssssssssssassssseesensssssssssssssssssnsssnns
3.8. ANALISE DE METILAGAO.......ccoeeirereermriserserserssesssssssessesenssssssssssssssssssanes
3.9. METODOS CROMATOGRAFICOS.........cccovurrrrrrreerrreraeeneseeeesessssssssssssssssens
3.9.1. CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM DEAE-SEPHACEL ...........
3.9.2. CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM DEAE-SEPHAROSE

3.9.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDO-GASOSA (CG)......euerrevermerneesrnssssesssessenss
3.9.4. CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSA (CG-EM)....mromrreereieesesssssssssssssssssssssssssssssssssessasssessasssasessssssssmssssasssssass
3.9.5. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA DE ALTA PRESSAO
(HPSEC) ACOPLADA A DETECTOR DE INDICE DE REFRAGAO
DIFERENCIAL E ESPALHAMENTO DE LUZ EM MULTIANGULOS
(MALLS)..ovrevenneeeereessesssssssssssssessssasesssssasessssasesssssssssssasssssnssasssssessessassessssssssssssass

37
37
38
38

38
39

39



3.10. METODOS ESPECTROSCOPICOS.......cocueeeeeeeeeeeeeeseeeserssesssssssasassssessenns 40
3.10.1. ANALISES DE INFRAVERMELHO.........crueeuteeeeecemeeneeeseeeeseseeesesseseesens 40
3.10.2. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR.........ccouuemteeeeeeeseeereeesnanasasens 41
3.10.2.1. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE CARBONO-13
(RMN=BC) et et sesrssssee s esse et s e saee e e e seess s en anesnssnsasss s s asassasensemsens 41
3.10.2.2. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTON
(RMN = TH).c.ceeeeereetescssscssse s ssasssssssssssssaese et ses et ssemssnsssssesssenssssssnasasssssnsens 41
3.10.2.3. HMQC (HETERONUCLEAR  MULTIPLE  QUANTUM
CORRELATION SPECTROSCOPY)......cveuereererreressserenssesssssssssssssssssssssssssssans 41
3.11. ESTUDO CINETICO DA REAGAO DE CICLIZAGAO.......cocorvererrereereersenas 42
4. RESULTADOS E DISCUSSAO.........oieeeeeeeeeeeeeeeeeeesesseseeseasessesseesenne 43
4.1. CARACTERIZAGAO QUIMICA DOS POLISSACARIDEOS NEUTROS E
SULFATADOS ISOLADOS DE ALGAS VERMELHAS..........ccoeeecreeennrcncncnennn. 43
41.1. ESTRUTURA DAS XILANAS PRESENTES NAS FRAGOES
SOLUVEIS.....cuieriuereneieneeeesesesesssesssssesssesessesesssssessestssssssssssssssssessssessssssssanssssaen 49
4.1.2. ESTRUTURAS DAS XILOMANANAS SULFATADAS PRESENTES
NAS FRAGOES PRECIPITADAS COM CETAVLON..........ccecrvereererereenrerncassens 66

4.2, CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL E ESTUDO DA CINETICA
QUIMICA DA REAGAO DE CICLIZAGAO EM GALACTANAS SULFATADAS

ISOLADAS DE ALGAS VERMELHAS.........ccocmmeuruirernnreerssesssesessssssesssasasssssens 93
4.2.1. EXTRAGAO DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS.........ccoceeeeenrenne 94
4.2.1.1. DETERMINAGAO DA ESTRUTURA QUIMICA DE ECW.........cccceeenne 97
4.2.1.2. DETERMINAGAO DA ESTRUTURA QUIMICA DE F1 E F2.................. 108
4.2.2. ESTUDO CINETICO DA REAGAO DE CICLIZAGAO NOS

POLISSACARIDEOS ECW E FS2......coeveeereineneneeseesssessssssssessssnesssssssssssssssssssses 119
4.2.2.1. OBTENGAO E CARACTERIZAGAO DOS OLIGISSACARIDEOS DE

F252..eueeeeeeeeeeseseseeseasasatesasesessssssssssssesesassssssstasessssssnssnssssassatssenssssssanssasessentans 126
42.22. ESTUDO CINETICO DA REAGAO DE CICLIZAGAO NOS

OLIGOSSACARIDEOS F-C E F-D....cveeeereererneeerenssnssssensssessasessassesessesensssssssans 136
5.0. CONCLUSOES.......ooeeeeeceestcrsnessssssssssesssssssssssssssssssssasssssssasessassssenes 141
6.0. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ooooeeereemrrerareessensssesseeeaseees 143



ANEXOS



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - ESTRUTURA IDEAL REPETITIVA APRESENTADA PELAS
CARRAGENANAS

FIGURA 4 - ESTRUTURA DAS XILANAS ESTRUTURAIS (A E B) E
SOLUVEIS (C) ISOLADAS DE ALGAS VERMELHAS...........eeeeereeessseesseeseeeseens
FIGURA 5 - ESTRUTURA DAS MANANAS, XILOMANANAS E
GALACTOXILOMANANAS ISOLADAS DE ALGAS VERMELHAS....................
FIGURA 6 - REAGAO DE CICLIZAGAO EM AGARANAS (A) E
CARRAGENANAS (B).....cueeeueeseereeeressiessesssessessssessesesesssssessesessessessesssnssessensees
FIGURA 7 - INTERAGAO ENTRE O GRUPO SULFATO EM C-2 DA B-D-
GALACTOSE COM A HIDROXILA LIVRE EM C-3 DA o-L-GALACTOSE EM
LAMBDA-CARRAGENANA (CIANCIA ET AL., 1993)......eumeeurermreeereeeeseesessssenne
FIGURA 8 - INTERAGAO ENTRE O GRUPO SULFATO EM C-4 DA B-D-
GALACTOSE COM OS GRUPOS SULFATO EM C-2 (A) E C-6 (B) DA o-L-
GALACTOSE EM MU/NU-CARRAGENANAS (NOSEDA; CEREZO,

FIGURA 9 - PRODUTOS DE HIDROLISE REDUTIVA PARCIAL OBTIDOS A
PARTIR DA AGAROSE (A) E DA KAPPA-CARRAGENANA (B) CONTENDO
3,6-ANIDROGALACTOSE (USOV, 1998)......cccttiiiiiiiiiiicnnernnrniensnesssssscsssesssnsees
FIGURA 10 - ALGAS VERMELHAS G. marginata (A), G. obtusata (B), T.
cylindrica (C), T. fragilis (D), S. halliae (E), P. palmata (F), E. denticulatum
(G) E F. Iumbricalis (H)....ccccuuueemiiiiiiiiiiiiininsnsiiseesinecniissssssssssnssssssnssssessssenns

FIGURA 11 - FLUXOGRAMA DE EXTRAGAO DOS POLISSACARIDEOS
DAS ALGAS Galaxaura marginata, G. obtusata, Tricleocarpa cylindrica, T.
fragilis, Scinaia halliae E Palmaria palmata.................cccemvecericiiinicsnncinicenaes

FIGURA 12 - TEOR DE CINZAS DE FRAGMENTOS DA ALGA E DO
RESIDUO FINAL APOS EXTRAGAO AQUOSA DA ALGA Tricleocarpa

7 Lo 1] P PP

11
13

15

17

18

20

21

26

30

44



FIGURA 13 - ESPECTROS DE RMN DE C' DAS XILANAS CONSTITUINTES
DAS FRAGOES SOLUVEIS GMs (A), GOs (B), TCs (C), TFs (D), SHs (E) e
FIGURA 14 — PADRAO DE SUBSTITUIGAO DA XILANA GMs (A) E SEU
ESPECTRO DE RMN DE C"3 (B). .uouiieeeeeeeeiiceeeesteeeee e seesssessesesesssnssssasesesans
FIGURA 15 - ESPECTROS DE RMN DE H' DAS XILANAS CONSTITUINTES
DAS FRAGOES SOLUVEIS GMs (A), GOs (B), TCs (C), TFs (D), SHs (E) E
FIGURA 16 — PADRAO DE SUBSTITUIGAO DA XILANA GMs (A) E SEU
ESPECTRO DE RMN DE H' (B)....ccovreuiceieeseseesssssssseeseesensssessssssssssssssssasesens

FIGURA 17 - ESPECTRO DE CORRELAGAO HMQC (C'*/H') DA FRAGAO

FIGURA 18 - ESPECTROS DE FT-IR DAS FRAGOES TFS E GOS ANTES (A)
E APOS METILAGAOD (B)....ocuceerereereeeeressenssnsesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssnes
FIGURA 19 -  UNIDADES PARCIALMENTE METILADAS
OBTIDAS A PARTIR DAS XILANAS CONSTITUINTES DAS
FRAGOES SOLUVEIS.......ccoieireencecicresssrescsesssssessssssesssssssssssssssssesssssessassssssnns
FIGURA 20 - CROMATOGRAMA DE HPSEC-MALLS DAS FRAGOES GMP

(A) E TFP (B).eurveeemreensesseseseeessesessesssssessesssseessessseessesasesesesessseasensensesssssensenssesnn
FIGURA 21 - ESPECTROS DE RMN DE C'™* DAS XILOMANANAS
CONSTITUINTES DAS FRAGOES GMp (A) e
TP (B)erreeeeeeererseeeseemssenseessensseessessesseesseeemsesssersesseneessssessesesemsesasseseessassssssassassssans
FIGURA 22 - CROMATOGRAMA DE HPSEC-MALLS DAS FRAGOES GMp-
B (A), TFP-B (B) E TFP-C (C)eurrrumreeerrmrsemssessessessesmssssssssssessssssssssssssesssssssssssssssens

FIGURA 23 - ESPECTROS DE RMN DE C" DAS XILOMANANAS
CONSTITUINTES DAS SUB-FRAGOES GMp-B (A), TFp-B (B)
E TFP-C (C)luvurerrerrereresessssssssssesssssssssssssssssssssesssssessssssssssssssssssssssssssnsasssssssesassas
FIGURA 24 - ESPECTROS DE RMN DE C' DAS FRAGOES GMp-B (A),
GMp-Bds (B), TFP-C (C) E TFP-CAS (D)..oeerrereerrereeareseserseescsssasssssassesesssseseses
FIGURA 25 - ESPECTROS DE RMN DE C' DAS FRAGOES TFp-B (A) E
TEP-BDS (B)..ovurerereresersararsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssstussassssasasassssssssassssssssssassssess
FIGURA 26 - UNIDADES MONOSSACARIDICAS PRESENTES NAS

Vi

51

52

55

56

58

61

63

67

68

72

74

78

79



XILOMANANAS DAS FRAGOES GMp-B, TFp-B E TFp-C, NATIVAS E
DESSULFATADAS E  SEUS  DERIVADOS  PARCIALMENTE
METILADOS.........ocemrereessensssessssssesssssssenssessessssesessseseesensesesssessseesssessessessmeeees
FIGURA 27 - ESPECTROS DE RMN DE C'* DAS XILOMANANAS
CORRESPONDENTES AS FRAGOES TFp (A), TFp-S (B) E TFp-Sds

FIGURA 29 - ESTRUTURA APRESENTADA PELA MANANA
CONSTITUINTE DA FRAGAO TFp-S (A) E DA XILOMANANA
CONSTITUINTE DAS FRAGOES GMP E TFP (B)..ovvucucereerrieccsrsresessssnsnessessenes
FIGURA 30 - FLUXOGRAMA DE EXTRAGAO DOS POLISSACARIDEOS
DAS ALGAS Eucheuma denticulatum E Furcellaria lumbricalis....................
FIGURA 31 - ESTRUTURA QUIMICA (A) E ESPECTROS DE RMN* DE H' (B)
E C'* (C) DA CARRAGENANA CONSTITUINTE DA FRAGAO ECW.................
FIGURA 32 - ESTRUTURA QUIMICA (A) E ESPECTROS DE RMN*
DE H' (B) E C"® (C) DA CARRAGENANA CONSTITUINTE DA
FRAGAO ECWTAL.....cceeereemeeneraessesessssessassesssassasssssssssssssssssassssssssssssssessenssssesnssssns
FIGURA 33 - PERFIL CROMATOGRAFICO APRESENTADO PELAS
FRAGOES ECW (A) E ECWTA (B) MEDIANTE ANALISE POR
HPSEC-MALLS.......cooeietercerererenssesssssesesesesessssssssesssssssssssessssssssssssssesessasssssssassesaess
FIGURA 34 - UNIDADES MONOSSACARIDICAS PARCIALMENTE
METILADAS OBTIDAS A PARTIR DAS FRAGOES ECW (NU/IOTA-
CARRAGENANA) E ECWTA (IOTA-CARRAGENANA)........cccoovueeeeeerreeerensenesanes
FIGURA 35 - UNIDADES MONOSSACARIDICAS NAO USUAIS PRESENTES
NOS POLISSACARIDEOS DAS FRAGOES ECW  (NU/IOTA-
CARRAGENANA) E ECWTA (IOTA-CARRAGENANA).........cccourereeeenrnseseneene
FIGURA 36 - ESPECTRO DE FT-IR DAS FRAGOES ECW E ECWTA...............
FIGURA 37 - ESPECTROS DE RMN DE C'* OBTIDOS A PARTIR DAS
CARRAGENANAS CONSTITUINTES DAS FRAGOES F1 (1) E F2 (2)..cccccueue..
FIGURA 38 — CROMATOGRAMA DE HPSEC-MALLS APRESENTADO
PELAS FRAGOES FS2 (A) E F2S2 (B)...cccuecurreurereeecsensseesesssensesesusssessssssssses

vii

84

88

89

92

95

98

101

102

105

106

107

110



FIGURA 39 - ESPECTROS DE RMN DE C'* OBTIDOS A PARTIR DAS
FRAGOES FS2 (1) E F2S2 (2)....covuriucreneecnsccsssssesssssssssessseseseesessseseseessssssesseens
FIGURA 40 - ESTRUTURA APRESENTADA PELA MU/KAPPA- (A) E
BETA/GAMMA-CARRAGENANA (B)........ccoemerruerimieesisesaserassssssseesssesessesssssessens
FIGURA 41 - ESPECTROS DE RMN DE C'** OBTIDOS A PARTIR DAS
FRAGOES FS2 (1) E FS2TA (2). wvuiuieeeereerirssssseseeesseesessessssesesessssesssesssssesessnes
FIGURA 42 - TRATAMENTO ALCALINO DAS FRAGOES ESTUDADAS
ECW (A) E FS2 (B).ucovreeereeurerenresssnssinssssssssessssssssssssssssssssassssessssssssssssassessssssssesasses
FIGURA 43 - DETERMINAGAO DA VELOCIDADE DA REAGAO DE
CICLIZAGAO PARA A NU-CARRAGENANA (ECW) A DIFERENTES
TEMPERATURAS.......coorttieeceescntcsesessesssssssssessssssssssssssssasassssassssssassessesssssasans
FIGURA 44 - DETERMINAGAO DA VELOCIDADE DA REAGAO DE
CICLIZAGAO PARA A MU/GAMMA-CARRAGENANA (FS2) A DIFERENTES
TEMPERATURAS......ccoucerinceseresssssesssessssessssssssssssssssesssssssssssassssssasassssssssssssesnes
FIGURA 45 - ESPECTROS DE RMN DE C'* DA FRAGAO F2S2HP..................
FIGURA 46 - ESPECTRO DE RMN DE C'* DA FRAGAO FA........ccoverreveenernnns
FIGURA 47 - ESPECTROS DE RMN DE C'® DAS SUB-FRAGOES FB, FC,

FIGURA 48 — ESPECTROS DE RMN DE C'* DAS SUB-FRAGOES FC-TA,
FD-TA E FE-TA....otiietreeertriinesesssssssssssssssssssssssessssesessesesasssssnsasessssnsssnsnssssessnssanes
FIGURA 49 - INTEGRAGAO DOS CARBONOS ANOMERICOS DAS
UNIDADES DE 3,6-ANIDRO-0-D-GALACTOPIRANOSE PERTENCENTES A
KAPPA- E A BETA-CARRAGENANA EM FC-TA (A), FD-TA (B) E FE-TA

FIGURA 50 — TRATAMENTO ALCALINO NAS CARRAGENANAS DAS
FRAGOES FC E FD, SOB DIFERENTES TEMPERATURAS........ccccoeimunensisseninns
FIGURA 51 - DETERMINAGAO DA VELOCIDADE DA REAGAO DE
CICLIZAGAO NAS CARRAGENANAS DAS FRAGOES FS2, FC E
FD A 70 PCrereeeeeeeeeeccsscassssssassessesessesesessesassnsesssasesesssssasassas st nasssssssssssensanessssssens

viii

114

115

117

120

121

122
129
130

133

135

136

137



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — CLASSIFICAGAO DAS CARRAGENANAS DE ACORDO COM
A DISTRIBUICAO DOS GRUPOS SULFATO NA UNIDADE A (MODIFICADA
DE KNUTSEN ET AL., 1994).......cuooueeeriererererresessssesesssasssessssssnsessesssssssessassssees
TABELA 2 - CARACTERISTICAS DAS FRAGOES NEUTRAS (S)
E SULFATADAS (P) OBTIDAS APOS TRATAMENTO COM
CETAVLON......cectrecessaessetessstsssseessesssesseasesseessssesssetesassasesseasesssseseeasseseassnes
TABELA 3 - COMPOSIGAO MONOSSACARIDICA DAS FRAGOES
NEUTRAS (S) E SULFATADAS (P) OBTIDAS MEDIANTE TRATAMENTO
o0 ] W o3 =3 -\ ¥/ I o N OO
TABELA 4 -~ ASSINALAMENTOS QUIMICOS ATRIBUIDOS AOS
CARBONOS DAS UNIDADES DE B-D-XILOPIRANOSE CONSTITUINTES
DAS XILANAS MISTAS (FRAGOES SOLUVEIS)......ccceueurrerrrmrerrrcssssesesesssesns
TABELA 5 — ASSINALAMENTOS QUIMICOS ATRIBUIDOS AOS PROTONS
DAS UNIDADES DE B-D-XILOPIRANOSE CONSTITUINTES DAS XILANAS
MISTAS (FRAGOES SOLUVEIS)......ccuucceerierieeereeesresisessseesssssssssesssssssssssssaseses
TABELA 6 - ANALISE DE METILAGAO, RAZAO ENTRE AS LIGAGOES,
GRAU DE POLIMERIZAGAO (DP) E MASSA MOLECULAR DETERMINADA
PARA AS FRAGOES SOLUVEIS......ccococeircrenneerersseessessesssssssssssssesssssssssssassens
TABELA 7 - COMPOSIGAO MONOSSACARIDICA DAS FRAGOES GMp E

TABELA 8 — ASSINALAMENTOS QUIMICOS DE RMN DE C DAS
FRAGOES NATIVAS GMP E TFP...cccvereerreinceenrarinsesessessssssssssessssssssssssssssassssnnns
TABELA 9 - RENDIMENTO, TEOR DE GRUPOS SULFATO E PROTEINAS
DAS SUB-FRAGOES OBTIDAS A PARTIR DE TFp E GMp MEDIANTE
CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM DEAE-SEPHACEL...........ccccc.......
TABELA 10 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS SUB-FRAGOES
OBTIDAS A PARTIR DE TFp E GMp MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE
TROCA IONICA EM DEAE-SEPHACEL........covteeureeeeresnsesnsesssssessssessssesssssessens
TABELA 11 - ASSINALAMENTOS QUIMICOS DE RMN DE C'** DAS

10

45

45

53

59

62

66

70

70

(4



FRAGOES SUB-FRAGOES GMpP-B, TFP-B E TFP-C...oeeveeeeeeeeeeeereeeeeeveeessessenens
TABELA 12 - CARACTERISTICAS DAS SUB-FRAGOES GMp-B, TFp-B E
TFp-C ANTES E APOS DESSULFATAGAO SOLVOLITICA.....ceeuemeeemeeereeennnne
TABELA 13 - ASSINALAMENTOS QUIMICOS DE RMN DE C'** DAS
FRAGOES DESSULFATADAS GMp-Bds, TFp-Bds E TFp-CdS........ceeevevecncnn..
TABELA 14 - ANALISE DE METILAGAO DAS FRAGOES GMp-B, TFp-B E
TABELA 15 - RENDIMENTO, TEOR DE SULFATO E COMPOSIGAO
MONOSSACARIDICA DAS FRAGOES OBTIDAS A PARTIR DE TFP
MEDIANTE DEGRADAGAO CONTROLADA DE SMITH (TFp-S) E
DESSULFATAGAO SOLVOLITICA (TFP-SAS)....ccceueriririnrcreecrrmsnseseeressssssanes
TABELA 16 - ASSINALAMENTOS QUIMICOS DE RMN DE C'** DAS
FRAGOES TFP, TFP-S E TFP-SAS....ccoriiicereirneecernsecetesesssessssssesssessesssesssssssens
TABELA 17 - ANALISE DE METILAGAO DAS FRAGOES TFp-S
[ 8 o o T o [OOSR
TABELA 18 - RENDIMENTO, ANALISES E COMPOSIGAO
MONOSSACARIDICA DAS FRAGOES ECW, F1 E F2.....cccocvrverereenecnereseserennns
TABELA 19 - ASSINALAMENTOS QUIMICOS DE RMN DE C" DAS
FRACOES ECW (NU/IOTA-CARRAGENANA) E ECWTA (IOTA-
CARRAGENANA)........oouiuiireeirersesenesessesssesessssssesssssssssssssssansssssesssssssssssassnsssessns
TABELA 20 - RENDIMENTO, ANALISES E COMPOSIGAO
MONOSSACARIDICA DAS FRAGOES ECW E ECWTA.......ccccovuvereereeeranseeenns
TABELA 21 — ANALISE DE METILAGAO DAS FRAGOES NATIVA ECW E
MODIFICADA ECWTA....ucucereeinraeesesesssssssssssssssssssssessssssssssssssssesssssseassssenes
TABELA 22 - PICOS DE ABSORGCAO OBSERVADOS NOS ESPECTROS
DE FT-IR DAS FRAGOES ECW E ECWTA E SEUS GRUPOS FUNCIONAIS
CORRESPONDENTES.......coouitiuereemenessscseseesessesssnssssssssssssssssssesssssassessssssssssssas
TABELA 23 - RENDIMENTO, TEOR DE SULFATO E COMPOSIGAO
MONOSSACARIDICA DAS SUB-FRAGOES OBTIDAS A PARTIR DE F1 E
F2 MEDIANTE TRATAMENTO COM KCL.....ccevurueererureesssreseseressassesssnssssensses
TABELA 24 - ASSINALAMENTOS QUIMICOS DE RMN DE C" DAS
FRAGOES NATIVAS F1 E F2 E SOLUVEIS EM KCL 2M FS2 E F2S2..............

76

80

81

85

87

90

95

99

100

103

108

109



TABELA 25 - ASSINALAMENTOS QUIMICOS DE RMN DE C'* DA FRAGAO
NATIVA FS2 E QUIMICAMENTE MODIFICADA FS2TA......ccoccteeereeererecneesernenne
TABELA 26 - VELOCIDADE DE REAGAO (k) E TEMPO DE MEIA VIDA (T+,)
PARA AS CARRAGENANAS CONSTITUINTES DAS FRAGOES ECW E FS2
EM 1M DE NAOH, SOB DIFERENTES TEMPERATURAS, COMPARADAS
COM OUTRAS GALACTANAS  SULFATADAS, PREVIAMENTE
ESTUDADAS......... it cssst s e ss s e e s e e s s s s s e s e snssnssnnens
TABELA 27 - RENDIMENTO E COMPOSIGAO MONOSSACARIDICA DAS
SUB-FRAGOES OBTIDAS A PARTIR DE F2S2........cccumurrerecceneeenesasseansssnsnenns
TABELA 28 - ASSINALAMENTOS QUIMICOS DE RMN DE C** DAS SUB-

FRAGOES OBTIDAS A PARTIR DE F2S2 POR CROMATOGRAFIA DE
TROCAIONICA. ....oeeeeeeeeeeeeeeeeeessesseesssesseseesssessssnsasssesssassssassssnesssssnnnesssssensessnans

TABELA 29 - ASSINALAMENTOS QUIMICOS* DE RMN DE C' DAS
UNIDADES DE o-D-GLUCOPIRANOSE (AMIDO DAS FLORIDEAS) NA SUB-
FRAGAO FA......oooirerticereneerteesssssesasssssestsssassssssnssasssssesssnsessessssssssnsasssssasssssnensen
TABELA 30 - ASSINALAMENTOS QUIMICOS DE RMN DE C'* DAS SUB-
FRAGOES FC-TA, FD-TAE FE-TA....ccooorrerrreerrseetrersessesssssessssssssssssesesessesens
TABELA 31 - VELOCIDADE DE REAGAO (k) E TEMPO DE MEIA VIDA (T.)
PARA OS OLIGOSSACARIDEOS CONSTITUINTES DAS FRAGOES FC E
FD EM 1M DE NAOH, SOB DIFERENTES TEMPERATURAS,
COMPARADOS A OUTRAS GALACTANAS SULFATADAS.........cccoeerrrencrenes

Xi

118

123

128

128

130

134



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ap?® - rotagao dptica especifica (a 25 °C)

3¢ - carbono 13

'H - proton

4-MMB - complexo 4-metil morfolina borano

A, - absorbancia a tempo infinito

Ao - absorbancia a tempo inicial (zero minuto)

A; - absorbancia a tempo t

BaCl, - cloreto de bario

cetavlon - cetyltrimethylammonium bromide

CLG - cromatografia liquido-gasosa

CG-EM - cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
CHCI; - cloroférmio

D,0 - agua deuterada

DEAE - dietilaminoetil

DMSO - dimetil sulféxido

FT-IR - infravermelho — transformada de Fourrier

H.S04 - &cido sulfarico

HCI - acido cloridrico

HMQC - heteronuclear multiple quantum correlation spectroscopy
HPLC - cromatografia liquida de alta performance

HPSEC-MALLS - cromatografia de exclusdo estérica de alta pressdo (hpsec)
acoplada a detector de indice de refragdo diferencial e espalhamento de luz em
multiangulos (malls)

Hz - hertz

ICH3 — iodo metano

k - velocidade da reagéo

KBr — brometo de potassio

KCI - cloreto de potassio

MeOH - metanol

Xii



MHz - mega hertz

NaBD, - borohidreto de sodio deuterado
NaBH, - borohidreto de sddio

NaCl - cloreto de sadio

NaHCO; - bicarbonato de sédio

NalO,4 — metaperiodato de sédio
NaNO; - nitrito de sodio

NaOH - hidroxido de sodio

p/v - peso/volume

ppm - partes por milhdo

RMN - ressonancia magnética nuclear

ty, . tempo de meia-vida

TFA - acido trifluoracético
Vt - volume total

ECW - extrato polissacaridico obtido por extragdo aquosa da alga E. denticulatum
ECWTA ~ fragdo ECW apés tratamento alcalino

F1 - extrato polissacaridico obtido a partir da primeira extragdo aquosa da alga F.
fastigiata

F1TA - fragdo F1 apéds tratamento alcalino

F2 - extrato polissacaridico obtido a partir da segunda extragdo aquosa da alga F.
fastigiata

F2S2 - fragdo soluvel em 2 M obtida a partir de F2 mediante tratamento com KClI
F2S2hp - fragdo obtida apds hidrélise redutiva parcial de F2S2

F2TA - fragdo F2 apos tratamento alcalino

F-A - fragdo oligossacaridica obtida apdés cromatografia em DEAE-Shephadex A-25
da fragdo F2S2hp (eluente: agua)

F-B - fragdo oligossacaridica obtida ap6s cromatografia em DEAE-Shephadex A-25
da fragdo F2S2hp (eluente: NaCl 0,1 M)

F-C - fragdo oligossacaridica obtida ap6s cromatografia em DEAE-Shephadex A-25
da fragdo F2S2hp (eluente: NaCl 0,25 M)

F-D - fragdo oligossacaridica obtida apds cromatografia em DEAE-Shephadex A-25
da fragdo F2S2hp (eluente: NaCl 0,5 M)

xiii



F-E - fragdo oligossacaridica obtida apds cromatografia em DEAE-Shephadex A-25
da fragdo F2S2hp (eluente: NaCl 1,0 M)

FS2 - fragdo soltvel em 2 M obtida a partir de F1 mediante tratamento com KCl
FS2TA - fragdo FS2 apods tratamento alcalino

GM - extrato polissacaridico obtido por extragdo aquosa da alga G. marginata

GMp - frag4o precipitada obtida a partir de GM mediante tratamento com cetavion
GMp-B - fragdo eluida com NaCl 0,5 M mediante cromatografia em DEAE-Sephacel
da fragdo GMp

GMp-Bds - fragdo obtida ap6s dessulfatagdo de GMp-B

GMs - fragéo soluvel obtida a partir de GM mediante tratamento com cetavion

GO - extrato polissacaridico obtido por extragdo aquosa da alga G. obtusata

GOp - fragao precipitada obtida a partir de GO mediante tratamento com cetavion
GOs - fragdo soluvel obtida a partir de GO mediante tratamento com cetavion

PP - extrato polissacaridico obtido por extragdo aquosa da alga P. palmata

PPp - fragéo precipitada obtida a partir de PP mediante tratamento com cetavion
PPs - fragao sollvel obtida a partir de PP mediante tratamento com cetavion

SH - extrato polissacaridico obtido por extragdo aquosa da alga S. halliae

SHp - fragdo precipitada obtida a partir de SH mediante tratamento com cetavion
SHs - fragdo soluvel obtida a partir de SH mediante tratamento com cetavion

TC - extrato polissacaridico obtido por extragdo aquosa da alga T. cylindrica

TCp - fragado precipitada obtida a partir de TC mediante tratamento com cetavlon
TCs - fragdo solluvel obtida a partir de TC mediante tratamento com cetavion

TF - extrato polissacaridico obtido por extragdo aquosa da alga T. fragilis

TFp - fracao precipitada obtida a partir de TF mediante tratamento com cetavion
TFp-B - fragdo eluida com NaCl 0,5 M mediante cromatografia em DEAE-Sephacel
da fragdo TFp

TFp-Bds - fragdo obtida apés dessulfatagdo de TFp-B

TFp-C - fracdo eluida com NaCl 1,0 M mediante cromatografia em DEAE-Sephacel
da fragéo TFp

TFp-Cds - fragao obtida apés dessulfatagéo de TFp-C

TFp-S - fragdo obtida apés degradagéo controlada de Smith a partir de TFp

TFp-Sds - fragdo obtida apds dessulfatagéo de TFp-S

TFs - fragdo sollvel obtida a partir de TF mediante tratamento com cetavion

Xiv



RESUMO

O componente amorfo constituinte da parede celular da maior parte das algas
vermelhas é freqlentemente composto por galactanas sulfatadas, porém xilanas,
mananas sulfatadas e xilomananas sulfatadas também tém sido encontradas nas
ordens Nemaliales e Palmariales. Neste trabalho estudou-se os polissacarideos
soliveis em agua isolados das algas vermelhas Galaxaura marginata, G. obtusata,
Tricleocarpa cylindrica, T. fragilis, Scinaia halliae (Nemaliales) e Palmaria palmata
(Palmariales). Mediante extragdo aquosa a 80 °C, seguida por tratamento com
Cetavlon e precipitagdo com etanol, foram obtidos dois grupos de polissacarideos:
um neutro (fragdes GMs, GOs, TCs, TFs, SHs e PPs) e outro sulfatado (fragdes
GMp, GOp, TCp, TFp, SHp e PPp). Os polissacarideos neutros apresentaram
atividade Optica negativa e se mostraram ricos em unidades de xilose. Andlises de
RMN de H, **C e HMQC revelaram tratar-se de B-D-xilanas lineares glicosiladas em
C-3 e C-4 na proporgdo de 1:5 (para Nemaliales) e 1:2 (para Palmariales), como
verificado por andlises de metilagdo e integragdo dos protons anoméricos. Os
polissacarideos presentes nas fragdes sulfatadas apresentaram atividade optica
positiva e elevados teores de manose, xilose e 4-O-metil xilose. As xilomananas
sulfatadas GMp e TFp renderam apés fracionamento as sub- fragoes homogéneas
GMp-B, TFp-B e TFp-C, cujas analises de metilagdo e RMN de '*C, de suas formas
nativas e modificadas, evidenciaram como cadeia principal uma a-D-manana 3-
glicosilada, sulfatada em C-2 e/ou C-4 e glicosilada em C-4. Estes resultados
mostram que as algas vermelhas estudadas biossintetizam dois polimeros distintos
como polissacarideos soluveis. A reagdo de ciclizagdo, formagdo de unidades de
3,6-anidrogalactose a partir de unidades precursoras de galactose 6-sulfato ou 2,6-
dissulfato, tem sido estudada em diferentes tipos de galactanas sulfatadas e neste
trabalho nas carragenanas isoladas das algas Eucheuma denticulatum e Furcellaria
lumbricalis, mediante extragdo aquosa a temperatura ambiente, contidas nas fragées
ECW, F1 e F2. Analises de metilagdo, FT-IR e RMN de '*C e 'H revelaram que a
galactana homogénea ECW era uma parcialmente ciclizada nu-carragenana. As
galactanas homogéneas FS2 e F2S2, obtldas apos purificagdo de F1 e F2, foram
caracterizadas por metilagdo e RMN de *C como uma mu/gamma-carragenana. A
nu/iota-carragenana ECW, quando submetida a tratamento alcalino, apresentou uma
velocidade de ciclizagdo, a 60 e 70 °C, cerca de 7 e 13 vezes mas rapida do que a
obtida para a mu/gamma-carragenana FS2. A fragdo F2S2, apés hidrolise redutiva
parcial, originou os oligossacarideos FC (de elevado carater gamma-) e FD (de
elevado carater mu-). Quando comparadas a 70 e 80 °C, a velocidade de reag&o em
FC se mostrou cerca de 4,0 e 3,3 vezes mais lenta do em FD. A velocidade em FD
se mostrou 1,4 vezes superior a determinada para FS2 e 9,7 vezes inferior a
determinada para ECW, a 70 °C, enquanto que FC, se mostrou 3,8 vezes mais lenta
que FS2, sob a mesma temperatura. As diferengas observadas entre as velocidades
nas diferentes fragGes relacionam-se ao padrdo de sulfatagdo presente em cada
galactana estudada. O fato da velocidade em FS2 ser intermediaria as de FC e FD,
sugere que o carater hibrido do polissacarideo Ihe confere uma cinética dupla, onde
cada padrdo estrutural (mu- e gamma-carragenana) apresenta uma cinética propria
que em conjunto, resulta noutra intermediaria.
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ABSTRACT

The cell-wall in the division Rhodophyta is frequently constituted by sulfated
galactans, however neutral xylans, sulfated mannans and sulfated xylomannans
have been extracted from red algae belonging to the order Nemaliales and
Palmariales. Here were studied the water soluble polysaccharides from the
seaweeds Galaxaura marginata, G. obtusata, Tricleocarpa cylindrica, T. fragilis,
Scinaia halliae (Nemaliales) e Palmaria palmata (Palmariales). By extraction with
water at 80 °C, followed by Cetavion treatment and ethanol precipitation, were
obtained two kinds of polysaccharides: one neutral (GMs, GOs, TCs, TFs, SHs and
PPs fractions) and other sulfated (GMp, GOp, TCp, TFp, SHp and PPp fractions).
The first ones polysaccharides showed negative optical rotation and xylose as
majority residue. The 'H, *C and HMQC NMR analyses showed that these
polysaccharides were a linear (1—3)- and (1—»4)-linked B-D-xylan on the ratio 1:5 (to
Nemaliales) and 1:2 (to Palmariales), as confirmed by methylation and integration
analysis. The last ones polysaccharides showed positive optical rotation and
mannose, Xxylose and 4-O-methyl xylose as majority residues. The homogeneous
sulfated xylomannans GMp-B, TFp-B e TFp-C, obtained after GMs and TFs
fractionation, had a 3-linked a-D-mannan as main chain, sulfated at C-2 and/or C-4
and xylosilated at C-4, as showed the *C NMR and methylation analysis of its native
and modified forms. These results shows that the studied red seaweeds produce two
differents polymers as soluble polysaccharides. The cyclization reaction, formation of
the 3,6-anhydrogalactose units from precursor units (galactose 6 or 2,6 sulfated), has
been studied in differents seaweed polysaccharides and in these work in the
carrageenans isolated from Eucheuma denticulatum and Furcellaria lumbricalis by
extraction with water at room temperature, contained in the fractions ECW, F1 and
F2. Methylation, FT-IR, 'H and "*C-NMR analysis showed that the homogeneous
galactan from ECW was a partially cyclized nu-carrageenan. The homogeneous
galactans FS2 and F2S2, obtained after F1 and F2 purification, was characterized by
methylation and '*C-NMR analysis as a mu/gamma-carrageenan. The nuliota
carrageenan ECW showed, at 60 and 70 °C, a rate constant 7 and 13 times faster
than the mu/gamma-carrageenan FS2. The fraction F2S2 yielded, after reductive
partial hydrolysis, the oligosaccharides FC (major gamma- character) and FD (major
mu-character). When analyzed at 70 and 80 °C, the rate constant of FC was 4 and
3,3 times lower than FD. The rate constant of FD was 1,4 times faster than FS2 and
9,7 times lower than ECW, at 70 °C, while FC was 3,8 times lower than FS2, at the
same temperature. The viewed differences between the rate constants were related
to the sulfatation pattern of the each carrageenan. And the fact of rate constant in
FS2 to be between FC e FD, suggest that the hybrid character of these
polysaccharide produce a double kinetic, where each structural pattern (mu- and
gamma-carrageenan) show a own kinetic, that in joint result in a intermediary other
one.
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1. INTRODUCAO
1.1. ALGAS: ASPECTOS GERAIS

As algas compreendem um grupo muito diversb de organismos,
fotossintetizadores, ndo vasculares, dotados de estruturas reprodutivas
desprotegidas (Cryptogdmia), produtoras de esporos e desprovidas de sementes e
flores (SOUTH; WHITTICK, 1987).

S&o denominadas de taléfitas, ou plantas inferiores, por ndo apresentarem
uma estrutura vegetal diferenciada em raiz, caule e folhas (VAN DEN HOEK et al.,
1989).

Este grupo inclui desde organismos procaridticos a eucariéticos e unicelulares
a pluricelulares (agregados, filamentos ou talos parenquimatosos), apresentando
assim uma variagao morfolégica extremamente diversa (VAN DEN HOEK et al.,
1989). Tanta diversidade também é observada nas formas de reproducio adotadas,
processos vegetativos, assexuais e sexuais estdo envolvidos e em muitas formas
pode ocorrer alternéncia de geragdes, ao ponto da reprodugdo sexual na divisdo
Rhodophyta ser considerada como a mais complexa do reino vegetal (SOUTH;
WHITTICK, 1987).

Biogquimica e fisiologicamente as algas s&o similares em muitos aspectos as
outras plantas, possuindo as mesmas vias bioquimicas basicas, possuem clorofila a
como principal pigmento fotossintético e carotenéides (B-caroteno e fucoxantina),
ficocianina e ficoeritrina como pigmentos acessérios (SOUTH; WHITTICK, 1987).
Ainda seus polissacarideos e proteinas biossintetizados sdo comparaveis aqueles
das plantas superiores (SOUTH; WHITTICK, 1987).

As algas ocorrem em praticamente todos as condi¢gdes ambientais na Terra,
porém se mostram mais abundantes nos ambientes aquéticos, onde representam os
maiores produtores de compostos orgénicos e desempenham papel central na base
da cadeia alimentar e liberam o oxigénio necesséario para o metabolismo dos
consumidores (LEE, 1989).

Algumas algas séo utilizadas como fonte de alimento humano ou de extratos

quimicos que sdo amplamente utilizados na manufatura de alimentos e muitos



outros produtos (SOUTH; WHITTICK, 1987). Apesar de seus carboidratos néo
serem digeridos pelo homem, as algas representam excelentes fontes de vitaminas
C (equivalente aos frutos citricos), A, D, B4, B12 € E e ainda fornecem aminoacidos
livres, carotendides e diversos elementos tragos requeridos para a nutrigdo humana

(SOUTH; WHITTICK, 1987; GRAHAM; WILCOX, 2000).

1.2. CLASSIFICACAO DAS ALGAS

As algas constituem um grupo polifilético de organismos que apresentam um
histérico evolutivo muito diverso, englobando representantes de diferentes reinos
como Eubacteria, Protista e Plantae (LOBBAN; HARRISON, 1994; GRAHAM;
WILCOX, 2000).

Atualmente sdo reconhecidas nove divisbes de algas: Cyanobacteria,
Glaucophyta, Euglenophyta, Cryptophyta, Haptophyta, Dinophyta (dinoflagelados),
Ochrophyta (englobando as diatomaceas, algas pardas e outras), Rhodophyta (algas
vermelhas) e Chlorophyta (algas verdes), as quais sdo classificadas utilizando-se
crittrios como estrutura celular, bioquimica, biologia molecular, pigmentos
fotossintéticos, natureza quimica dos produtos de reserva e composi¢do da parede
celular, morfologia e ciclo de vida (GRAHAM; WILCOX, 2000).

1.2.1. A DIVISAO RHODOPHYTA

A divisdo Rhodophyta provavelmente representa um dos mais antigos grupos
de algas eucari6ticas, possui apenas uma Unica classe, a Rhodophyceae, que se
divide em duas sub-classes: Bangioideae e Florideae. Englobam cerca de 5500
espécies, distribuidas em aproximadamente 600 géneros, destes, 20 compreendem
representantes de agua doce e 10 contém plantas unicelulares. Os demais géneros
contém unicamente organismos pluricelulares de ambiente marinho (LEE, 1989;
VAN DEN HOEK et al., 1989).

A maioria das algas marinhas é vermelha e existem mais rodofitas do que
todos os outros maiores grupos de algas marinhas combinados, mesmo assim se

trata de uma divisdo pequena, uma vez que, Compositeae, por exemplo, uma mera



familia de dicotileddneas, contém cerca de 900 géneros e 20.000 espécies (RAVEN
etal., 1996; VAN DEN HOEK et al., 1989, COLE; SHEATH, 1990).

As algas vivem presas a rochas, substratos calcarios, paredes oceanicas ou
ainda sobre conchas de moluscos ou sobre outras algas (RAVEN et al., 1996; VAN
DEN HOEK et al., 1989). Sdo mais abundantemente encontradas em regides
quentes proximas ao equador onde apresentam tamanho reduzido, porém podem
ser encontradas também em regibes de aguas frias, atingindo nestas localidades
maiores proporgdes (VAN DEN HOEK et al., 1989; LEE, 1989). Poucas espécies de
algas vermelhas s&o encontradas em regiées polares e sub-polares, onde as algas
pardas e verdes sdo mais abundantes (VAN DEN HOEK et al., 1989; LEE, 1989).

Apesar de apresentarem com freqUéncia coloragdo avermelhada, devido a
presenga do pigmento fotossintético acessoério ficoeritrina no interior dos
cloroplastos, também podem apresentar coloragdo violeta, marrom, preta ou azul,
variagbes atribuidas a presenga dos pigmentos ficocianina e aloficocianina (VAN
DEN HOEK et al., 1989; SOTH; WHITTICK, 1987). Caso cresgam em regides com
incidéncia direta de luz podem ainda apresentar coloragdo amarelo-marrom ou até
mesmo verde, pois a clorofila a e os carotendides (a-caroteno, B-caroteno, luteina e
zeaxantina) mascaram as ficobiliproteinas (nome atribuido aos pigmentos acessorios
ficocianina e aloficocianina quando associados a proteinas). Quando morrem,
tendem a tornarem-se verdes, pois as ficobiliproteinas, ao contrario da clorofila, sdo
soluveis em agua (VAN DEN HOEK et al., , 1989).

Algumas ordens de algas vermelhas apresentam ainda calcificagdo da parede
celular, processo este, relacionado com as vias de fixagdo do carbono, onde ions
carbonato (CO3%) se combinam com ions calcio (Ca?*) resultando no depésito de
carbonato de calcio (CaCO3) nos espacgos intercelulares na forma de calcita, como
em Corallinales, ou aragonita, como em algumas espécies de Nemaliales (SOTH,
WHITTICK, 1987; COLE; SHEATH, 1990; GRAHAM; WILCOX, 2000).

Uma estrutura celular especializada, denominada de conexdes pit (“pit
plugs”), cuja fungdo parece relacionar-se com o transporte intercelular, € uma das
caracteristicas exclusivas desta divisdo e se mostra ausente apenas em poucas
ordens de Bangioideae (SOTH; WHITTICK, 1987).

A maioria das algas vermelhas apresenta uma estrutura filamentosa, que

cresce a partir de uma Unica célula apical se dividindo seqlencialmente em



segmentos originando um eixo, que por sua vez, forma verticilos de ramos laterais.
Poucos géneros, como Porphyra, possuem células justapostas formando laminas de
apenas uma ou duas camadas (RAVEN et al., 1996).

As algas vermelhas tém importante papel econémico em paises como Japao,
China e Filipinas, entre outros, onde muitas espécies de algas vermelhas como
Porphyra, Eucheuma e Gracilaria sdo coletadas diretamente de fontes naturais ou de
areas de cultivo para uso alimentar ou extragdo de seus ficocoloides (RAVEN et al.,
1996; VAN DEN HOEK et al., 1989; GRAHAM; WILCOX, 2000).

Ficocoléide € o nome genérico dado aos polissacarideos solliveis extraidos
de algas, sendo as carragenanas e as agaranas os principais obtidos a partir de
rodofitas. Apresentam elevado interesse comercial devido a suas propriedades
geleificantes e viscosantes, sendo assim amplamente utilizados em diversas areas
da industria, principalmente alimenticia, téxtil, petroquimica e farmacéutica (DE
RUITER, RUDOLPH, 1997; USOV, 1998).

Outros ficocoldides n&o apresentam propriedades geleificantes ou
viscosantes, mas se mostram muito promissores na area biomédica, atuando como
compostos biologicamente ativos, j&@ sendo descrito para estes polimeros
propriedades antiviral, antiangiogénica e anticoagulante (CARLUCCI et al., 1997).

1.3. APAREDE CELULAR

A parede celular das algas eucariéticas € composta por dois componentes
principais, um denominado fibrilar, o qual forma o esqueleto da parede e outro
denominado amorfo, o qual forma uma matriz na qual o fibrilar se encontra embebido
(KLOAREG; QUATRANO, 1988).

O componente fibrilar representa cerca de 9% da parede celular, conferindo
rigidez e & comumente formado por fibras de celulose (COLE; SHEATH, 1990). Em
Rhodophyta, porém, este componente pode apresentar uma composig&o quimica
diferenciada, podendo ser composto por unidades de D-xilose ou D-manose (COLE;
SHEATH, 1990). Em Bangiophycidae, os géneros Porphyra e Bangia, na fase
macroscépica ou gametofitica, apresentam o componente fibrilar formado por uma

trama de B(1—3)-xilanas ou B(1—3)-mananas, estando a celulose, nestes dois



géneros, restrita unicamente a fase microscopica ou conchoceles (KLOAREG;
QUATRANO, 1988; GRETZ et al., 1980; BALDAN et al., 1995).

O componente amorfo é sintetizado no complexo de Golgi, pode compreender
até 70% do peso seco da parede celular, possuir composi¢do quimica variada e
conferir flexibilidade e resisténcia a estrutura vegetal (KLOAREG; QUATRANO,
1988; RAVEN et al.,, 1996; VAN DEN HOEK et al., 1989; SOTH; WHITTICK, 1987;
LEE, 1989; McCANDLESS; CRAIGIE, 1979).

Na divisdo Rhodophyta, o componente amorfo é mais fregiientemente
composto por unidades de D-xilose, D-manose, D- e L-galactose (COLE; SHEATH,
1990; USOV, 1984). O mais comum e abundante polimero encontrado nesta divisdo
€ a galactana sulfatada (agaranas e carragenanas — USQOV, 1980, 1984, 1998),
porém mananas, xilomananas e galactoxilomananas, também sulfatadas, tém sido
observadas em representantes das ordens Nemaliales (COLE; SHEATH, 1990;
USOV, 1984, KOLENDER et al.,, 1997), bem como fragdes sollveis de xilanas
lineares em representantes da ordem Palmariales (COLE; SHEATH, 1990; USQV,
1984, LAHAYE, et al, 2003). E possivel encontrar um ou mais destes
polissacarideos sendo sintetizados por uma mesma espécie de alga vermelha. Por
exemplo, fragcbes de xilanas soluveis, mananas sulfatadas, xilomananas e
xilogalactanas sulfatadas ja foram obtidas a partir de Nothogenia fastigiata,
pertencente a ordem Nemaliales e anteriormente denominada de Chaetangium
fastigiatum (MATULEWICZ; CEREZO, 1987"% MATULEWICZ et al., 1994; HAINES
et al., 1990).

Uma descricdo mais detalhada destes diferentes polissacarideos serd dada

nos itens que se seguem.
1.4. AS GALACTANAS SULFATADAS

Na maior parte dos géneros pertencentes a divisdo Rhodophyta, o
componente amorfo da parede celular € um polissacarideo de alta massa molecular,
rico em galactose denominado de galactana sulfatada. Este polimero apresenta

como caracteristica Unica, uma estrutura linear formada por unidades de B-D-

galactopiranose substituidas glicosidicamente no carbono 3 (unidade A) e de o-



galactopiranose substituidas no carbono 4 (unidade B), mostrando um arranjo
dissacaridico alternante repetitivo:

[-3)-B-D-galactopiranose-(1-»4)-a-galactopiranose-(1—]n
unidade A unidade B

Enquanto a unidade A sempre se apresenta na configuragdo enantiomérica D,
a unidade B pode se apresentar sob ambas as configura¢des D- ou L-. Baseando-se
na estereoquimica da unidade B estas galactanas podem ser classificadas como
carragenana, quando esta unidade pertencer a série D-, ou agarana, quando
pertencer a série L- (McCANDLESS; CRAIGIE, 1979; PAINTER, 1983; USOV, 1984,
1998, STORTZ; CEREZO, 2000).

A unidade dissacaridica repetitiva apresentada por estas galactanas pode
ainda apresentar variado padrdo e grau de substituicdo por grupos éster sulfato,
metil éter e acetal de acido pirtvico, o que lhes confere uma ampla variabilidade
estrutural. Diferentes padrées de glicosilagéo e a substituicdo da a-galactose por seu
derivado ciclizado 3,6-anidrogalactose também se somam aos fatores que
aumentam a complexidade estrutural destes polissacarideos (PAINTER, 1983;
UsSov, 1984, 1998; STORTZ; CEREZO, 2000; ERREA; MATULEWICZ, 2003;
CHIOVITTI et al., 2004).

Classicamente considera-se que o mais abundante grupo substituinte
encontrado nas carragenanas € o éster sulfato, grupos metil éter e acetal acido
piriivico também podem ser encontrados, porém em baixos niveis (CHIOVITTI et al.,
1997; STORTZ; CEREZO, 2000; ERREA; MATULEWICZ, 2003). Em contrapartida,
as agaranas podem apresentar elevados niveis de substituigdo por sulfato, metil,
acetal de acido pirlvico e glicosilagdo (PAINTER, 1983; ERREA; MATULEWICZ,
2003).

Porém relatos mais recentes mostram que nem sempre este padréo de
substituicdo & verdadeiro, uma vez que carragenanas ricas em grupos acetal de
acido piravico (CHIOVITTI et al., 1997; FALSHAW et al., 2003) e em metil éter
(CHIOVITTI et al., 2004) ja foram isoladas e descritas na literatura.

A descoberta destes novos padrées de substituigdo em carragenanas foram

atribuidos ao desenvolvimento e a sofisticagdo das técnicas de anélise empregadas



na pesquisa da quimica de carboidratos (STORTZ; CEREZO, 2000; CHIOVITTI, et
al., 2004). A estes mesmos fatores também se deve a identificagdo do terceiro grupo
de galactanas sulfatadas, os D/L-hibridos, ou carragar (STRORTZ; CEREZO, 2000:
CHOPIN et al., 1999).

Neste tipo estrutural, uma mesma molécula pode apresentar a unidade B
tanto numa configuragéo D- como L-:

[—3)-B-D-galactopiranose-(1—4)-a-D/L-galactopiranose-(1—]n

unidade A unidade B

De acordo com a proporgdo de unidades B com a configuragdo L-, estas
galactanas podem ser divididas em D/L-hibridas com um predominio da estrutura de
carragenana ou D/L-hibridas com um predominio da estrutura de agarana (STORTZ;
CEREZO, 2000).

Nestes polimeros, as unidades monossacaridicas provavelmente estariam
dispostas em blocos de agarana e blocos de carragenana, uma vez que nenhum
oligossacarideo D/L-hibrido foi encontrado (STORTZ; CEREZO, 2000).

A ordem Halymeniales € uma reconhecida produtora de hibridos D-/L-
(KNUTSEN et al.,, 1994; ZIBETTI, 2001), porém algumas espécies pertencentes a
outras ordens como Plocamiales (FALSHAW et al., 1999), Gigartinales (CIANCIA et
al., 1993; ESTEZEZ et al.,2000, 2001; CHOPIN et al.,, 1999; FARIA, 2002),
Rhodymeniales (TAKANO et al., 1994; MILLER et al., 1996) e Ceramiales (TAKANO
et al,, 1999 e 2003), também tém se mostrado produtoras deste tipo de
polissacarideo.

1.4.1. A CLASSIFICAGAO DAS CARRAGENANAS

Como ja mencionado, as carragenanas apresentam uma estrutura
dissacaridica basica repetitiva, dita ideal, formada por unidades de p-D-
galactopiranose (unidade A) e a-D-galactopiranose (unidade B), como mostrado na
FIGURA 1.



FIGURA 1 - ESTRUTURA |IDEAL REPETITIVA APRESENTADA PELAS
CARRAGENANAS.
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A classificagdo das carragenanas é feita de acordo com o padrdo de
sulfatagdo e com a presencga ou auséncia do anel anidro na unidade B.

Baseando-se no padrédo de sulfatagdo da unidade A, apresentado pelas
diferentes estruturas de carragenanas descritas, as mesmas podem ser agrupadas
em quatro familias distintas: Kappa, Lambda, Beta e Omega, como estabelecido por
MOLLION et al. (1986).

A familia Kappa pertencem todas as carragenanas cuja unidade A se mostra
4-O-sulfatada (TABELA 1), podendo a unidade B ser 3,6-anidro-a-D-galactose
(kappa-carragenana), 3,6-anidro-a-D-galactose 2-sulfato (iota-carragenana), o-D-
galactose 6-sulfato (mu-carragenana) ou galactose 2,6-dissulfato (nu-carragenana).

A familia Lambda pertencem todas aquelas cuja unidade A se mostra 2-O-
sulfatada (TABELA 1) podendo a unidade B ser a-D-galactose 2,6-dissulfato
(lambda-carragenana), o-D-galactose 2-sulfato (xi-carragenana) ou 3,6-anidro-o-D-
galactose 2-sulfato (theta-carragenana), a pi-carragenana [—3)-4,6-O-(1-
carboxietilideno)-B-D-galactose-2-sulfato-(1—4)-a-D-galactose 2-sulfato-(1-]
também pertence a este grupo.

A familia Beta caracteriza-se por englobar carragenanas desprovidas de

grupo sulfato na unidade A (TABELA 1) sendo a B 3,6-anidro-a-D-galactose (beta-



carragenana), 3,6-anidro o-D-galactose 2-sulfato (alfa-carragenana), o-D-galactose
6-sulfato (gamma-carragenana) ou o-D-galactose 2,6-dissulfato (delta-carragenana).

Por dltimo, a familia Omega inclui aquelas carragenanas que possuem a
unidade A sulfatada em carbono 6 (TABELA 1) e a unidade B também sulfatada
neste mesmo carbono (a-D-galactose 6-sulfato), esta denominada psi-carragenana
ou substituida por 3,6-anidro-a-D-galactose, denominada omega-carragenana.

Esta classificagdo porém, baseia-se em unidades dissacaridicas
denominadas “ideais”, as quais nem sempre representam a real estrutura observada
para as carragenanas estudadas, que pbdem apresentar uma certa percentagem de
unidades distintas das propostas no dissacarideo ideal, unidades estas
denominadas de “mascaradas”.

As carragenanas sdo abundantemente extraidas a partir de algas
pertencentes aos géneros Gigartina, Eucheuma e Hypnea, entre outros, as quais
recebem, por este motivo a denominagao carragendfitas (LEE, 1989).

Carragenanas pertencentes a diferentes familias podem ser extraidas a partir
de uma mesma espécie de alga vermelha, dependendo da fase do ciclo de vida
estudado. Por exemplo, na ordem Gigartinales, a fase tetraesporofitica é
caracterizada por sintetizar A-carragenana, enquanto que a gametofitica por
sintetizar x-carragenana, este fendbmeno porém ndo é caracteristico de todas as
familias desta ordem (NOSEDA, 1994).



TABELA 1

10

- CLASSIFICAGAO DAS CARRAGENANAS DE ACORDO COM A

DISTRIBUIGAO DOS GRUPOS SULFATO NA UNIDADE A (MODIFICADA DE KNUTSEN

ET AL., 1994).
GRUPO 3-0-pB-D-galactose 4-0-a-D-galactose
UNIDADE A UNIDADE B
KAPPA
¥ (kappa)’ 4-sulfato 3,6-anidrogalactose
1 (iota)? 4-sulfato 3,6-anidrogalactose 2-sulfato
pu (mu)® 4-sulfato 6-sulfato
v (nu)* 4-sulfato 2,6-dissulfato
LAMBDA
A (lambda)® 2-sulfato 2,6-dissulfato
7 (pi)° 2-sulfato; 4,6-(1-carboxietilideno) 2-sulfato
£ (xi)’ 2-sulfato 2-sulfato
0 (theta)® 2-sulfato 3,6-anidrogalactose
BETA
B (beta)® - 3,6-anidrogalactose
a (alfa)" - 3,6-anidrogalactose 2-sulfato
¥ (gamma)® - 6-sulfato
5 (delta)' - 2,6-dissulfato
OMEGA
® (omega)" 6-sulfato 3,6-anidrogalactose
v (psi)*? 6-sulfato B-sulfato

estruturas primeiramente denominadas por: ' O'NEILL, 1955; 2 ANDERSON et al., 1973; °
ANDERSON et al., 1968: * STANCIOFF; STANLEY, 1969; ° DOLAN; RESS, 1965; °
DININNO et al., 1979; 7 PENNAN: REES, 1973; ® ANONYMOUS, 1977; ° GREER; YAPHE,
1984: ' ZABLACKIS; SANTOS, 1986; ' MOLLION et al., 1986; > CRAIGIE 1990.
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1.4.2. A CLASSIFICAGAO DAS AGARANAS

As agaranas apresentam uma estrutura dissacaridica basica repetitiva de
unidades de B-D-galactopiranose (unidade A) e a-L-galactopiranose (unidade B),
como mostrado na FIGURA 2.

FIGURA 2 - ESTRUTURA IDEAL REPETITIVA APRESENTADA PELAS AGARANAS.
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A (ltima classificacdo para agaranas publicada na literatura foi feita por
DUCKWORTH e YAPHE (1971), baseando-se nas 3 estruturas obtidas, obtidas por
eles, a partir do fracionamento de uma amostra bruta de agar:

- agarose neutra, constituida por unidades alternantes de (1—3) B-D-galactose
(unidade A) e (1—4) 3,6-anidro-a-L-galactose (unidade B);

- agaropectina, que contém, em adigdo aos residuos presentes na agarose, grupos
acetal de acido pirtvico e éster sulfato, distinguindo-se dois tipos:

- agarana piruvatada, altamente piruvatada e rica em unidades de 3,6-
anidrogalactose;

- galactana sulfatada, altamente sulfatada e pobre em unidades de 3,6-
anidrogalactose.

Porém esta classificagdo ndo reflete a complexidade estrutural encontrada
pelas galactanas relatadas na literatura.

Desta maneira, talvez seja mais conveniente classificar estes polissacarideos

como: agarose, agares e agaroides, terminologias dependentes do padrdao de
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substituicdo apresentado e da forga do gel formado pelo polissacarideo (MILLER,
1997).

Assim a agarose mantém a definicdo mencionada acima e gera, quando em
solugdo aquosa um gel de forga elevada. Como agares, se consideram aqueles
polimeros que possuem baixa substituigdo por éster sulfato ou acetal de acido
piravico, teores elevados de metil éter e presenga de 3,6-anidrogalactose, como
conseqléncia destas substituicdes, o gel formado possui forga reduzida. J& como
agaroides, se considera aqueles polimeros de maior complexidade estrutural, que
podem apresentar substituicdo simultadnea por grupos éster sulfato, acetal de acido
piravico e metil éter, ainda glicosilagdo, presenga do aglcar 3,6-anidrogalactose e
que ndo formam géis, ou caso formem, estes sdo fracos (MILLER, 1997).

Agaranas sdo abundantemente obtidas a partir de espécies pertencentes aos
géneros Porphyra, Gelidium, Pterocladia e Gracilaria, entre outros, as quais
recebem, por este motivo a denominagéo agaréfitas (LEE, 1989).

As agaranas biossintetizadas por algas pertencentes aos géneros Porphyra e
Bangia sdo genericamente denominadas de Porfiranas (ANDERSON; REES, 1965;
ASPINALL, 1970). Estruturalmente, estes polissacarideos se assemelham a
agarose, porém se mostram pouco mais complexos, como mostrado na FIGURA 3,
devido a ocorréncia natural de radicais metil, eterificando o carbono 6 de algumas
unidades de p-D-galactose e de grupos sulfato, também esterificando o carbono 6 de
unidades de a-L-galactose em substituicdo a algumas unidades de 3,6-anidro-a-L-
galactose (BRASCH, et al., 1981; VILLARROEL; ZANLUNGO, 1981; NOSEDA et al.,
2000). A partir da alga Porphyra columbina. Porém foi isolada uma porfirana dotada
de uma estrutura ndo usual, onde algumas unidades de B-D-galactose apresentaram
glicosilagdo por unidades de 6-O-metil B-D-galactose 4-sulfato, localizadas como
terminais ndo redutores (VIANA, 2001).
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FIGURA 3 - ESTRUTURA QUIMICA DA PORFIRANA.
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Dentro do grupo das agaranas ainda se destacam as xilogalactanas, um
grupo de polissacarideos que j& foi relatado para algumas espécies de algas
vermelhas, principalmente pertencentes as ordens Corallinales, Ceramiales e
Nemaliales (FURNEAUX; STEVENSON, 1990; MATULEWICZ et al., 1994; USQV et
al., 1997).

As xilogalactanas se caracterizaram por apresentarem uma estrutura central
baseada nas agaranas, porém com um complexo padrdo de substituicdo
(FURNEAUX; STEVENSON, 1990; MATULEWICZ et al., 1994; USQV et al., 1997).
Nestes polimeros as unidades de D-galactose podem estar totalmente ou
parcialmente metiladas em carbono 6, sulfatados em carbono 2, 4 e/ou 6 e
glicosiladas em carbono 4 ou 6 por unidades de B-D-xilose, a-L-galactose ou 4-O-
metil-a-L-galactose, enquanto que as unidades de L-galactose, por sua vez, podem
estar presentes como 3,6-anidrogalactose, ou como seu precursor a-galactose 6-
sulfato, o qual pode estar parcialmente metilado em carbono 2 e/ou substituidas em
carbono 3 (FURNEAUX; STEVENSON, 1990; MATULEWICZ et al., 1994; USOV et
al., 1997).
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1.5. XILANAS

Como j& mencionado anteriormente, dois tipos distintos de xilanas tem sido
descritos em algas vermelhas: as estruturais, constituintes do componente fibrilar da
parede celular e as soluveis, constituintes do componente amorfo (USOV, 1984,
KLOAREG; QUATRANO, 1988; COLE; SHEATH, 1990).

As xilanas isoladas de algas vermelhas apresentam uma estrutura linear,
neutra e constituida unicamente por unidades de B-D-xilose (CEREZO, 1972; NUNN
etal., 1973; USOV, 1984; MATULEWICZ; CEREZO, 1987"; JEREZ et al., 1997).

As xilanas estruturais séo insollUveis e apresentam uma cadeia polissacaridica
inteiramente formada por ligagées B-(1—3) ou B-(1—4) (MILLER, 1997), como
mostrado nas FIGURAS 4A e 4B, respectivamente, tendo sido isoladas a partir de
géneros como Porphyra (MUKAI et al., 1981; BALDAN et al., 1995) e Palmaria
(TURVEY e WILLIAMS, 1970), respectivamente.

As xilanas soluveis, por sua vez, apresentam ambos os tipos de ligagdes
(FIGURA 4C), em diferentes propor¢des, geralmente na relagéo 1 (1-3) : 4 (1-4),
tendo sido isoladas a partir dos géneros Palmaria (KOVAC et al., 1980; TURVEY e
WILLIAMS, 1970; LAHAYE et al., 1993; LAHAYE et al., 2003; JEREZ et al., 1997),
Nemalion (USOV ET AL., 1973 ; KOVAC et al., 1980), Nothogenia (CEREZO et al.,
1971; CEREZO, 1972; MATULEWICZ et al., 1992; NUNN et al., 1973) e Galaxaura
(USQV et al., 1981).
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FIGURA 4 - ESTRUTURA DAS XILANAS ESTRUTURAIS (A E B) E SOLUVEIS (C)
ISOLADAS DE ALGAS VERMELHAS.
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1.6. MANANAS E XILOMANANAS

As mananas soluveis (FIGURA 5) isoladas de algas vermelhas caracterizam-
se por apresentarem uma estrutura formada por unidades de a-D-manopiranose 3-
O-substituida, sulfatadas em carbono 2 e/ou 6 (KOLENDER et al., 1995; 1997).

As xilomananas caracterizam-se por apresentarem um padrdo estrutural
semelhante as mananas porém apresentam substituigdo por grupos sulfato em
carbonos 2, 4 e/ou 6 e glicosilagdo em carbono 2 por unidades de B-D-xilose
(MATULEWICZ: CEREZO, 19872 — FIGURA 5).

Mananas e xilomananas sulfatadas tém sido obtidas a partir de géneros como
Nothogenia (MATULEWICZ; CEREZO, 1987% KOLENDER et al., 1995; 1997) e
Nemalion (USQV ET AL., 1973).

As mananas sulfatadas isoladas de algas do género Nothogenia
apresentaram atividade antiviral, inibindo a replicagdo in vitro de diferentes estirpes
do virus Herpes simplex, sendo esta atividade em alguns casos comparavel a
heparina (KOLENDER et al., 1995, 1997). Esta propriedade esta relacionada com a
conformagdo do esqueleto de manose, com o grau de sulfatagdo e com a massa
molecular (KOLENDER et al., 1995, 1997).

Um novo tipo de polissacarideo algal foi descrito no género Galaxaura (USOV
et al.,, 1981), uma xilogalactomanana sulfatada, este polimero apresentava uma
cadeia principal formada por unidades de B-D-manopiranose (1—3), sulfatadas em
carbono 4 (1 para cada 3 unidades) ou glicosiladas no mesmo carbono por unidades
de D-xilopiranose (3 para cada 5 unidades) ou L-galactopiranose, em menor
quantidade (FIGURA 5).
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FIGURA 5 - ESTRUTURA DAS MANANAS, XILOMANANAS E GALACTOXILOMANANAS
ISOLADAS DE ALGAS VERMELHAS.
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manana: R= H, SO;7; Ry= H; R,=H, SO;".
xilomanana: R= H, SOj’, xilose; Ri= H, SO37; Ry= H, SO3).
galactoxilomanana: R= H; Ry= H, SOj5, xilose, galactose; R,= H.

1.7. TRATAMENTO ALCALINO E REAGAO DE CICLIZAGAO

Como ja mencionado anteriormente, as galactanas sulfatadas apresentam
elevado interesse comercial e industrial devido as propriedades fisico-quimicas
apresentadas por estes polimeros (DE RUITER; RUDOLPH, 1997). A habilidade
destes polissacarideos em formar géis e solugbes viscosas esta diretamente
relacionada com a sua conformagao estrutural, enquanto que esta tem uma relagéo
direta com a presenga de unidades de 3,6-anidrogalactose (USOV, 1984).

Este monossacarideo, a 3,6-anidrogalactose, € mais comumente encontrado
em carboidratos de algas vermelhas, distinguindo-os dos demais polissacarideos
biossintetizados por outros grupos vegetais (USOV, 1984; GRAHAM; WILCOX,
2000; COLE; SHEATH, 1990) e é formado naturalmente na alga através da atividade
da enzima sulfohidrolase, a partir de unidades precursoras de galactose 6-sulfato
(LAWSON; REES, 1970; WONG; CRAIGIE, 1978; MCCANDLESS; CRAIGIE, 1979;
ZINOUN et al., 1997).

Quimicamente as unidades de 3,6-anidrogalactose também podem ser
obtidas a partir das mesmas unidades precursoras, através de uma técnica

denominada tratamento alcalino, onde sob catalise basica o grupo sulfato é liberado
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num processo de eliminagéo, seguido pela formagdo do anel 3,6-anidro, mediante
perda de uma molécula de agua, caracteristicamente numa reagédo de substituicdo
nucleofilica bimolecular (Sn2), denominada reagao de ciclizagio (CIANCIA, 1994).

Esta reagéo se processa sob temperatura variavel, em meio alcalino (NaOH
1M — FIGURA 6), por esta razdo denominada de tratamento alcalino, e na presenga
do agente redutor, estavel em meio basico, borohidreto de sddio (NaBH,), o qual é
adicionado ao meio reacional antes e apds adigdo da base, visando impedir a
degradagdo do polissacarideo através da redugdo de sua extremidade redutora
(CIANCIA, 1994).

FIGURA 6 - REAGAO DE CICLIZAGAO EM AGARANAS (A) E CARRAGENANAS (B).
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O processo de eliminagdo do grupo sulfato durante a reago de ciclizagdo é
acompanhado pela inversdo da configuragdo do atomo de carbono ao qual estava
unido, ou seja, como resultado desta reagdo as unidades de a-galactose passam de
uma conformagdo 'C4 para “C; em agaranas (L-galactose) e de “Cy para 'Cs em
carragenanas (D-galactose - CIANCIA, 1994), como mostrado na FIGURA 5. A
mudanga de conformagéo facilita a ciclizagdo por aproximar o oxigénio em C-3 e o
sulfato em C-6, que passam a se encontrar em posigdes cis diaxiais favorecendo o
ataque nucleofilico.

A reacdo de ciclizagdo somente se processara com as unidades de o-
galactose que possuirem sulfato no carbono 6 e hidroxila livre em carbono 3,
estando a velocidade desta reagdo sob controle da temperatura, concentragdo de
alcali, do tempo de reagdo e da distribuigcdo dos grupos sulfato pela unidade A (B-D-
galactose - CIANCIA, 1993; NOSEDA et al., 2000).

O tratamento alcalino pode ser utilizado em laboratério, para se determinar
quantitativamente as unidades de a-galactose 6-sulfato presentes em uma dada
amostra polissacaridica através das diferengas nas percentagens de sulfato ou de
3,6-anidrogalactose presente na amostra antes e apos o tratamento.

O método fotocolorimétrico utilizado laboratorialmente para se quantificar o
teor de 3,6-anidrogalactose presente numa amostra polissacaridica é o método do
resorcinol (YAPHE; ARSENAULT, 1965). Esta metodologia utiliza-se da propriedade
apresentada pelos monossacarideos de formarem 5-hidroximetil-2-furfural (HMF) em
meio fortemente acido, apés hidrolise. O HMF interage com diferentes reagentes
fendlicos em reagdes que promovem coloragdo passivel de ser dosada
fotocolorimetricamente, sob diferentes comprimentos de onda. O resorcinol (1,3-
dihidroxibenzeno) € um destes reagentes utilizados para quantificar 3,6-
anidrogalactose na forma de HMF.

A reagdo de ciclizagdo obedece a uma cinética de pseudo-primeira ordem.
Estudos realizados por CIANCIA et al., (1993) com carragenanas pertencentes a
familia Lambda mostraram que a velocidade de reagdo para estes polissacarideos é
mais lenta do que para carragenanas da familia Kappa, devido a diferengas

apresentadas no padrdo de sulfatagéo entre as duas familias.
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Mais detalhadamente, a lambda-carragenana apresenta grupos sulfato ao
redor da hidroxila livre em carbono 3 da a-D-galactose. Tais grupos esterificam os
carbonos 2 das unidades A e B (TABELA 1) e protegem a hidroxila em carbono 3 da
ionizag&o, o que dificulta o processo de ciclizagdo, uma vez que é esta a forga que
dirige a reagdo de ciclizagdo (CIANCIA et al., 1993). Contribui principaimente para
este efeito a formagdo de uma ponte de hidrogénio entre o grupo sulfato em C-2 da
unidade A e a hidroxila em C-3 da unidade B (FIGURA 7). Tais grupos sulfato nao
s&o encontrados na familia Kappa (TABELA 1).

FIGURA 7 - INTERAGAO ENTRE O GRUPO SULFATO EM C-2 DA B-D-GALACTOSE

COM A HIDROXILA LIVRE EM C-3 DA a-L-GALACTOSE EM LAMBDA-CARRAGENANA
(CIANCIA ET AL., 1993).
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O padrao de sulfatagdo observado nas mu/nu-carragenanas promovem um
efeito contrario ao observado nas lambda-carragenanas. Em mu/nu-carragenanas
os grupos sulfato encontrados esterificando os carbonos 4 das unidades A, podem
interagir com os grupos sulfatos que esterificam os carbonos 2 e 6 presentes na
unidade B (FIGURA 8), a repulséo gerada entre estes grupos favorecem a alteragao
conformacional da unidade B ('C4 para “Cy) e, conseqiientemente, a ciclizagéo
(NOSEDA; CEREZO, 1995).
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FIGURA 8 - INTERAGAO ENTRE O GRUPO SULFATO EM C-4 DA B-D-GALACTOSE

COM OS GRUPOS SULFATO EM C-2 (A) E C-6 (B) DA o-L-GALACTOSE EM MU/NU-
CARRAGENANA (NOSEDA; CEREZO, 1994).
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Ainda, NOSEDA et al., (2000) estudaram a reacdo de ciclizagdo em

porfiranas, as quais ndo sofreram influéncia de outros grupos sulfato substituintes,

uma vez que tais polissacarideos apresentam exclusivamente grupos sulfato em C-6

da unidade B (FIGURA 3), e obtiveram uma velocidade de reagado intermediaria

aquelas apresentadas pelas lambda- e mu/nu-carragenanas. Estes resultados

mostraram que a velocidade da reagdo de ciclizagdo ndo é dependente da

enantiomericidade do residuo de a-galactose, mas sim da posi¢ao e distribuicdo dos
grupos sulfato substituintes (NOSEDA et al., 2000).
O estudo da cinética quimica da reagdo de ciclizagdo visa buscar melhores

condigbes para obtengdo de ficocoldides com maior poder geleificante através de
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tratamento alcalino, mediante o estudo do comportamento desta reagdo em

polissacarideos modelos, tais como kappa-, nu- e lambda-carragenana e porfirana.

1.8. MECANISMO DE FORMAGAO DE GEIS

A habilidade de formar géis e solugbes viscosas €& uma importante
caracteristica observada somente em algumas estruturas de carragenanas e
agaranas e apresenta extremo interesse comercial e industrial (RAVEN et al., 1996;
VAN DEN HOEK et al., 1989; GRAHAM; WILCOX, 2000; USOV, 1984, 1998).

O processo de geleificagdo em galactanas sulfatadas é uma propriedade
termo-reversivel, uma vez que o resfriamento faz com que as moléculas adquiram
uma conformacgéo orientada em hélice e se agreguem formando o gel, enquanto que
o0 aquecimento torna o gel desordenado, fazendo com que as moléculas se
dispersem e adquiram uma conformacg&do em “randon coil” (COLE; SHEATH, 1990).

A formagdo do gel se deve a uma associagdo entre diversas cadeias
polissacaridicas paralelamente arranjadas em hélice, formando uma rede
tridimensional totalmente estabilizada por pontes de hidrogénio inter-cadeias, que se
formam entre as hidroxilas livres presentes (REES, 1965; USOV, 1984; COLE;
SHEATH, 1990). As associagdes ocorrem entre longas segdes regulares ou
repetitivas das cadeias polissacaridicas paralelas e se interrompem nas regides
onde esta regularidade ndo esta presente, denominadas de zonas de unido, o que
permite a associagdo com outras cadeias (REES, 1965; USOV, 1984; COLE;
SHEATH, 1990).

A estrutura secundaria apresentada por estes polissacarideos se deve a
presenga das unidades de 3,6-anidrogalactose, pois sua conformacao 'C4, NO caso
das carragenanas, ou “C{ no caso das agaranas com ligagdes glicosidicas
equatoriais, difere das demais unidades presentes no polimero e causa um desvio
na direcdo da cadeia polissacaridica, permitindo-lhe adquirir uma conformagéo
helicoidal, orientada a direita nas carragenanas e a esquerda nas agaranas (REES,
1965, COLE, SHEATH, 1990; VAN DE VELDE et al., 2002).



23

O processo de geleificagédo em carragenanas ainda necessita da presenga de
cations especificos (calcio e potassio) para neutralizar a carga dos grupos sulfato,
projetados para fora a partir do eixo principal da hélice, facilitando assim a
agregacao lado-a-lado das hélices (COLE; SHEATH, 1990).

Portanto, a geleificagdo se deve a formagao de uma rede tridimensional, onde
as diferengas observadas nas propriedades dos diferentes géis se devem a

capacidade de associagéo entre as varias cadeias polissacaridicas (USOV, 1984).

1.9. OBTENGAO DE OLIGOSSACARIDEOS ATRAVES DE HIDROLISE
REDUTIVA PARCIAL

Oligossacarideos sdo naturalmente encontrados em vegetais como produtos
de seu metabolismo normal e podem exercer diversas fungdes, desde estruturais até
reserva e osmorregulagdo (CROWE et al., 1987; KANDLER; HOPF, 1980).

Os oligossacarideos podem ser biossintetizados naturalmente no vegetal a
partir de monossacarideos ou oligossacarideos precursores ou de um doador
glicidico pela agdo de enzimas especificas denominadas de glicosiltransferases e
recebem a denominagédo de oligossacarideos primarios, por serem sintetizados in
vivo (KANDLER; HOPF, 1980).

Oligossacarideos secundarios, por sua vez, sdo aqueles que tém a sua
origem atribuida a hidrélise parcial de outros agucares, como oligossacarideos
maiores, polissacarideos, glicoproteinas ou glicolipideos, por agéo enzimatica, tanto
in vivo como in vitro (glicosidases e hidrolases) ou por catdlise acida in vitro
(KANDLER; HOPF, 1980).

A caracterizacdo de oligossacarideos obtidos in vitro, tanto por hidrélise 4cida
parcial como enzimatica, € um método muito util e amplamente utilizado para auxiliar
na determinagdo estrutural de polissacarideos a eles relacionados, pois fornece
informagées importantes como seqiéncia e configuragdo anomeérica de suas
unidades monossacaridicas constituintes e tipos de ligagdes glicosidicas presentes
(ASPINALL, 1970, 1983).
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Hidrolises enziméaticas sdo mais vantajosas que as &cidas por serem
altamente especificas, uma vez que tanto hidrolases como glicosidases se
apresentam altamente especificas por determinadas unidades monossacaridicas e
por suas configuragées anoméricas (ASPINALL, 1983).

MORRICE et al., (1983) e USOV e IVANOVA (1987) utilizaram uma B-agarase
de origem bacteriana para obter oligossacarideos por meio de hidrélise enzimatica,
com a finalidade de elucidar a estrutura quimica das agaranas isoladas de Porphyra
umbilicalis e de Plysiphonia morrowii. Esta enzima cliva especificamente as ligagbes
B-D-galactopiranosidicas da agarose, liberando assim neoagarobiose (3,6-anidro-o-L-
galactopiranose-(1—3)-D-galactopiranose) ou oligossacarideos maiores (ASPINALL,
1983).

A hidrélise acida parcial € processada de forma similar a uma hidrolise
convencional, amenizando-se apenas algumas de suas condigbes, tais como
temperatura, tempo ou concentragdo 4cida; por este método, polissacarideos que
apresentem um unico padrdao de ligagdo glicosidica ou varios, porém com uma
mesma susceptibilidade a clivagem, darédo origem a uma selegdo representativa de
todos os oligossacarideos possiveis. Na pratica, contudo, verifica-se que a taxa de
hidrélise de diferentes ligagdes glicosidicas sdo, com frequéncia, suficientemente
diferentes para que nem todos os possiveis oligossacarideos possam ser isolados a
partir de um unico método de despolimerizagdo, rendendo assim misturas de
acgucares de relativa baixa massa molecular junto com, em alguns casos fragmentos
de alta massa molecular (ASPINALL, 1983).

Os produtos da hidrélise acida parcial (mono, di e oligossacarideos) antes de
serem caracterizados, devem ser primeiramente fracionados, para tanto, uma
variedade de procedimentos cromatograficos podem ser utilizados, incluindo
cromatografia de particdo em celulose, cromatografia de adsorgédo em carvéo (onde
os oligossacarideos sdo progressivamente separados com agua contendo
proporgbes crescentes de etanol — WHISTLER; DURSO, 1950), cromatografia de
troca i6nica ou gel filtragdo (ASPINALL, 1983).

USOV e ELASHVILI (1991) e STEVENSON e FURNEAUX (1991) tém
introduzido nas analises estruturais de galactanas de algas vermelhas uma variagéo
da hidrolise redutiva convencional, para a obtengdo de oligossacarideos. Eles

mostraram que durante uma hidrélise total, polissacarideos contendo unidades de
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3,6-anidrogalactose, encontrada unicamente em polissacarideos de algas
vermelhas, sofrem uma redugdo quantitativa destes monossacarideos, pouco
resistentes ao meio acido quando submetidos a condi¢gées padrdes de hidrélise
(4cido trifluoracético, 100 °C, 5 horas), enquanto que os demais monossacarideos
permanecem quantitativamente inalterados, por esse motivo tornou-se necessario a
utilizagdo de um método hidrolitico mais ameno para evitar a degradagdo dessas
unidades.

STEVENSON e FURNEAUX (1991) desenvolveram um método denominado
hidrolise redutiva, onde juntamente ao &acido trifluoracético &€ acrescentado um
agente redutor estavel em meio acido, o complexo de 4-metil morfolina borano (4-
MMB), o qual garante que as unidades de 3,6-anidrogalactose se mantenham
intactas durante o processo hidrolitico. Isto é possivel uma vez que durante um
processo de pré-hidrélise, que ocorre em condigdes brandas (80°C durante 15
minutos), somente as ligagdes 3,6-anidrogalactosidicas sdo hidrolisadas, por serem
mais labeis, e estas unidades monossacaridicas livres sdo imediatamente reduzidas
a 3,6-anidrogalactitol no meio reacional, adquirindo desta maneira estabilidade. Em
seguida, processa-se a hidrélise das demais unidades constituintes do
polissacarideo, & 120°C durante 1 hora e meia, e a redugdo das mesmas, sendo
assim possivel quantificar ao mesmo tempo todos os agucares (na forma de
acetatos de alditol) presentes em uma amostra utilizando cromatografia liquido-
gasosa (CG).

Baseado neste método hidrolitico, porém em condi¢des diferenciadas, USOV
e ELASHVILI (1991) desenvolveram a hidrélise redutiva parcial para obtengdo de
oligossacarideos contendo, unicamente, 3,6-anidrogalactitol como unidade terminal
(FIGURA 9). Assim, por exemplo, a hidrolise parcial da agarose resulta unicamente
no dissacarideo agarobiitol, enquanto que de carragenanas contendo 3,6-
anidrogalactose resulta carrabiitol e/ou seus mono e dissulfato (USOV, 1998).

Tais oligossacarideos reduzidos se mostram estaveis e mais convenientes
para separagdo por cromatografia do que os produtos de hidrdlise &acida ou
metandlise (este Ultimo processo permite a protegdo da ponta redutora com um
grupo metil, os quais poderiam ser rapidamente degradados a hidroximetilfurfural
nas condiges de hidrélise), sendo que suas estruturas e posigdo de grupos sulfato
podem ser esclarecidas usando RMN (USOV; ELASHVILI, 1991).
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FIGURA 9 - PRODUTOS DE HIDROLISE REDUTIVA PARCIAL OBTIDOS A PARTIR DA
AGAROSE (A) E DA KAPPA-CARRAGENANA (B) CONTENDO 3,6-
ANIDROGALACTOSE (USOV, 1998).
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVOS GERAIS:

Caracterizar a estrutura quimica fina dos polissacarideos neutros e sulfatados
obtidos mediante extragdo aquosa a partir de algas vermelhas pertencentes as
ordens Nemaliales e Palmariales.

Caracterizar a estrutura quimica fina dos polissacarideos sulfatados obtidos
mediante extragcdo aquosa a partir de algas vermelhas pertencentes as familias
Solieriaceae e Furcellariaceae (Gigartinales) e utiliza-los como modelos para o

estudo cinético da reagéo de ciclizagao.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1 - Obter polissacarideos neutros por extragdo aquosa a quente (80°C) a partir das
algas vermelhas Galaxaura marginata, G. obtusata, Tricleocarpa cylindrica, T.

fragilis, Scinaia halliae (Ordem Nemaliales) e Palmaria palmata (Ordem Palmariales);

2 - Obter e purificar polissacarideos sulfatados por extragdo aquosa a quente (80 °C)

a partir das algas vermelhas Tricleocarpa fragilis e Galaxaura marginata;

3 - Obter e purificar polissacarideos sulfatados por extragdo aquosa a frio (25 °C) a
partir das algas vermelhas Eucheuma denticulatum (Solieriaceae) e Furcellaria

lumbricalis (Furcellariaceae);

4 - Determinar a estrutura quimica fina destes polissacarideos por métodos quimicos

e espectroscopicos;

5 - Utilizar as carragenanas isoladas a partir das algas E. denticulatum e F.

lumbricalis como modelos no estudo da cinética quimica da reagao de ciclizag&o.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAL

Nesta pesquisa foram estudados polissacarideos sulfatados isolados da fase
gametofitica das algas vermelhas Galaxaura marginata (J. Ellis & Sol.) J. V. Lamour.,
coletada nas praias Enseada das Gargas e Mar Azul, municipio do Funddo (ES -
Brasil), em julho de 2003 (por: N.S. Yokoya e S.M.P.B. Guimaraes) e Tricleocarpa
fragilis (L.) Huisman & R. A. Towns, coletada na praia do Ribeiro, municipio de
Bombinhas (SC - Brasil), em marco de 2000 (por: M.D. Noseda e M.E.R. Duarte).

Também foram estudados os polissacarideos neutros isolados das algas
vermelhas Galaxaura obtusata (J. Ellis & Sol.) J. V. Lamour., coletada no municipio
de Morro de S&o Paulo (BA - Brasil), em julho de 2001 (por: M.D. Noseda e M.E.R.
Duarte), G. marginata (J. Ellis & Sol.) J. V. Lamour., Tricleocarpa fragilis (L.)
Huisman & R. A. Towns, Tricleocarpa cylindrica (J. Ellis & Sol.) Huisman & Borow.,
coletada nas praias Enseada das Gargas e Mar Azul, municipio do Fundao (ES), em
julho de 2003 (por: N.S. Yokoya e S.M.P.B. Guimaraes), Scinaia halliae (Setch.)
Huisman, coletada na praia Enseada das Gargas, municipio do Fundao (ES), em
julho de 2003 (por: N.S. Yokoya e S.M.P.B. Guimaraes) e Palmaria palmata (L.) O.
Kuntze, adquirida de fonte comercial (DULSE - Atlantic Mariculture Limited, Grand
Manan, New Brunswick - Canada).

Para o estudo de cinética quimica foram utilizados os polissacarideos
sulfatados isolados das algas vermelhas Eucheuma denticulatum (N.L. Burman) F.S.
Collins & Hervy, adquirida de fonte comercial (Gelymar S.A., Puerto Montt - Chile) e
Furcellaria lumbricalis (Hudson) J. V. Lamour., coletada em Prince Edward Island
(Canada), em agosto de 2003 (por: M. D. Noseda).

Depois de retiradas do mar, os exemplares de G. obtusata, G. marginata, T.
fragilis, T. cylindrica, S. halliae e F. lumbricalis foram lavados em agua corrente,
desidratados a sombra e submetido a8 moagem em moinho de faca.



3.1.1. POSICIONAMENTO SISTEMATICO DAS ESPECIES ESTUDADAS

Divisdo: Rhodophyta
Classe: Rhodophyceae
Ordem: Nemaliales
Familia: Galaxauraceae
Género: Galaxaura
Espécie: G. obtusata (J. Ellis & Sol.) J. V. Lamour.
Espécie: G. marginata (J. Ellis & Sol.) J. V. Lamour.
Género: Tricleocarpa
Espécie: T. fragilis (L.) Huisman & R. A. Towns
Espécie: T. cylindrica (J. Ellis & Sol.) Huisman & Borow.
Género: Scinaia
Espécie: S. halliae (Setch.) Huisman
Ordem: Palmariales
Familia: Palmariaceae
Género: Palmaria
Espécie: P. palmata (L.) O. Kuntze
Ordem: Gigartinales
Familia: Solieriaceae
Género: Eucheuma
Espécie: E. denticulatum (N.L. Burman) F.S. Collins & Hervy
Familia: Furcellariaceae
Género: Furcellaria

Espécie: F. lumbricalis (Hudson) J. V. Lamour.
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FIGURA 10: Algas vermelhas G. marginata (A), G. obtusata (B), T. cylindrica (C), T. fragilis (D), S. halliae (E), P.
palmata (F), E. denticulatum (G) e F. lumbricalis (H).
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fonte: material in natura fotografado em laboratério (A, B, C, D e H); sites na internet: www.ne.jp/asalri/marine/algal/Scinaia.html (E),
www.surialink.com/abc_eucheuma/1/46.html (F), www.surialink.com/.../reds/Palmaria/Palmaria.html.
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3.2. EXTRAGCAO DOS POLISSACARIDEOS

As algas Galaxaura marginata (4,2 g), G. obtusata (58,0 g), Tricleocarpa
cylindrica (9,4 g), T. fragilis (70,0 g), Scinaia halliae (5,6 g) e Palmaria palmata (68,0
g) foram utilizadas como fonte para obtengdo dos polissacarideos caracterizados
nesta tese. Para isso todas as algas foram submetidas, separadamente, ao mesmo
procedimento de extragdo descrito a seguir.

O material algal foi submetido a extragdo aquosa (5 g% p/v) a quente (80 °C)
durante 4 horas sob agitagdo mecéanica seguida por centrifugagdo (10.000 rpm
durante 25 minutos). Posteriormente, a fragdo sobrenadante foi submetida a
precipitagdo com 3 volumes de etanol, onde, ap6s nova centrifugagdo (12.000 rpm
durante 15 minutos), os polissacarideos precipitados foram ressolubilizados em
agua, centrifugados, nas mesmas condigdes ja descritas, dialisados contra &gua
destilada, concentrados em rotaevaporador sob pressao reduzida e liofilizados, para
obtengdo de cada fragdo polissacaridica, as quais foram denominadas utilizando-se
as iniciais de cada espécie: GM, GO, TC, TF, SH e PP.

Para as algas Eucheuma denticulatum e Furcellaria lumbricalis, as quais
foram utilizadas como fontes biologicas para obtengdo dos polissacarideos
caracterizados e utilizados para os estudos de cinética quimica, realizou-se uma
extragcao aquosa (5 g% p/v) a temperatura ambiente (25 °C) durante 14 horas, apos
esta etapa seguiu-se a mesma metodologia descrita para as demais algas, obtendo-
se desta maneira as fragdes denominadas ECW (a partir da primeira alga), F1 e F2

(a partir da segunda alga).

3.3. OBTENGAO DOS POLISSACARIDEOS NEUTROS E SULFATADOS
(PRECIPITAGAO COM CETAVLON)

Para promover a separagdo dos polissacarideos neutros e sulfatados
presentes nas fragbes GM, GO, TC, TF, SH e PP, as mesmas foram redissolvidas
em agua (0,25 g%) e a elas adicionou-se uma solugdo de Cetavion
(cetyltrimethylammonium bromide) 10%. As solugbes foram mantidas sob agitacéo
constante durante 12h e apoés centrifugagdo (7.000 rpm durante 20 minutos) o

material precipitado (complexo polissacarideo acido - Cetavlon) foi descomplexado
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por meio de tratamento com NaCl 4M, durante uma noite e posteriormente
precipitado com etanol (3 volumes), enquanto que a fragdo sobrenadante (contendo
o material neutro solivel) foi diretamente precipitada com etanol (3 volumes). As
fragGes polissacaridicas GMp (3,17 %), GOp (nd), TCp (0,77 %), TFp (1,73 %), SHp
(5,10 %) e PPp (3,25 %), proveniente dos materiais precipitados e GMs (0,51 %),
GOs (18,0 %), TCs (0,24 %), TFs (0,30 %), SHs (0,38 %) e PPs (15,0 %),
provenientes dos materiais soluveis, foram obtidas apo6s didlise contra agua

destilada, concentragéo em rotaevaporador sob pressao reduzida e liofilizag&o.

3.4. PRECIPITAGAO COM KCI

A fragdo polissacaridica de interesse (F1 e F2) foi primeiramente dissolvida
em &agua (0,25 % p/v) & temperatura ambiente e solugbes de concentragbes
crescentes de cloreto de potassio (0,25; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 M) foram adicionadas
gradativamente. A cada adig&do do sal a solugdo foi mantida sob agitagdo mecanica
por aproximadamente 2 horas e deixada em repouso 14 horas a 4 °C, seguida por
centrifugagdo (12.000 rpm durante 15 minutos). Assim o material precipitado foi
submetido a didlise e liofilizagdo, enquanto o sobrenadante foi submetido a um novo

tratamento com uma concentragdo maior de sal.
3.5. METODOS ANALITICOS GERAIS
3.5.1. DOSAGEM DE AGUCAR TOTAL
As dosagens dos carboidratos totais presentes nas fragdes polissacaridicas
foram realizadas de acordo com o método do fenol-acido sulfurico descrito por

DUBOIS et al. (1956), utilizando-se galactose, manose e xilose como padrdes (faixa

de sensibilidade 10 — 70 ug/ml).

3.5.2. DETERMINAGAO DO TEOR DE GRUPOS SULFATO

A determinagdo do teor de grupos sulfato das fragbes polissacaridicas foi

realizada através do método turbidimétrico da gelatina-BaCl,, apds hidrélise das
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amostras (HCI 1 M, 5 horas, 105 °C) de acordo com DODGSON e PRICE (1962),

utilizando-se sulfato de sédio como padréo (faixa de sensibilidade 20 — 200 pg/ml).

3.5.3. DOSAGEM DE PROTEINAS

A detecgdo e dosagem do teor de proteina nas amostras foi realizada de
acordo com o método de LOWRY et al. (1951), utilizando-se soro albumina bovina

como padréo (faixa de sensibilidade 20 — 100 pg/ml).
3.5.4. DOSAGEM DO TEOR DE 3,6-ANIDROGALACTOSE

A dosagem do teor de 3,6-anidrogalactose foi realizada utilizando-se o
método do resorcinol (YAPHE, 1960; YAPHE; ARSENAULT, 1965). Aliquotas das
amostras (0,05 ml) obtidas em diferentes intervalos de tempo por tratamento alcalino
(método analitico, como descrito no item 3.7.3.2.) foram acrescidas de 0,75 ml de
agua e 4 ml do reativo de resorcinol, preparado com 9 mi de solugdo de resorcinol
(15 mg de resorcinol em 10 ml de agua), 1 ml de acetal (1 ml de acetal em 24 ml de
agua) e 100 ml de acido cloridrico fumegante. Paralelamente foi preparado o branco
com agua destilada. Os tubos foram entdo vedados e submetidos a temperatura de
80°C em banho termostatizado por 10 minutos. Apds resfriamento em banho de gelo
a dosagem do teor do anidro-agucar foi realizada pela leitura da absorbancia a 555

nm.
3.5.5. DETERMINAGAO DO TEOR DE CINZAS

A determinagdo do teor de cinzas da fracdo de interesse foi realizada no
Departamento de Quimica da UFPR. Inicialmente, o material seco em estufa a 30 °C
foi calcinado no interior de cadinhos (previamente mantidos a 900 °C por 30
minutos) em chama até completa incineragdo. Posteriormente o material foi mantido

em mufla a 900°C por 1 hora.
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3.5.6. DOSAGEM DE AGUCARES REDUTORES

A massa molecular das fragées de interesse foi estimada a partir de seus
poderes redutores de acordo com o método de PARK e JOHNSON (1949),
utilizando-se xilose como padréo (faixa de sensibilidade 1 — 10 pg/ml), aplicados a

formula Mm = 150xp/r, onde p corresponde ao peso da amostra e r a extremidade
redutora.

3.5.7. POLARIMETRIA

A determinag&o da rotagéo 6ptica especifica (ap®°) das amostras foi realizada
na concentragéo de 0,2 g% em solugdo aquosa a temperatura de 25°C, utilizando
cubetas de 10 cm de comprimento em polarimetro RUDOLPH RESEARCH, modelo
Autopol lIl, no comprimento de onda de 589,3 nm.

3.6. METODOS HIDROLITICOS
3.6.1. HIDROLISE ACIDA TOTAL

As fragbes polissacaridicas contendo xilanas ou xilomananas sulfatadas, em
suas formas nativas ou metiladas, foram submetidas a hidrélise acida total (acido
trifluoracético 2 M, 121 °C, 1,5 h) seguida por redugdo com NaBH4 ou NaBD, por 14
horas, acetilagdo (anidrido acético, 120 °C, 1,5 h) e lavagem com
agua/CHCI3/NaHCO3, para posterior analise por cromatografia liquido gasosa (CLG)
e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM).

3.6.2. HIDROLISE ACIDA TOTAL DO TIPO HIDROLISE REDUTIVA

As fragdes polissacaridicas contendo galactanas sulfatadas, em suas formas
nativas ou metiladas, foram submetidas a hidrolise acida total do tipo hidrélise
redutiva de acordo com o método de STEVENSON e FURNEAUX (1991),
modificada por FALSHAW e FURNEAUX (1994) a qual se processa em duas etapas.
Na primeira etapa, onde ocorre a liberagdo e a concomitante redugéo das unidades
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de 3,6-anidrogalactose, o polissacarideo foi hidrolisado & 80 °C por 15 minutos na
presengca de TFA 3 M e do complexo 4-metil morfolina borano (agente redutor
estavel em meio 4cido). Na segunda etapa, onde ocorre a liberagdo e a redugéo das
demais unidades monossacaridicas, o material pré-hidrolisado foi mantido a 120 °C
por 90 minutos na presenga de TFA, na concentragéo final de 2 M e de 4-metil
morfolina borane. Os alditois assim obtidos foram acetiladas com anidrido acético
(0,5 ml)/ TFA concentrado (0,5 ml) durante 15 minutos a 50 ° C. Na forma de acetato
de alditol, foram analisados por cromatografia liquido gasosa (CLG) e cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM).

3.6.3. METANOLISE

Somente fragbes metiladas foram submetidas a metandlise (MeOH/HCI 3%,
70°C, 3h) seguida por hidrélise como descrito no item 3.6.1 e redugdo com NaBH,
ou NaBD4 por 14 horas, acetilagdo (1 ml anidrido acético, 120°C, 1,5h) e lavagem
com agua/CHCI3/NaHCOs, para posterior analise por cromatografia liquido gasosa

(CLG) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM).
3.7. MODIFICACAO QUIMICA DOS POLISSACARIDEOS
3.7.1. DESSULFATAGAO DOS POLISSACARIDEOS

O processo de dessulfatagao foi realizado utilizando-se o método solvolitico,
com as fragdes de interesse na forma de sal de piridénio. Para obteng¢éo deste sal,
os polissacarideos foram solubilizados em &gua e a elas adicionado resina catiénica
Dowex 50x8 (forma de H*) sob agitagdo magnética & temperatura ambiente por 30
minutos, até o pH do meio ficar entre 1,0-2,0. O material foi filtrado (sob presséo
reduzida), neutralizado com piridina até pH 7,0 e liofilizado.

Uma vez na forma de sal de piridénio, os polissacarideos foram
ressolubilizados em mistura de dimetilsulfoxido:metanol:piridina  (89:10:1),
respeitando-se a relagdo de 10mg de polissacarideo para 3 ml de solvente
(NAGASAWA et al., 1979) e mantida a 100°C durante 6 horas. Apos o resfriamento,
a fragdo solvolizada foi dialisada contra agua destilada e liofilizada. As fragGes
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quimicamente modificadas assim obtidas foram identificadas pela adigdo das letras

ds (dessulfatado) ao nome das fragées originais.

3.7.2. DEGRADAGAO CONTROLADA DE SMITH

Para a realizagdo da degradagdo controlada de Smith, a fragéo
polissacaridica de interesse foi solubilizada em agua destilada (21 mg/ 6 ml)
contendo metaperiodato de sodio (NalO4 — 130 mg) e mantida em ambiente escuro a
temperatura ambiente durante 48 horas. Apds este periodo a solugéo foi tratada com
etilenoglicol visando consumir o excesso de NalO,4, reduzida com boroidreto de
sodio (NaBHs - 10%) durante 20h, neutralizada com 4&cido acético, dialisada e
liofilizada (FURNEAUX; STEVENSON, 1990). O polissacarideo assim modificado foi
submetido a hidrélise branda com TFA 1M durante 20 horas a temperatura
ambiente. A fragdo quimicamente modificada assim obtida foi identificada pela
adi¢do da letra S (Smith) ao nome da fragdo original.

3.7.3. TRATAMENTO ALCALINO

3.7.3.1. METODO PREPARATIVO

As fragbes polissacaridicas foram solubilizadas em agua destilada (0,2 g%) e
reduzidas com boroidreto de sodio (NaBH4 - 10% em massa do polissacarideo) por
16 h. Adicionou-se entdo hidroxido de sédio 3M, para a concentragdo final 1M e
novamente adicionou-se NaBH; (5% em massa). As solugdes foram entdo mantidas
a temperatura de 80°C em banho termostatizado por 2 horas (NOSEDA; CEREZO,
1995), sendo em seguida neutralizadas com acido cloridrico fumegante, dializadas e
liofilizadas. As fragées quimicamente modificadas assim obtidas foram identificadas

pela adigdo das letras TA (tratamento alcalino) ao nome das fragées originais.
3.7.3.2. METODO ANALITICO

A amostra polissacaridica foi solubilizada em agua destilada (0,2 g%) e
reduzidas com NaBH, (10% em massa) por 14 horas, aliquotas de 0,5 ml destas
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solugdes foram separadas em viais e a cada uma delas foi adicionado 0,25 ml de
hidroxido de sédio 3M (10 ml com 5% de NaBH,). Os viais foram mantidos sob
diferentes temperaturas (50, 60, 70 e 80°C) em banho termostatizado e retirados um
a um em intervalos regulares sendo entdo neutralizados com HCI diluido (5:1) como
descrito por CIANCIA et al. (1993). Para cada uma destas solugdes foi determinado

o teor de 3,6-anidrogalactose formado utilizando o método do resorcinol (como
descrito no item 3.5.4).

3.7.4. HIDROLISE REDUTIVA ACIDA PARCIAL - OBTENGAO DE
OLIGOSSACARIDEOS

Para obtenc&o de oligossacarideos, a fragdo polissacaridica foi submetida a
hidrélise redutiva acida parcial de acordo com USOV e ELASHVILI (1991). O
polissacarideo foi inicialmente dissolvido em &gua (1,3 g%) e a solugdo aquecida a
60°C para a completa solubilizagdo. O complexo 4-metil morfolina borano foi
acrescentado (9 g%) seguido por TFA 2M e a mistura foi mantida a 65°C por 8
horas. Apéds resfriamento a solugdo foi dialisada contra agua destilada e liofilizada. A
fracdo oligossacaridica assim obtida foi identificada pela adicdo da sigla HP
(hidrdlise parcial) ao nome da frag&o original.

3.8. ANALISE DE METILACAO

As amostras contendo polissacarideos sulfatados a serem metiladas foram
inicialmente reduzidas com boridreto de sédio (NaBH,) e dialisadas contra solugéo
de trietlamina 5% (10ml), visando-se obter apds liofilizagdo, polissacarideos
sulfatados, na forma de sal de trietlamdnio, soluveis no solvente aprético dimetil
sulféxido (STEVENSON e FURNEAUX, 1991).

Os polissacarideos sulfatados na forma de sal de trietilaménio foram
metilados de acordo com o método de CIUCANU e KEREK (1984), utilizando-se
iodeto de metila (ICH3) e hidréoxido de sédio pulverizado. O material metilado foi
entdo neutralizado, dialisado, liofilizado, hidrolisado e analisado por CLG e CG-EM
na forma de alditéis acetilados.
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As fragbes contendo polissacarideos neutros foram metiladas de acordo com
0 meétodo descrito por HAWORTH (1915). Para tanto o material foi previamente
reduzido com NaBH; por aproximadamente 14 horas, dialisado contra &gua
destilada e liofilizado. O material reduzido foi entdo dissolvido em hidréxido de sédio
33 % e mantido sob agitagdo constante a temperatura ambiente. A cada 30 minutos
adicionou-se o agente metilante (CH3),SO4 e a cada 1 hora mais NaOH 33%, até
completar-se 4 horas. O processo foi entdo interrompido por adigdo de agua
destilada e neutralizado com acido acético (45 %). A solugéo neutralizada foi entéo
dialisada e liofilizada antes de sofrer um novo processo de metilagdo, agora porém,
de acordo com o método de CIUCANU; KEREK (1984). O material parcialmente
metilado foi redissolvido em DMSO (1 %pv), NaOH seco e ICH3 foram adicionados e
a solugdo mantida sob forte agitagdo durante 30 minutos. A reagdo foi entdo
interrompida com adicdo de &agua, neutralizada com acido acético, dialisada e
liofilizada.

3.9. METODOS CROMATOGRAFICOS
3.9.1. CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM DEAE-SEPHACEL

Para fracionamento dos polissacarideos sulfatados de interesse, as fragées
foram submetidas a cromatografia de troca-ibnica em coluna de DEAE-SEPHACEL
(32x10 cm, Vt = 500 ml) utilizando-se agua destilada como eluente e concentragdes
crescentes de cloreto de sodio (NaCl 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 4,0M). A eluigdo foi
monitorada pelo método do fenol-acido sulfurico descrito no item 3.5.1 (DUBOIS et
al., 1956). As sub-fragdes polissacaridicas assim obtidas foram identificadas pela

adi¢ao da concentragdo de NaCl, na qual eluiu, ao nome da frago original.
3.9.2. CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM DEAE-SEPHAROSE CL-6B

A mistura de oligossacarideos obtida como produto de hidrélise redutiva acida
parcial foi fracionada por cromatografia de troca-ibnica em coluna de DEAE-
SEPHAROSE CL-6B (12x3 c¢cm, Vt = 100 ml) utilizando-se &gua destilada como
eluente e concentragdes crescentes de cloreto de sédio (NaCl 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 e
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2,0 M). A eluigao foi monitorada pelo método do fenol-acido sulfarico descrito no item
3.5.1 (DUBOIS et al., 1956). As sub-fragbes oligossacaridicas assim obtidas foram

identificadas pela adi¢éo da concentragdo de NaCl, na qual eluiu, ao nome da fragéo
original.

3.9.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDO-GASOSA (CLG)

As analises por cromatografia liquido-gasosa (CLG) foram realizadas em
Cromatografo Hewlett Packard 5890, com detector de ionizagdo de chama (300°C) e
injetor (250°C), utilizando nitrogénio como gas de arraste e coluna capilar de silica
fundida (30 m x 0,25 mm de d. i.), revestida com DB-225 (0,25 ym) em diferentes
temperaturas: as andlises cromatograficas para acetatos de alditol foram realizadas
a 220°C e para acetatos de alditol parcialmente metilados & 210°C.

3.9.4. CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSA (CG-EM)

As analises de CG-EM foram realizadas em cromatégrafo a gas “Varian”,
modelo 3.300, equipado com coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm d.i.) e
fase estacionaria DB-225. acoplado a espectrdmetro de massa da marca Finnigian
Mat, modelo ITD 800. As injegdes no cromatografo foram feitas mantendo-se a
temperatura inicial em 50°C, seguido de aumento de acordo com a programagéo de
temperatura em um gradiente de 40°C min™ até 230°C, mantendo-se constante a
partir deste valor, utilizando-se o gas hélio como géas de arraste, com fluxo de 1
ml.min™'. As areas dos picos de interesse foram determinadas por integragdo em
software do equipamento. Os espectros de massa foram obtidos por impacto de
elétrons a 70 meV, repetidamente a cada 1/8 de segundo, de m/e 90 a 220. Este
método foi utilizado para a identificagdo dos acetatos de alditol e acetatos de alditol
parcialmente metilados por meio dos seus tempos de retengdo e perfis

caracteristicos de fragmentagao por impacto de elétrons (JANSSON et al., 1976).
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3.9.5. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA DE ALTA PRESSAO
(HPSEC) ACOPLADA A DETECTOR DE INDICE DE REFRAGAO DIFERENCIAL E
ESPALHAMENTO DE LUZ EM MULTIANGULOS (MALLS)

Estas analises foram realizadas em cromatégrafo de exclusdo estérica de alta
presséo (HPSEC) WATERS, equipado com detector de indice de refragéo diferencial
WATERS modelo 2410 e com detector de espalhamento de luz em multidngulos
(MALLS) WAYTT TECHNOLOGY modelo DAWN DSP com 18 detectores dispostos
ao redor da fotocélula em diferentes angulos. Foram utilizadas 4 colunas de gel
permeacdo WATERS, com limites de exclusdo de 1.10°, 4.10° 8.10* e 5.10°% em
série. O eluente utilizado foi uma solugdo de NaNO3; 0,1 mol.L™' contendo azida de
sodio 200 ppm, pressédo de 920 psi a 20°C.

3.9.5.1. ANALISE DE HOMOGENEIDADE

Para a analise de homogeneidade foram preparadas solugdes de 2 mg das
amostras de interesse, em 1 ml de nitrito de sddio (NaNO3; 0,1M) e azida de sé6dio
(200 ppm) dissolvidas em agua MQ e filtradas em membranas millipore (acetato de
celulose) de 0,45 e 0,22 um. As andlises foram realizadas utilizando-se 500 pl de

solugdo em HPLC acoplado a espalhamento de luz, com fluxo de 0,6 mi/min.
3.10. METODOS ESPECTROSCOPICOS

3.10.1. ANALISES DE INFRAVERMELHO

As analises de infravermelho foram realizadas em espectrometro Perkin-
Elmer Series 2000, incorporando a transformada de Fourier. As amostras foram
homogeneizadas com brometo de potassio (2 mg de polissacarideo / 100 mg de
KBr) e prensadas para serem alisadas na forma de pastilhas. Estas analises foram
realizadas no Departamento de Quimica da UFPR.
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3.10.2. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

As andlises de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizadas em
espectroscopio da marca BRUKER, modelo DRX 400, série Avance, em probe de
digmetro externo de 5 mm ou 10 mm, com as amostras dissolvidas em agua
deuterada (D20), a temperatura de 30, 50 ou 80 °C. Os deslocamentos quimicos,
expressos em ppm, foram determinados utilizando acetona como padréo interno
tanto para as analises de ">C (30,20 ppm) como para 'H (2,224 ppm).

3.10.2.1. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE CARBONO-13 (RMN - °C)

Os espectros de RMN — *C foram obtidos na freqliéncia base de 100,61
MHz, com intervalo de aquisigdo de sinal de 0,6 segundos, sendo feitas de 4.000 —

70.000 aquisigées, utilizando-se um intervalo de 0,1 segundo entre os pulsos.
3.10.2.2. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTON (RMN - 'H)

Os espectros de RMN — 'H foram obtidos na freqiiéncia base de 400,13 MHz,
sendo necessario promover a troca dos hidrogénios das hidroxilas por deutério e a
remogdo completa das moléculas de agua presentes, através da dissolugéo das
fragdes em D,0, congelamento e liofilizagdo (este processo foi repetido no minimo
por 3 vezes), com a finalidade de diminuir a intensidade do sinal relativo ao

hidrogénio ligado a oxigénio, o qual prejudica a qualidade do espectro obtido.

3.10.2.3. HMQC (HETERONUCLEAR MULTIPLE QUANTUM CORRELATION
SPECTROSCOPY)

Esta técnica heteronuclear, permite determinar quais atomos de hidrogénio
('H) estao ligados a quais atomos de carbono ('°C) através de suas correlagdes

obtidas no espectro, a partir de sinais de '*C conhecidos ou de 'H ja conhecidos.
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3.11. ESTUDO CINETICO DA REAGAO DE CICLIZAGAO

Com os valores de absorbancia obtidos a partir do acompanhamento do
tratamento alcalino - método analitico pela dosagem do teor de 3,6-anidrogalactose,
aplicados a férmula:

IN(Ao-Ax/At-Ax)

onde a diferenga entre a absorbancia inicial (Ao - zero minuto) e a absorbancia a
tempo infinito (As) indica a concentragdo inicial de unidades reacionantes (unidades
precursoras de galactose 6-sulfato) e a diferenga entre a absorbancia a tempo t (A¢)
e a absorbancia a tempo infinito indica a concentragdo de unidades que a tempo t
ainda ndo reacionaram, foi possivel calcular a constante de velocidade da reagéo
(k). Esta constante é representada pela pendente da reta obtida através da plotagem
dos valores obtidos pela equagdo (eixo Y) em fungdo do tempo (eixo X). A partir

desta constante foi possivel determinar o tempo de meia-vida (1) através da

equagao t,=In2/k.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CARACTERIZACAO QUIMICA DOS POLISSACARIDEOS NEUTROS E
SULFATADOS ISOLADOS DE ALGAS VERMELHAS

As algas vermelhas Galaxaura marginata, G. obtusata, Tricleocarpa cylindrica,
T. fragilis, Scinaia halliae e Palmaria palmata foram submetidas ao mesmo
procedimento de extragdo. O material seco e moido foi submetido a extragdo aquosa
(59% p/v) a quente (80°C, 4 horas). Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi tratado
com etanol absoluto (3 volumes) precipitando os polissacarideos presentes. A partir
deste procedimento, extratos polissacaridicos brutos foram obtidos sendo
denominados de GM, GO, TC, TF, SH e PP, fazendo-se referencia ao nome da alga
a partir da qual foram obtidos (G. marginata, G. obtusata, T. cylindrica, T. fragilis, S.
halliae e Palmaria palmata, respectivamente).

Como ¢é descrito na literatura, as algas vermelhas pertencentes as ordens
Nemaliales e Palmariales caracterizam-se por biossintetizarem polissacarideos
quimicamente distintos daqueles sintetizados pela maior parte das ordens de
Rhodophyta (USOV, 1984; COLE; SHEATH, 1990; MILLER 1997; CHOPIN et al.,
1999). Nestas ordens, polimeros estruturalmente diferentes, como xilanas neutras,
mananas, xilomananas e xilogalactanas sulfatadas podem ocorrer simultaneamente
numa mesma espécie de alga (HAINES et al., 1990; MATULEWICZ et al., 1994;
KOLENDER et al., 1997, MILLER 1997; CHOPIN et al., 1999).

Assim, visando promover a separagdo entre polissacarideos neutros e
sulfatados que poderiam estar presentes conjuntamente nos extratos GM, GO, TC,
TF, SH e PP, os mesmos foram tratadas com Cetavlon, uma base de aménio
quaternario capaz de se complexar com polimeros dotados de carga negativa,
promovendo a precipitagdo destes sem afetar a solubilidade de polimeros neutros
que possam ocorrer simultaneamente numa mesma fragéo.

A formagdo de material precipitado (complexo polissacarideo sulfatado -
cetavlon) foi observado em todas as seis fragdes e apds tratamento com NaCl 4M
(para descomplexagéo) e precipitagdo com etanol absoluto, foram obtidas as fragées
polissacaridicas GMp (3,17 %), GOp (nd), TCp (0,77 %), TFp (1,73 %), SHp (5,10 %)
e PPp (3,25 %), como mostrado na FIGURA 11. Outras seis fragbes denominadas
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GMs (0,51 %), GOs (18,0 %), TCs (0,24 %), TFs (0,30 %), SHs (0,38 %) e PPs (15,0
%), foram obtidas a partir do sobrenadante resultante do tratamento com cetavion
apos precipitagdo com etanol 3 volumes (FIGURA 11).

As caracteristicas gerais das 12 fragGes obtidas apés esta metodologia, bem

como suas composi¢cdes monossacaridicas podem ser observadas nas TABELAS 2
e 3.

FIGURA 11 - EXTRAGAO DOS POLISSACARIDEOS DAS ALGAS G. marginata, G.
obtusata, T. cylindrica, T. fragilis, S. halliae e P. palmata.

G. marginata; G. obtusata; T. cylindrica T. fragilis; S. halliae; P. palmata.

Alga seca e moida

- extragdo aquosa (5g%, 4h, 80°C);
- centrifugagao;

Residuo I Sobrenadante

- solubilizagdo em agua (0,25g%);
- tratamento com Cetavlon (10%);

- centrifugagao;
I Sobrenadante Precipitado I
- precipitagdo com etanol 3 vol.; - tratamento com NaCl 4M;
- centrifugagéo; - precipitagdo com etanol 3 vol.;
- didlise e liofilizagdo. - centrifugagao;
- didlise e liofilizagao.
| Fracao neutra I Fragio sulfatada

GMs; GOs; TCs; TFs; SHs; PPs GMp; GOp; TCp; TFp; SHp; PPp
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TABELA 2 - QARACTERiSTICAS DAS FRAGOES NEUTRAS (S) E SULFATADAS (P)
OBTIDAS APOS TRATAMENTO COM CETAVLON.

ALGA  FRAGAO RENDIMENTO AGUCAR SULFATO PROTEINA [02]

(%)* TOTAL (%)° (%)° )
(%)°

G.marginata GMs 0,51 51,6 2,8 9,0 -51,5
GMp 3,17 54,0 10,5 2,3 +19,5
G. obtusata GOs 18,0 72,7 5,0 14,0 -58,6
GOp S 54,9 8,8 2,5 +16,5
T. cylindrica TCs 0,24 67,4 2,5 3,9 61,0
TCp 0,77 36,3 30,3 4,3 +22,5
T. fragilis TFs 0,30 53,9 2,5 22,0 -20,5
TFp 1,73 40,5 25,0 7.0 +29,0

S. halliae SHs 0,38 - 10,4 - -
SHp 5,10 57,0 19,7 3,2 +30,0
P. palmata PPs 15,0 80,6 1,6 2,3 -44,0
PPp 3,25 49,5 3,2 7.7 47,5

® em relagdo & massa submetida & extragdo aquosa (G. marginata - 58,0g; G. obtusata - 4,2g; T.
cylindrica - 9,4g; T. fragilis - 70,0g; S. halliae - 5,6g; P. palmata - 68,0g); ® segundo DUBOIS et al.
(1956) utilizando manose e xilose como padrdes; © segundo DODGSON; PRICE (1961), expresso
como NaSOj; ¢ segundo LOWRY et al. (1951), utilizando BSA como padrdo; © rotagdo optica
especifica dos polissacarideos dissolvidos em agua (0,2g%); "nao determinado.

TABELA 3 - COMPOSIGAO MONOSSACARIDICA DAS FRAGOES NEUTRAS (S) E
SULFATADAS (P) OBTIDAS MEDIANTE TRATAMENTO COM CETAVLON.

FRAGAO COMPOSIGAO MONOSSACARIDICA (mol%)*

4-O-metil xilose xilose manose galactose  glucose
GMs 0,9 89,9 4,2 2,0 3,0
GMp 0,0 36,2 53,3 9,0 1,5
GOs 1,5 92,0 1,6 4,0 0.9
GOp 6.4 38,2 42,7 9,9 2,8
TCs 1,2 92,9 2,0 1,6 2,3
TCp 2,3 25,6 65,6 2,9 3,6
TFs 0.6 77,6 4,5 3,3 14,0
TFp 15,8 21,1 54,8 6,5 1.8
SHs 24 84,0 6,7 2,3 4,6
SHp 2,5 19,6 531 16,5 8,2
PPs -2 83,6 - - 16,4
PPp - 53,7 - 35,2 11,1

* determinada mediante hidrélise acida total (TFA 2M, 121°C, 90°), na forma de aldit6is acetatos, por
CLG e CG-EM; ? ndo detectado.
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Como mostrado na TABELA 2, todas as algas pertencentes & ordem
Nemaliales, exceto G. obtusata, renderam fragdes que apresentaram baixos
rendimentos (0,24 — 3,17 %). Estes baixos valores obtidos podem ser atribuidos a
uma caracteristica desta ordem, a impregnagdo do tecido vegetal por carbonato de
calcio (MU; RIDING, 1999; COLE; SHEATH, 1990). O grau de calcificagdo pode
variar de espécie para espécie e tem o espaco intercelular como principal sitio de
deposi¢cdo (MU; RIDING, 1999; OKAZAKI et al., 1982). Para a alga T. fragilis, por
exemplo, o material inorganico (na forma de carbonato de calcio) representou 96,6
% do peso seco, como determinado por dosagem do teor de cinzas, a partir de
fragmentos da alga e do residuo final de extragdo (FIGURA 12).

A TABELA 2 mostra também que todas as fragbes obtidas por precipitagdao
com cetavlon sdo ricas em grupos sulfato (8,8 — 30,3%), exceto PPp (3,2 %). As
fragcdes sollveis em Cetavlon, apresentaram baixas percentagens de grupos sulfato
(1,6 — 5,0%), exceto a fragdo TFs (10,4%). A mesma TABELA ainda mostra a
presenca de proteinas nas 11 fragdes dosadas (2,3 — 9,0%), atingindo valores de

maior relevancia para as fragées GOs e TFs (14,0 e 22,0%, respectivamente).

FIGURA 12 - TEOR DE CINZAS DE FRAGMENTOS DA ALGA E DO RESIDUO FINAL
APOS EXTRAGAO AQUOSA DA ALGA Tricleocarpa fragilis.
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Para a determinagdo da composicdo monossacaridica, as fragdes foram
submetidas a hidrolise acida total utilizando TFA 2M (121°C, 90’). A andlise dos
hidrolisados na forma de alditois acetatos por cromatografia liquido-gasosa (CLG) e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS), revelou que
todas as 12 fragbes eram constituidas pelas mesmas unidades monossacaridicas: 4-
O-metil xilose (identificada mediante redugdo com NaBD,), xilose, manose,
galactose e glucose.

Para as fragbes precipitadas com Cetavlon foram observados altos teores das
seguintes unidades monossacaridicas: manose (42,7 — 65,6 mol%) e xilose (21,1 -
53,7 mol%), como pode ser observado na TABELA 3. Porém, a fragdo TFp ainda
apresentou teores relevantes de 4-O-metil xilose (15,8 mol%), enquanto que a fragao
PPp apresentou de galactose (35,2 mol%). Os monossacarideos xilose, manose e
galactose sd&o comumente encontrados em fragdes contendo polissacarideos
sulfatados isoladas de algas vermelhas, ao contrario do monossacarideo 4-O-metil
xilose.

Esta pentose mono metilada ndo foi anteriormente observada entre os
produtos de hidrélise das fragdes isoladas de algas das ordens Nemaliales (USQOV,
1981; MATULEWICZ; CEREZO, 1987"; HAINES et al., 1990; MATULEWICZ et al.,
1994; KOLENDER et al.,, 1995; 1997) ou Palmariales (LAHAYE et al., 1993;
DENIAUD et al., 2003; LAHAYE et al., 2003), mas ja foi encontrada em espécies do
género Curdiea (Gracilariales — FALSHAW et al., 1998), porém nunca em teor tdo
elevado como o relatado na fragdo TFp.

A identificacdo da galactose como o segundo monossacarideo majoritario da
fracdo PPp esta de acordo com o esperado para representantes da ordem
Palmariales, os quais caracterizam-se por biossintetizarem principalmente xilanas
neutras mas também xilogalactanas como componentes minoritarios (MILLER, 1997,
CHOPIN et al., 1999).

As fragdes soluveis em Cetavlon, por sua vez, se mostraram majoritariamente
compostas por unidades de xilose (77,6 a 92,9 mol%).

Glucose se mostrou como o segundo monossacarideo de maior percentagem
para as fragbes TFs e PPs, 14,0 e 16,4 mol% respectivamente (TABELA 3). A
presenca de glucose entre os produtos de hidrolise de fragdes polissacaridicas

obtidas a partir de algas vermelhas é comum e pode ser atribuida a presenga de
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amido das florideas, o polissacarideo de reserva das algas vermelhas (MILLER,
1997, KNUTSEN; GRASDALEN, 1987). Por ser neutro, este polissacarideo pode ter
permanecido no sobrenadante durante o processo de precipitagdo das fragées com
Cetavlon. Os demais monossacarideos presentes nestas fragées se encontram em
baixas percentagens (TABELA 3) e provavelmente provém de contaminagéo pelos
polissacarideos sulfatados.

A TABELA 2 mostra que valores positivos de polarimetria foram observados
para as fragbes precipitadas (+16,5° até +30,0°), enquanto que para as solluveis
observou-se valores negativos (-20,5° até -58,6°). Tais valores sugerem que as
unidades de manose, predominantes nas fragdes precipitadas, apresentam
configuragdo o, enquanto que as unidades de xilose, predominantes nas fragdes
soliveis, apresentam configuragdo (3.

Desta maneira, pode-se sugerir que as fragées soluveis em Cetavion (GMs,
GOs, TCs, TFs, SHs e PPs) sdo constituidas por xilanas neutras enquanto que as
cinco fragbes precipitadas com Cetavlon (GMp, GOp, TCp, TFp e SHp) séo
constituidas por xilomananas sulfatadas e a fragdo PPp por uma galactoxilana ou

por uma mistura de uma xilana e uma xilomanana .
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4.1.1. ESTRUTURA DAS XILANAS PRESENTES NAS FRAGOES SOLUVEIS

Visando elucidar a estrutura quimica fina das xilanas constituintes das fragdes
soluveis isoladas das algas Galaxaura marginata, G. obtusata, Tricleocarpa
cylindrica, T. fragilis, Scinaia halliae e Palmaria palmata foram realizadas analises de
ressonancia magnética nuclear de C'* e H'.

Os espectros de C'® obtidos para todas as seis fragbes se mostraram
extremamente similares, cada um contendo um total de onze sinais, destes, cinco de
maior intensidade e seis de menor intensidade (FIGURA 13).

Na regido anomérica dos espectros, foram observados dois sinais, um
apresentado baixa intensidade, em 103,1 - 103,2 ppm, e o outro apresentando maior
intensidade, em 101,6 ppm (TABELA 4). Estes sinais foram, respectivamente,
atribuidos aos carbonos anoméricos (C-1) de unidades de B-D-xilopiranose-(1—3) e -
(1—4) ligadas (USQV et al., 1981; MATULEWICZ et al., 1992; LAHAYE, et al., 1993,
DENIAUD, et al., 2003).

De maneira mais detalhada, o sinal de menor intensidade (103,1 ppm) refere-
se ao C-1 das unidades de xilopiranose glicosiladas em C-4, que na cadeia
polissacaridica, substituem outra unidade de xilopiranose em carbono 3 (TABELA 4
e FIGURA 14). O sinal de maior intensidade (101,6 ppm), por sua vez, é
simultaneamente referente ao C-1 das unidades de xilopiranose que se encontrem
glicosiladas em C-3 ou em C-4 mas que na cadeia polissacaridica estejam
substituindo o carbono 4 de outra unidade de xilopiranose (TABELA 4). Na FIGURA
11 o espectro obtido para a xilana constituinte da fragdo GMs é utilizado para
exemplificar os assinalamentos acima descritos.

Como mencionado anteriormente, dois tipos distintos de xilanas podem ser
isolados a partir de algas vermelhas: as que apresentam apenas um tipo de ligagéo
glicosidica na cadeia polissacaridica (B-(1—3) ou B-(1—4)), e aquelas com ambas as
ligagGes, sendo estas denominada mistas (FIGURA 4 - KLOAREG; QUATRANO,
1988; MATULEWICZ et al., 1992; BALDAN et al., 1995; LAHAYE et al., 2003). Desta
maneira, a ocorréncia dos dois sinais anoméricos nos espectros das seis fragbes
soluveis, evidenciou que seus polissacarideos constituintes eram xilanas do tipo

mista.
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Outros dois sinais, localizados entre 83,6 e 83,8, e 73,7 e 73,7 ppm
observados nestes espectros (TABELA 4), foram atribuidos aos carbonos 3 e 4
glicosilados das unidades de (-D-xilopiranose, respectivamente (USOV et al., 1981;
MATULEWICZ et al, 1992; LAHAYE, et al., 1993; DENIAUD, et al., 2003) e
confirmaram o carater misto destas xilanas (FIGURA 14).

Ainda, como consequéncia deste padrdo de substitui¢io, trés sinais variando
entre 73,2 a 73,3, 72,3 a 72,4 e 72,6 a 72,7 ppm (TABELA 4), foram identificados
nos espectros das fragdes e se mostraram referentes ao carbono 2 das unidades de
B-D-xilopiranose quando glicosilada em C-4 e glicosilando outra unidade em C-3,
quando glicosilada em C-3 e glicosilando em C-4 e quando glicosilada e glicosilando
em C-4, respectivamente (MATULEWICZ et al, 1992; LAHAYE, et al, 1993;
DENIAUD, et al., 2003).

Os assinalamentos completos das unidades de B-D-xilopiranose, sob cada
padrdo de substituicdo sdo dados na TABELA 2 e mostraram sofrer influéncia
somente da glicosilagdo da unidade de xilose analisada (FIGURA 14).
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FIGURA 13 - ESPECTROS DE RMN DE C'™* DAS XILANAS CONSTITUINTES DAS
FRAGOES SOLUVEIS GMs (A), GOs (B), TCs (C), TFs (D), SHs (E) e PPs (F).
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L
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ppm 104 100 9% 92 a8 84 80 76 72 68 64

* experimento realizado a 50 °C, com os polissacarideos dissolvidos em D;0 .
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FIGURA 14 - PADRAO DE SUBSTITUIGAO APRESENTADO PELA XILANA GMs (A) E
SEU ESPECTRO DE RMN DE C* (B).
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C-1 C-5
C-2
B-2
AR
B-4
A-1 o B-5
www \\/
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T
ppm 104 100 96 92 88 84 80 76 72 68 64

as letras correspondem as unidades: —4)-B-D-xilopiranose-(1—3)- (A), —3)-B-D-
xilopiranose-(1—4)- (B) e —4)-B-D-xilopiranose-(1—4)- (C); os numeros s&o referentes aos
carbonos identificados.
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TABELA 4 - ASSINALAMENTOS QUIMICOS ATRIBUIDOS AOS CARBONOS DAS

UNIDADES DE B-D-XILOPIRANOSE CONSTITUINTES DAS XILANAS MISTAS
(FRAGOES SOLUVEIS).

DESLOCAMENTO QUIMICO (ppm)**

FRAGAO* UNIDADE C-1 C-2 c-3 C-4 C-5
GMs —>4)-B-Xilp-(1-3)-" 1031 733 73,7 76,4 63,0
~3)-B-Xilp-(1-4)-2 1016 72,4 83,7 67,7 64,8
—>4)-B-Xilp-(1-4)- 1016 72,7 73,7 76,4 63,0

GOs ~>4)-B-Xilp-(1->3)- 1031 73,3 73,7 76,4 63,0
—3)-B-Xilp-(1->4)- 1016 723 83,7 67,7 64,8
—>4)-B-Xilp-(1->4)- 1016 72,7 73,7 76,4 63,0

TCs —>4)-B-Xilp-(1->3)- 1032 733 73,7 76,4 62,9
—3)-B-Xilp-(1-4)- 1016 72,4 83,6 67,7 64,8
—>4)-B-Xilp-(1->4)- 1016 72,7 73,7 76,4 62,9

TFs —>4)-B-Xilp-(1->3)- 1031 732 737 764 630
—3)-B-Xilp-(1->4)- 1016 72,3 837 - 67,7 64,8
—>4)-B-Xilp-(1-4)- 1016 726 73,7 76,4 63,0

SHs —>4)-B-Xilp-(1->3)- 1032 733 73,7 76,4 63,0
—3)-B-Xilp-(1->4)- 1016 72,4 83,6 67,7 64,8
—4)-B-Xilp-(1->4)- 1016 727 73,7 76,4 63,0

PPs ~>4)-B-Xilp-(1->3)- 1032 733 73,7 76,4 63,0
—3)-B-Xilp-(1->4)- 101,6 723 83,8 67,7 64,8
—4)-B-Xilp-(1->4)- 101,6 727 73,7 76,4 63,0

* fragbes sollveis em cetavion isoladas das algas G. marginata (GMs), G. obtusata (GOs), T.
cylindrica (TCs), T. fragilis (TFs), S. halliae (SHs) e P. palmata (PPs); ' ~»4)-B-D-xilopiranose-(1-3)-, 0
—3)-B-D-xilopiranose-(1—4)-, % _»4)-B-D-xilopiranose-(1—4)-; ** & referente ao padréo interno acetona
em 32,20 ppm para C", de acordo com USOV et al. (1981); MATULEWICZ et al. (1992); LAHAYE et
al. (1993) e DENIAUD et al. (2003).
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Anélises de RMN de H' também foram realizadas e os espectros obtidos para
as fragdes sollveis, da mesma forma que observado para os de C'3, se mostraram
muito similares (FIGURA 15).

Na regido anomérica destes espectros, foram observados dois sinais, um de
baixa intensidade, em 4,68 - 4,69 ppm, e outro de maior intensidade em 4,48 ppm,
para todas as fragdes (TABELA 5).

Estes sinais foram atribuidos aos prétons anoméricos (H-1) de unidades de $3-
D-xilopiranose-(1—3) e -(1—4) ligadas, respectivamente (LAHAYE, et al.,, 1993;
DENIAUD, et al.,, 2003 - FIGURA 16) e se ap<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>