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RESUMO

Myrmecia biatorellae € um uma microalga verde pertencente a classe
Trebouxiophyceae e ocorre como fotobionte do liquen Lobaria linita. A atividade
biolégica (antitumoral, antiviral e imunomoduladora) dos polissacarideos esta
relacionada as suas estruturas quimicas. O conteudo polissacaridico de fotobiontes
ainda é pouco conhecido, portanto, o presente estudo visou extrair, purificar e
caracterizar estruturalmente o0s polissacarideos da microalga liguénica M.
biatorellae. Esta foi cultivada em laboratério em meio nutriente organico para
Trebouxia, segundo Ahmadjian (1993), obtendo-se uma biomassa de 41,23 g. Para
a extracdo dos polissacarideos, a biomassa da microalga foi submetida a quatro
processos extrativos. Inicialmente, foram realizadas as extragdes com 0s solventes
organicos, etanol e cloroférmio-metanol para a remocdo dos pigmentos e dos
componentes lipidicos. Apos a deslipidificacdo do material, ele foi submetido a
extracdo aquosa com agua destilada sob refluxo, por 4 horas a 100 °C, obtendo-se a
fracdo MYRA com rendimento de 7,4 g%. Os residuos remanescentes da extracédo
aquosa foram submetidos a extracdo com hidréxido de potassio a 10%, sob refluxo a
100 °C, originando a fracdo MYRK (13,4 g%). A partir da extracdo aquosa foi
possivel a obtencdo de duas amostras purificadas, por ultrafiltracdo em membranas,
SMYRA-AMIL-100R e SMYRA-AMIL-50R, as quais apresentaram como composicao
monossacaridica  Rha:Ara:Man:Gal, nas proporcdes 6,4:4,8:4,8:84,1 e
2,9:4,4:3,9:88,7 respectivamente. A anélise do espectro de RMN.-*C destas fracdes
indicou a presenca de galactose na conformacdo furanosidica, indicando desta
maneira, a presenca de galactofurananas. A partir da extragcdo alcalina foi possivel
purificar, por tratamento com solucdo de Fehling, um polissacarideo insolivel em
agua fria, fracdo PMYRK-AMIL-SF, e composto principalmente por ramnose (30,1%)
e galactose (55,9%). A andlise de RMN.-*C desta fracédo também indicou que as
unidades de galactose estdo na conformacéo furanosidica, e provavelmente (1—3)
ligadas, indicando a presenca de uma ramnogalactofuranana. Este polissacarideo
assemelha-se a ramnogalactofuranana presente em Asterochloris sp (CORDEIRO et
al., 2007) que apresenta uma cadeia principal constituida por unidades de Galf
(1—3) ligadas, com ramificacdo em C-6 em aproximadamente 6,4% das unidades. A
observacédo da arvore filogenética de clorofitas liquenizadas e de vida livre (NASH llI
2008) revela que as algas do género Myrmecia se aninham com as algas do género
Asterochloris, indicando que elas estdo muito proximas evolutivamente e explica a
semelhanca estrutural dos polissacarideos encontrados nesses fotobiontes.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: (A) CELULAS VEGETATIVAS COCOIDES DE Myrmecia Biatorellae

FIGURA 2:

(LINHAGEM SAG 8.82) CULTIVADA EM LABORATORIO.
CLOROPLASTOS PARIETAIS (=) E O NUCLEO CENTRAL (*). EM
CULTURA, PODE SE REPRODUZIR POR AUTOSPOROS (A); (B)

LIQUEN LODANA TINItA. ... eeeve ettt eeeeeen e 3
FLUXOGRAMA DE EXTRACAO DE POLISSACARIDEOS DA
MICROALGA LIQUENICA M. biatorellae.............ccccvevveveeeeieeeeeeennnn, 8

FIGURA 3: FLUXOGRAMA DE PURIFICACAO DE POLISSACARIDEOS DA

FIGURA

FIGURA 5:

4.

MICROALGA LIQUENICA M. Biatorellae..........c..ccccoeeveeeeeereeerennan. 10

FLUXOGRAMA DE EXTRACAO E PURIFICACAO DE
POLISSACARIDEOS DA  MICROALGA  LIQUENICA M.
(o] T2 1 (0] (=11 F= 1= PP 15
PERFIS DE ELUICAO CROMATOGRAFICO (HPSEC) DE FRACOES
OBTIDAS DA MICROALGA LIQUENICA Myrmecia Biatorellae: (A)
SMYRA-AMIL; (B) SMYRA-AMIL-100R, (C) SMYRA-AMIL-50R E (D)
SMYRA-AMIL-50E. DETECTOR DE INDICE DE
REFRACAO. ..ottt 18

FIGURA 6: ESPECTROS DE RMN-*C DA SMYRA-AMIL-100R OBTIDA DA

FIGURA 7:

FIGURA 8:

MICROALGA LIQUENICA M. Biatorellae: (A) E EXPERIMENTO
DEPT (B) (EM DMSO-dg A 50 °C). DESLOCAMENTOS QUIMICOS

ESPECTROS DE RMN-*C DA FRACAO SMYRA-AMIL-50R OBTIDA
DA MICROALGA LIQUENICA M. biatorellae: (A) E EXPERIMENTO
DEPT (B) (EM DMSO-dg A 50 °C). DESLOCAMENTOS QUIMICOS

COMPARACAO ENTRE OS ESPECTROS DE RMN-*C (EM DMSO-
de, A 50 °C, DESLOCAMENTOS QUIMICOS EM p.p.m.) DE
FRACOES OBTIDAS DA MICROALGA LIQUENICA M. Biatorellae:
(A) SMYRA-AMIL-50R; (B) SMYRA-AMIL-100R........cccccoevrvrrrrerrnnn. 21



FIGURA 9: PERFIL DE ELUICAO CROMATOGRAFICO (HPSEC) DA FRACAO

SMYRK-AMIL OBTIDA DA MICROALGA LIQUENICA Myrmecia
biatorellae. DETECTOR DE INDICE DE REFRACAO...........c.cc........ 22

FIGURA 10: COMPARACAO DOS ESPECTROS DE RMN-'3C DAS FRACOES (A)

FIGURA 11:

FIGURA 12:

SMYRA-AMIL-100R, (B) SMYRA-AMIL-50R (EM DMSO-dg, A 50 °C)
E (C) SMYRK-AMIL (EM D20, A 50 °C)....oouvveeeieeeeeeeeeee e 23

ESPECTROS DE RMN-*Cc (EM DMSO-ds, A 50 °C,
DESLOCAMENTOS QUIMICOS EM p.p.m.) DE FRACOES OBTIDAS
DA MICROALGA LIQUENICA M. Biatorellae: (A) PMYRK-AMIL; (B)
PMYRA-AMIL E (C) PMYRK-AMIL-SF......covivieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee. 24
ARVORE FILOGENETICA DOS FOTOBIONTES E ALGAS NAO
LIQUENIZADAS CLOROFITAS BASEADA NA ANALISE DAS
SEQUENCIAS DO 18S DNA. FONTE: NASH 1l
(2008)... e 26



LISTA DE TABELAS

TABELA 1: RENDIMENTO E COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES
OBTIDAS DA MICROALGA LIQUENICA Myrmecia Biatorellae............... 16



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

o) - deslocamento quimico

Ara - arabinose

C - carbono

CH3 - grupo metil

Da - daltons

DEPT - distortionless enhancement by polarization transfer
DMSO-dg - dimetilsulféxido deuterado

D,O - 4gua deuterada

f - furanosidico

g - gramas

g% - g/100g

Gal - galactose

Glc - glucose

GLC - cromatografia liquido-gasosa

HPSEC - cromatografia de exclusao estérica acoplada a deteccéo

por indice de refracéo

KOH - hidroxido de potassio

Man - manose

MYRA - fracdo Myrmecia obtida da extracdo aquosa

MYRK - fracdo Myrmecia obtida da extracao alcalina

m/v - massa por volume

NaBH, - boroidreto de sodio

NaN3 - azida de sodio

NaNO; - nitrito de sodio

p - piranosidico

Pac.MYRK - fracéo precipitado acido de Myrmecia obtido da extracéo
alcalina

PMYRA - fracdo precipitado de Myrmecia aquosa obtido apos

congelamento e degelo de MYRA



PMYRA-AMIL

PMYRK

PMYRK-AMIL

PMYRK-AMIL-SF

p.p.m
Rha

RMN.-*C

SMYRA
SMYRA-AMIL
SMYRA-AMIL-50E
SMYRA-AMIL-50R
SMYRA-AMIL-100R
SMYRK
SMYRK-AMIL

TFA

viv
Xyl

- fracdo precipitado de Myrmecia aquosa obtido apos
tratamento de PMYRA com amilase

- fragdo precipitado de Myrmecia alcalina obtido apds
congelamento e degelo de MYRK

- fracdo precipitado de Myrmecia alcalina obtido apos
tratamento de PMYRK com amilase

- fragdo precipitado de Myrmecia alcalina obtido apds
tratamento de PMYRK-AMIL com solucao de Fehling

- partes por milh&o

- ramnose

- ressonancia magnética nuclear de carbono treze

- fracdo sobrenadante de Myrmecia aquosa obtido apdés
congelamento e degelo de MYRA

- fracdo sobrenadante de Myrmecia aquosa obtido apos
tratamento de SMYRA com amilase

- fracao eluida de Myrmecia aquosa obtida da filtracao de
SMYRA-AMIL em membrana de 50 000 Da

- fracdo retida de Myrmecia aquosa obtida da filtracdo de
SMYRA-AMIL em membrana de 50 000 Da

- fracdo retida de Myrmecia aquosa obtida da filtracdo de
SMYRA-AMIL em membrana de 100 000 Da

- fracdo sobrenadante de Myrmecia alcalina obtido apoés
congelamento e degelo de MYRK

- fracdo sobrenadante de Myrmecia alcalina obtido ap6s
tratamento de SMYRK com amilase

- acido trifluoracético

- volume por volume

- xilose



SUMARIO

L INTRODUGAO. ...ttt e 1
I 1 1 1 1 1
1.2 A MICROALGA Myrmecia biatorellae BOYE-PETERSEN.............ccccvvvvieeeeeee. 2
1.3 POLISSACARIDEOS DE FOTOBIONTES LIQUENICOS.......c.ccccceevevernee, 3
2 OBJETIVOS . ... e e 6
2.1 ODJELVO GEIAL.......eeeeiiiiiieee et 6
2.2 ObjetiVOS ESPECITICOS. .. ..uvuriiiriiiiiiie e ee et e e e e e e e e e e e e e e eeeeeranaanes 6
3 MATERIAIS E METODOS.......ocviieteetecteeeee ettt sttt eten e ese v 7
3.1 OBTENQAO E CULTIVO DA MICROALGA. ... .o e 7
3.2 EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS........coeiieeeeieieeeeeeeeees e, 7
3.2.1 EXtracao COm €tanol ..........cooiiiiiiiiiiiice e 7
3.2.2 Extracdo com cloroférmio-metanol..............cccoeeeiiiiiiiiiiiii e, 8
3.2.3 EXIraCa0 AQUOSA........ceeiiiiiiiiiiiiiiiit ettt e e e et a e e e e e 8
3.2.4 EXracao alCalina..........cooooiiiiiiiiiiie e 9
3.3 PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS........c.ccocieeeeeceeeeee e 9
3.3.1 Purificacdo por congelamento e degelo..........ccooooeiiiiiiiiiiiiicicceeee, 9
3.3.2 Purificac&o por tratamento com a-amilase..............cccveeeeiiiiiicieeeeeeeene, 11
3.3.3 Purificacao por ultrafiltracdo em membranas..........ccccceevveiiiiiiiiiiiineennn, 11
3.3.4 Purificacao por precipitacdo em solucéo de Fehling..............cccoevvennn. 11
3.4 ANALISE ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS ISOLADOS................ 12
3.4.1 CompOoSICA0 MONOSSACANAICA. .......uvveeeeeeeiiiiieee e 12
3.4.1.1 Hidrdlise acida total...............coooviiiiiiiiiiiiieeee e 12
3.4.1.2 Reducao e acetilacao dos produtos de hidrélise........................ 12
3.5 METODOS ANALITICOS. ...ttt 12
3.5.1 Métodos CromatografiCoS. .........coiuumuiiiiiiiiiiiiee e 12
3.5.1.1 Cromatografia liquido-gas0Sa..........cccceeeeeeriiiiiiiiiiiiiiiiieeieeee 13
3.5.1.2 Determinacéo da homogeneidade............ccccovviuiviiiiiinieeieinnnen, 13
3.5.2 Mé&tod0S ESPECIOSCOPICOS. ... uuuiieeiiieeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e aeeeaaas 13
3.5.2.1 Ressonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN.-**C)....... 13

4 RESULTADOS E DISCUSSAO........coiiteeeeeeeeeeeeeeeee e 14



B CONCLUSODES. ..o ettt

REFERENCIAS



1 INTRODUCAO

1.1 LIQUENS

Liquens ou fungos liquenizados representam uma associagéo simbiética entre
um fungo, o micobionte, e um organismo fotossintético, que pode ser uma alga
verde, o fotobionte, ou uma cianobactéria, o cianobionte. A natureza dualistica de
muitos liguens € bastante reconhecida e, ainda que incomum, sabe-se que alguns
liquens envolvem trés ou mais simbiontes (NASH IlI, 2008).

Nesta associacdo simbiotica, fungos e algas verdes, fungos e cianobactérias
ou todos os trés, fungos, algas verdes e cianobactérias, se comportam como um
organismo composto, formando o talo liquénico (MIAO et al., 2001). Este apresenta
forma e estrutura interna constantes e definidas, o qual ndo tem nenhuma
semelhanca morfolégica com a alga, a cianobactéria, ou o fungo crescidos
separadamente (HALE, 1979).

Estima-se que foram descritos cerca de 18.500 taxons diferentes de liquens
(STOCKER-WORGOTTER, 2007), constituindo-se em aproximadamente 46% de
todos os ascomicetos e, aproximadamente, um quinto de todos os fungos
conhecidos (HAWKSWORTH, 1988).

O componente fungico predomina na associacdo simbidtica (BARINAGA,
1995) e pode ser um ascomiceto, basidiomiceto ou deuteromiceto. Quanto ao
organismo fotossintético, a maioria sdo algas verdes (classe Chlorophyceae)
presentes em aproximadamente 90% dos liquens, e em menor ocorréncia
cianobactérias, encontradas em cerca de 10% das associacbes (TSCHERMAK-
WOESS, 1989; AHMADJIAN, 1993).

As cianobactérias sdo representadas pelos géneros Nostoc e Scytonema
(AHMADJIAN, 1993; HAWKSWORTH e HILL, 1984), mas géneros como Calothrix
(TCHERMAK-WOESS, 1988; FRIELD,1996) e Fischerella (incluindo: Hyphomorpha,
Stigonema e Mastigocladus) também tiveram ocorréncia observada nas associagdes
liquénicas. Outras formas unicelulares como Gloecocapsa, Gloetothece e

Synechocystis também foram reportadas (RAI e BERGMAN, 2002). Dentre as algas



cloroficias, os géneros mais comuns sao Trebouxia, Trentepohlia, Coccomyxa e
Dictyochloropsis (TSCHERMAK-WOESS, 1989; AHMADJIAN, 1993).

Aproximadamente 32 géneros, entre algas verdes e cianobactérias, ja foram
identificados como simbiontes em liquens (AHMADJIAN, 1993):

Anacystis Dictyochloropsis Petroderma
Asterochloris Dilabifilum Phycopeltis
Botrydiopsis Elliptochloris Pleurococcus
Calothrix Gloeocapsa Pseudochlorella
Cephaleuros Gloeocystis Scytonema
Chlorella Heterococcus Stichococcus
Chlorosarcina Hyalococcus Stigonema
Chroococcum Hyella Trebouxia
Coccobotrys Leptosira Trentepohlia
Coccomyxa Myrmecia Trochiscia
Dichothrix Nostoc

No entanto, a porcentagem de espécies de liguens nos quais o género do fotobionte
€ reportado compreende apenas a 2% do numero total de espécies liquénicas
descritas (TSCHERMAK-WOESS, 1989; HELMS, 2003), demonstrando ser, dessa

maneira, uma area da ciéncia ainda muito pouco explorada.

1.2 A MICROALGA Myrmecia biatorellae BOYE-PETERSEN

Myrmecia biatorellae € uma microalga verde pertencente a classe
Trebouxiophyceae, na qual também se encontra a microalga Trebouxia, que € o
género de fotobionte mais comum em liquens (AHMADJIAN, 1993; NASH IlI, 2008).

A microalga M. biatorellae € unicelular de morfologia cocéide (Figura l1a). As
células vegetativas apresentam cloroplastos parietais e ndo possuem pirendides e 0
nacleo ocupa posicao central na célula. Esta alga ocorre como fotobionte do liquen
Lobaria linita (Figura 1b) (NASH 111, 2008).
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FIGURA 1: (A) CELULAS VEGETATIVAS COCOIDES DE Myrmecia Biatorellae
(LINHAGEM SAG 8.82) CULTIVADA EM LABORATORIO. CLOROPLASTOS
PARIETAIS () E O NUCLEO CENTRAL (*). EM CULTURA, PODE SE
REPRODUZIR POR AUTOSPOROS (4 ); (B) LIQUEN Lobaria linita.

1.3 POLISSACARIDEOS DE FOTOBIONTES LIQUENICOS

Trabalhos com base em culturas puras de algas originadas de talos liquénicos
foram reportados na literatura, principalmente no que diz respeito a fixacdo de CO;
do meio (GOLDSMITH et al., 1997) e ao movimento de carboidratos de baixo peso
molecular e polidis da alga para o fungo (AHMADJIAN, 1993).

Com relacdo aos polissacarideos de fotobiontes, dados de composicao
monossacaridica da parede celular de algumas espécies de Trebouxia (Asterochloris
sensu RAMBOLD et al., 1998) e Pseudotrebouxia (Trebouxia sensu RAMBOLD et
al., 1998) foram investigadas por Konig e Peveling (1984). Foi verificado que a
parede celular de Trebouxia e Pseudotrebouxia consiste de algumas camadas (S1 a
S5) e que os monossacarideos encontrados foram a ramnose, arabinose, xilose,
galactose, glucose, manose, glucosamina e galactosamina, com propor¢des
variadas dependendo da espécie. Nao houve ocorréncia de acidos urbnicos.

A elucidacdo estrutural dos polissacarideos presentes em Trebouxia foi

primeiramente realizada por Cordeiro et al. (2005), os quais encontraram uma



galactofuranana. Este polissacarideo apresentava uma cadeia principal composta
por unidades de B-Galf unidas por ligagbes (1—5), substituidas em pequena
propor¢cao no C-6 por terminais nao redutores de B-Galf.

Outro polissacarideo foi descrito para Trebouxia, uma manogalactofuranana
(CORDEIRO et. al.,, 2008). Este heteropolissacarideo também apresentava uma
cadeia principal de unidades de B-Galf unidas por ligacbes (1—5), entretanto, as
cadeias laterais presentes no C-6 destas unidades apresentavam estruturas mais
complexas. Estas cadeias laterais eram compostas por unidades de Manp 4-O-, 2,4-
di-O, 2,3-di-O- e 3,6-di-O-substituidas e as extremidades terminais por Galf e Manp.

Polissacarideos podem ter um papel importante no processo de
reconhecimento entre os simbiontes liquénicos, uma vez que estudos demonstraram
que lectinas produzidas pelo micobionte interagem com ligantes especificos
localizados na parede celular do fotobionte discriminando entre algas compativeis e
imcompativeis (BUBRICK e GALUN, 1980; BUBRICK et al., 1981; 1983; MOLINA et
al, 1998a, b). Segundo, Fontaniella et al. (2004), o monossacarideo reconhecido
pelas lectinas naturais de liquens € a galactose, embora os autores nao
especifiguem entre Galp ou Galf.

Devido a sua estrutura, rica em unidades de galactose furanosidica, as quais
sdo citadas por alguns autores (SUZUKI et al., 1997; LEVERY et al., 1998) como
moléculas chave envolvidas em mecanismos de reconhecimento antigénico, a
manogalactofuranana encontrada em Trebouxia sp. foi testada quanto a sua
atividade biolégica. Este polissacarideo provocou alteragbes morfologicas em
macrofagos peritoneais de camundongo in vitro em todas as concentracdes testadas
(1, 5, 10, 50 e 150 pg/mL), e na concentracdo de 150 pg/mL aumentou em 60% a
atividade destes macréfagos em comparacdo com o controle (CORDEIRO et al.,
2008).

A partir do fotobionte Asterochloris sp., Cordeiro et al. (2007) purificaram uma
xiloramnogalactofuranana. Esta apresentou uma cadeia principal constituida por
unidades de Galf (1—3) ligadas, com ramificagdo em C-6 em aproximadamente
6,4% das unidades. As cadeias laterais apresentaram unidades de Galf 5- e 6-O-
substituidas, bem como unidades de Rhap 2-O, 3-O e 2,3-di-O-substituidas, e os
terminais nao redutores eram compostos por xilose e galactofuranose.

Recentemente, Cordeiro et. al. (2010) ao investigar a estrutura dos

carboidratos de Coccomyxa mucigena, fotobionte do fungo liquenizado Peltigera



aphthosa, verificaram a producdo de uma manogalactana naturalmente O-metilada,
com cadeia principal constituida por unidades de B-Galp (1—6) ligadas, parcialmente
3-O-substituidas por unidades de B-Galp, 3-O-Me-a-Manp ou a-Manp.

Como citado anteriormente, embora cerca de 32 géneros de fotobiontes ja
tenham sido identificados em liquens, o contetudo polissacaridico destes fotobiontes
continua ainda muito pouco explorado, sendo portanto, um campo aberto a
descoberta de novas moléculas, tanto em estrutura como em aplicabilidade

biotecnoldgica.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Extrair, purificar e caracterizar estruturalmente os polissacarideos da

microalga liqguénica Myrmecia biatorellae cultivada apossimbioticamente.

2.2 Objetivos especificos

1) Extrair e quantificar as fracdes sollveis e insollveis nos extratos etandlico,
cloroférmio-metandlico, aquoso e alcalino da microalga liguénica Myrmecia
biatorellae;

2) Purificar os polissacarideos existentes em maior quantidade no extrato aquoso e
alcalino;

3) Analisar a composicdo monossacaridica dos polissacarideos purificados;

4) Caracterizar as estruturas quimicas dos polissacarideos purificados.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENCAO E CULTIVO DA MICROALGA

A microalga Myrmecia biatorellae (linhagem 8.82), obtida do Culture
Collection of Algae (SAG), da University of Goéttingen (Alemanha), foi cultivada em
laboratério em meio nutriente organico para Trebouxia, segundo Ahmadjian (1993),
sendo constituido por 1 L de meio Bold’s Basal Medium (BBM, DEASON e BOLD,
1960), 5 g de peptona de carne (fonte de nitrogénio) e 15 g de glucose (fonte de
carbono). A biomassa obtida (41,23 g) foi gentilmente cedida para este estudo pela

aluna Vanessa de Fatima Reinhardt.

3.2 EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS

A biomassa da microalga foi submetida a quatro processos extrativos.
Inicialmente, foram realizadas as extracfes com 0s solventes organicos, etanol e
cloroférmio-metanol, para a remocao dos pigmentos e dos componentes lipidicos.
Apés a deslipidificacdo do material, este foi submetido as extracdes aquosa e
alcalina para a obtencao dos carboidratos. A Figura 2 representa um esquema geral

destes processos extrativos, 0s quais serdo descritos a seguir.

3.2.1 Extrag&o com etanol

Neste processo extrativo, a biomassa (41,23 g) foi tratada com 1 L de etanol
absoluto durante 3 horas, sob refluxo a 70 °C e, em seguida, filtrada. Este
procedimento foi repetido até a remocdo total dos pigmentos (nove vezes). Os
extratos foram reunidos e evaporados até secura em rotaevaporador, para calcular o
rendimento. O material residual foi seco a temperatura ambiente e entdo submetido

ao proximo processo de extracdo, com cloroféormio-metanol.



Myrmecia biatorellae

(Despigmentada com etanol e deslipidificada
com cloroférmio-metanol 1:1)
1
Extracdo aquosa, 100 °C (4x)
I

Residuo 1 Fracdo MYRA (3,05 g)

I
Extracdo KOH 10%, 100 °C (4x)

Fracdo MYRK (5,52 g) Precipitado &cido Residuo 2
Pac. MYRK (1,9 g)

FIGURA 2: FLUXOGRAMA DE EXTRACAO DE POLISSACARIDEOS DA
MICROALGA LIQUENICA M. biatorellae.

3.2.2 Extracdo com cloroféormio-metanol

O residuo proveniente da extracdo com etanol passou apenas uma vez pela
extracdo com cloroférmio-metanol (1:1, v/v) durante 3 horas, sob refluxo a 70 °C e
depois foi filtrado. O extrato foi evaporado até secura em rotaevaporador para
calcular o rendimento. O material residual foi seco a temperatura ambiente e entao

foi submetido a extracdo aquosa.

3.2.3 Extracao aquosa

O material residual remanescente da extracdo com cloroférmio-metanol foi
tratado com 1 L de 4gua destilada, sob refluxo por 4 horas a 100 °C, sendo filtrado
em seguida. Este procedimento foi repetido por quatro vezes Os extratos foram
concentrados em rotaevaporador, reunidos e tratados com excesso de etanol (3:1,
v/v) para separar os carboidratos de alta massa molecular (precipitado) dos de baixa
massa molecular (sobrenadante). Em seguida, o material foi centrifugado e o
precipitado foi liofilizado. O sobrenadante etandlico foi evaporado em rotaevaporador
para reducdo do volume e liofilizado para obter os carboidratos de baixa massa

molar. A extragcdo aquosa originou a fracdo denominada MYRA (fracdo Myrmecia



obtida da extracdo aquosa) e o residuo final (Residuo 1) foi submetido a extracdo

alcalina.

3.2.4 Extracéao alcalina

O material residual resultante das extracdes aquosas foi tratado com 1 L de
solucéo aquosa de hidroxido de potassio (KOH) a 10%, por 4 horas sob refluxo, a
100 °C. Este procedimento foi realizado por quatro vezes. Os extratos foram filtrados
e neutralizados com acido acético. ApOds a neutralizacdo, houve a formacdo de
precipitado, o qual foi removido por centrifugacdo. O sobrenadante e o precipitado
foram entdo concentrados em rotaevaporador, dialisados e liofilizados e
respectivamente denominados MYRK (fracdo Myrmecia obtida da extracdo alcalina)

e Pac.MYRK (fracdo precipitado acido de Myrmecia da extracao alcalina).

3.3 PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS

As metodologias utilizadas para purificar o0s polissacarideos estédo

sumarizadas na Figura 3 e serdo descritas a seguir.

3.3.1 Purificacdo por congelamento e degelo

As fracdes brutas obtidas pelas extracdes aquosa e alcalina passaram pelo
processo de separacdo dos polissacarideos por congelamento e degelo segundo
Gorin e lacomini (1984).

As fracbes foram solubilizadas em agua destilada e submetidas ao
procedimento de congelamento e posterior degelo a temperatura ambiente. Houve a
formacdo de um precipitado insolivel em agua fria, o qual foi separado por
centrifugacéo. A purificacdo por congelamento e degelo foi repetida por varias vezes
até que néo ocorresse mais a formacéo de precipitado a partir do sobrenadante. O
precipitado formado também passou pelo congelamento e degelo repetidamente a
fim de eliminar por completo todos os compostos sollveis em agua fria.

Os sobrenadantes foram reunidos, congelados e liofilizados, assim como o0s
precipitados das fracdes (identificados com as letras S para sobrenadante e P para
precipitado).



Myrmecia biatorellae

(Despigmentada com etanol e deslipidificada
com cloroférmio-metanol 1:1)

Precipitado
PMYRK (0,99 g)

Tratamento com
a-amilase

]
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Fracdo MYRA (3,05 g)

Congelamento e degelo

Purificagéo (100 mg) com
solucéo de Fehlina

Fracdo MYRK (5,52 g) : Resid:u-)-zu: Precipitado Sobrenadante
| ittt ' PMYRA (0,70 g) SMYRA (2,08 g)
Congelamento e degelo | |
1 Tratamento com Tratamento com
| | a-amilase a-amilase
Sobrenadante | I
SMYRK (4,26 g) PMYRA-AMIL SMYRA-AMIL
| | (0,30 9) (0,70 9)
Tratamento (3,23 g) |
com a-amilase Filtracdo em
| | membrana
PMYRK-AMIL (0,93 g) SMYRK-AMIL (1,35 g) (100-0|00 Da)
I
| Eluido Retido
SMYRA-AMIL-100E SMYRA-AMIL-100R
PMYRK-AMIL-SF (0,11 g) I (0,12 g)
Filtragcdo em
membrana
(50.000 Da)
|
[ |
Eluido Retido
SMYRA-AMIL-50E SMYRA-AMIL-50R
(0,43 g) (0,159)

FIGURA 3: FLUXOGRAMA DE PURIFICACAO DE POLISSACARIDEOS DA
MICROALGA LIQUENICA M. Biatorellae.



11

3.3.2 Purificagao por tratamento com a-amilase

As fracdes contendo altos teores de glucose foram tratadas com a enzima o-
amilase (SIGMA), Tipo XII-A, de Bacillus licheniformis, em temperatura ambiente sob
agitacéo, por aproximadamente 24 horas. Em seguida, as amostras foram dialisadas
por 48 horas, congeladas e liofilizadas. O volume de a-amilase utilizado variou de
100 a 300 pul de acordo com a porcentagem de glucose presente nas amostras.

As fracdes que receberam esse tratamento enzimatico foram identificadas

com a sua denominacdao original sucedida por AMIL.

3.3.3 Purificacédo por ultrafiltracdo em membranas

A fracdo foi, primeiramente, dissolvida em agua destilada em um volume
suficiente para total solubilizacdo, sobre agitador magnético e depois filtrada em
membranas de ultrafiltracdo com limites de exclusdo de 100.000 Da e 50.000 Da
(Sartorius®), utilizando suporte adequado para este tipo de membrana. Apds as
filtracOes, as fracdes eluida e retida pelas membranas foram liofilizadas.

A fim de identificar estas fracdes, houve o acréscimo dos numeros 50 e 100,
gue representam o limite da exclusdo das membranas utilizadas, e das letras E e R,

gue se referem a eluida e retida, respectivamente, ap6s o nome da fracao.

3.3.4 Purificacdo por precipitacdo em solucdo de Fehling (JONES e
STOODLEY, 1965).

A fracéo foi solubilizada em 10 mL da solucdo A de Fehling sobre agitador
magnético com aguecimento. Posteriormente, a amostra foi transferida para tubos
do tipo Eppendorf® e centrifugada por 3 minutos, para remoc¢éo de precipitado que
nao solubilizou completamente. O sobrenadante dos tubos foi reunido em um tubo
de ensaio e foi adicionado 10 mL da solucdo B. Apos forte agitacdo manual, a
amostra foi deixada em geladeira, por alguns minutos, com o objetivo de favorecer a
formacao de precipitado, porém esta ndo ocorreu.

Em seguida, a amostra foi neutralizada com acido acético e dialisada por 24
horas. O material dialisado foi deionizado por resina catidnica fortemente &acida,
fitrado em algodédo, neutralizado com hidréxido de so6dio e novamente dialisado e
por fim, liofizado.

A fracdo agora tratada com solucdo de Fehling recebeu a sigla SF
(sobrenadante de Fehling).
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3.4 ANALISE ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS ISOLADOS

3.4.1 Composicao monossacaridica

A composi¢cado monossacaridica dos polissacarideos isolados foi analisada por
cromatografia liquido-gasosa (GLC) apds hidrolise, reducdo e acetilacdo. Os
monossacarideos foram identificados pelos seus respectivos valores de tempo de

retencdo, comparados com padrdes.

3.4.1.1 Hidrolise 4cida total

Dois miligramas das fracbes foram tratados com 1,4 mL de A4&cido
trifluoroacético (TFA) 1 M, a 100 °C, overnight (12-15 horas). ApGs este tempo, 0
acido foi eliminado das amostras por evaporacdo em estufa a aproximadamente 50

°C, sendo em seguida, submetidas a reducao e acetilacao.

3.4.1.2 Reducéo e acetilacdo dos produtos de hidrélise

Os produtos de hidrolise foram reduzidos com boroidreto de sodio (NaBH,)
em temperatura ambiente, pH 9-10, overnight (12-15 horas) (WOLFROM,;
THOMPSON, 1963a). ApGs este periodo, os materiais foram neutralizados com
acido acético e liofilizados.

Os aldit6is formados foram acetilados com 0,5 mL de anidrido acético e 0,5
mL de piridina (1:1, v/v) por 30 minutos a 100 °C (SASSAKI et al., 2008), ou
overnight (12-15 horas) a temperatura ambiente (WOLFROM; THOMPSON, 1963b).
A reacao foi interrompida pela adicdo de agua destilada e os acetatos de alditéis
formados foram extraidos com cloroférmio. A piridina residual, ainda presente na
fracdo cloroférmica, foi removida por complexacdo com sulfato de cobre 5% e o
material lavado com agua destilada por varias vezes. A completa desidratacdo da
fase cloroformica foi feita pela adicdo de acetato de sodio anidro. O cloroformio foi

evaporado e os acetatos de alditois analisados por cromatografia liquido-gasosa.

3.5 METODOS ANALITICOS

3.5.1 Métodos cromatograficos
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3.5.1.1 Cromatografia liquido-gasosa (GLC)

As analises cromatogréaficas em fase liquido-gasosa foram realizadas usando-
se um cromatografo a gas modelo Trace GC-Ultra Thermo, equipado com coluna
capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm d.i.) revestida com DB-225.

As injecdes foram feitas diretamente na coluna a 100 °C, mantendo-se essa
temperatura por 0,1 minuto, gradualmente houve o aumento de 60 °C/min, até 230
°C, sendo essa temperatura mantida constante até o final da analise. O gas hélio

ultrapuro foi utilizado como gas de arraste, a um fluxo de 1 mL/min.

3.5.1.2 Determinagdo da homogeneidade

As amostras foram solubilizadas em solu¢do de nitrito de sodio e azida na
concentracdo de 1 mg/mL sob agitacdo. Em seguida, foram filtradas através de
membranas de acetato de celulose de 0,22 um (Millipore®).

Posteriormente, foi realizada cromatografia de exclusdo estérica de alta
eficiéncia, utilizando um cromatégrafo WATERS, equipado com detector de indice
de refracdo diferencial WATERS modelo 2410 e com detector de espalhamento de
luz em multiangulos (MALLS) WYATT TECHNOLOGY modelo DAWN DSP com 18
canais acoplados em série. Foram utilizadas quatro colunas de gel permeagdo com
limites de exclusdo de 1.10°, 4.10°, 8.10* e 5.10° Da em série. O eluente utilizado foi
uma solucdo de NaNO3; 0,1 M contendo NaN3 200 ppm num fluxo de 0,6 mL/min,
monitorados por bomba peristaltica WATERS 515. Os dados obtidos foram
analisados utilizando-se o programa ASTRA (WAYTT TECHNOLOGY).

3.5.2 Métodos espectroscopicos

3.5.2.1 Ressonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN-3C)

Os espectros de RMN-**C foram obtidos em um espectréometro Bruker Avance
DRX 400, com frequéncia de 100 MHz. Os deslocamentos quimicos (8) foram
expressos em ppm, relativos a ressonancia dos grupos CHz do padrao interno dos
solventes, acetona (30,2 ppm) ou dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg, 39,7 ppm).

Os polissacarideos foram dissolvidos em o6xido de deutério (D,O) ou
dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg) de acordo com a solubilidade, as amostras
foram colocadas em tubos com didmetro de 5 mm, e as analises foram realizadas

em temperatura de 50 °C.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A biomassa (41,23 g) da microalga Myrmecia biatorellae foi submetida a
extracdo com etanol e cloroférmio-metanol 1:1 para a remo¢do de pigmentos e
deslipidificacdo. Os extratos desses dois procedimentos foram unidos e o
rendimento total foi de 36,6 g% (15,08 Q).

O material deslipidificado foi submetido a extracdo com agua para obtencao
de seus polissacarideos (Figura 4). O extrato aquoso foi precipitado em etanol e o0s
polissacarideos recuperados por centrifugacdo, obtendo-se um rendimento de 7,4
g% (Fracdo MYRA). A andlise da composicdo monossacaridica desta fracéo
demonstrou, principalmente, a presenca de galactose e glucose, com pequenas
quantidades de ramnose, arabinose, xilose e manose (Tabela 1).

A fracdo MYRA passou por sucessivos processos de congelamento e degelo
fornecendo duas fracdes, uma sobrenadante (fracdo SMYRA) com 5,04 g% de
rendimento e a outra precipitado (fracdo PMYRA), cujo rendimento foi de 1,70 g%. A
andlise da composicdo monossacaridica de tais fracdes indicou que ambas séo
compostas predominantemente por glucose e galactose, respectivamente 59,7% e
29,8% para a fracdo solivel em agua fria, SMYRA, e 57,0% e 26,0% para a fracao
insolivel, PMYRA, a qual também possui ramnose (13,2%) como um dos
monossacarideos mais abundantes (Tabela 1).

No espectro de RMN-2C da fracdlo SMYRA foi observado sinais
caracteristicos em © 100,1 para C-1 das unidades de o- Glcp, um sinal em & 78,9
para C-4 substituido e um sinal em & 60,6 correspondente aos atomos de carbono
ligados a grupos hidroxil primarios nao-substituidos (C-6) os quais sugerem a
presenga de amilose (unidades de a-Glcp (1—4) ligadas) e corroboraram com a
observacdo de glucose na composicdo monossacaridica desta fracdo. Desta
maneira, esta fragdo foi tratada com a-amilase originando a fragdo SMYRA-AMIL
(Figura 4), cuja analise da composi¢cdo monossacaridica revelou elevada proporcao

de galactose (67,0%), seguida por manose (14,4%) e ramnose (10,4%).
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FIGURA 4. FLUXOGRAMA DE EXTRAQAO E PURIFICAQAO DE

POLISSACARIDEOS DA MICROALGA LIQUENICA M. biatorellae.
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TABELA 1: RENDIMENTO E COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES

OBTIDAS DA MICROALGA LIQUENICA Myrmecia Biatorellae

Fracbes Rendimento Composicdo monossacaridica (mol%)®

(9) Rha Ara Xyl Man Gal Glc

" MYRA 3,05 2,7 1,0 0,6 24 50,0 43,0
S 8

& 2 MYRK 5,52 80 19 20 34 346 498
LL

SMYRA 2,08 4,2 1,0 - 52 29,8 59,7

-2 SMYRA-AMIL 0,70 104 29 1,1 144 670 39
S

‘g SMYRA-AMIL-100R 0,12 6,4 4,8 - 48 84,1 -
[¢)]

3 SMYRA-AMIL-50R 0,15 2.9 4,4 - 3,9 887 -
>
=2

? SMYRA-AMIL-50E 0,43 52 54 36 11,3 745 -
(%]
(]

% SMYRK 4,26 2,3 1,7 - 3,7 48,0 443
L

SMYRK-AMIL 1,35 6,6 3,6 - 9,6 80,2 -

8 PMYRA 0,70 13,2 - 0,7 30 26,0 57,0
S

& PMYRA-AMIL 0,30 19,3 28 4,4 75 552 10,7
5

2 PMYRK 0,99 23,9 2 31 434 474 2172
5

2 PMYRK-AMIL 0,93 18,3 - - 54 62,7 129
2

Q. PMYRK-AMIL-SF 0,11 30,1 23 7,6 39 559 -
©
LL

*Por GLC, como acetato de alditéis, coluna DB-225.

O perfil de eluicdo da fracdo SMYRA-AMIL, por cromatografia de exclusao

estérica (HPSEC), indica a heterogeneidade desta fracdo (Figura 5a), que foi

dissolvida em volume de 4&gua suficiente para sua

total

solubilizacéo

(aproximadamente 20 mL) e posteriormente submetida a purificagdo por

ultrafiltracdo em membrana com limite de exclusdo de 100.000 Da (Figura 4)
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gerando uma fracdo retida (SMYRA-AMIL-100R) e uma fracdo eluida (SMYRA-
AMIL-100E).

A fracdo SMYRA-AMIL-100R é composta basicamente por galactose (84,1%)
(Tabela 1) e apresentou um perfil de eluicdo homogéneo quando analisado por
cromatografia de exclusdo estérica (Figura 5b), apresentando apenas um pico
principal. O espectro de RMN-*C (Figura 6a) apresentou trés sinais de C-1 em &
106.5, 108.0 e 108.4 referentes as unidades de galactose na conformacao
furanosidica, e um sinal em & 100,5 referente as unidades piranosidicas. No
experimento DEPT (Figura 6b) houve a inversdo dos sinais em & 69.2 e 73.8,
indicando a existéncia de C-5 ou C-6 substituidos. O sinal de C-6 das unidades de
ramnose pode ser visto em & 17.8. O sinal em & 58.5 pode ser atribuido a
grupamentos -O-CHs;. Uma comparacdo dos sinais encontrados com dados da
literatura (SGRUM et al., 1997; AHRAZEM et a.l, 2001; PERRY e MACLEAN, 2004;
LEMERCINIER e JONES, 2005; PRIETO et a.l, 2007) sugere que o sinal em & 89.3
é referente ao C-2 substituido das unidades de Galf. A analise de metilagdo desta
fracdo esta sendo realizada, para a determinacdo da estrutura quimica detalhada da
galactofuranana presente.

A fracdo eluida pela membrana de 100.000 Da (fracdo SMYRA-AMIL-100E)
foi filtrada em membrana com limite de excluséo de 50.000 Da (Figura 4) e originou
duas novas fracdes, retida (SMYRA-AMIL-50R) e eluida (SMYRA-AMIL-100-50E).
Os componentes monossacaridicos destas fracfes estdo indicados na Tabela 1 e
verifica-se que em ambas ha o predominio de galactose.

O perfil de eluicdo por cromatografia de exclusdo estérica da fragdo SMYRA-
AMIL-50R (Figura 5c¢) demonstrou apenas um pico principal, o que indica se tratar
de uma fracdo homogénea. Na fracdo SMYRA-AMIL-50E ainda ndo ocorreu uma
completa separacdo dos polissacarideos, conforme observado na andlise por
HPSEC (Figura 5d), portanto, novas filtragbes em membranas com limite de
exclusao de 30.000 e 10.000 Da seréo futuramente realizadas.

O espectro de RMN-*C da fracdo SMYRA-AMIL-50R (Figuras 7 e 8)
demonstrou ser semelhante a fragio SMYRA-AMIL-100R (Figuras 6 e 8) e a analise
de metilacdo também estd sendo realizada, para a determinacdo da estrutura

guimica detalhada.
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FIGURA 8: COMPARAGCAO ENTRE OS ESPECTROS DE RMN-'3C (EM DMSO-ds,
A 50 °C, DESLOCAMENTOS QUIMICOS EM p.p.m.) DE FRACOES OBTIDAS DA
MICROALGA LIQUENICA M. Biatorellae: (A) SMYRA-AMIL-50R; (B) SMYRA-AMIL-
100R.

O residuo remanescente da extracdo aquosa foi submetido a extracdo com
KOH a 10% e os extratos obtidos foram neutralizados. ApGs a neutralizacdo do
extrato alcalino, houve a formacédo de precipitado, o qual foi removido por
centrifugacéo (fracdo Pac.MYRK). O sobrenadante (Fracdo MYRK) e o precipitado
foram entdo dialisados e liofilizados, tendo como rendimento 13,4 g% e 4,6 g%,
respectivamente. A analise da composicdo monossacaridica da fracdo MYRK
demonstrou que contém principalmente glucose e galactose, juntamente com
ramnose, arabinose, xilose, manose (Tabela 1).

A fracdo MYRK foi submetida ao processo de congelamento e degelo,
formando um sobrenadante (fracdo SMYRK) com 10,33 g% de rendimento e um
precipitado (fracdo PMYRK), cujo rendimento foi de 2,40 g%. A andlise da
composi¢cdo monossacaridica da SMYRK mostrou, basicamente, galactose (48,0%)

e glucose (44,3%). Devido ao altor teor de glucose, esta fracdo também foi tratada



LS, AUX (volts)

22

com a-amilase, dando origem a fracdo SMYRK-AMIL, composta principalmente por

galactose (80,2%) e manose (9,6%) (Tabela 1).

A analise do perfil de eluicdo da fracdo SMYRK-AMIL por cromatografia de

exclusdo estérica revelou dois picos (Figura 9), o que indica uma mistura de

polissacarideos e a necessidade de outros processsos de purificagdo os quais serao

realizados futuramente. Entretanto, uma comparacdo do espectro de RMN-'3C desta
fracdo com os espectros das fracbes SMYRA-AMIL-100R e SMYRA-AMIL-50R

(Figura 10) sugere que estas fracdes sao semelhantes.
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FIGURA 9: PERFIL DE ELUICAO CROMATOGRAFICO (HPSEC) DA FRACAO
SMYRK-AMIL OBTIDA DA MICROALGA LIQUENICA Myrmecia Dbiatorellae.
DETECTOR DE INDICE DE REFRACAO.

A partir dos estudos presentes na literatura para os polissacarideos de

fotobiontes liquénicos, pode-se verificar que as galactofurananas presentes nas
fragdes SMYRA-AMIL-100R E SMYRA-AMIL-50R apresentam estruturas diferentes
daquelas presentes em Trebouxia (CORDEIRO et. al., 2005), as quais apresentam

unidades de Galf ligadas (1—5) e (1—6), ndo apresentando nenhum sinal em & 89.3

(unidades C-2 substituidas).
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FIGURA 10: COMPARACAO DOS ESPECTROS DE RMN-'*C DAS FRACOES (A)
SMYRA-AMIL-100R, (B) SMYRA-AMIL-50R (EM DMSO-ds, A 50 °C) E (C) SMYRK-
AMIL (EM D,0O, A 50 °C).

A fracdo insolivel em agua fria PMYRK possui em sua composicao
monossacaridica elevadas proporcdes de galactose (47,4%), ramnose (23,9%) e
glucose (21,2%) além de, em menores proporcles, arabinose, xilose e manose
(Tabela 1). Devido ao seu alto contetdo de glucose, esta fragdo também foi tratada
com a-amilase, dando origem a fragdo PMYRK-AMIL (Figura 4). Uma comparacéo
do espectro de RMN-*C desta fracdo com o espectro da fracdo PMYRA-AMIL
obtida a partir da extragcado aquosa (Figura 11a, b) demonstra que estas fragdes s&o
similares, fato que também pode ser observado pela composicdo monossacaridica
(Tabela 1).
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FIGURA 11: ESPECTROS DE RMN-C (EM DMSO-ds, A 50 °C,
DESLOCAMENTOS QUIMICOS EM p.p.m.) DE FRACOES OBTIDAS DA
MICROALGA LIQUENICA M. Biatorellae: (A) PMYRK-AMIL; (B) PMYRA-AMIL E (C)
PMYRK-AMIL-SF.
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Com o objetivo de purificar esta amostra, uma aliquota de 100 mg da fracdo
PMYRK-AMIL foi submetida ao tratamento com solu¢do de Fehling (Figura 4), mas
nenhum precipitado foi observado. O material, entdo, foi neutralizado com acido
acético e dialisado por 24 horas. Apoés dialisado, foi deionizado por resina cationica
fortemente &cida, filtrado em algod&o, neutralizado com hidréxido de sodio, e
novamente dialisado, por fim, foi liofizado. Esse tratamento originou a fragéo
PMYRK-AMIL-SF, a qual contém como componentes monossacaridicos principais
galactose (55,9%) e ramnose (30,1%) (Tabela 1). O espectro de RMN-C desta
fracdo (Figura 11c) apresenta 6 sinais principais, 0s quais podem ser atribuidos as
unidades de galactose na conformacéo furanosidica, devido ao seu sinal de C-1 em
0 107.1. Os demais sinais aparecem em 6 81.6, 80.8, 80.6, 70.2 e 62.9 (C-6 nédo
substituido). Uma comparacdo destes sinais com dados da literatura (SGRUM et
al.,1997; AHRAZEM et al., 2001; PERRY e MACLEAN, 2004; LEMERCINIER e
JONES, 2005; PRIETO et al., 2007) indica provavelmente que as unidades de Galf
estdo ligadas (1—3). Os sinais de C-1 das unidades de ramnose podem ser vistos
em © 100.9 e 101.8, enquanto que os sinais de C-6 podem ser vistos em 6 17.6 e
17.9. A andlise de metilacao desta fracdo esta sendo realizada, para a determinacéo
da estrutura quimica detalhada da ramnogalactofuranana presente.

Com relacdo aos polissacarideos relatados para os fotobiontes liquénicos, é
possivel observar que a ramnogalactofuranana presente na fracio PMYRK-AMIL-SF
esta relacionada com a ramnogalactofuranana de Asterochloris sp, descrita por
Cordeiro et al. (2007). Esta apresenta uma cadeia principal constituida por unidades
de Galf (1—3) ligadas, com ramificagdo em C-6 em aproximadamente 6,4% das
unidades. As cadeias laterais apresentam unidades de Galf 5- e 6-O-substituidas,
bem como unidades de Rhap 2-O, 3-O e 2,3-di-O-substituidas. Os terminais nao
redutores sdo compostos por xilose e galactofuranose. Interessantemente, se
observarmos a arvore filogenética (Figura 12) de clordfitas liguenizadas e de vida
livre presente em Nash IIl (2008) pode-se verificar que as algas do género Myrmecia
se aninham com as algas do género Asterochloris, indicando que elas estdo muito

proximas evolutivamente.



26

Trebouxiophyceae
Trebouxia arboricola SAG 219-1a 268705 4
Trebouxia asymmetrica SAG 48.88 221553 4
Trebouxia impressa UTEX 892 721551 4
Myrmecia astigmatica ASIB T76 247208
Myrmecia biatorellae UTEX 907 228971 @

Asterochloris phycobiontica SAG 26.81 ¢
“Trebouxia® magna UTEX 902 221552 ¢

( Coelochlamys perforata UTEX 2104 M62999
Microthamnion kuetzingianum UTEX 1914 z28974
Leptosira terrestris SAG463-3 228973 ¢

—O— Coccobotrys verrucariae sAG 16.97 ¢
Desmococcus olivaceus SAG SAG 1.92 ¢
Stichococcus bacillaris SAG 397-1b AJ416107
Prasiola crispa SAG 43.96 AJ416106 ¢
Diplosphaera mucosa SAG 48.86 ¢ Prasiolales
“Chlorella” sphaerica SAG 11.88 Aj416105 ¢
“Chlorella” mirabilis Andreyeva 748-1 X74000
“Chlorella” ellipsoidea SAG 211-1a X63520
1 Coccomyxa peltigerae saG 216-6 ¢
Elliptochloris bilobata SAG 245.80 4
Botryococcus braunii AJ581912
Choricystis minor SAG 251-1 X89012

r Dictyochloropsis symbiontica SAG 27.81 ¢
'—‘D Dictyochloropsis reticulata SAG 2150 247207 4
“Chlorella” trebouxioides SAG 3.95 4
“Chlorella” saccharophila SAG 211-9a x635054

B Micractinium pusillum SAG 7.93 AF499921

—IE Parachlorella kessleri SAG 211-11g X56105

Chlorella vulgaris SAG 211-11b X13688
roph
| Chlorophyceae Ulvophyceae
_':O— Dilabifilum arthropyreniae saG46.72 ¢
Ulva intestinalis AF189077
Urospora penicilliformis ABo49417
Ulothrix zonata z47999

Trentepohlia aurea pbQ399590
O_Pi Trentepohlia sp. utexi227 @
Cephaleuros virescens SAG 28.93

<
N
S

g
QQ Oltmannsiellopsis viridis NIES 360 D86495 AY220984
o
T
<)

Trebouxiales

Chlorellales

=

_1: Scherffelia dubia SAG 17.86 X68484 prasin ophytes

Tetraselmis striata Ply 443 Xx70802

Nephroselmis olivacea SAG 40.89 X74754 ;
— N prasinophytes

ephroselmis pryriformis CCMP 717 X75565

DX
2y
“'\‘)\ <|—< Charophytes and Embryophytes
(o)
2

Mesostigma viride saGso-1 AJ2so108 prasinophyte
6’}_ —t
A
-7

Dangemannia microcystis SAG 2022 AJ416104

0.02

FIGURA 12: ARVORE FILOGENETICA DOS FOTOBIONTES E ALGAS NAO
LIQUENIZADAS CLOROFITAS BASEADA NA ANALISE DAS SEQUENCIAS DO
18S rDNA. FONTE: NASH Il (2008).
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5 CONCLUSOES

A partir da extracdo aquosa foi possivel a obtencdo de duas amostras
purificadas (SMYRA-AMIL-100R e SMYRA-AMIL-50R), as quais apresentam como
composicdo monossacaridica Rha:Ara:Man:Gal, nas proporcdes 6,4:4,8:4,8:84,1 e
2,9:4,4:3,9:88,7 respectivamente. A andlise dos espectros de RMN.-2C destas
fracOes indicou a presenca de galactose na conformacgdo furanosidica, indicando

desta maneira, a presenca de galactofurananas.

A partir da extracao alcalina foi possivel purificar um polissacarideo insoltvel
em agua fria (fracdo PMYRK-AMIL-SF) e composto principalmente por ramnose
(30,1%) e galactose (55,9%). A andlise do espectro de RMN.-*C desta fracdo
também indicou que as unidades de galactose estdo na conformacéao furanosidica, e
provavelmente (1—3) ligadas. A comparacdo com a literatura também auxiliou na

analise e permite sugerir a presenca de uma ramnogalactofuranana,
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