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RESUMO

Galactanas sulfatadas s&o polissacarideos com estrutura repetitiva formada por
unidades de B-D-galactose 3-ligada e a-galactose 4-ligada denominadas unidades A
e B, respectivamente. As galactanas produzidas majoritariamente por algas da
ordem Halymeniales sdo do tipo DL-hibridas. Estas apresentam unidades B
pertencentes a ambas as séries enantioméricas. A grande diversidade estrutural
destas galactanas decorre da presenca de grupos sulfato, metil ou xilose
substituindo a cadeia principal, em diferentes posi¢des, podendo ainda apresentar
acetal de &acido piravico. Tais caracteristicas influenciam diretamente as
propriedades fisico-quimicas e biolégicas destes polimeros. O objetivo do presente
trabalho foi determinar a estrutura quimica dos polissacarideos produzidos pela alga
Halymenia floridana (Halymeniales, Rhodophyta). A alga seca e moida foi submetida
a extracdo com tampao fosfato (25mM, pH 6,5 a 80°C) sendo os polissacarideos
fracionados com KCIl. As fragbes de maior rendimento (HS-1, HPS e HS-2)
permaneceram solaveis em KC|I 2M e apresentaram-se com elevados teores de
sulfato (22,8%, 32,0% e 26,3%, respectivamente). A composicdo monossacaridica
destas galactanas indica galactose e 3,6-anidrogalactose como principais
monossacarideos constituintes, além de derivados de galactose naturalmente
metilados em baixas porcentagens. Analises por RMN de *C e 'H aliados a analises
de metilagdo permitiram determinar que o padrdo estrutural genérico destas
galactanas corresponde a altas porcentagens de [B-D-galactose 2-sulfato, as quais
estdo parcialmente substituidas por acetal de acido pirdvico. As unidades de a-
galactose sdo pertencentes tanto a série estereoquimica D- (a-D-galactose 2,6-
sulfato; 3,6-anidro-a-D-galactose 2-sulfato; 3,6-anidro-a-D-galactose e a-D-galactose)
guanto L- (3,6-anidro-a-L-galactose e a-L-galactose). Embora os teores de 3,6-
anidrogalactose (~8 mol%) sejam relativamente baixos, destaca-se que estas
galactanas apresentam uma porcentagem significativa (9,1 - 13,2 mol%) de
unidades precursoras de 3,6-anidro-a-D-galactose (a-D-galactose 2,6-sulfato).
Conjuntamente com os resultados obtidos por RMN (*C e 'H), as analises da
enantiomericidade dos monossacarideos constituintes destes polissacarideos
confirmaram o carater hibrido destas galactanas. Assim para a galactana HS-2 foi
determinado que a mesma € constituida por 55% de estruturas de agaranas e 45%
de carragenanas. Portanto, estes resultados confirmam que as algas da ordem
Halymeniales sintetizam como seus polissacarideos majoritarios, sollveis em meio
aguoso, galactanas do tipo DL-hibridas.

Palavras-chave: galactanas DL-hibridas; enantiomericidade; estrutura quimica.
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1 INTRODUCAO

1.1 ALGAS VERMELHAS

As algas vermelhas (Rhodophyta) participam da mais antiga divisdo das
macrofitas marinhas (USOV, 1998), constituindo o principal grupo de macroalgas
marinhas (PAINTER, 1983; USOV, 1992). Encontram-se amplamente distribuidas ao
longo da costa brasileira e sé@o utilizadas pelo homem ha muitos anos em uma ampla
variedade de produtos alimenticios, farmacolégicos e industriais, bem como para fins
biotecnolégicos (LOBBAN; HARRISON, 1994).

A composicdo polissacaridica das algas vermelhas é muito diferente das de
outras plantas, por apresentar galactanas sulfatadas como o principal constituinte
estrutural da parede celular na matriz intercelular (PAINTER, 1983). A adaptacdo das
algas ao meio marinho é garantida pela regulacdo osmaética ou idnica realizada por
estes polissacarideos (KLOAREG; QUATRANO, 1988).

Algumas galactanas sulfatadas apresentam propriedades geleificantes e
estabilizantes, portanto sdo muito exploradas comercialmente devido a sua larga
aplicacdo industrial. Varios outros biopolimeros ndo tém propriedades de interesse
industrial, mas sdo promissores compostos biologicamente ativos, apresentando, dentre
outras, atividades antiviral (CARLUCCI et al., 1999; DUARTE et al., 2001, 2004;
TALARICO et al., 2004), antitumoral (FERNANDEZ, et al., 1989) e antitrombotica (SEN
et al., 2002).

Deste modo, o estudo da estrutura destes polimeros naturais € muito importante,
tanto para a correta aplicacdo nos diferentes setores da industria, como para o estudo
das atividades bioldgicas. Posto que a determinagdo da estrutura quimica fina de tais
biomoléculas permite correlacionar detalhes estruturais com propriedades fisico-
guimicas e biolégicas (USOV, 1998).



1.2 GALACTANAS SULFATADAS

Galactanas de algas vermelhas sdo polissacarideos sulfatados de estrutura
repetitiva e similar, em varios aspectos, aos mucopolissacarideos do tecido conjuntivo
dos animais (USOV, 1998).

A estrutura das galactanas consiste em cadeias lineares de unidades de [-D-
galactopiranose ligadas glicosidicamente através da posicdo 3 (unidade A) e a-
galactopiranose ligadas glicosidicamente através da posicdo 4 (unidade B) (PERCIVAL;
McDOWELL, 1967). Assim formam um arranjo alternado de unidades A e B (AB),
(Figura-1), as quais sao denominadas diades. As unidades A podem apresentar
substituicBes por grupamentos éster de sulfato e/ou metil em C-2, C-4 ou C-6, além de
acetal de acido piravico e algumas vezes outros monossacarideos (glicosilagéo), sendo
que as unidades B podem estar ciclizadas formando a 3,6-anidrogalactose ou
substituidas em C-2, C-3 e C-6 por grupos sulfato e/ou metil (USQOV, 1998).

Portanto, apesar da estrutura basica repetitiva, as galactanas apresentam grande
diversidade estrutural, devido aos diferentes tipos de substituintes na cadeia principal
(PAINTER, 1983), o que origina moléculas complexas.

A variedade estrutural das galactanas, dependendo da espécie, é considerada
como um importante indicador taxondmico da filogenia das rodoéfitas. Desta forma,
algumas revisées (MILLER, 1997; CHOPIN et al., 1999; STORTZ; CEREZO, 2000) tém
apontado a grande importancia quimiotaxondmica dos polissacarideos isolados das
algas vermelhas, bem como a necessidade de estudos estruturais mais detalhados.

Estes biopolimeros podem ser divididos em grupos conforme a configuracdo
enantiomérica das unidades B (a-galactose). Estas unidades podem ser pertencentes
as séries estereoquimicas L-, D- ou L- e D- na mesma molécula, caracterizando o grupo
das agaranas, carragenanas e galactanas do tipo DL-hibridas, respectivamente. As
estruturas basicas das agaranas, carragenanas e DL-hibridas podem ser observadas

nas Figuras-2, 3 e 4, respectivamente.



FIGURA 1 — ESTRUTURA BASICA REPETITIVA DAS GALACTANAS
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As agaranas podem ser diferenciadas em trés estruturas tipicas, de acordo com
a presenca de substituicbes por acetal de acido piravico e grupos sulfato, além de
ciclizagoes:

- agarose neutra possui estrutura linear e regular de unidades A ndo substituidas
e unidades B em forma de 3,6-anidro-a-L-galactose;

- agarose piruvatada possui unidades A substituidas por acetal de acido piravico
e baixo grau de substituicdes por grupos sulfato;

- agarose sulfatada possui maior grau de sulfatacdo das unidades B e baixa
porcentagem de 3,6-anidrogalactose e de acetal de &cido pirGvico (DUCKWORTH,;
YAPHE, 1971).

FIGURA 2 — ESTRUTURA BASICA REPETITIVA DE UMA AGARANA
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FIGURA 3 — ESTRUTURA BASICA REPETITIVA DE UMA CARRAGENANA
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As carragenanas podem ser classificadas de acordo com a posicao das
substituicbes por grupamentos sulfato nas unidades A e B, além da ciclizacdo das
unidades B. Desta forma existem quatro familias de carragenanas:

- familia kappa: carragenanas que possuem as unidades de [(-D-galactopiranose

ligadas em C-3 (unidades A), substituidas por sulfato em C-4. As unidades B desta



familia, que pertencem a série enantiomérica D-, podem estar ou nédo ciclizadas em
forma de 3,6-anidrogalactose e/ou podem apresentar-se substituidas por grupos sulfato
em C-2 e C-6. Inclui as carragenanas do tipo kappa, iota, mu e nu;

- familia lambda: carragenanas que possuem as unidades A substituidas por
grupamentos sulfato em C-2 e as unidades B podem apresentar ciclizacdo formando
unidades de 3,6-anidrogalactose e substituicdo por grupos sulfato em C-2 e C-6, além
de &cido piravico na forma de um acetal 4,6-O-(1-carboxietilideno). Inclui as
carragenanas do tipo lambda, xi, pi e theta;

- familia omega: carragenanas 6-sulfatadas nas unidades A, em gque as unidades
B podem se apresentar como 3,6-anidrogalactose ou substituidas em C-6 por
grupamentos sulfato. Inclui as carragenanas do tipo omega e psi;

- familia beta: carragenanas ndo sulfatadas na unidade A e que apresentam
unidades B substituidas por grupos sulfato em C-2 e C-6, ou ciclizadas na forma de 3,6-
anidrogalactose. Inclui as carragenanas do tipo beta, alpha, gamma e delta (ZIBETTI,
2001).

1.3 ORDEM HALYMENIALES

A antiga ordem Cryptonemiales sensu KYLIN (1956) juntamente com a ordem
Gigartinales compreendiam 60% das familias da divisdo Rhodophyta, sendo dificil, em
alguns casos, a diferenciacao de espécimes dentre estas duas ordens.

Saunders e Kraft em 1996, sequenciaram 0 gene 18S do rRNA de
representantes das familias de Dumontiaceae, Endocladiaceae, Halymeniaceae, e
Kallymeniaceae (ordem Cryptonemiales sensu KYLIN, 1956), e das familias de
Mychodeaceae, Phyllophoraceae, Schizymeniaceae, e Sebdeniaceae (ordem
Gigartinales). Os autores usaram os dados moleculares para validar a juncao
taxon6mica da ordem Cryptonemiales a ordem Gigartinales, como proposta por KRAFT
e ROBINS (1985), com excecédo das familias Halymeniaceae e Sebdeniaceae, as quais

passaram a formar a nova ordem Halymeniales.



A ordem Halymeniales, que engloba algas, atualmente, reconhecidas como
potenciais produtoras de galactanas do tipo DL-hibridas, possui 242 espécies. E
representada apenas pela familia Halymeniaceae, na qual se destacam os géneros
Cryptonemia, Grateloupia e Halymenia, que correspondem a 66% das especies.

As algas pertencentes a familia Halymeniaceae, biossintetizam galactanas
semelhantes a carragenanas, porém com L-galactose em baixas porcentagens,
variaveis graus de metoxilacao e padrdes incomuns de sulfatacdo (STORTZ; CEREZO,
2000). Posto isso se tem observado uma grande heterogeneidade quimica nestas

galactanas.

1.4 GALACTANAS DO TIPO DL-HIBRIDAS

As galactanas DL-hibridas, ou seja, que apresentam unidades B pertencentes a
diferentes configuracdes enantioméricas, na mesma molécula, permanecem sendo
estudadas. Até o momento ndo houve isolamento de qualquer oligossacarideo que
contenha unidades B com estruturas de agarana e carragenana, pois as hidrélises
parciais a que estas moléculas foram submetidas resultaram apenas em fragmentos de
agaranas ou carragenanas. Portanto, supde-se que estas moléculas apresentem-se em
blocos, onde um bloco de diades com unidades B na configuracéo L-, liga-se com outro
de configuracdo D-, formando zonas de juncdo na molécula. Desta forma, estas zonas
irregulares apresentam-se mais suscetiveis a quebra hidrolitica, o que acaba por render
baixissimas quantidades de oligossacarideos DL-hibridos (ESTEVEZ et al., 2001).

O fracionamento de galactanas DL-hibridas em agaranas e carragenanas ainda
ndo € possivel devido a falta de métodos para separagdo de polimeros
diastereoisomeros. A Unica metodologia conhecida baseia-se nas propriedades de
formacdo de géis em cadeias regulares de estruturas de kappa/iota-carragenanas, na
dependéncia de interacbes especificas com o ion potassio. Neste caso, sistemas de
galactanas DL-hibridas que contenham cadeias de kappa/iota-carragenanas (kappa/iota
DL-hibridas) irdo precipitar, enquanto cadeias de mu/nu-carragenanas permanecerao

sollveis, juntamente com agaranas e cadeias DL-hibridas com estruturas



predominantes de agaranas (agaranas DL-hibridas), na fracdo solivel em KCI 2M
(ESTEVEZ et al., 2001).

Por estes motivos, as analises de enantiomericidade correspondem ao principal
meétodo de confirmacéo do carater hibrido destes polimeros, além da determinacdo da
configuracdo predominante no polissacarideo, caracterizando-o como galactana DL-
hibrida com predominio de agarana ou carragenana.

Em 2002, SEN et al. (2002) caracterizaram uma galactana do tipo DL-hibrida, na
espécie Grateloupia indica, através da andlise do produto da metandlise parcial do
polissacarideo nativo onde encontraram uma propor¢do de carrabiose:agarobiose de
1:0,21, e também por determinacdo de D- e L-galactose no polimero dessulfatado e
metilado (D : L = 1 : 0,48), consistente com uma galactana constituida por ambas
estruturas de agarana e carragenana. Este polimero ainda apresentou uma potente
atividade anticoagulante (SEN et al., 1994). E importante ressaltar que anteriormente o
polissacarideo biossintetizado pela mesma espécie G. indica foi classificado como uma
galactana do tipo lambda-carragenana (PAREKH et al., 1989), no entanto neste estudo
o polimero foi analisado apenas por espectroscopia de infravermelho e dosagem
colorimétrica do teor de 3,6-anidrogalactose e sulfato.

Saito e Oliveira (1990), preocupados com a produc¢éo de carragenanas no Brasil,
uma vez que o pais importa 200 toneladas de carragenanas por ano, realizaram um
screening das algas encontradas na costa brasileira. Neste trabalho, a alga
Cryptonemia crenulata, também pertencente a familia Halymeniaceae, foi classificada
como produtora de iota-carragenana. No entanto, Zibetti et al. (2005) estudaram os
polissacarideos de C. crenulata por métodos quimicos e espectroscopicos,
demonstrando que esta alga sintetiza galactanas DL-hibridas, altamente sulfatadas em
C-2, tanto nas unidades A (B-galactose 2-sulfato) quanto nas unidades B (3,6-anidro-a-
L-galactose 2-sulfato). Neste estudo foram obtidas duas galactanas homogéneas
majoritarias substituidas também por acetal de acido pirivico em carbonos 4 e 6. A
galactana com maior grau de sulfatacdo apresentou 55% da sua estrutura com
caracteristica de agarana e 45% com caracteristica de carragenana.

Outra espécie do género Cryptonemia (C. seminervis), pertencente a familia

Halymeniales, sintetiza galactanas do tipo DL-hibridas sulfatadas em C-2 (B-galactose



2-sulfato) e piruvatadas, com 70% da sua estrutura com caracteristica de agarana e
30% com caracteristica de carragenana (ZIBETTI, 2005).

Este novo tipo de galactana sulfatada apresenta uma estrutura mais complexa do
que agaranas e carragenanas. Andlises espectroscépicas de RMN de *C s&o Uteis na
complementacdo dos estudos estruturais destas moléculas, porém a baixa
sensibilidade do método aliada com a baixa solubilidade das moléculas e alta
complexidade apresentada nos espectros, muitas vezes, ndo permite que as diferentes
estruturas diastereoisbmeras de unidades de 3,6-anidrogalactopiranose sejam
detectadas. Assim, andalises de metilacdo juntamente com a determinacdo da
enantiomercidade séo as principais ferramentas utilizadas no estudo detalhado das
galactanas DL-hibridas (ESTEVEZ et al. 2001). Porém, espectroscopias de RMN de **C
e 'H consistem num instrumento importante para o acompanhamento e delineamento
dos processos de estudo.

Segundo Estevez et al. (2004) as algas das familias Gigartineceae e
Phyllophoraceae, da ordem Gigartinales, descritas como carragendfitas, produzem
baixas quantidades de galactanas DL-hibridas. Enquanto que a alga Kappaphycus
alvarezii (Gigartinales), cultivada para a producdo comercial de kappa-carragenana,
sintetiza também valores significativos de galactanas sulfatadas do tipo DL-hibridas.

Na ordem Ceramiales, conhecida por englobar algas agaroéfitas, duas espécies
(Rhodomela larix e Digenea simplex) sdo relatadas como produtoras de galactanas do
tipo DL-hibrida (TAKANO et al., 1999 e 2003).

Deste modo, galactanas do tipo DL-hibrida estdo presentes tanto em algas
tipicamente produtoras de carragenanas (Gigartinales) como de agaranas (Ceramiales),
além das algas que as produzem como galactanas majoritarias, como é o caso de C.
crenulata (ZIBETTI et al., 2005).

Pesquisas estruturais de galactanas, com fracionamentos minuciosos, e
determinacao das unidades enantioméricas, podem levar ao reconhecimento de outras
estruturas de galactanas do tipo DL-hibridas, ou mesmo de algas carragendfitas ou
agarofitas que produzam mesmo que em baixa porcentagem galactanas DL-hibridas.
(STORTZ e CEREZO, 2000).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- Estudo da estrutura quimica fina dos polissacarideos sollveis em agua produzidos

pela alga Halymenia floridana J. Agardh (Halymeniales).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Extracdo, purificagcdo e caracterizacdo quimicas dos polissacarideos da alga
Halymenia floridana.
- Determinacdo da estrutura quimica fina dos principais polissacarideos utilizando-se

métodos quimicos e espectroscopicos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO
O material biolégico estudado foi a alga Halymenia floridana (Figura-5),
pertencente a divisdo Rhodophyta, classe Rhodophyceae, ordem Halymeniales, familia

Halymeniaceae, género Halymenia e espécie Halymenia floridana J. Agardh.

FIGURA 5 — ALGA Halymenia floridana J. Agardh.

A alga foi coletada na ilha do Farol na praia de Caioba - PR, de junho a
novembro de 2004, e identificada com o auxilio da Dra Silvia Maria Pita de Beuclair
Guimaraes do Instituto de Botanica/SP.

Os exemplares da alga foram lavados com agua doce, secos a sombra, moidos

em moinho de faca (WILEY MILL) e depois submetidos aos processos de extragao.

3.2 EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS

A alga seca e moida (4,59) foi submetida a duas extracfes com tampéo fosfato
0,025 M, pH 6,5 (1,5% p/v) sob agitacdo mecanica, a 80°C, por 6 horas. Apos

centrifugacdo (10000xg por 10 minutos), ao sobrenadante foi adicionado etanol (3
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volumes) e acetato de potéssio. Os precipitados etandlicos foram ressolubilizados em
agua, dialisados sequiencialmente contra agua destilada, NaCl 1M, 4gua destilada e
liofilizados. As fragBes polissacaridicas obtidas de H. floridana foram denominadas H-1

e H-2, obtidas da primeira e segunda extracdes, respectivamente.

3.3 TRATAMENTO DOS POLISSACARIDEOS

A fracdo H-1 foi solubilizada em agua (0,25% p/v), e tratada com KCI sélido 2M,
0s extratos polissacaridicos foram centrifugados, e 0s respectivos sobrenadantes e
precipitados dialisados contra agua destilada e liofilizados. Deste processo obtiveram-
se as fracBes HS-1 (solavel em KCI 2M) e HP-1 (insoluavel em KCI 2M). As fracdes H-2
e HP-1 foram solubilizadas em &gua (0,25% p/v) e sofreram adicdo de KCI sélido em
concentracdes crescentes (0 - 2M), com adicdo de 0,1 em 0,1M. Apés cada adicéo as
amostras permaneciam em repouso de 6 horas a 2°C, como no tratamento de H-1. O
extrato centrifugado, dialisado e liofilizado do fracionamento de HP-1 rendeu as fracdes
HPO,1M-1 (insolivel em KCI 0,1M), HPP (insoltvel em KCI 2M) e HPS (soltvel em KCI
2M). O fracionamento de H-2 deu origem as frac6es HP0,1M-2 (insolavel em KCI 0,1M),
HP-2 (insoluvel em KCI 2M) e HS-2 (soltdvel em KCI 2M) (Esquema-1).

3.4 METODOS ANALITICOS GERAIS

3.4.1. As dosagens de acucar total (carboidrato) foram realizadas pelo método do
fenol-acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956), com sensibilidade entre 10-100ug,
utilizando-se como padrédo galactose na concentracdo de 70ug/mL e leitura no
comprimento de onda de 490nm, em espectrofotdmetro.

3.4.2. As dosagens de proteinas foram realizadas pelo método de Lowry et al.

(1951) (sensibilidade de 5-100ug) utilizando-se o reativo de Folin-Ciocalteau e solucao
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de soro-albumina bovina cristalina como padréo na concentragdo de 40mg% e leitura

no comprimento de onda de 660nm.

3.4.3. Os teores de sulfato foram determinados pelo método de Dodgson (1961),
ap6s hidrolise das amostras com HCI 1M, por 5 horas, a 105°C. As amostras, foi
adicionado o reativo gelatina-bario (neste reativo o cloreto de bario é solubilizado na
gelatina), que forma sulfato de bario, o qual fica suspenso neste fluido. O padrao de
solucéo de sulfato de sédio utilizado tem concentracdo de 1mg/mL diluido em HCI 1M.
A leitura foi realizada no comprimento de onda de 360nm. A sensibilidade do método
esta na faixa de 20-200ug de sulfato.

3.4.4. A determinacao do teor de piruvato, apoés liberacdo deste por hidrolise com
acido oxalico 0,02M, por 1 hora, 120°C, foi realizada de acordo com o método da 2,4-
dinitrofenilhidrazina (KOEPSELL; SHARPE, 1952), tendo como padrdo acido pirdvico
0,25uM. A leitura foi realizada no comprimento de onda de 380nm. Sendo os valores
obtidos nesta determinacgdo, corrigidos de acordo com Duckworth e Yaphe (1970),
devido a interferéncia de unidades de 3,6-anidrogalactose (AG), utilizando-se a
seguinte formula: % acido piriviCOcorigido = % &cido piravicogesado - [(% &cido piravico
agarose X AGamostra dosada) / %0 AGagarose)-

A agarose comercial (Sigma) foi utilizada como padrdo para o calculo da
correcdo, esta agarose apresenta 47,3 mol% de 3,6-anidrogalactose e apresentou 7,5

mol% de é&cido pirtvico, decorrente da interferéncia da 3,6-anidrogalactose.

3.4.5. A determinacdo da rotagao Optica especifica ([a]p) foi realizada em
polarimetro RUDOLPH RESEARCH, modelo Autoplol 1ll, a 20°C, com as amostras na
concentracéo de 0,29% em agua.
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3.5 HIDROLISE ACIDA TOTAL DO TIPO HIDROLISE REDUTIVA

As composicbes monossacaridicas foram determinadas com 1-2mg de
polissacarideo, de acordo com os métodos de Falshaw e Furneaux (1994) e Jol et al.
(1999), modificacdes do método original descrito por Stevenson e Furneaux (1991), que
se processam pela chamada hidrélise acida total do tipo hidrdlise redutiva, em duas
etapas:

- utiliza-se acido trifluoracético (TFA), e um agente redutor, complexo 4-metil-
morfolina borano, estavel em meio reacional acido, a temperatura de 80°C por 30
minutos. Nesta primeira etapa ocorre a quebra das ligagdes 3,6-anidrogalactosidicas e
sua sequencial reducéo, o que as protege da degradacdo em meio acido.

- a concentracao do TFA é ajustada pela adi¢cdo da solucado do complexo 4-metil-
morfolina borano, a temperatura de 120°C por 90 minutos. Nesta condi¢cao ha hidrolise
das ligacbes glicosidicas envolvendo as demais unidades constituintes do
polissacarideo, as quais por sua vez serdo também reduzidas.

Os correspondentes alditéis foram acetilados (anidrido acético/TFA concentrado
na proporgdo de 2:1) e analisados na forma de acetatos de alditois por cromatografia
liguido-gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM).

3.6 DETERMINACAO DA CONFIGURACAO ENANTIOMERICA

As determinacdes das configuracdes enantioméricas e as quantificacbes das
unidades pertencentes as séries D- e L- foram realizadas pelo método descrito por
Navarro e Stortz (2003). Nesta metodologia 0os polissacarideos sofrem uma aminacdo
redutiva (agente redutor cianoborohidreto de sédio), na presenca do alcool quiral (S)-1-
amino-2-propanol e acetilacdo, formando assim seus derivados 1-deoxi-(2-
hidroxipropilamina) alditois, que sdo separados e quantificados por CG-EM. Para
verificacdo da enantiomericidade da galactose e dos derivados naturalmente metilados

6-0O-, 4-O- e 3-O-metilgalactose é utilizado o &lcool quiral (S)-1-amino-2-propanol,

enquanto que a substituicdo deste alcool por (S)-a-metilbenzilamina permite a
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separacao e quantificacdo dos derivados 2-O-metilgalactose, 3,6-anidrogalactose e 2-

O-metil-3,6-anidrogalactose.

3.7 DESSULFATACAO POR TRATAMENTO SOLVOLITICO

3.7.1 PREPARO DO SAL DE PIRIDONIO

O processo de solvolise foi conduzido com os polissacarideos na forma de sal de
piridonio. Este sal foi formado através da solubilizacdo dos polissacarideos em agua e
adicdo da resina catibnica DOWEX 50x8 na forma H* (acida), sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente por 30 minutos. O filtrado foi neutralizado com piridina, até pH 7,0
e liofilizado (NAGASAWA et al., 1979).

3.7.2 SOLVOLISE

O polissacarideo, na forma de sal de piridonio, foi solubilizado em uma mistura
de dimetilsulfoxido (DMSO), metanol e piridina, na proporcdo de 89:10:1 v/vlv,
respectivamente, respeitando-se a relacdo de 10 mg de polissacarideo para 3 mL de
mistura (NAGASAWA et al., 1979).

A solucdo resultante foi mantida a 100°C durante 4 horas. Apos o resfriamento,
os polissacarideos solvolisados foram submetidos a diélise contra agua corrente, agua
destilada e entdo liofilizados. Os polissacarideos dessulfatados foram analisados

guanto a sua composi¢cdo monossacaridica e teor de sulfato.
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3.8 METILACAO

3.8.1 PREPARO DO SAL DE TRIETILAMONIO

Os polissacarideos devem apresentar-se na forma de sal de trietilamonio para
que possam permanecer sollveis no meio reativo do processo de metilagdo
(STEVENSON; FURNEAUX, 1991). Desta forma, aproximadamente, 15mg das fracdes
HS-1, HPS e HS-2 foram solubilizadas no menor volume de agua possivel e colocadas
em didlise contra solugdo de trietilamina 1g% (p/v) durante 24h. Depois de 5h em
dialise contra dgua destilada com trés trocas da agua de dialise, os polissacarideos

foram liofilizados.

3.8.2 METILACAO

O processo de metilacdo dos polissacarideos na forma de sal de trietilaménio foi
conduzido de acordo com o0 método de Ciucanu e Kerek (1984).

Apbs solubilizacggo em DMSO (I1mL para cada 15mg de polissacarideo)
adicionou-se NaOH pulverizado e ap0s agitacdo mecénica vigorosa (30 minutos), foi
adicionado iodometano (0,1 mL) sob agitacdo mecanica vigorosa (30 minutos). Este
processo (adicdo de NaOH e iodometano) foi repetido por mais 2 vezes completando-se
assim uma etapa de metilacdo. A cada etapa as fracdes foram neutralizadas (acido
acético 50% v/v), dialisadas e liofilizadas, para entdo serem novamente metiladas. Apos
cada etapa de metilagdo as fracdes polissacaridicas foram hidrolisadas de acordo com
0 método de Jol et al. (1999), acetiladas (anidrido acético/TFA concentrado, a 50°C por
30 minutos) e analisadas por CG-EM, na forma de acetatos de alditois parcialmente
metilados. Para as fragbes nativas HS-1, HPS e HS-2 foram realizadas duas etapas de

metilacéo.
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3.9 METODOS CROMATOGRAFICOS

3.9.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDO-GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSA (CG-EM)

Andlises realizadas em cromatografo a gas, acoplado a um espectrobmetro de
massa, equipado com coluna capilar de silica fundida (30m X 0,25 d.i.) DB-225. Nas
injecbes nas colunas mantém-se a temperatura inicial em 50°C/min, seguido de
aumento de acordo com um gradiente programado de 40°C/min, até 230°C, constante a
partir deste valor. Gas hélio como gas de arraste (fluxo de 1mL.min™?). Areas dos picos
de interesse determinadas por integracdo em software. Espectros de massa obtidos por
impacto de elétrons a 70eV, repetidamente a cada 1/8 de segundo, de m/e (relacéo
carga/massa) 80 a 220. Método utilizado para quantificacdo de acetatos de alditois
(SLONEKER, 1972), sendo identificados por meio de seus tempos de retencao e perfis

caracteristicos de fragmentacao por impacto de elétrons, comparado com padrdes.

3.9.2 CROMATOGRAFIA DE GEL PERMEACAO (HPSEC-MALLS) E ANALISE
DE HOMOGENEIDADE

Para as analises de homogeneidade foram preparadas solucdes de 2mg das
amostras em 1mL de nitrito de sédio (NaNOj; 0,1M) e azida de sédio (NaN3 200ppm)
dissolvidas em agua MilliQ, previamente filtradas em membranas Millipore (acetato de
celulose) de 0,45 e 0,22um. A analise foi realizada utilizando-se inje¢cdes de 500ul de
solugdo em HPLC acoplado a detector de espalhamento de luz, com fluxo de 0,6
mL.min®. As andlises de homogeneidade foram realizadas em cromatégrafo de
exclusdo estérica de alta pressdo (HPSEC) WATERS, equipado com um detector de
indice de refracéo diferencial WATERS modelo 2410 e com detector de espalhamento
de luz em multiangulos (MALLS) WYATT TECHNOLOGY modelo DAWN DSP com 18

detectores dispostos ao redor da fotocélula em diferentes angulos. Foram utilizadas 4
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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 solucéo de (NaNO3 0,1M) contendo NaNs
(200ppm), presséo de 920 psi a 20°C.

3.9.3 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

As andlises de ressonancia magnética nuclear (RMN) monodimensionais
e bidimensionais foram realizadas em espectroscopio da marca BRUKER, modelo DRX
400, série Avance, em probe de diametro externo de 5 mm, com as amostras
dissolvidas em agua deuterada (D,O), a temperatura de 70°C. Os deslocamentos
quimicos, expressos em & (ppm), foram determinados utilizando acetona como padréao

interno tanto para as anélises de **C (& = 30,2 ppm) como para *H (& = 2,224 ppm).

3.9.3.1 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE CARBONO-13 (RMN de
13
C)

Os espectros de RMN de **C foram obtidos na freqiiéncia base de 100,61 MHz,
com intervalo de aquisicéo de sinal de 0,6 segundos, sendo feitas de 4.000 — 100.000
aquisicdes, utilizando-se um intervalo de 0,1 segundo entre 0s pulsos.

3.9.3.2 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTON (RMN de *H)

Os espectros de RMN de *H foram obtidos na freqiiéncia base de 400,13 MHz,
sendo necessario promover a troca dos hidrogénios das hidroxilas por deutério e a
remocgao completa das moléculas de agua presentes, através da dissolucao das fragcoes
em D,0, congelamento e liofilizacdo (este processo foi ser repetido no minimo por 3
vezes), com a finalidade de diminuir a intensidade do sinal relativo ao OH, o qual

prejudica a qualidade do espectro obtido.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENCAO E ANALISE DAS FRACOES NATIVAS DE Halymenia floridana

4.1.1 EXTRACAO E ANALISE QUIMICA

As extracdes da alga H. floridana, em temperatura, foram realizadas em solugdes
tampdéo, para impedir possiveis variacdes no pH e conseqiente autohidrélise, como
indicado por Miller et al. (1995). Polissacarideos &cidos, que contém &cidos urdnicos,
grupos sulfato ou fosfato, apresentam pH entre 1,5 e 3,0 em solucdo aquosa. A
ocorréncia de autohidrolise deve-se ao fato do polissacarideo apresentar uma ligacéo
glicosidica labil entre outras mais estaveis. Estas premissas sdo encontradas nas
galactanas, as quais apresentam alto grau de substituicAo por grupos sulfato e
presenca de ligacdes 3,6-anidrogalactosidicas (labeis em meio acido), além das
ligacdes galactosidicas estaveis em meio acido (NOSEDA, 1994).

Portanto, a alga H. floridana coletada em Caioba-PR, foi submetida a duas
extragdes (1,5 g%) a 80° C, utilizando como solvente tampéo fosfato 0,025M, pH 6,5
(Esquema-1).

Os extratos obtidos a 80° C foram centrifugados, concentrados parcialmente a
pressdo reduzida, e tratados com etanol (3 volumes). Os precipitados etandlicos foram
denominados H-1 (24,4% de rendimento, 58,0% de carboidrato; 26,0% de sulfato) e H-2
(11,8% de rendimento, 38,0% de carboidrato e 19,5% de sulfato) (Tabela-1).

O rendimento total em polissacarideos sollveis em meio agquoso, expressos em
termos de alga seca submetida a extracdo, € de 36,2%, valor maior que a média dos
obtidos em outras algas da mesma familia. As algas Cryptonemia crenulata e C.
seminervis, renderam aproximadamente 10% em polissacarideos solUveis, em
extracdes aquosas a temperatura ambiente e & 80° C, em solugdo tampao (ZIBETTI,
2005). Portanto pode-se considerar que H. floridana apresenta 6timo rendimento em

polissacarideos solUveis em meio aquoso.
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ESQUEMA1 - EXTRACAO E FRACIONAMENTO DOS POLISSACARIDEOS OBTIDOS

DA ALGA Halymenia fl

oridana

ALGA SECA E MOIDA

4,59

primeira extracdo com tampéao
fosfato 0,025M; pH 6,5; 80°C

Residuo 1

segunda extragdo com tampao

Sobrenadante 1

etanol (3 volumes)

fosfato 0,025M; pH 6,5; 80°C centrifugag&o
| Fragéo H-1
Residuo 2 Sobrenadante 2 1,19 tratamento
com KCI 2M
etanol (3 volumes)
centrifugacao |
Fragéo H-2 Sollavel em KCI 2M Precipitado em KC| 2M
400mg |
HS-1 HP-1
4 1
>43mg fracionamento Somg
gradual com KCI
HPO0,1M-1 Precipitado em KCI 0,1M Soldvel em KCI 2M
42mg
fracionamento HPP Precipitado em KCI 2M HPS
gradual com KCI 7mg 99mg

Soluvel em KCI 2M

Precipitado em KCI 0,1M

HPO,

1M-2

HS-2
174mg

20,6mg

Precipitado em KCI 2M

HP-2

3,6mg
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TABELA 1 - RENDIMENTO E ANALISES QUIMICAS DAS FRACOES NATIVAS
OBTIDAS DA ALGA H. floridana

Rendimento Carboidrato® Sulfato®  [o]o°  Proteina® Acido Pirdvico®

Fracao
(%) (%) (%) © (%) (%)
H-1 24,4 58,0 26,0 n.d. 8,3 n.d.
H-2 11,8 38,0 19,5 (+) 21,5 8,8 n.d.
2% Determinado pelos métodos: fenol-acido sulfirico (DUBOIS et al., 1956) e Dodgson (1961),
respectivamente.

° Rotagdo Optica especifica das fracdes polissacaridicas na concentracdo de 0,2 g% em &gua, a
temperatura de 20°C.

¢ Determinado pelo método de dosagem de proteina de Lowry et al., 1951.

¢ Determinado pelo método de dosagem de acido pirdvico de Koepsell e Sharpe, 1952.

"% Valores ndo determinados.

O valor de carboidrato da fracdo nativa obtida da primeira extracdo a quente (H-
1) apresenta-se de acordo com os valores encontrados para algas da mesma familia,
em torno de 50-70% (ZIBETTI, 2005). Enquanto que o teor de carboidratos totais na
fracdo H-2, proveniente da segunda extracdo a quente, constitui-se num valor abaixo da
média para extracbes com temperatura. Valores em torno de 40% puderam ser
observados em extracfes aquosas em temperatura ambiente para algas da familia
Halymeniaceae (ZIBETTI, 2001).

Os teores de sulfato destas fracdes nativas estdo de acordo com os valores de
outras galactanas da ordem Halymeniales, as quais possuem cerca de 25% de
substituicdes por grupos sulfato (CHOPIN et al., 1994).

Andlises de rotacdo Otica permitem inferir sobre a enantiomericidade das
moléculas. Galactanas do tipo carragenana apresentam rotacdes oOticas positivas com
valores absolutos elevados (em torno de +70,0°). Enquanto que galactanas do tipo
agarana mostram-se com rotacées negativas com valores absolutos também elevados.
Desta forma, galactanas do tipo DL-hibridas, que s&o constituidas por unidades A
sempre pertencentes a série estereoquimica D- e unidades B que podem pertencer
tanto a série D- quanto L-, resultam em rotacdes 6ticas com valores intermediérios,
indicando a estrutura alternante de unidades B com diferentes enantiomericidades
(ESTEVEZ et al., 2001).
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Desta forma, o valor em +21,5° de rotagdo Gtica para a fragdo nativa H-2 permite
inferir sobre seu carater hibrido, devido ao valor absoluto de leitura ser baixo.
Galactanas hibridas extraidas de algas das ordens Halymeniales e Gigartinales
também apresentam valores absolutos baixos e positivos (ZIBETTI, 2005; ESTEVEZ et
al., 2001).

Ambas as fracdes nativas (H-1 e H-2) ndo apresentam teor de proteina
significativo. Estes valores estdo de acordo com 0s encontrados para galactanas
obtidas em extracdes aquosas a 90° C da alga G. tortulosus (ESTEVEZ et al., 2001).

A quantificagcdo de acido piravico, através do método colorimétrico de Koepsell e
Sharpe (1952), néo foi realizada para as fragfes nativas. Porém, galactanas extraidas
da alga C. crenulata, nas mesmas condi¢cdes de extracdo dos polissacarideos da alga

em estudo, apresentam entre 2 a 3 mol% deste constituinte (ZIBETTI et al., 2005).

4.1.2 COMPOSICAO MONOSSACARIDICA

A composicdo monossacaridica das galactanas nativas obtidas de H. floridana
foram realizadas pelo processo de hidrélise redutiva (JOL et al., 1999) e sao
apresentadas na Tabela-2.

Ambas as fracBes sdo constituidas principalmente por galactose (71,4 e 78,5
mol%). A fracdo HS-2 apresentou unidades de 3,6-anidrogalactose em maior proporcao
do que HS-1, enquanto esta apresentou maior porcentagem das unidades
anidrogalactosidicas substituidas em C-2 por grupos metil. Poucas unidades de
galactose sdo naturalmente metiladas em C-2 em ambas as fragfes. J& H-1 apresenta
20,1 mol% de unidades de 6-O-metilgalactose, contra 2,5 mol% destas unidades para a
fracéo H2.

A quantidade de unidades de 3,6-anidrogalactose em galactanas de algas
vermelhas pode chegar ao maximo em 50 mol%, como é observado na agarose. Porém
as galactanas sulfatadas apresentam diversos substituintes, o que causa a diminui¢ao
desta porcentagem, sendo que a reducdo completa das unidades anidrogalactosidicas

pode ser inibida por unidades substituintes, como grupos sulfato. Isto pode ter ocorrido
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nas fracbes H-1 e H-2, que apresentam baixa porcentagem destas unidades
monossacaridicas, portanto a quantidade destes monossacarideos deve estar
subestimada. Por isso, algumas vezes, em fracOes dessulfatadas observa-se o
aumento da porcentagem de unidades de 3,6-anidrogalactose.

Em resumo, os monossacarideos constituintes das fracbes nativas de H.
floridana sdo semelhantes, porém H-2 apresentou 2,3 mol% de xilose e baixo teor de
contaminagao por “amido das florideas” (5,2 mol% de glucose), enquanto que em H-1
estes monossacarideos ndo foram quantificados.

Amido das florideas é a denominacdo dada ao polissacarideo de reserva das
algas vermelhas, constituido por a-D-glucose com ligagdes glicosidicas do tipo a-(1—4)
e a-(1—6), similar a amilopectina (PAINTER, 1983) e pode ser considerado como

contaminante pelo fato de ndo participar na constituicdo estrutural das galactanas.

TABELA 2 - ANALISE DA COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES
NATIVAS OBTIDAS DE H. floridana

Composi¢do monossacaridica (mol%)

Fracéo
Gal @ AG 2AG 2Gal 6Gal 3/4Gal Xil Glu
H-1 71,4 2,7 5,8 - 20,1 - - -
H-2 78,5 6,6 3,0 1,9 2,5 - 2,3 52
® Abreviatura dos monossacarideos (Gal = galactose; AG = 3,6-anidrogalactose; 2AG = 3,6-anidro-2-O-

metilgalactose; 2Gal = 2-O-metilgalactose; 6Gal = 6-O-metilgalactose; 3/4Gal= 3 e/ou 4-O-metilgalactose; Xil =
Xilose e Glu= glucose).
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4.2 PURIFICACAO E FRACIONAMENTO DAS FRACOES NATIVAS DE H. floridana

4.2.1 OBTENCAO E ANALISE QUIMICA

Para a purificagdo das fragbes H-1 e H-2, foram realizados tratamentos com
solucao de cloreto de potéssio.

fons potassio interagem com regides negativas de carragenanas com estruturas
repetitivas, neutralizando a repulsdo e permitindo a formacdo de duplas-hélices e
consequentemente ocasionando a geleificacdo. Diferentes galactanas, de acordo com
0 grau de sulfatacéo, geleificam em diferentes concentragdes de KCl| (CEREZO, 1967,
NOSEDA, 1994). Este método foi descrito para fracionar os diferentes tipos de
carragenanas, porém seu uso revelou-se numa ferramenta de purificacdo, pois também
permite a precipitacdo de elementos pigmentados e proteinas, considerados
contaminantes das fracdes polissacaridicas.

O tratamento com KCI também permite o fracionamento de polissacarideos
sulfatados que contenham manose e xilose. Cardoso et al. (2007), ao utilizarem este
tratamento com algas da ordem Ceramiales, isolaram xilomananas sulfatadas que
precipitaram com KCI 2M, enquanto na fracdo solivel permaneceram,
predominantemente, galactanas com estruturas de agarana.

Contanto esta purificacdo ndo permite a separacdo das galactanas e da glucose
proveniente do material de reserva das algas, pois, apesar do amido das florideas ser
soluvel em &gua, este polimero pode ser co-precipitado com galactanas do tipo
carragenana em processos de extracao e precipitacado (VAN DE VELDE et al., 2002).

Desta forma, as fragdes H-1, HP-1 e H-2 foram solubilizadas em agua destilada,
na concentracdo de 0,25g9% plv, e tratadas com KCI. A H-1 foi adicionado KCI 2M
diretamente, resultando nas fragbes HS-1 e HP-1. As fragdes HP-1 e H-2 foram
tratadas com um aumento gradual do sal, até a concentracdo de 2M (Esquema-1)
(CEREZO, 1967), resultando nas fragbes HPS, HPO,1M-1 e HPP do tratamento da
fragdo HP-1 ressolubilizada e HS-2, HP0,1M-2 e HP-2 do tratamento da fracdo H-2. A
porcentagem da fracdo polissacaridica H-1 que permaneceu soluvel em KCI 2M foi de
78,0% (HS-1), o rendimento de HPS foi de 66,0% e de HS-2 87,0%. Na Tabela-3
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podem ser observados os rendimentos, calculados com relacdo ao extrato bruto e
analises quimicas das fracGes soluveis em KCI 2M obtidas das extracGes da alga H.
floridana.

As fracdes precipitadas nao foram analisadas no presente trabalho.

TABELA 3 - RENDIMENTO E ANALISES QUIMICAS DAS FRACOES SOLUVEIS EM
KCI 2M OBTIDAS DA ALGA H. floridana

Rendimento Carboidrato® Sulfato® [o]s¢ Proteina® Acido Pirdvico®

Fracao

(%) (%) (%) ©) (%) (%)
HS-1 78,0 62,0 228 (+) 12,0 3,3 4,5
HPS 66,0 56,6 32,0 (+)36,5 2,5 n.d.
HS-2 87,0 66,7 26,3 (+) 8,5 2,7 n.d.

2 ® Determinado pelos métodos: fenol-acido sulfirico (DUBOIS et al., 1956) e DODGSON (1961),
respectivamente.

° Rotacdo optica especifica das fragbes polissacaridicas na concentracdo de 0,2 g% em agua, a
temperatura de 20°C.

4 Determinado pelo método de dosagem de proteina de LOWRY et al., 1951.

¢ Determinado pelo método de dosagem de &cido pirtvico de KOEPSELL & SHARPE, 1952.

"% Valores ndo determinados.

As fragcbes HS-1, HPS e HS-2 apresentaram rendimentos elevados em
comparacao a galactana solivel em KCI 2M obtida da extracdo a quente da alga G.
tortulosus (ESTEVEZ et al., 2001), enquanto que as galactanas extraidas das algas C.
crenulata e C. seminervis apresentaram rendimentos de aproximadamente 96,0 e
85,0% em solucéo de KCI 2M (ZIBETTI, 2005).

Os teores de carboidratos das fragbes sollveis em KCI 2M condizem com o0s
valores encontrados para a alga C. crenulata, pertencente a mesma familia de H.
floridana. Estes valores variam em torno de 60% (ZIBETTI, 2001) sendo que as
porcentagens de carboidrato sdo equivalentes para as trés fracoes (62,0; 56,6 e 66,7%
para HS-1, HPS e HS-2, respectivamente).
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Os altos teores de sulfato presentes nas fracdes soliveis em KCI 2M, as
caracterizam como galactanas sulfatadas (22,8; 32,0 e 26,3% para HS-1, HPS e HS-2,
respectivamente), sendo que a fracdo HPS possui o maior valor, aproximadamente
28% a mais que a média descrita para a ordem. Estes valores apresentam-se mais
elevados quando comparados a galactana hibrida solivel em KCI 2M obtida da
extracdo da alga G. tortulosus (Gigartinales) (ESTEVEZ et al., 2001) e semelhantes
aos valores obtidos para galactanas das algas C. crenulata e C. seminervis,
pertencentes a ordem Halymeniales (ZIBETTI, 2005).

Grupos sulfato dispostos em diferentes posi¢cdes, ou a presenca de unidades
anidrogalactosidicas ao invés de unidades de a-galactose 6-sulfato, podem reduzir as
propriedades geleificantes das galactanas de algas marinhas (USOV, IVANOVA;
SHASHKOV, 1983). No entanto, grupos sulfato em C-6 de unidades de [-D-galactose
ndo afetam esta propriedade fisico-quimica (USOV; IVANOVA, 1987).

Porém, a presenca de grupos sulfato é essencial em atividades bioldgicas.
Como exemplo cita-se o0 caso da atividade contra o virus que causa a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), em que pelo menos dois grupos sulfato, por
unidade monossacaridica, sdo necessarios para atividade anti-HIV. O mecanismo
provavel desta atividade antiviral realizada por polissacarideos sulfatados deve-se a
interacdo direta do polimero com glicoproteinas virais impedindo assim a interagdo do
virus com a célula alvo (WITVROUW, DE CLERCQ, 1997).

Quanto as andlises de rotacdo Otica, as fracdes de H. floridana obtidas no
tratamento com KCI: HS-1, HPS e HS-2 apresentaram rotagdes oticas ([a]p) de +12,0;
+36,5 e +8,5, respectivamente, caracteristicas de galactanas DL-hibridas, pois séo
valores intermediarios entre agaranas e carragenanas.

Ainda é possivel observar que as propor¢des de proteinas nas fragdes nativas e
tratadas com KCI sédo diferenciadas. A reducao do teor de proteinas nas fracOes
soltveis em KCI 2M deve-se ao fato da co-precipitacdo destas juntamente com 0s geis
formados entre as carragenanas que precipitaram.

A substituicdo por acetal de &cido pirtvico, em polimeros de algas, foi descrita

até 0 momento apenas para os carbonos 4 e 6, formando a unidade 4,6-O-(1'-
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carboxietilideno)-pB-D-galactopiranose, portanto s6 ocorre em unidades A de galactanas
do tipo agarana (CHOPIN et al., 1994) e carragenana (MILLER et al., 1995).

4.2.2 COMPOSICAO MONOSSACARIDICA

A composicdo monossacaridica das fracbes solaveis em KCI 2M apresentou-se
semelhante a obtida para as fracdes nativas, porém com porcentagens de alguns
monossacarideos diferenciadas (Tabela-4).

As proporcdes de galactose ndo sofreram alteracdo significativa com relagéo as
fracGes nativas, porém é visivel o aumento do teor de 3,6-anidrogalactose nas fracdes
HS-1, HPS e HS-2. Isto condiz com o tratamento em solucédo de KCI. Pois, agaranas
geleificam por conterem altos teores de unidades anidrogalctosidicas e baixos teores
de sulfato, enquanto que carragenanas formam géis apenas na presenca de contra-
ions e unidades anidrogalactosidicas da série D- (USOV, 1998). Desta forma, estas
galactanas extraidas de H. floridana permaneceram soltveis em KCI 2M devido a suas
estruturas hibridas e porcentagens consideraveis de unidades anidrogalactosidicas da
série estereoquimica L-, que sdo de comum ocorréncia em algas da ordem
Halymeniales (ZIBETTI, 2005).

Contrapondo-se ao aumento das unidades de 3,6-anidrogalactose, as fracfes
sollveis apresentaram reducdo na quantidade de 2-O-metil-3,6-anidrogalactose.
Outros tipos de monossacarideos naturalmente metilados também s&o observados em
baixas porcentagens, como € descrito para galactanas de algas da ordem
Halymeniales (ZIBETTI, 2005).

Ainda pode-se notar que a quantidade de glucose também se apresenta

reduzida nestas fracoes, indicando a co-precipitacéo deste polissacarideo de reserva.
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TABELA 4 - ANALISE DA COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES
SOLUVEIS EM KCI 2M OBTIDAS DE H. floridana

Composicdo monossacaridica (mol%)

Fracéo
Gal® AG 2AG 2Gal 6Gal 3/4Gal Xil Glu
HS-1 75,0 7,8 1,6 2,2 17,7 1,9 2,1 1,7
HPS 80,5 9,6 11 1,0 2,7 1,0 11 2,1
HS-2 80,7 8,3 0,9 2,1 2,6 0,8 2,0 2,0

® Abreviatura dos monossacarideos (Gal = galactose; AG = 3,6-anidrogalactose; 2AG = 3,6-anidro-2-O-
metilgalactose; 2Gal = 2-O-metilgalactose; 6Gal = 6-O-metilgalactose; 3/4Gal= 3 e/ou 4-O-metilgalactose; Xil =
Xilose e Glu= glucose).

4.2.3 DETERMINACAO DA CONFIGURACAO ENANTIOMERICA

A determinagcdo da configuracdo enantiomérica das unidades
monossacaridicas de galactanas é essencial na determinacéo de suas propriedades.

Assim, as fracdes sollveis em KCI 2M, HS-1 e HS-2 foram submetidas a
derivatizacdo com reagentes quirais para determinacdo enantiomérica de seus
monossacarideos constituintes. As porcentagens de D- e L-galactose e seus derivados
3-0-, 4-0O- e 6-O-metilgalactose foram determinadas utilizando-se o composto quiral
(S)-1-amino-2-propanol enquanto que as de 3,6-anidrogalactose, seu derivado 2-O-
metil-3,6-anidrogalactose e o0 derivado 2-O-metil-galactose foram determinadas
utilizando-se (S)-a-metilbenzilamina (NAVARRO; STORTZ, 2003) como reagente quiral.

Os resultados destas andlises sao apresentados na Tabela-5.
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TABELA 5 - ANALISE ENANTIOMERICA DAS FRACOES HS-1 E HS-2

Composicdo monossacaridica (mol%)

Fragao Gal*? AG® 2Gal°
D L D L D L
HS-1 54,6 21,7 7,8 2,2
HS-2 64,0 16,7 0,2 8,1 1,0 1,1
% Abreviatura dos monossacarideos (Gal = galactose; AG = 3,6-anidrogalactose; 2Gal = 2-O-

metilgalactose).

¢ Analises enantioméricas realizadas pelo método de NAVARRO; STORTZ (2003), para o qual sédo
utilizados diferentes derivados quirais de acordo com as unidades monossacaridicas a serem analisadas
(b(S)—l—amino—Z—propanoI e °(S)-a-metilbenzilamina).

Unidades de D-galactose s&o predominantes em ambas as fragdes (D : L =
54,6:21,7 para HS-1 e 64,0 : 16,7 para HS-2). HS-2 apresenta predominio de unidades
de 3,6-anidro-a-L-galactose (D : L = 0,2 : 8,1), enquanto que unidades de 2-O-metil-
galactose estdo presentes em quantidades similares neste polissacarideo (D : L =1,0:
1,1). A fracdo HS-2 apresenta a proporcdo de unidades D- : L- diferente de 1 : 1,
portanto ndo é agarana e nem carragenana, pois neste Ultimo caso ha apenas
unidades da série D-. Portanto esta galactana é do tipo DL-hibrida, sendo que 55% dela
apresenta caracteristica de agarana e 45% de carragenana, o que condiz com 0
tratamento realizado com ions potassio e com a rotacao 6tica de + 8,5° desta fracéo.

Este processo de determinacdo da enantiomericidade permite confirmar o
carater hibrido destas galactanas fornecendo dados adicionais para a estrutura quimica

fina destes biopolimeros.
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4.3 ANALISES DE HOMOGENEIDADE DAS FRACOES SOLUVEIS EM KCI 2M

Com a finalidade de se determinar o grau de homogeneidade, as fracbes HS-
1, HPS e HS-2 foram submetidas a cromatografia de exclusdo estérica, acoplada a
detectores de espalhamento de luz e de indice de refracgdo em HPSEC-MALLS. Os
cromatogramas podem ser visualizados nas Figuras-6, 7 e 8, respectivamente.

As fracbes HS-1 e HPS apresentaram perfis simétricos enquanto HS-2

apresentou ombros, resultado da heterogeneidade e/ou agregacéo do polimero.

FIGURA 6 - ANALISE DE HOMOGENEIDADE DA FRACAO HS-1
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FIGURA 7 - ANALISE DE HOMOGENEIDADE DA FRACAO HPS
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FIGURA 8 - ANALISE DE HOMOGENEIDADE DA FRACAO HS-2
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4.4 DESSULFATACAO SOLVOLITICA DAS FRACOES HS-1, HPS E HS-2

O processo de dessulfatacdo de galactanas de algas vermelhas é essencial na
confirmacédo da posi¢édo dos grupos sulfato substituintes das frac6es nativas (originais).
Para tanto, comparam-se as analises de metilacdo das fracbes nativas e
dessulfatadas.

Este processo solvolitico também permite a simplificacdo dos espectros de RMN
de *3C, posto que espectros de galactanas sulfatadas apresentam-se complexos e de
dificil interpretacdo devido a sobreposi¢cdo de sinais por causa do elevado teor de
sulfato.

Desta forma, os polissacarideos s&o transformados em sal de piridonio para
entdo seguir-se a solvélise numa mistura reativa (DMSO:metanol:piridina) aquecida a
100°C por quatro horas (NAGASAWA et al., 1979).



31

TABELA 6 — PORCENTAGEM DE DESSULFATACAO®* E RENDIMENTO DAS
FRACOES DESSULFATADAS HS-1D, HPS-D E HS-2D

N Sulfato (%) Dessulfatagdo  Rendimento ~Rendimento
Fracoes corrigido
Nativa Dessulfatada (%) (%) (%)
HS-1 22,8 0,85 96,3 59,1 81,1
HPS 32,0 1,63 94,9 60,3 90,7
HS-2 26,3 3,36 87,2 66,7 89,6

? Dessulfatacdo solvolitica realizada pelo método de NAGASAWA et al., 1979.
® Rendimento reconsiderando-se a porcentagem de sulfato perdido durante o processo solvolitico.

As fracdes HS-1 (22,8% de NaSOs3), HPS (32,0% de NaSOs3) e HS-2 (26,3% de
NaSQO;) apdés dessulfatacdo solvolitica foram denominadas HS-1D (rendimento de
81,1%), HPS-D (rendimento de 90,7%) e HS-2D (rendimento de 89,6%),
respectivamente. A determinacéo dos teores de sulfato (DODGSON, 1961) das fracdes
dessulfatadas permite indicar diferentes graus de dessulfatacdo 96,3; 94,9 e 87,2%,
respectivamente para cada fracao.

Este processo de remocao de grupos sulfato pode causar a degradacdo do
polimero em maior ou menor grau, principalmente em ligacées mais labeis como as
anidrogalactosidicas. Desta forma, na Tabela-6 sdo apresentados os resultados da
composicdo monossacaridica apos o processo solvolitico, comparadas com os valores
para os polissacarideos originais.

Desta tabela pode-se concluir que nédo houve degradacdo significativa dos
polimeros durante o processo solvolitico, pois os valores sédo similares. Destaca-se que
na fracdo HS-1D o teor de 3,6-anidrogalactose foi mais elevado (7,8 para 11,6 mol%),
tal fato pode ser resultado da presenca de grupos sulfato no polissacarideo nativo

(original), que dificultou o processo hidrolitico.
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TABELA 7 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES
DESSULFATADAS HS-1D, HPS-D E HS-2D

Composicdo monossacaridica (mol%)

Fracéo

Gal® AG 2AG 2Gal 6Gal 3/4Gal Xil Glu
HS-1D 78,0 11,6 0,9 2,0 2,4 1,3 3,1 0,6
HS-1 75,0 7,8 1,6 2,2 7,7 1,9 2,1 1,7
HPS-D 84,1 9,5 0,5 1,0 1,6 0,2 1,6 1,4
HPS 80,5 9,6 11 1,0 2,7 1,0 1,1 2,1
HS-2D 78,9 6,8 3,4 2,9 2,8 1,5 2,6 11
HS-2 80,7 8,3 0,9 2,1 2,6 0,8 2,0 2,0

® Abreviatura dos monossacarideos (Gal = galactose; AG = 3,6-anidrogalactose; 2AG = 3,6-anidro-2-O-
metilgalactose; 2Gal = 2-O-metilgalactose; 6Gal = 6-O-metilgalactose; 3/4Gal= 3 e/ou 4-O-metilgalactose; Xil =
Xilose e Glu= glucose).
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4.5 ANALISES DE METILACAO

A metilacdo das fracbes polissacaridicas HS-1, HPS e HS-2 foi conduzida
através do método de Ciucanu e Kerek (1984). Para tornar o polissacarideo soluvel em
DMSO, meio reativo da metilacéo, foi realizado o tratamento prévio dos polissacarideos
em solugdo de trietlamina (1g% p/v). Os polissacarideos na forma de sal de
trietlaménio foram submetidos a duas etapas de metilacdo. Os polissacarideos
metilados foram hidrolisados pelo método hidrélise redutiva total (JOL et al., 1999),
acetilados (anidrido acético/TFA concentrado, a 50°C por 30 minutos) e analisados por
CG-EM, na forma de acetatos de alditdis parcialmente metilados.

As andlises de composicdo monossacaridica foram realizadas em cromatografo
a gas, acoplado a um espectrémetro de massa, equipado com coluna capilar de silica
fundida (30m X 0,25 d.i.) DB-225. Esta coluna n&o permite a separacdo dos derivados
metilados 4,6-MeGal e 3,6-anidrogalactose (AG), portanto na quantificacdo destas
unidades foi considerada a composicdo monossacaridica em termos de 3,6-
anidrogalactose (~8,0 mol% para HS-1 e 10,0 mol% para HS-2). Para a confirmacéo
destes valores deve ser utilizada a coluna DB-223.

Na Tabela-8 sédo apresentados os derivados obtidos apés metilacdo das fracbes
HS-1, HPS e HS-2.

4.5.1 ANALISES DE METILACAO DA GALACTANA HS-1

Como pode ser observado na Tabela-8, o principal derivado obtido entre os
produtos de metilacdo da galactana HS-1 foi a galactose.

A presenca de unidades piruvatadas e sulfatadas nesta galactana (analises de
RMN de *3C e 'H) s&o condizentes com a deteccado de galactose.

Esta galactana foi submetida a apenas duas etapas de metilacdo. Etapas
subsequientes sdo necessarias para se determinar se o teor de galactose permaneceu
constante, validando os resultados presentes, ou se este teor diminuiu, 0 que

demonstraria submetilagcéo.
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TABELA 8 - RESULTADOS DAS ANALISES DE METILACAO DAS FRACOES HS-1,

HPS E HS-2

Derivado Metilado®  Unidade correspondente HS-1 HPS HS-2
Unidade A
2,4,6-Gal Gal 41 - 6,5
4.6-Gal Gal 2-substituida 6,1 - 4.0
2,4-Gal Gal 6-substituida 2,8 2,3 4.0
Gal Gal 2,4,6-substituida 37,0 34,9 35,5
Unidade B
2,3,6-Gal Gal 15 - 4.2
3,6-Gal Gal 2-substituida 2,5 10,4 5,4
2,6-Gal Gal 3-substituida 3,7 2,1
2,3-Gal Gal 6-substituida - - 0,9
6-Gal Gal 2,3-substituida 40 3,9
3-Gal Gal 2,6-substituida 4.6 13,2 9,1
2-Gal Gal 3,6-substituida 2.3 4.0
2AG AG 4,5 2,9 2,7
AG AG 2-substituida 6,0 16,9 6,0
Gal Gal 2,3,6-substituida 16,0 11,0
Unidades A e/ou B
2,6-Gal Gal 4/3-substituida® - 10,6 -
6-Gal Gal 2,4/2,3-substituida - 6,5 -
2-Gal Gal 4,6/3,6-substituida - 2.3 -
Unidades terminais
2,3,4-Xil Terminal ndo redutor 3,0 - 0,7

% Mol% de monossacarideo contendo grupos O-metil nas posicées indicadas
by significa e/ou
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No entanto ressalta-se que o sinal correspondente ao grupo metil de acetal de
acido piravico (RMN de *3C e 'H) é de elevada intensidade, o que esta de acordo com a
elevada porcentagem atribuida a unidades de B-D-galactose piruvatada e sulfatada em
C-2, C4 e C-6 (37,0 mol%).

Ainda em termos de galactose entre os produtos de metilagédo da galactana HS-
1, 16 mol% foi atribuido a unidades de a-galactose trisubstituidas. Este resultado esta
de acordo com o sinal em 98,3 ppm, presente no espectro de RMN de *3C desta
galactana, o qual poderia indicar unidades de a-L-galactose 2,3,6-sulfato. A analise de
metilacdo deste polissacarideo dessulfatado poderd vir a confirmar este resultado.

A presenca do derivado 2,4-MeGal e 2,3,4-xilose em percentagens similares (2,8
e 3,0 mol%, respectivamente) juntamente com o sinal em 103,0 ppm, visivel no
espectro de °C desta fracdo, indica xiloglicosilacdo em C-6 das unidades de B-D-
galactose.

Além de galactose trisubstituida, como comentado anteriormente, esta galactana
apresenta um grande niamero de monossacarideos mono (2-O-, 3-O-, 6-O-substituidos)
e dissubstituidos (2,3-0-, 2,6-0-, 3,6-O-substituidos). As unidades anidrogalactosidicas
nao substituidas em C-2 e substituidas neste carbono por grupos sulfato encontram-se
em uma relacdo de 1:2 (~3,0 e 6 mol%, respectivamente). Ressalta-se ainda que, dos
45 mol% do derivado 2-MeAG, 1,6 mol% € correspondente a unidades
anidrogalactosidicas naturalmente metiladas em C-2, de acordo com os dados obtidos
na composicao monossacaridica (Tabela-4).

A presenca de grupos sulfato substituintes pode ser comprovada pelos sinais
referentes as diades pG2S—D2,6S; BG2S(P)—D(6S) e fG4,6S—DA2S que puderam
ser assinalados por espectroscopia de RMN de *3C da galactana HS-1.

Em resumo, as unidades de [-D-galactose 2-sulfato correspondem a,
aproximadamente, 86,0% das unidades A, enquanto as unidades B apresentam grande
heterogeneidade estrutural. Estas caracteristicas estruturais sdo condizentes com
galactanas de outras algas da ordem Halymeniales, como C. crenulata e C. seminervis
(ZIBETTI, 2005).
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4.5.2 ANALISES DE METILACAO DA GALACTANA HPS

A galactana HPS, que também passou por duas etapas de metilacdo, apresenta
um perfil de derivados metilados bem diferenciado da galactana HS-1. De maneira que
néo foi possivel prever a que unidade (A ou B) pertencem todos os derivados metilados,
pois o espectro de RMN de *°C desta fracdo apresenta apenas dois sinais na regiéo de
C-1 (101,8 e 91,7 ppm) e fora da regido anomérica, 0s sinais apresentam-se alargados
e sobrepostos.

Devido ao carater repetitivo destes biopolimeros, em que o somatoério das
unidades A e B devem resultar numa proporcéo de 1:1, pode-se atribuir a totalidade do
derivado de galactose (34,9 mol%) as unidades A da galactana HPS (Tabela-10). A
porcentagem do derivado galactose é similar aos trés exemplares de galactanas, o que
aliado aos espectros de RMN de °C, confirmam elevados teores de piruvato nas
unidades A destas fracoes.

Na galactana HPS, ainda se destacam as porcentagens dos derivados 3,6-
MeGal e 3-MeGal (10,4 e 13,2 mol%, respectivamente), que correspondem a unidades
de a-galactose 2-substituidas e 2,6-substituidas por sulfato, sendo esta Ultima,
precursora de unidades anidrogalactosidicas 2-sulfato. Contrapondo-se a isto, tem-se a
auséncia de unidades precursoras (2,3-MeGal) de 3,6-anidrogalactose.

A porcentagem consideravel de unidades de 3,6-anidrogalactose 2-substituidas
(16,9 mol%) e a similaridade estrutural da galactana HPS com a HS-1 observada nos
espectros destas fracdes dessulfatadas, comprovam a elevada quantidade destas
unidades substituidas por sulfato em C-2 na galactana HPS. De acordo com a
composicdo monossacaridica, apenas 1,1 mol% destas unidades sdo substituidas por
grupos metil, formando unidades de 2-O-metil-3,6-anidrogalactose. Desta forma, a
galactana HPS totaliza 15,8 mol% de unidades de 3,6-anidrogalactose 2-sulfato, o
equivalente a 31,6% de unidades anidrogalactosidicas sulfatadas em C-2.

Outros derivados metilados (2,6-MeGal, 6-MeGal e 2-MeGal) ndo puderam ser
atribuidos as unidades A ou B, devido a supressdo dos sinais anoméricos no espectro
de RMN de *C da fracdo HPS nativa.
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4.5.3 ANALISES DE METILACAO DA GALACTANA HS-2

De maneira similar a HS-1, a fracdo HS-2 apresenta-se constituida,
majoritariamente, por p-D-galactose e a-L-galactose trisubstituidas (35,5 e 11,0 mol%,
respectivamente). Destaca-se também para esta galactana, o valor do derivado 3-
MeGal (9,1 mol%), correspondente a unidades precursoras de 3,6-anidrogalactose 2-
sulfato, em contraposicdo ao valor de 0,9 mol% correspondente a unidades que
originam o monossacarideo 3,6-anidrogalactose.

Os demais derivados metilados mono e disubstituidos obtidos de HS-2
apresentam poucas diferencas com relacdo aos derivados da galactana HS-1, o que
aponta para a similaridade entre estas galactanas.

Desta forma, as galactanas de H. floridana s@o constituidas principalmente por
unidades de B-D-galactose 2-sulfato piruvatadas (34,9 - 37,0 mol%).

As unidades B nestas galactanas sdo representadas por uma grande variedade
de unidades galactosidicas e anidrogalactosidicas. Nas galactanas HS-1 e HS-2 estas
estdo majoritariamente representadas por unidades trisulfatadas (11,0 e 16,0 mol%),
enquanto que a fracdo HPS contém principalmente unidades B 2-sulfatadas
(anidrogalactosidicas e galactosidicas).

Ressalta-se, ainda, que nas trés galactanas estudadas, a porcentagem de
unidades precursoras de 3,6-anidrogalactose € nula ou menor que 1,0 mol%. No
entanto unidades precursoras de 3,6-anidrogalactose 2-sulfato sdo mais elevadas, nas
galactanas HPS e HS-2 (13,2 e 9,1 mol%, respectivamente) que na galactana HS-1 (4,6

mol%).



38

4.6 ESPECTROSCOPIA DE RMN DE **C E 'H DAS FRACOES HS-1 E HS-1D

A galactana HS-1 foi submetida a analise de RMN de *3C, originando o espectro
da Figura-9. O espectro de *°C desta fracdo revela sinais alargados na regido
anomeérica, principalmente entre 100 — 103 ppm, indicando a sobreposi¢cdo dos sinais
nesta regido. Na regido entre 60 e 80 ppm, onde h& sinais correspondentes aos
carbonos 2 a 6, também se pode observar picos pouco definidos e sobrepostos. Isto se
deve as estruturas complexas das galactanas sulfatadas (CHOPIN et al., 1999), que
apresentam diversos substituintes, como o0s grupos sulfato, que causam varia¢cées nos
deslocamentos quimicos.

No entanto, no espectro de HS-1 é possivel observar a presenca de um sinal
intenso em 100,9 ppm, que corresponde ao C-1 das unidades de [B-D-galactose 2-
sulfato, substituidas ou ndo por acetal de acido piruvico nos carbonos 4 e 6 [BG2S(P)].
Correlacionado a esta unidade 2-sulfatada, pode-se destacar o sinal em 78,0 ppm fora
da regido anomérica, correspondente ao C-2 substituido por sulfato (MILLER; BLUNT,
2000). A presenca de B-D-galactose 2-sulfato piruvatada é comprovada pelo sinal em
25,1 ppm, referente ao carbono metilico deste substituinte. A presenca de unidades A,
na forma de B-D-galactose 2-sulfato piruvatada ou n&o, condiz com os resultados
encontrados para algas do género Cryptonemia, familia Halymeniaceae (ZIBETTI,
2005).

O sinal em 96,1 ppm corresponde ao C-1 de unidades de a-D-galactose,
sulfatadas em C-6 ou n&o substituidas neste carbono [aDG(6S)]. Estas unidades estéao
ligadas a BDG2S (P), constituindo a diade BDG(P)—a-DG(6S). De acordo com o0s
dados de metilacdo (item 4.5), as unidades B desta diade n&o séo sulfatadas em C-6
ou apresentam baixas porcentagens de substituicdo, pois o derivado 2,3-MeGal, que
corresponde a unidades de a-D-galactose 6-substituidas néo foi obtido entre os

produtos de metilagéo.



FIGURA 9 - ESPECTRO DE RMN DE **C DA FRACAO HS-1
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FIGURA 10 - ESPECTRO DE RMN DE **C DA FRACAO HS-1D
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Ainda, na regido anomérica do espectro da Figura-9, é possivel identificar o sinal
em 101,9 ppm correspondente ao C-1 de unidades [(-D-galactose (BDG) ligadas a
unidades anidrogalactosidicas. Correspondente a esta ultima unidade, observam-se os
sinais em 98,1 e 98,3 ppm, 0s quais podem ser atribuidos ao carbono anomérico de
unidades de 3,6-anidro-a-L-galactose em diferentes ambientes quimicos (aLAG). Estes
sinais permitem assinalar a diade BDG—aLAG (DUARTE et al., 2002). Esta diade
também foi descrita na caracterizacao estrutural das galactanas sulfatadas das algas C.
crenulata e C. seminervis, onde as unidades anidrogalactosidicas apresentaram-se
parcialmente substituidas em C-2 por grupos sulfato ou metil (ZIBETTI, 2005). A
composicdo monossacaridica indicou a presenca do monossacarideo 3,6-anidro-2-O-
metil-a-L-galactose em baixas proporc¢des (~1,0 mol%) para as trés galactanas.

Além disso, foi possivel identificar que a galactana HS-1 contém unidades de B-
D-galactose 2-sulfato (BDG2S) (C-1 em 103,4 ppm) ligadas a unidades de a-D-
galactose 2,6-sulfato (aDG2,6S) (C-1 em 91,7 ppm). Estes assinalamentos estdo de
acordo com os obtidos por Falshaw e Furneaux (1994) na anadlise de RMN da A-
carragenana de Gigartina decipiens. Sobreposto ao sinal em 91,7 ppm, ainda pode
estar o sinal referente ao C-1 de unidades anidrogalactosidicas pertencentes a série
estereoquimica D- sulfatadas em C-2 (FALSHAW et al., 2003).

A absorgéo em 102,7 ppm foi assinalada como referente ao C-1 de unidades de
B-D-galactose 4,6-sulfatada (BDG4,6S) ligadas a unidades de 3,6-anidro-a-D-galactose
2-sulfato (aDAG2S) (C-1 em 91,7 ppm) (LIAO et al., 1996). Esta diade, incomum em
algas da ordem Halymeniales, foi encontrada em Phacelocarpus peperocarpos, da
ordem Gigartinales (Rhodophyta), a qual engloba algas conhecidas como tipicas
produtoras de carragenanas (LIAO et al., 1996).

Ainda na regido anomérica, do espectro de RMN de *C de HS-1, observa-se o
sinal em 103,0 ppm que pode ser atribuido ao C-1 de unidades de xilose como terminal
nao redutor em C-6 das unidades de B-D-galactose, 0 que pode ser comprovado pela
analise de metilagéo (item 4.8).

O espectro da fracdo HS-1 dessulfatada apresenta-se mais simplificado, devido a
remocao dos grupamentos sulfato. Tanto a regido anomeérica quanto a regido dos

carbonos 2 a 6 apresentam sinais mais definidos. Algumas alteracdes, entre os
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espectros da fracdo nativa e dessulfatada, permitem demonstrar a eficiéncia da
dessulfatacdo, pois o intenso sinal em 100,9 ppm desaparece no espectro da fracdo
dessulfatada HS-1D (Figura-10), enquanto que os sinais em 103,4 ppm (BDG2S) e 91,7
ppm (aDG2,6S e aDAG2S) também sao reduzidos. Além disso, o sinal em 78,0 ppm
referente ao C-2 sulfatado desaparece em detrimento de um novo sinal intenso em 70,0
ppm, referente ao C-2 ndo substituido. Estes deslocamentos em C-2 estdo de acordo
com o efeito a (+8 ppm), em funcdo da presenca do grupo sulfato neste carbono. Apés
dessulfatacdo também foi observado o aumento do sinal em 60,9 ppm, atribuido ao C-6
livre, 0 que concorda com a presenca de unidades 6-sulfatadas no polimero nativo.

Adicionado a isso, as analises do espectro da fracdo HS-1D confirmam o carater
hibrido desta galactana pela presenca de diades caracteristicas, onde as unidades B,
anidrogalactosidicas e galactosidicas, pertencem a ambas as séries estereoquimicas.
Neste contexto, destaca-se a presenca do sinal em 102,0 ppm, o qual corresponde ao
C-1 das unidades de -D-galactose ligadas a unidades de 3,6-anidro-a-L-galactose, cujo
sinal aparece em 97,9 ppm e 3,6-anidro-a-D-galactose (C-1 em 94,2 ppm) (DUARTE et
al., 2002). A galactana HS-1, assim como a galactana sulfatada de C. crenulata
(Halymeniales), apresenta unidades de 3,6-anidrogalactose pertencentes a série
estereoquimica D- (ZIBETTI et al., 2005). Estes resultados foram comprovados por
anélises espectroscopicas de **C e 'H, bem como pelas anélises de enantiomericidade
(item 4.2.3).

Outros tipos de diades caracteristicas de agaranas e carragenanas também
foram identificadas nesta galactana. Os sinais em 103,3 e 104,4 ppm correspondem a
unidades de B-D-galactose (BDG) ligadas a a-L-galactose (aLG) (C-1 em 100,5 ppm)
(DUARTE et al., 2002) e a-D-galactose (aDG) (C-1 em 95,8 ppm) (USQV et al., 1980),
respectivamente. Nesta ultima diade (3-D-galactose ligada a a-D-galactose) as unidades
A podem estar substituidas em C-4 e C-6 por acetal de acido piravico. Por isso o sinal
de C-1 da unidade A piruvatada é deslocado em -0,4 ppm, de acordo com a presenca
do sinal em 104,0 ppm, enquanto o sinal do carbono anomérico da unidade B nesta
diade é deslocado em -1 ppm (C-1 em 94,8 ppm) (FALSHAW et al., 2003). O carbono

acetéalico do substituinte acetal de acido piravico pode ser assinalado em 100,5 ppm,
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juntamente com o C-1 das unidades de a-L-galactose (DUARTE et al., 2002; GORIN et
al., 1982).

Além do assinalamento destas diades, o espectro de RMN de **C da fracdo HS-
1D permitiu apontar algumas informacdes adicionais fora da regido anomeérica (Tabela-
7).

A presenga do substituinte acetal de acido piruvico nas unidades de [3-D-
galactose pode ser comprovada pelos sinais dos carbonos 4, 5 e 6, assinalados em
67,2; 66,2 e 65,2 ppm, respectivamente (FALSHAW et al., 2003). O C-3 destas
unidades substituidas corresponde ao sinal em 79,0 ppm (FALSHAW et al., 2003),
enquanto as unidades néo piruvatadas sao assinaladas pela absor¢do em 81,8 ppm.

Os carbonos 4 e 5 das unidades de B-D-galactose néo piruvatadas sao
observados em 65,2 e 74,9 ppm, respectivamente (USQV et al., 1980).

Unidades de B-D-galactose ligadas a 3,6-anidrogalactose apresentam o0s sinais
de C-4 e C-5 em 68,3 e 75,2 ppm, respectivamente. Caso unidades de 3,6-anidro-a-L-
galactose estejam ligadas a B-D-galactose piruvatada, o sinal do C-4 em 75,2 ppm é
deslocado para a regido de 71,4 — 71,7 ppm (USOV; SHASHKOV, 1985; LAHAYE et
al., 1989), como observado no espectro da Figura-10.

Foi possivel assinalar também alguns carbonos das unidades ciclizadas em
forma de 3,6-anidrogalactose, sendo que o C-3 apresenta o mesmo sinal tanto para
unidades da série estereoquimica D- quanto L- (C-3 em 79,7 ppm). Em 69,4 ppm pode-
se observar o sinal referente ao C-2 das unidades de 3,6-anidro-a-L-galactose ligadas a
B-D-galactose, enquanto que os valores em 76,9 e 68,9 ppm sdo atribuidos aos
carbonos 4 e 6 desta unidade anidrogalactosidica (LAHAYE et al., 1989; FALSHAW et
al., 2003; USOV; SHASHKOV, 1985).

No entanto, unidades de 3,6-anidro-a-D-galactose ligadas a [-D-galactose
apresentam sinais diferenciados, o que permite identificar diades que correspondem ao
carater hibrido desta galactana. Aos carbonos 4 e 6 das unidades de 3,6-anidro-a-D-
galactose podem ser atribuidos os sinais em 78,1 e 68,9 ppm, respectivamente. A
absorcao referente ao C-5 aparece em 76,5 ppm, sendo que quando a unidade

anidrogalactosidica liga-se a uma unidade A piruvatada este valor sofre um
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deslocamento de -1 ppm (75,5 ppm) (USOV; SHASHKOV, 1985; FALSHAW et al.,
2003), como pode ser observado na Figura-10.

No espectro de RMN de 'H da fracdo dessulfatada HS-1D (Figura-11), o acetal
de acido piravico também pode ser detectado através do sinal em 1,47 ppm, referente
aos protons do carbono metilico deste substituinte. Este espectro ainda permite o
assinalamento dos protons das unidades de a-D-galactose ligada a unidades de [(-D-
galactose piruvatada (H-1 em 5,30 ppm) e ndo piruvatada (H-1 em 5,15 ppm). Unidades
anidrogalactosidicas pertencentes a série L-, também correspondem ao sinal em 5,15
ppm, enquanto as pertencentes a série D-, aparecem em 5,09 ppm (MURANO et al.,
1993; USOV, 1984; MAZUMDER et al., 2002). Os sinais dos prétons dos grupamentos
metil substituintes em C-6, podem ser observados em 3,42 ppm (MAZUMDER et al.,
2002). Desta forma, o espectro de prétons, assim como o de *3C, comprovam o carater
hibrido da galactana HS-1.

A determinagédo da enantiomericidade desta galactana, a caracteriza como do
tipo DL-hibrida. Destaca-se que as galactanas DL-hibridas isoladas de algas da ordem
Halymeniales correspondem aos polissacarideos majoritarios que séo sollveis em meio
aquoso. Diferentemente, algumas algas carragendfitas ou agardéfitas também produzem
galactanas DL-hibridas, mas em baixas porcentagens (ESTEVEZ et al., 2001).

As caracteristicas desta galactana majoritaria DL-hibrida HS-1, condizem com o
padrdo estrutural genérico delineado para as galactanas sulfatadas, biossintetizadas
por algas da ordem Halymeniales. Pois apresentam altas porcentagens de [-D-
galactose 2-sulfato em suas unidades A, além da substituicdo destas por acetal de
acido piravico. A pequena proporcao de unidades de galactose naturalmente metiladas
em diferentes posicbes também é destacada, contrapondo-se aos altos teores de

sulfato descritos para a ordem.



FIGURA 11 - ESPECTRO DE RMN DE *H DA FRACAO HS-1D
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TABELA 9 - ANALISE DE RMN DE *3C E 'H: DIADES® PRESENTES NAS FRACOES NATIVA HS-1 E DESSULFATADA

HS-1D
NATIVA DESSULFATADA

Carbono : :

G2S—D2,65°  G2S(P)—D(6S) G—LA G4,65—DA2S° GP-D' G-D’ GoL" GoDA' G(P)-LA
Unidade A
C-1 103,4 100,9 101,9 102,7 104,0 1044 103,3 1020 102,0
C-2
C-3 75,7 79,0
C-4 67,2 65,2 68,3 68,3°
C-5 66,2 74,9 75,2 75,2
C-6 65,2
Unidade B
C-1 91,7 96,1 98,3e98,1 91,7 94,8 95,8 100,5 94,2 97,9
C-2 69,4
C-3 79,7 79,7
C-4 78,1 76,9
C-5 76,5
C-6 68,9 68,9

 Abreviatura das diades constituintes consta na lista de abreviatura e siglas.

 FALSHAW e FURNEAUX, 1994.

° MILLER e BLUNT, 2000.

Y DUARTE et al., 2002.

®LIAO et al., 1996.

"FALSHAW et al., 2003.

9 FALSHAW et al., 2003; USOV et al., 1980.

"USOV et al., 1980.

' DUARTE et al., 2002; FALSHAW et al., 2003; USOV e SHASHKOV, 1985.

'DUARTE et al., 2002; LAHAYE et al., 1989; FALSHAW et al., 2003; USOV e SHASHKOV, 1985.

“0 sinal em 100,5 ppm também corresponde ao carbono acetalico do acetal de acido pirtvico (GORIN, 1982).

o
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4.7 ESPECTROSCOPIA DE RMN DE **C E 'H DAS FRACOES HPS E HPS-D

Assim como HS-1, a galactana HPS apresenta sinais de acetal de acido piravico.
No espectro da fracdo nativa HPS (Figura-12) pode ser observado o sinal do carbono
metilico deste substituinte em 25,0 ppm. Diferentemente do espectro de HS-1, este
espectro apresenta apenas dois sinais bem definidos na regido anomérica em 101,8 e
91,7 ppm, entre outras absor¢cdes que se constituem em sinais de menor intensidade e
nitidez entre as regides de 102 — 105 ppm e 93 — 96 ppm. O intervalo que compreende
a regido de carbonos 2 a 6 também se apresenta com sinais alargados e sobrepostos.

Os espectros de RMN de '°C de galactanas extraidas de algas da ordem
Halymeniales, referidos na literatura, sdo complexos e de dificil interpretacdo, sendo
gue muitas vezes apenas o espectro da fracdo dessulfatada permite interpretacdo (SEN
et al., 2002).

Isto pode ser observado na fracdo HPS, em que somente apds o processo de
dessulfatacdo, foi possivel a simplificacdo do espectro de *C e interpretacdo de
algumas diades presentes na fracdo dessulfatada HPS-D (Figura-13).

A regido anomérica do espectro de HPS-D permite assinalar diades equivalentes
as encontradas para a fracdo dessulfatada HS-1D (Figura-9). Desta forma sao
assinaladas unidades de B-D-galactose (BDG) (C-1 em 102,2 ppm) ligadas a unidades
de 3,6-anidro-a-D-galactose (aDAG) (C-1 em 94,2 ppm) e 3,6-anidro-a-L-galactose
(aLAG) (C-1 em 97,92 ppm) (USOV; SHASHKOV, 1985). Esta galactana, da mesma
forma que HS-1, apresenta também unidades anidrogalactosidicas pertencentes a série
D-.

Unidades B pertencentes a diferentes séries enantioméricas sdo comprovadas
pela especificidade de absor¢des das unidades A, como o sinal em 103,3 ppm referente
a unidades de [B-D-galactose ligadas a a-L-galactose (C-1 em 101,1 ppm), que se
distingue do sinal em 104,4 ppm, indicativo da presenca de unidades de B-D-galactose
ligadas a a-D-galactose (C-1 em 95,8 ppm) (DUARTE et al., 2002).



FIGURA 12 - ESPECTRO DE RMN DE **C DA FRACAO HPS
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FIGURA 13 - ESPECTRO DE RMN DE **C DA FRACAO HPS-D
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Andlise realizada a 70°C em D,0, concentracdo das amostras 40mg/mL.
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As unidades de B-D-galactose ligadas a a-D-galactose ainda podem apresentar-
se piruvatadas, originando os sinais em 104,1 e 94,7 ppm referentes, respectivamente,
ao C-1 da unidade A piruvatada e ao C-1 da unidade B (a-DG) (FALSHAW et al., 2003;
USOV et al., 1980). Neste caso o efeito 8 (-1 ppm) permite a distingdo de unidades de
a-D-galactose ligadas a unidades A piruvatadas (C-1 em 94,7 ppm) ou nédo (C-1 em
95,8 ppm).

O espectro da fracdo dessulfatada HPS-D (Figura-13) também permite o
assinalamento de alguns carbonos, fora da regido anomérica (Tabela-8):

1. B-D-galactose (C-1, C-3 e C-4 em 104,4; 79,0 e 65,2 ppm, respectivamente)
ligadas a a-D-galactose (C-1 e C-4 em 95,8 e 78,6 ppm, respectivamente) (USQV et al.,
1980).

2. B-D-galactose piruvatada (C-1, C-4, C-5 e C-6 em 104,1; 67,2; 66,3 e 65,2
ppm, respectivamente) ligada a unidades de o-D-galactose (C-1 em 94,7 ppm)
(MILLER; BLUNT, 2000; FALSHAW et al., 2003; USQV et al., 1980).

3. B-D-galactose (C-1, C-2 e C-5 em 102,2; 69,1 e 75,0 ppm, respectivamente)
ligadas a 3,6-anidro-a-D-galactose (C-1, C-5 e C-6 em 94,2; 76,5 e 69,1 ppm,
respectivamente) (USOV; SHASHKOV, 1985; LAHAYE et al., 1989).

4. B-D-galactose piruvatada ou ndo (C-1 e C-5 em 102,2 e 75,0 ppm,
respectivamente) ligadas a 3,6-anidro-a-L-galactose (C-1, C-2, C-4, C-5 e C-6 em 97,9;
69,8; 77,7; 75,6 e 69,1 ppm, respectivamente) (USOV; SHASHKOV, 1985; LAHAYE et
al., 1989).

Além destes, pode-se atribuir, respectivamente, os sinais em 70,0 e 80,0 ppm
aos C-2 e C-3 de unidades de B-D-galactose néao substituidas nestes carbonos.

O espectro de RMN de 'H da fracdo HPS-D (Figura-14) permite identificar os
prétons do grupo metilico do substituinte acetal de acido pirtvico pelo sinal em 1,48
ppm. Além de confirmar a presenca deste acetal, pode-se verificar o valor em 3,43 ppm,
referente aos protons do grupo CHj3; das unidades de 6-O-metilgalactose presentes
nesta galactana, de acordo com os dados da composi¢cdo monossacaridica. O espectro
ainda indica a presenca de protons das unidades de a-D-galactose ligada a unidades de
B-D-galactose piruvatadas (H-1 em 5,33 ppm) e nédo piruvatadas (H-1 em 5,17 ppm).

Unidades anidrogalactosidicas pertencentes a série D- correspondem ao sinal em 5,09
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ppm, enquanto as pertencentes a série L-, aparecem juntamente com unidades de a-D-
galactose (H-1 em 5,17 ppm) (MURANO et al., 1993; USOV, 1984; MAZUMDER et al.,
2002). Além dos espectros de RMN de *3C, a especificidade da absorcdo de prétons,
pertencentes a unidades B de diferentes séries enantioméricas, também comprova que
a fracdo HPS é constituida por galactanas DL-hibridas.

Apesar da confirmacéo do caréater hibrido desta galactana, o espectro da fracao
HPS nativa ndo permite que sejam interpretadas possiveis diades do polimero original.
Porém, de acordo com as analises preliminares de metilacdo, esta galactana apresenta
grande parte de suas unidades substituidas em C-2 (Tabela-10), tanto em unidades de
a-galactose, quanto 3,6-anidrogalactose.

Deste modo, apenas a andlise de espectroscopia de RMN de *C para esta
galactana teria sido insuficiente para determinar suas caracteristicas estruturais. No
entanto, este mesmo tipo de andlise conduzida no polimero dessulfatado permitiu

caracterizar esta galactana como do tipo DL-hibrida.



FIGURA 14 - ESPECTRO DE RMN DE *H DA FRACAO HPS-D
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TABELA 10 - ANALISE DE RMN DE *C E 'H: DIADES? PRESENTES NA FRACAO DESSULFATADA HPS-D

Carbono GP—D" G—D° G—L¢ G—DA® G(P)—LA'
Unidade A

c-1 104,1 104,4 103,3 102,2 102,2
C-2 69,1

C-3 79,0

C-4 67,2 65,2

C-5 66,3 75,0 75,0
C-6 65,2

Unidade B

C-1 94,7 95,8 101,1 94,2 97,9
C-2 69,8
C-3

C-4 78,6 77,7
C-5 76,5 75,6
C-6 69,1 69,1

& Abreviatura das diades constituintes consta na lista de abreviatura e siglas.
® FALSHAW et al., 2003; USOV et al., 1980; MILLER e BLUNT, 2000.

° DUARTE et al., 2002; USOV et al., 1980.

¢ DUARTE et al., 2002.

¢ USOV e SHASHKOV, 1985; LAHAYE et al., 1989.

"USOV e SHASHKOV, 1985; LAHAYE et al., 1989.

€S



54

4.8 ESPECTROSCOPIA DE RMN DE **C E 'H DAS FRACOES HS-2 E HS-2D

A andlise de espectroscopia de RMN de *3C da fracdo HS-2 (Figura-15) permitiu
assinalar apenas algumas absorcdes, devido a complexidade dos sinais tanto na regiao
anomérica quanto fora dela.

Além do sinal em 25,1 ppm, referente ao carbono metilico de acetal de acido
piravico, o espectro de *C da fracdo nativa HS-2 destaca em 101,0 ppm o sinal de
unidades de [(-D-galactose 2-sulfato piruvatadas ou nao [BDG2S(P)], que se
correlaciona com o sinal em 96,1 ppm, referente a unidades de a-D-galactose 6-
sulfatadas ou nao [aDG(6S)], formando a diade BDG2S(P)—aDG(6S). O sinal em 103,0
ppm € atribuido ao C-1 das unidades de [-D-galactose ligadas a a-L-galactose,
enquanto as unidades de B-D-galactose (BDG) ligadas a 3,6-anidrogalactose séao
indicadas pelo sinal em 102,0 ppm. E possivel que as unidades de B-D-galactose (C-1
em 102,0 ppm) estejam ligadas a unidades anidrogalactosidicas da série
estereoquimica L- (aLAG), as quais sdo representadas pelo sinal em 98,3 ppm
(DUARTE et al., 2002). Estas mesmas diades puderam ser observadas na galactana
HS-1 e sdo condizentes com diades encontradas para algas da ordem Halymeniales.
As galactanas extraidas da alga C. crenulata também apresentam a diade
BDG2S(P)—aDG(6S) e unidades de B-D-galactose ligadas a 3,6-anidro-a-L-galactose,
porém com estas unidades anidrogalactosidicas substituidas em C-2 por grupos metil
naturais. Enquanto galactanas da alga C. seminervis também apresentam unidades de
BDG—aLAG (ZIBETTI, 2005).

As unidades de a-D-galactose (aDG), quando ligadas a unidades de [B-D-
galactose 2-sulfato piruvatadas (BDG2SP) ou ndo (BDG2S), apresentam o C-1 em 96,1
ppm. No entanto, apds dessulfatacdo, devido a remocao do grupo sulfato em C-2, as
unidades de a-D-galactose apresentam sinais em 95,8 e 94,8 ppm, conforme a ligacao
com B-D-galactose 2-sulfato e 3-D-galactose 2-sulfato piruvatadas, respectivamente.



FIGURA 15 - ESPECTRO DE RMN DE **C DA FRACAO HS-2
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FIGURA 16 - ESPECTRO DE RMN DE **C DA FRACAO HS-2D
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Neste contexto, o espectro de RMN de '°C da fracdo HS-2D dessulfatada
(Figura-16), apresentou menor grau de complexidade e permitiu determinar as diades
de aDG (94,8 ppm) ligadas a BDGP (C-1 em 104,0 ppm) e a-DG (95,8 ppm) ligadas a
BDG (C-1 em 104,4 ppm) (FALSHAW et al., 2003).

Unidades de B-D-galactose (C-1 em 103,3 ppm) também podem estar ligadas a
unidades de a-L-galactose (C-1 em 100,5 ppm), sendo que o sinal em 100,5 ppm
também se refere ao carbono acetalico do acetal de acido pirdvico (DUARTE et al.,
2002; GORIN et al., 1982).

A galactana HS-2D ainda apresenta o sinal em 102,0 ppm, correspondente a
unidades de B-D-galactose ligadas a unidades anidrogalactosidicas, as quais podem ser
representadas pelo seu sinal de C-1 em 97,9 ppm, referente a unidades de 3,6-anidro-
a-L-galactose (DUARTE et al., 2002).

A eficiéncia da dessulfatacdo, que resultou na fracdo HS-2D, pode ser observada
pelo desaparecimento do sinal em 101,0 ppm na regido anomérica, referente a
unidades de B-D-galactose 2-sulfatada e pelo aumento dos sinais de C-2 e C-6 nédo
substituidos em 70,1 ppm e 61,0 ppm, respectivamente. Ja a presenca do sinal em 25,1
ppm, referente ao carbono metilico de acetal de acido piravico na fracdo dessulfatada,
comprova que o processo solvolitico de dessulfatacdo, além de nédo ter degradado as
unidades anidrogalactosidicas (Tabela-6), ndo causou a depiruvatacdo do
polissacarideo.

Além do assinalamento dos carbonos ndo anoméricos de algumas unidades
presentes na fragdo HS-2D (Tabela-9), outras informacdes podem ser adicionadas com
relacdo aos assinalamentos na regido de carbonos 2 a 6 desta fracdo. O sinal em 81,7
ppm refere-se ao C-3 de unidades de [(-D-galactose ndo substituidas por acetal de
acido piravico. Sendo que esta regido do espectro ainda pode nos confirmar a
dessulfatacdo, de acordo com o aumento da intensidade dos sinais em 70,0 e 60,9
ppm, referentes aos C-2 e C-6 ndo substituidos, respectivamente.

A regido anomérica do espectro de RMN de 'H da fracdo HS-2D (Figura-17)
permite identificar sinais em 5,31 ppm, referente aos prétons de unidades de a-D-
galactose ligada a unidades de [(-D-galactose piruvatada e 5,16 ppm, correspondente

também a unidades de a-D-galactose, mas ligadas a 3-D-galactose ndo substituida por
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acetal de &cido piravico. Este sinal (H-1 em 5,16 ppm) também pode ser atribuido a
unidades de 3,6-anidro-a-L-galactose. Ja o sinal em 5,24 ppm, refere-se aos protons de
unidades de a-L-galactose ligadas a unidades de (-D-galactose piruvatadas. Enquanto
que na regido de 3,00 — 3,70 ppm pode-se verificar a presenca da absorcdo dos
prétons dos grupamentos metil das unidades da fracdo HS-2D, metiladas naturalmente.
Os sinais em 3,43 e 3,52 ppm referem-se aos protons dos carbonos substituintes em C-
6 e C-2, respectivamente (MURANO et al.,, 1993; USOV, 1984; MAZUMDER et al.,
2002).

A galactana HS-2, biossintetizada pela alga H. floridana também se caracteriza
como uma galactana do tipo DL-hibrida, assim como HS-1 e HPS. Destaca-se que
embora os espectros de RMN de **C destas galactanas nativas apresentem diferencas,
0s espectros destas fracBes dessulfatadas (Figuras-10, 13 e 16) permitiram assinalar
véarias diades caracteristicas tanto de agaranas quanto de carragenanas. De forma que
estas galactanas apresentam-se similares quando comparados 0s espectros referentes

as fracdes dessulfatadas.



FIGURA 17 - ESPECTRO DE RMN DE *H DA FRACAO HS-2D
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TABELA 11 - ANALISE DE RMN DE °C E H:

DIADES® PRESENTES NAS FRACOES NATIVA HS-2 E DESSULFATADA HS-

2D
NATIVA DESSULFATADA
Carbono
G2S(P)—D(6S)° GP—D° G—D¢ G—oL® G LA
Unidade A
C-1 101,0 104,0 104,4 103,3 102,0
C-2
C-3 78,8
C-4 67,2 65,2
C-5 66,2 74,9
C-6 65,2
Unidade B
C-1 96,1 94,8 95,8 100,5 97,9
C-2
C-3 79,7
C-4 78,1
C-5 75,7
C-6 68,9

# Abreviatura das diades constituintes consta na lista de abreviatura e siglas.
® MILLER e BLUNT, 2000.

® FALSHAW et al., 2003;
4 FALSHAW et al., 2003.
® DUARTE et al., 2002.
"DUARTE et al., 2002.

USQV et al., 1980.

09



FIGURA 18 - ASSINALAMENTOS: DIADES DAS GALACTANAS DESSULFATADAS
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DIADES Unidade A (ppm) Unidade B (ppm)
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G-L 103.3 100,5
GP - LA 102.0 97.9
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G—-L 103.3 101.1
GP — LA 102,2 97.9
G - DA 102,2 94,2
GP->D 104.,0 94,8
G—-L 103.3 100.5
GP - LA 102.0 97.9
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Em resumo, com base nos resultados obtidos e na literatura disponivel,
pode-se destacar que galactanas DL-hibridas sdo os biopolimeros majoritarios
isolados de algas da ordem Halymeniales. Unidades de B-D-galactose 2-sulfatadas
parcialmente substituidas por acetal de acido piravico estdo presentes neste tipo de
galactana, na qual as unidades de a-galactose sdo representadas por uma grande
diversidade de derivados de galactose pertencentes tanto a série estereoquimica D-
gquanto a L-. Adicionalmente, estas podem estar naturalmente metiladas e/ou
sulfatadas em diferentes posi¢cdes, proporcionando grande heterogeneidade as
unidades B.

Todas estas caracteristicas conferem a estes biopolimeros propriedades
fisico-quimicas diferentes das observadas para carragenanas ou agaranas.

Destaca-se ainda que a galactana DL-hibrida de C. crenulata apresentou alta
atividade antiviral (virus da herpes simples e da dengue), in vitro e/ou in vivo
(TALARICO et al., 2004; 2005). Deste modo, galactanas DL-hibridas sdo apontadas
como potenciais agentes bioldégicos, sendo sua caracterizacdo estrutural
imprescindivel para a correlacdo de suas caracteristicas fisico-quimicas com suas
funcbes bioldgicas e fisioldgicas, de maneira a elucidar os mecanismos de atuacéo
metabolica e clinica.

Além disso, a diversidade estrutural destes polimeros pode ser considerada

na quimiotaxonomia, a fim de elucidar a filogenia da divisdo Rhodohyta.
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FIGURA 19 — DIADES DAS FRACOES DESSULFATADAS HS-1D, HPS-D E HS-2D
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Diades correspondentes:

G- DA B-D-galactose ligada a 3,6-anidro-a-D-galactose
G-LA B-D-galactose ligada a 3,6-anidro-a-L-galactose
G-L B-D-galactose ligada a a-L-galactose
G-D B-D-galactose ligada a a-D-galactose

GP-D B-D-galactose 4,6-O-(1’-carboxietilideno) ligada a a-D-galactose
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FIGURA 20 — DIADE PRESENTE NA GALACTANA NATIVA HS-2
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FIGURA 21 — DIADES PRESENTES NA GALACTANA NATIVA HS-1
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Diades correspondentes:

G2S - D2,6S B-D-galactose 2-sulfato ligada a a-D-galactose 2,6-sulfato
G4,6S - DA2S B-D-galactose 4,6-sulfato ligada a 3,6-anidro-a-D-galactose 2-sulfato
G2S-D B-D-galactose 2-sulfato ligada a a-D-galactose

G-LA B-D-galactose ligada a a-L-galactose



5 CONCLUSOES

A alga H. floridana, pertencente a ordem Halymeniales, sintetiza galactanas
sulfatadas DL-hibridas, como principais polissacarideos solUveis em meio aquoso.

Andlises quimicas e espectroscopicas permitiram detectar que as unidades
de B-D-galactose 2-sulfatadas sdo parcialmente substituidas por acetal de &cido
piravico neste tipo de galactana, ja as unidades de a-galactose sédo representadas
por uma grande diversidade de derivados de galactose pertencentes tanto a série D-
qguanto a L-. Estas ainda, podem estar naturalmente metiladas e/ou sulfatadas em
diferentes posic¢des, o que proporciona grande heterogeneidade as unidades B.
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