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RESUMDPO

Foi isolado um polissacarideo acido
de glandula de albumen de Ampuflarius sp (Santo  Anto-
nio da Platina) com auxilio de bases quaternarias. Es-
te - polimero € formado de unidadeS'de‘D-galactoge e aci

do pirdvico numa relacao molar de 20:1 (hexose.anidra/.

grupo etilidenil). Nao foi detectado grupo acetil e
L-fucose neste polimero. Estes dados diferenciam es-
tes polimeros daqueles investigados por outros auto-

res—-em moluscos=
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I NTRODUGCGA DO

Hammarstei& demonstrou pela primeira vez apresenga de
um polissacarideo em molusco, Helix pomatia, o qual diferia em
suas propriedades biologicas daquelas do glicogenio. Apesar da
notavel contribuicao de H%?Bna caracterizagao quimica deste po-
limero, os estudos estruturais propriamente dito foram realmen
te iniciados em 1937 com o trabalho publicado por Schlubach e
Loo; os quais verificaram_que o galactano metilado apresentava
quantidades -equimoleculares de di e tetra metil galactose. Es-
tes derivados so foram identificados posteriormente, 1938, por
Baldwin e Bell]0 como sendo 2,4-di-0-metil - e 2,3,4,6-tetra - 0-
metil-galactose. Baseados nestes dados de metilagao, Baldwin e
Bell propuseram duas éossibilidades estruturais parao polimero:
Uma cadeira linear formada de unidades de galactose com liga-
¢coes do tipo (1—— 3) ou (1l—— 6) com ramificagoes formadas
por unidades simples_de galactose nos carbonos C-6 ou C -3 da
cadeira-principal, ja que ambos os modeJosnpeLmitiam'a formagao -
dos-derivados metilados anteriormente-referidos. . Estes~- auto-
res, verificaram ainda-a presenca de unidades 2 e é~numa propor
cao de 6:1 e que o tetra-0-metil galactose isolado era formado

por uma mistura de isomeros D e L enquanto o derivado di-0-metil

-galactose continha apenas o somero D..

O0s estudos em galactano de Hefix pomatia, por O'&ﬂlals
em 1953 demonstraram que os resultados obtidos atraves de degra

dacao de Barry eram incompativeis com os modelos estruturaispro

postos por Baldwin e Belﬂp 0s dados obtidos na degradacgao de
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Barry juntamente com os dados de metilagéU{]]permitiam sugerir
uma nova estrutura para este polimero. Seu modelo estrutural pa
ra o galaﬁtano, seria o de um polimero altamente ramificado (ri
mificacao arboriforme) com ligacoes alternadas do tipo (1—— 3)

e (I—— 6) apresentando a soma das unidades terminais nao re-

dutoras em quantidades equimoleculares a das unidades internas.

May e WeinlanJ? tambem observaram que durante a hidro-
lise acida deste polimero, a ;-galactose era mais suceptivel a
hidrolise, que a D-galactose. A separacao dos produtos de. hi-
drolise acida parcial do galactose demonstrou a presenga de 3-
-0-BJ~2-galactosil-g-galactose e tragos deﬂ6-0-8-g—gaLactoseJ
Os dados obtidos nestas investigagoes eram compativeis com o mo

delo proposto por 0'Colla.

Correa, Dimytraczenko e Duargé baseados nos dados de
oxidacao com periodato e degradagao de Barry sugeriram para o
galactano de.Biomphalania glabrata uma estrutura semelhante aque

la proposta por 0'Colla.

0s dados-obtidos em-estudos de metilacao do galactano da
glandula-de -albimen do. Strophocheifus Obfongus, por Duarte e Jo
neé?.néo se ajustavam ao modelo proposto por 0'Colla. Recente-
mente,~Duarte e Segurgﬁzatravésrde estudos de degradacao seglen
ciada tipo Smith, puderam propor um novo modelo estrutural para
o galactano de Strnophocheifus OblLongus, modelo este gque se ajus
tava perfeitamente aos resultados de metilagcao obtidos por Duar

1 .
te e Joneéz Duarte e Morettg obtiveram semelhantes resultados
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de metilacao para o galactano de Biomphalaria glabrata.

Por.hidrélise acida parcial, Hongg caracterizou duas
séries distintas de oligossacarideos do galactano de glandulade
albumen de Megalobolinus paranaquensis: uma, linear do tipo
(1—— 3) e outra, ramificada, formada por uma cadeia linear do
tipo B (1—— 3), com pontos de rqmificagéodo tipo B~(l———— 6).
Estes dados, juntamente com estudos sobre os galactosideos de
glicerol obtidos.da segunda degradacao seqUenciada, tipo Smith,
em -polimero do mesmo moluscglnmsuarantambén“resultados; compa-=

tiveis com o modelo proposto por Duarte e Segura.

Feijo e Duartgg isolaram-de massas'de'ovosdeAmdequA
s4p um heteropolissacarideo que apresentava caracteristicas qui-
micas diferentes dos polimeros até entao estudados. O polime-
ro foi denominado de fuco-galactano, apresentando uma relagao

de 2,5% de fucose para 98% de galactose.

- 23 o 3o o
Posteriormente, -Duarte” verificou .que o galactano iso-
lado da-glandula de albumen de Marisa cornuarietis apresentava
caracteristicas semelhantes ao polimero do Ampullanius, sp, de i
xando supor que, com a continuidade dos estudos, poderia ser de
terminado um modelo estrutural aplicado a todos.os galactanos de
) 24 . Lo~ -
Ampuﬂﬂa&&deoé, Recentemente, Duarte trouxe uma contribui¢ao no-
tavel neste campo, pela primeira vez, foi descrito um galactano

acido, altamente acetilado.

0s dados atée agora obtidos em estudos estruturais so-

bre galactano de Ampullarius,sp nao permitem estabelecer um mo-
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delo estrutural para este polimero. A finalidade do presente
trabalho € contribuir para o esclarecimento da estrutura do ga-
lactano deste molusco e verificar se o galactano dos moluscos
do género Ampulfarnius coletados em diferentes regioes do Brasil,
apresentam diferengas estruturais que possibilitem uma classifi

cacao taxionomica quanto as especies.



MATERIAIS E METODOS

1 - MATERIAIS E METODOS GERAIS

A analise por eletroforese foi realizada em papel ace-
tilado (cellogel) segundo método de Dudman e Bisho%gem aparelho

Famen e camara de imersao da chemetron.

A cromatografia em camada delgada foi realizada em pla
cas de alumineo cobertas com 0,25 mm de silica gel (Merck) nos

seguintes sistemas de solventes (v/v): (a) 6:3:3 benzeno: aceta

to de etila: metanol; (b) 200:47:15:1 (fase superior) benzeno:
etanol: agua: acido acéetico; (c) 3:3:1 acetato de etila: eter
de petroleo: cloroformio. O0s aglUcares cromatografados em placa

foram visualizados com: (d) acido sulfldrico a 5% (v/v) em meta-
nol; (e) molibdato de amonea 0,5%, sulfato de cerio 0,5%, acido
sulfarico 5%, em etanol, seguido de aquecimento em mufla a 200°
C.

Para cromatografia em papel (Wathman n¢ 1 e b)rtipodei
cendente foram utilizados os sistemas de solventes (v/v): (f)
1:5:3:3 (fase superior) benzeno: n-butanol: piridina: agua; (g)
9:3:3 n-butanol: etanol: agua; (h) L4:1:5 n-butanol: etanol:agua;
(i) 1:4:5 acido acético: n-butanol:agua; (j) 20:1:17 butanona:
amonia: aqgua. A Visualizacao dos acucares foi feita com nitrato
de prata alcalin%?<n1com cloridrato de p-anisidin§§ A migracao
dos aclcares redutores e metil-galactosideos foi relacionada a
da D-galactose (Rgal) e a do 2,3,4,6—tetra-9—metil-g—glucosfdeo

(Rg) respectivamente.
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Cromatografia em fase gasosa (GLC) realizada em croma-
tografo F&M modelo 810 R-12 com detector de ionizacao de chama,
utilizando hélio como gas de arraste (fluxo de 40 ml/min). Fo-
ram utilizadas as seguintes colunas: (k) 14% (p/p) LAC-LR-886 -
sobre Chromosorb W (DMSC%7 de 80 a 100 mesh (Cromatografic
Specialities, Brockville Canada) em coluna de 100x 0,4 cm (d.i)
e a temperatura de 158°C; (1) 3% (p/p) de ECNSS-M sobre G&sChrom.
&8 (Applied Science Laboratories, State College, P.A. U.S.A.)de

100-120 mesh em coluna de 120x 0,3 cm (d.i) utilizada emdois sis
temas de analise: (1) isotérmico a 175° e (11) temperatura pro-
gramada de 130_a”1650C com variacao de 4°C/min. em todos os expe
rimentos as temperaturas da camara de injecao e do detector fo-
ram mantidas em 210 e 250°C respectivamente. Os alditois aceti-
lados de derivados parcialmente metilado foram analisados por GLC
a temperatura de 160°C. Nas analises quantitativas de derivados
de acicares, por GLC, as areas dos picos foram calculadas por tri
angulacao. Os tempos de retencao (T) dos metil galactosideos me
tilados foram referidos ao metil 2,3,h,6—tetra-2-metiI—E-glucopi
ranosideo, enguanto os (T) dos alditois acetilados e dos aldi-
tois acetilados de derivados parcialmente metilados foram relati

vos ao do L-arabinitol-penta-acetato e ao do 1,5-di-0-acetil-2,3,

L,6-tetra-0-metil-D-glucitol respectivamente.

As rotagoes Oticas foram medidas a 25°C em polarimetro

PERKIM-ELMER modelo 141,

A determinacao de aclcar total, foi feita pelo metodo

do fenol-acido sulfGricé8 e a dos aclcares redutores pelo metodo
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de Somoguy iodométricép Proteinas foram dosadas pelo métomadei
crito por Lowré]usando o reativo de Folin-Ciocalteau. Hexosaminas
foram determinadas peld método de Boas?ze o grupo acetil pelo
método de McComb e McCreadf? 0 processo utilizado para acetila-
¢ao dos agucares foi o método classico do anidrido acético-piri
dina 1:1 (v/v)%9 L horas em refluxo a 100°C. A hidrolise total
do polissacarideo foi feita em ampola fechada, utilizando-se aci
do sulfirico IN a 100°C durante 4 horas. 0 excesso de acido foi
eliminado por precipitacao com carbonato de bario (pH 4,5), se-

guido-de centrifugagao-e-posteriormente deionfzagéo,do sobrena-

dante.

Apos determinagao qufmicéq e enzimdtic#> do acido piru
vico ligado ao polissacarideo. Uma amostra de polimero purifi-
cado (10mg) foi hidrolizada com acido sulfiurico IN (3 horas ,
100°C) e cromatog;afada em papel Wathman n¢® 1 usando como sol-
vente a soluc¢ao (v/v) 95:5 de n-butanol saturado com agua: aci-

- 56 _ . .- . i :
do formico. 0 acido piruvico foi visualizado .no cromatograma

- 57
atraves do reativo de Nessler.

2 - ISOLAMENTO E: PURIFICACAO DO POLISSACARIDEOD

As glandulas de albumen utilizadas neste trabalho, fo-
ram extraidas de moluscos (Ampullarnius, sp.) colhidos em Santo

Antonio da Platina, Pr., em julho de 1974 e conservadas emaceto

na.
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As glandulas foram homogeneizadas em liquidificador cen
trifugadas e o residuo obtido foi desidratado com acetona ani-
dra. O po cetonico obtido (75g) foi tratado com a mistura de
cloroformio-metanol 2:1 (v/v) a temperatura ambiente, sob agita
cao magnetica, durante 60 horas e a MOOC, em refluxo por 1 ho-
ra, apos centrifugagéo‘o residuo foi tratado com n-butanol satu
rado com agua, em refluxo a 90°C, durante 1 hora. Apos filtra-

cao, o residuo obtido foi desidratado com acetona anidra e o po

cetonico resultante pesou 71,40g.

A amostra foi em sequida tratada com acido acetico 2N
o.’ . . . ~ . . - .
a 4U°C e dializada. 0 material-—-nao dialisavel, foi tratado com
etanol (3 volumes) e centrifugado. 0 residuo, foi lavado comace

tona anidra e o po cetonico obtido pesou 30g.

0 p6 cetonico (30g) foi submetido a agao de enzima pro
teolica (Subtilisina, tipo VII, Sigma - 100mg) em solucao de ace
tato de amonia 0,2 M, pH 8,5 (500 ml), contendo toluol (10ml) e
cloreto de-calcio na concentragao-final de 0,005 M.-A suspensao
foi~mantida'a'37°C'durante 75 horas e em seguida dialisada ~em-
agua corrente. O material nao dialisavel foi tratado com etanol
(3 volumes) e centrifugado. O residuo obtido foi solubilizado
em agua (50 ml) e a solucao aquosa foi tratada com fenol a  80%
numa proporcao de 5:1 (v/v) e em seguida centrifugada. A porgao
fenolica (fase inferior) foi desprezada e o sobrenadante (fase
superior) tratado com etanol (3 volumes). Apos centrifugacao,

. . 6 -
o residuo foi submetido ao processo de Sevag e a fragao aquosa

(epifase) foi tratada com etanol (3 volumes) e novamente centri
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fugada. 0 residuo obtido foi tratado com acetona anidra, seco
em dessecador a vacuo, contendo pentoxido de fosforo, apresen-
tando um rendimento de 4,76% (3,21g-expresso em polissacarideo)

o qual foi dosado pelo metodo de fenol-acido sulfﬂricé?

0 polissacarideo purificado (3,21g) foi submetido ao
processo de fracionamento, utilizando-se base quaternaria de
amonia (brometo de hexadeciltimetilamoneo - Sigma), em presen-
¢a de tampao borato a diferentes pH, segundo metodo descrito
por Duarte e JoneJ]'A fracao isolada a pH 8,5, foi liofilizada
e pesou 1,9g, senéo submetida a estudos estruturais. Estes po
lTmeros de dificil solubilidade em meio aquoso foram solubili-
zados, quando tratados com hidroxido de sodio 0,IN durante 3

horas e a 60°C.

3 - HIDROLISE ACIDA DO..POLISSACARIDEO PURlFICADé7

Uma amostra do polissacarideo-(10-mg) foi hidrolisada
com-acido sulfiarico IN (1-ml) durante 4 horas a temperatura de
100°C. A solucao acida foi neutralizada com carbonato de bario
(pH 4,5), centrifugada e o sobrenadante deionizado com resi-
nas Dowex 50 x 12 forma H+ (200 - 400 mesh) e Amberlite IR-4B,
forma OH-(25-50 mesh). Os produtos de hidrolise, foram analiza
dos por cromatografia em papel (solvente d) e visulizados com
p-anisidin%6 e nitrato de prata alcalinoz,5 revelando apenas D-
0

25
galactose. A rotacgao otica observada foi de |a|D = + 78,0

(c. 0,4 aqgua).
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4L - ACETILACAO DO POLISSACARIDEO HIDROLISADO

Uma amostra do polissacarideo (10 mg), apos hidrolise
acida foi reduzida com boridreto de s6dio em solucao aquosa e a
temperatura ambiente por 12 horas. Apos neutralizacao (pH 7,0)
com acido acetico 2N, a solucao foi tratada com resina Dowe x
50 x 12 (200-400 mesh) forma H' e o eluato concentrado a pressao
reduzida, o acido borico residual foi removido por codestilacao
com metanol anidro. Os alditois resultantes foram acetilados
com uma mistura de piridina e anidrido acetico 1:1 (v/v) duran-
te 15 horas a temperatura ambiente. A reacgao foi interrompida com
agua a 0°C, e o material acetilado foi extraido com cloroférmfo
e concentrado. Analisado em GLC (coluna L) demonstrou apenas
galactitol como componente unico do polimero, confirmando o que

ja fora observado em cromatografia em papel.

5 - METILACAO.

5-1- PROCESSO DE HAWORTHC

Uma amostra do polissacarideo purificado (1 g),apos re
ducdo com boridreto de sédio foi dissolvida em agua (10 ml) tra
tada com acetona (10 ml), hidréxido -de sodio-a-40% (20-ml) e di
metil sulfato (10 ml) os quais foram acrescentados gota a gota
sob agitagao magnetica, durante 4L horas e a temperatura ambien-
te. Em seguida, a solucao foi neutralizada com acido sulfuri-
co 6N (pH 7,0) a OOC, dializada em agua corrente durante 24 ho-

ras e finalmente concentrada a vacuo e liofilisada. Esse pro-
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cesso de metilacao foi repetido por mais 3 vezes nessa amostra.

5-2 - PROCESSO MODIFICADO DE HAWORTﬁ]

0 polissacarideo parcialmente metilado, foi dissolvido
em tetrahidrofurano (50 ml) e tratado com hidroxido de sodio pul
verizado (10 g) e dimetil sulfato (12 ml) acrescentado gota a
gota durante 4 horas. A reacao foi realizada a temperatura amb i
ente e sob agitacao magnetica durante 16 horas. Em seguida, o
solvente foi evaporado a vacuo e o residuo solubilisado em agua
foi neutralizado com acido sulfdrico 6N (pH 7,0) e (0 - 2,0°C).
Apos dialise em agua corrente a solucao contendo polissacarideo
parcialmente metilado foi liofilisada. Esse processo de metila
cao foi repetido e o polissacarideo metilado foi novamente lio--

filizado, apresentando um rendimento de 87,2%.

5-3 - PROCESSO DE HAKOMORI - MODIFICADO SEGUNDO SANDFORD E

CONRADL'Z’

0 polissacarideo parcialmente metilado, foi dissolvido
em dimetil sulfoxido (DMSO). Apos acrescentar 0,023 eq. de ani
on metilsulfinil, a mistura reagente foi deixada durante 8 ho-
ras sob agitacao magnetica. Em seguida, foi adicionado ao sis-
tema, iodeto-de metila-(10 ml) sendo a reacac interrompida apos
20 min. por neutralizacao com acido sulfirico 6N (pH 7,0)(0-2°¢C).
Apés dialise em agua corrente e liofilizagao, o processo foi re
petido por mais 3 vezes. Todas as etapas do processo foram fei-

tas sob atmosfera de nitrogenio e a temperatura de aproximada-
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o - . ~ ‘ .
mente 20 C. Apos esse processo de metilagao, o polimero metila-

do apresentou um rendimento de 77%.

6 - METANOLISE DO POLISSACARIDEO METILADO

Uma amostra (10 mg) do polissacarideo metilado, foi
tratada com acido cloridrico a 5% em metanol (1 ml), durante 4
horas a IOOOC, em ampola fechada. Apos neutralizacao com carbo
nato de prata (pH 7,0) a solucao foi centrifugada e o scbrena —
dante submetido a tratamento com gas sulfidrico. Os sais de
prata precipitados, foram eliminados por filtragcao e o filtra-
do obtido foi concentrado a vacuo. A mistura de metil galacto-
sideos parcialmente metilados foi dissolvida em cloroformio e
analisadas em G.L.C. (coluna K) e T.L.C. (solvente d). Uma all
quota do material metanolisado, foi hidrolisada com acido clor’
drico 0,5 N durante 3 horas, neutralisada com carbonato de pra-
ta (pH 7,0) centrifugada e o sobrenadante concentrado a vacuo.
O0s derivados metilados (forma redutora) assim obtidos; foramana
lisados por cromatografia em papel (solvente g-j) e visualiza-

dos com p-anisidina.

7 - ACETILACAO DOS DERIVADOS PARCIALMENTE METILADOS

0 polimero metilado (10 mg) foi hidrolizado com acido
formico a 90% (1 ml) em ampola fechada e a temperatura de 100°¢C
por 1 hora. A solucdo acida foi em seguida concentrada a pres
s3o reduzida a fim de eliminar o excesso de acido formico e em

sequida submetida a hidrélise com acido sulfurico 0,5 N,a 100°¢C
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durante 14 horas. 0 hidrolizado foi neutralisado com carbonato
de bario (pH 4,5) e centrifugado. 0 sobrenadante foi deionizado
com resina cationica Dowex 50x 12, forma H+, reduzido com bori-
dreto de sodio e novamente deionizado com Dowex 50 x 12 forma TR
e metanol e em seguida acetilados. Os alditois acetilados parci
. . Liy-4L5
almente metilados, foram analisados por G.L.C. e cromatogra-
- fia em camada delgada (solvente e) sendo visualizadas-com a.so-

lucao de molibdato de amonea, sulfato de cério, acido sulfarico

e etanol.

8 - OXIDACAO POR PERIODATO DOS PRODUTOS DE HIDROLISE DO POLISSA
CARTDEO METILADO -

Uma amostra do polimero metilado, foi hidrolisada pelo

método descrito por Bouven&glgg al e em seguida submetida a oxi
dacao por m-periodato de sodio (0,005 M), na ausencia de luz e
a temperatura ambiente durante 4 horas. Apos este periodo,o ex
cesso de_periodato foi .eliminado-por adigégwde inositol a solu-
¢ao oxidante. Em seguida, a solugao foi deionizada atraves de

resinas trocadoras de fons, Dowex 50 x 12, 200-400 mesh, forma

H*e Dowex 2 x 8, 200-400 mesh, forma acetato.

Os aglUcares parcialmente metilados contidos nos elua-
tos, foram extraidos com-cloroférmio e a solugao cloroformica -
concentrada a pressao reduzida e a temperatura de 35°C. Uma ali
quota do residuo obtido foi acetilada e os alditois acetilados
de derivados parcialmente metilados foram extraidos com <cloro-

formio e analisados em GLC (coluna 1).
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A outra fragao do produto de oxidagao por periodato,foi
submetida ao processo de glicosidacao de Fischer. A amostra foi
tratada com acido cloridrico a 2% em metanol, durante 4 horas a
100°C, em ampola fechada. A solugcao acida foi em sequida neu —
tralisada com carbonato de prata (pH 7,0), filtrada e o filtra-
do concentrado a pressao reduzida e a 350C. 0 residuo contendo
a mistura de metil glicosideos parcialmente metilados foi- dis--

solvida em cloroformio e analisada em GLC (coluna k).

9. - CONSUMO DE PERIODATO E ACIDO FORMICO LIBERADO

Uma amostra (50 mg) do polissacarideo original foi sub
metida a oxidacao com m-periodato de sodio (0,04 M, 25 ml) na
ausencia de luz, durante 90 horas e a temperatura de 2-4°Cc. Em
diferentes intervalos de tempo, foram retiradas aliquotas (1,0
ml) da mistura oxidante e determinado o consumo de periodatob.6
Do grafico obtido, expresso em mol do periodato/mol de hexose ani

dra contra tempo, foi extrapolado o valor do consumo de perioda

to para o tempo zero.

0 3cido formico liberado na oxidagao do polissacari-
deo, foi determinado por titulagido com hidroxido de sodio 0,01

N sob atmosfera de nitrogenio usando fenolftaleina como-indica

L7

dor.

a) Calculo do consumo de periodato:
Mclaridade da solugao oxidante = X

X = (B - A) . N do tiosulfato de sodio

ml da aliquota . 2



Materiais e Metodos 15

moles de periodato _ volume total da solucao oxidante . 162

ml de hexose anidra g do polissacarideo . 103

b) Calculo do acido formico liberado:

Y = moles de acido formico liberado

mol de hexose anidra

Y = ml de NaOH . N da solucao de NaOH . vol. da solucao oxid. . 162

g do polissacarideo . 1000

10 - DEGRADACAO TIPO SMITH DO POLISSACARIDEO ORIGINAL

A uma aliquota oxidada com m-periodato de sodio como
descrito anteriormente, foi adicionado 1 ml de etileno glicol,
~para eliminar o excesso de periodato; apos 30 minutos, a solu-

¢ao foi submetida a dialise em agua corrente por 24 horas, con

centrada a vacuo e reduzida -com boridreto de so6dio. 0 polime-
-ro reduzido,. foi hidrolisado com acido sulfurico 1. N  durante
4 horas a IOOOC. 0 material hidrolisado, foi reduzido com bo-

ridreto de sodio, neutralizado, deionizado com resina trocado-

ra de fons e acetilado com a mistura de piridina: anidrido ace.

tico 1:1 (v/v)- Os alditois acetilados obtidos, foram analisa-
dos por GLC (coluna 1) e por cromatografia em camada delgada
- (solvente e) usando a solucao metanol: acido sulfdrico a 5%

(v/v) como revelador dos agucares acetilados.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

0 polissacarideo isolado da ngndula de albumen foi
purificado por precipitagao fracionada com base quaternaria de
amonia em pH 8,5 e apresentou em sua composicao quimica D-galac
tose (96,99%), acido pirtvico (2,11%) e vestigios de proteina
(0,9%). Foi isolada tambem uma fracao de polissacarideo acido
em pH 7,0 (pouco abundante) a qual nao foi estudada no presente
trabalho.

0 polissacarideo por hidrolise acida-apresentou rota-
cao optica de lal; =4 78,OQ(C 0,4 agua) indicando ser o polime-

ro formado por unidades de D-galactose.

As unidades de D-galactose e acido piruvico presentes
no polissacarideo apresentaram uma relacao aproximada de 46:]
(calculada em g de polissacarideo/ g de acido pirdvico) equiva-
lentes a relacao molar de 20:1 (hexose anidra/grypo carbo -

xietilidenil.

A dificil solubilidade de galactano em meio aquoso im
pediu seu- fracionamento em colunas-de DEAE Sephadex A-50e Sepha
rose 6-£-100_bem_como a determinacao de sua rotagao otica. En-
tretanto, na analise por eletroforese em papel acetilado, o po-
lTmero mostrou-se indissociavel, demonstrando ser - uma amostra

homogenea e suficientemente adequada. aos estudos estruturais.

A presenca de acido piruvico ligado ao galactano ja
. . . . L8-56 - -
havia sido observada em microorganismos, porem, sO recentemente

. . 24 ~ .
foi descrita sua presenca em moluscos, sendo que sua funcao bio
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logica aindaré desconhecida. Duartgﬁ isolou duas fragoes de po
lissacarideos acidos da glandula de albumen de Ampuflarnius sp -
(Recife) contendo D-galactose, acido pirdvico e grupo acetil nu

ma relacao de 17:1:4, enquanto no polissacarideo acido, ora in-

vestigado, nao foi detectado a presenca do grupo acetil.

Pela hidrolise acida do polimero isolado, obteve-se -

25 0
apenas D-galactose Ia]D + 78,05, quando analisado em cromatogra-
fia em papel (solvente f) e dulcitol hexa-acetilado quando ana-

lisado em GLC.

A oxidagao do galactano por periodato, mostra um con-
sumo de 1,0 mol de m-periodato de sodio e a liberacao de 0,43

moles de acido formico por mol de hexose anidra.

EFstes dados concordam bem com os resultados obtidos da

degradacao de Smith (tabela I) e com os de metilacao (tabela II).

0 derivado metilado 3,4,6-tri-0-metil-D- galactopira-
nosideo nao foi detectado na coluna (k) em virtude de estar so-
breposto ao derivado 2,4,6-tri-0-metil-D- galactopiranosideo.&n
tretanto, sua porcentagem molar foi obtida, calculando-se a area

do cromatograma (GLC) correspondente ao 2,4,6 e 3,4,6-tri-0-me-

til-D-galactopiranosideo, relativa ao 2,3,4,6-tetra-0-metil-D-
galactopiranosideo, nos polissacarideos antes e apos — oxidagao
com m-periodato de s6dio. A reducao de area obtida no polimero

metilado, que foi submetido previamente a hidrolise acida e sub
seqllente oxidacao com periodato, foi atribuida a oxidagao do de

rivado mais provavel (3,&,6-tri—9-meti1~B—galactopiranose).Este
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composto metilado foi posteriormente identificado por GLCna for

ma de alditol acetilado (Tabela Ill, T = 2,5). Feijg2 encontrou
T = 2,5 para o mesmo derivado. Correlacionado com este aspecto,
os dados da tabela |l demonstraram que houve oxidacao de um dos

componentes da mistura de agucar analisados por GLC, oque expli
caria a origem do composto X com T = 0,9 (provavelmente 2,3,5-
tri-0-metil-D-lixofuranosideo). Feijézzobteve T =20,7 para es-
te composto. Esta pentose metilada € o composto resultante da
oxidacao com m-periodato de sédio dos grupos 1,2 diol (Cl e C2)

do derivado 3,4,6-tri-0-metil-D-galactopiranose.

0 derivado 2,6-di-0-metil-D-galactopiranosideo oberva
do nos produtos de metilagao (Tabela I11) nao foi detectado na
coluna (1) na forma- de ald}tol acetilado e parcialmente metila-
do, por se encontrar superposto na area do 1,5,6-tri-0-acetil -

,2,3,h—tri-0—metiI—D-galactitol. Este derivado foi melhor identi

ficado em GLC, em coluna de 0V-225.

0s derivados metilados 2,6-di-0-metil-D-galactopirano .
sideo ew2,3,6-tri—g-metil-g-galactopiranosfdeo poderiam ser con
siderados como provaveis produtos de metilacao incompleta do po
limero. Nas investigacoes realizadas em galactano de Ampulla/iuws
sp (Recife), Duartg“apés sucessivas metilacoes (13 processos) -
neste_polimero, encontrou uma proporcao de 5,4 moles % de 2,6 —
di-g—metil—g—galactopiranosfdeo. Baseados nestes dados, na ana-
lise de 1.V. do polimero, bem como na auseéencia de 1,3-0-(1-car-

boxietilideno-eritritol) ou eritritol livre nos produtos de hi-

- . . . 24 . - .
drolise do polimero oxidado e reduzido, Duarte sugeriu que o aci
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do piravico estivesse formando cetal com unidades de D-galacto-
se envolvendo os carbonos C-3 e C-4. Esta sugestao justificaria

a presencga do 2,6-di-g-metil-g-galactopiranosfdeo como produto

de metanolise do polissacarideo metilado.

0s dados estruturais do polissacarideo acido do Ampulfa
Hiws sp (Santo Antonio da Platina, Pr.) sao semelhantes aquel es
obtidos por Duarte em Ampuffarius sp (Recife), entretanto a au
sencia do grupo acetil e de L-fucose no polimero ora investiga-
do,.diferencia-o daqueles investigados por Duartgh e Feijé?z -
Deste modo a analise estrutural de polissacarideo de glandula -
de alblimen de moluscos do genero Ampullfarius podera trazer uma
contribuicao para a classificacao taxionomica quanto as espe-

cies de moluscos deste genero conforme a proposicao deste tra-

balho.
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TABELA 1

Analise por GLC dos produtos de degradacao de

Smith do polissacarideo original.

ALDITO!S ACETILADOS (T) Moles %
obtidos

Glicerol tri-acetilado 0,18 b

Dulcitol hexa-acetilado 0,50 59




TABELA 11

Analise por GLC de metil-D-glicosideos metilados

do polimero metilado.

21

(T) Moles %
DERIVADOS METILADOS
P1 P2 Pl
metil 2,3,4,6-tetra-0-metil-D-galactopiranosideo|2,0 f 2,0 f 39,0
metil 2,3,6-tri-0-metil-D-galactopiranosideo 4,0 Lo 1,1
metil 2,&,6-trijg—metilig-ga]actopiranosfdeo 5,Im 6,1f] 6,2 f 6,8
metil 3,4,6-tri-0-metil-D-galactopiranosideo — — 4,28
metil 2,3,4-tri-0-metil-D-galactopiranosideo 10,0 m |10,0 m 3,6
metil 2,6-di-0-metil-D-galactopiranosideo 114,0 f — 6,7
metil 2,4-di-0-metil-D-galactopiranosideo 2L 6m30,0f126,0 m 38,7
composto X — 0,9 —

(T) = Relativo ao metil 2,3,4,6-tetra-0-metil-g-D-glucopiranosideo (coluna
k).

Pl = Derivados metilados obtidos apos metanclise do polissacarideo metila
do.

P2 = Derivados obtidos apds hidrolise acida seguida de oxidacao com m-pe-
riodato de sodio e glicosidagao de Fischer.

a = A percentagem molar deste derivado foi calculada apos oxidagao  com
m-periodato de sodio dos produtos de hidrolise do polissacarideo me-
tilado.

f = forte

m = medio
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TABELA 111

Anilise por GLC® dos alditois acetilados

e parcialmente metilados.

(T)
DERIVADOS

P1 P2
l,S-dijg-acetil-2,3,h,6-tetra-gjmetil—gfgalactitol 1,20 1,30
1,3,5-tri-0-acetil-2,4,6-tri-0-metil-D-galactitol 2,30 2.23
I,Z,S—tri-gjacetil-3,h,6-tri—g-metil-g-galactitol 2,50 —
l,5,6-tri-9facetil-2,3,4-tri-gjmeti1-£rga]actitol 3,42 3,41
1,3,4,5-tetra-0-acetil-2,6-di-0-metil-D-galactitol — a —
1,3,5,6-tetra-0-acetil-2,4-di-0-metil-D-galactitol 6,35 6,35

Pl

P2

Referido ao l,Sidifgjacetil-2;3,h,6—tetra-g;metil-g;glucitol

(coluna 1)
Derivados identificados em coluna 0V 225.

Derivados sintetizados a partir dos produtos de hidrolise de polis

sacarideo metilado.

Derivados sintetizados a partir dos produtos de hidrolise do polis

sacarideo metilado (oxidado com m-periodato de sodio).
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CONCLUSAO

A ausencia de grupo acetil e L-fucose no
polissacarideo de Ampuffanius sp (Santo Antonio
da Platina) demonstra uma diferenca estruturalem
%elagéo aos demais galactanos de moluscos do ge

nero Ampulfardius ja investigados.
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