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RESUMO

As macroalgas biossintetizam além dos polissacarideos de reserva, carboidratos de
baixa massa molecular (CBMM) o0s quais podem representar seus principais
produtos fotossintéticos. Os principais CBMM encontrados em Rhodophyta séo
floridosideo [a-D-galactopiranosil-(1—2)-glicerol] e seus isdmeros de posicéo D- e L-
isofloridosideos [a-D-galactopiranosil-(1—1)-D-glicerol e a-D-galactopiranosil-(1—1)-
L-glicerol, respectivamente]. Ainda pode ser encontrado o heterosideo denominado
digeneasideo [a-D-manopiranosil-(1—2)-D-glicerato]. Estes heterosideos tém sido
considerados Uteis como marcadores quimiotaxonémicos em diversas ordens de
Rhodophyta. No presente trabalho, foi realizada a validagdo do método de
quantificacdo dos CBMM por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Este
método permitiu identificar e quantificar floridosideo, digeneasideo e poli6is nos
espécimes de algas estudados. Os dados de quantificacdo dos CBMM via CLAE de
variantes de cor (Marrom e Verde) da alga Hypnea musciformis (Wulfen) Lamouroux
obtidas de cultivo em laboratorio em diferentes condicfes de salinidade, fotoperiodo
e temperatura permitiram determinar que, apesar de apresentarem vias
biossintéticas diferentes, floridosideo e digeneasideo sdo similarmente influenciados
por variacdes do ambiente externo. Também foi evidenciado o efeito osmorregulador
do glicosideo floridosideo. Para a alga Gracilaria birdiae Plastino & E.C. Oliveira foi
detectada a presenca de floridosideo, L-isofloridosideo, D-isofloridosideo e
digeneasideo, além do acido isotidnico. Além disso, os dados obtidos demonstram
gue ha diferencas quantitativas na concentracéo de floridosideo e digeneasideo para
os diferentes estadios reprodutivos (hapléide e dipléide) e também para as variantes
de cor estudadas, demonstrando a influéncia dos pigmentos fotossintetizantes
(clorofila a e ficobiliproteinas) na biossintese destes heterosideos. Para a alga G.
domingensis (Kutzing) Sonder ex Dickie também foi detectada a presenca de ambos
heterosideos floridosideo e digeneasideo para as duas linhagens de cor (Verde e
Vermelho). Os resultados demonstram ainda diferencas significativas na
concentragdo destes carboidratos entre as diferentes linhagens. Estes dados
sugerem uma revisdo na literatura na utilizacdo destes carboidratos como carater
quimiotaxonémico. Foi demonstrada, via RMN-*C,a complexacdo entre
digeneasideo e o cation vanadilo (VO**) em funcéo da variagcdo do pH da solucéo.
Os dados obtidos sugerem que a complexacdo em pH 2,76 apresenta especiacao
ligante:metal (L:M) 4:1, em pH 3,47 especiacdo (L:M) 2:1 e em pH 4,20 especiacao
(L:M) 4:1.
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ABSTRACT

Seaweeds biosynthesize apart from the storage polysaccharides low molecular mass
carbohydrates (LMMC) which can represent their main photosynthetic products. The
main LMMC found in Rhodophyta are floridoside [a-D-galactopyranosyl-(1—2)-
glicerol] and its positional isomers D- and L- isofloridosides [a-D-galactopyranosyl-
(1—1)-D-glicerol and a-D-galactopyranosyl-(1—1)-L-glicerol, respectively]. In addition,
the heteroside digeneaside [a-D-mannopyranosyl-(1—2)-D-glycerate] can be found.
These heteroside have beenconsidered useful as chemotaxonomic markers in
several orders of Rhodophyta. In the present studya LMMC quantitation method
using high performance liquid chromatography (HPLC) was valited. This method
allowed the identification and quantification of floridoside, digeneaside and polyols in
the studied species. The LMMC HPLC quantification data of Hypnea musciformis
(Wulfen) Lamouroux colour strains (brown and green) obtained by lab culture using
different salinity, photoperiod and temperature conditions allowed to dertermine that
although digeneaside and floridoside present different biosynthetic pathways are
similarly influencied by external parameters. It was also determined the
osmoregulatory effect of the glycoside floridoside. For Gracilaria birdiae Plastino &
E.C. Oliveira the presence of digeneaside, floridoside, L- and D-isofloridoside
together with isethionic acid was detected. Moreover, data suggest quantitative
differences in floridoside and digeneaside concentrations for the reproductive stages
(haploid and diploid), and also for the colour strains, demonstrating the influence of
the accessory pigments (chlorophyla and phycobiliprotein) in the biosynthesis of
these heterosides. For the alga G. domingesis (Kutzing) Sonder ex Dickie the
presence of both heterosides floridoside and digeneaside was also detected in both
colour strains (green and red). These results also demonstrate significtly differences
in carbohydrate concentration between the strains. These data suggest the need of a
revision on the use of these carbohydrates as chemotaxonomic markers. It was
demontrated using **C NMR, the complexation of digeneaside and vanadyl (VO**) as
a function of the range in pH of the solution. These results inicate for the
complexation at pH 2.76 species 4:1 ligant: metal (L:M), 2:1 (L:M) at pH 3.47 and 4:1
(L:M) at pH 4.20.
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1. INTRODUCAO

1.1 ALGAS: Aspectos gerais

As algas compreendem um grupo muito diverso de organismos
fotossintetizadores e ndo vasculares, com estruturas reprodutivas desprotegidas
(Cryptogamia), produtoras de esporos e desprovidas de sementes e flores (SOUTH,;
WHITTICK, 1987). Por ndo apresentarem uma estrutura vegetal diferenciada em
raiz, caule e folhas, as algas sao classificadas como tal6fitas. Podem ser
procarioticas ou eucarioticas, unicelulares ou pluricelulares, apresentando-se na
forma de agregados, filamentos ou talos pseudoparenquimatosos e
parenquimatosos. Mesmo estas formas multicelulares mostram baixo nivel de
diferenciacao celular quando comparadas com outros grupos de vegetais, e apenas
as espécies com talos mais complexos apresentam tecidos condutores elementares
(VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1989).

Por outro lado, a variagdo morfologica € extremamente diversa, sendo que em
algumas espécies de algas pardas podemos encontrar organismos com dezenas de
metros. Esta variabilidade também se estende aos seus mecanismos de reproducao,
onde estdo envolvidos processos vegetativos, sexuais e assexuais e em muitas
espécies pode ocorrer alternancia de geracdes (SOUTH; WHITTICK, 1987).

Do ponto de vista bioquimico e fisiologico, as algas apresentam similaridade
em muitos aspectos as plantas superiores. Todas possuem clorofila “a” como
principal pigmento fotossintético e as mesmas vias bioquimicas basicas. Outros tipos
de clorofila apresentam uma distribuicdo mais limitada, funcionando como pigmentos
acessoOrios, assim como o0s carotenoides (B-caroteno e fucoxantina) e as

ficobiliproteinas (ficocianina, ficoeritrina e aloficocianina). Também seus carboidratos



de reserva e proteinas apresentam similaridade com as estruturas das plantas
superiores (SOUTH; WHITTICK, 1987).

Em relacdo a distribuicdo geografica, as algas apresentam-se amplamente
distribuidas, ocorrendo em praticamente todas as condi¢cdes ambientais da Terra,
sendo encontradas desde os solos mais férteis até aos mais indspitos desertos
(quentes ou frios) e em todos os tipos de ambientes aquaticos. Nestes ultimos, sao
encontradas em maior abundancia e representam as maiores fontes de compostos
organicos, desempenhando um papel central na base da cadeia alimentar e ainda
servindo como fonte de oxigénio, necessario ao metabolismo dos consumidores
(LEE, 1989). Também podem representar problemas em sistemas de abastecimento
de 4gua e em fontes sujeitas a eutrofizacdo, além de algumas espécies oferecerem
riscos de envenenamento, como as pertencentes a divisdo Dinophyta, responsaveis
pela maré-vermelha (SOUTH; WHITTICK, 1987).

Algumas algas pertencentes as divisbes Rhodophyta e Phaeophyta
(vermelhas e pardas, respectivamente) séo utilizadas na industria como fonte de
alimento humano ou de extratos quimicos, os quais sdo amplamente utilizados na
manufatura de alimentos e muitos outros produtos, sendo o valor nutritivo das algas
utilizadas na dieta humana esta relacionado apenas aos carboidratos soluveis, uma
vez que os carboidratos estruturais (constituintes da parede celular) ndo sé&o
digeridos pelo homem. Por outro lado, representam excelentes fontes de vitaminas
A, B1, Biz, C, D e E, sendo a concentracédo de vitamina C encontrada em algumas
algas considerada equivalente a dos frutos citricos. Além disso, apresentam

elementos tracos requeridos para a nutricdo humana (SOUTH; WHITTICK, 1987).

1.2 CLASSIFICACAO DAS ALGAS



As algas sdo primariamente classificadas levando-se em conta seus
pigmentos fotossintéticos, seguidos de uma série de outros fatores mais especificos
como morfologia, ciclo de vida, natureza quimica dos produtos de reserva e
composicdo da parede celular. Além disso, estudos citologicos direcionados a
estrutura fina de organelas como flagelo, nucleo e cloroplastos sdo amplamente
utiizados. Desta forma, sdo reconhecidas divisbes de algas, cujos nomes
freqientemente fazem referéncia a cor dos pigmentos fotossintéticos nelas
encontrados. Entre estas divisbes duas sao representadas por algas procarioticas,
compreendendo as divisdes Cyanophyta e Prochlorophyta. Ja as algas eucarioticas
sao distribuidas em vérias divisdes, destacando-se as diviisbes Rhodophyta (algas
vermelhas), Phaeophyta (algas marrons ou pardas), Chlorophyta (algas verdes) e
Euglenophyta (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 1996; SOUTH; WHITTICK, 1987; VAN
DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1989; WYNE, 2005).

1.2.1 A Divisdo Rhodophyta

A Divisdo Rhodophyta representa um dos mais antigos grupos de algas
eucariodticas, sendo constituida por apenas uma unica classe, Rhodophyceae, que
se divide em duas subclasses, Bangioideae e Florideae. Esta divisdo engloba mais
de 6000 espécies, distribuidas em aproximadamente 600 géneros, sendo que
destes, cerca de 20 sdo representantes de agua doce e 10 sao unicelulares. Os
demais géneros até agora conhecidos sdo representados unicamente por
organismos pluricelulares de ambiente marinho (LEE, 1989; VAN DEN HOEK;
MANN; JAHNS, 1989). A grande maioria das algas marinhas pertence a divisao
Rhodophyta, existindo mais algas vermelhas do que todos os outros grupos de algas

marinhas combinados. Ainda assim, trata-se de uma divisdo pequena quando



comparada as plantas superiores (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 1996; VAN DEN
HOEK; MANN; JAHNS, 1989).

O habitat dessas macroalgas também € muito diverso, podendo se
desenvolver fixadas a rochas, sobre substratos calcarios, paredes oceéanicas ou
ainda sobre conchas de moluscos ou sobre outras algas (RAVEN; EVERT,;
EICHHORN, 1996; VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1989). Desenvolvem-se em
maior abundéancia nas regides quentes, proximas a linha do Equador, onde em geral,
apresentam tamanho reduzido. Podem se estender até aguas mais frias, onde
atingem maiores proporcdes, porém, existindo poucas espécies em regides polares
e sub-polares, onde as divisbes Phaeophyta e Chlorophyta sdo mais abundantes
(VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1989; LEE, 1989).

A coloracdo predominante (avermelhada) € devido a presenca do pigmento
acessorio fotossintético denominado ficoeritrina, o qual se acumula no interior dos
cloroplastos. Também podem se apresentar violeta, marrom ou azul, sendo estas
variacOes de coloracdo atribuidas a outros pigmentos acessoérios que também séo
encontrados nestas algas, como ficocianina e aloficocianina. Espécimes que se
desenvolvem em regides mais superficiais sdo predominantemente azul-violeta, uma
vez que apresentam uma maior quantidade de ficocianina, enquanto que espécimes
de regides mais profundas sado vermelho-escuras por possuirem maior quantidade
de ficoeritrina (VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1989; SOUTH; WHITTICK, 1987).
Em regides com incidéncia direta de luz, as algas podem ainda apresentar coloracao
amarelo-marrom ou até mesmo verde, pois a clorofila “a” e os carotendides (a-
caroteno, B-caroteno, luteina e zeaxantina) mascaram as ficobiliproteinas, que séo
pigmentos acessorios associados a proteinas (ficocianina e aloficocianina). Quando
morrem, as algas vermelhas tendem a se tornar verdes, uma vez que, ao contrario
da clorofila, as ficobiliproteinas sdo solUveis em agua e, portanto, sao perdidas (VAN

DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1989).



Alguns membros das ordens de Rhodophyta, como Corallinales, Nemaliales e
Gigartinales, apresentam ainda calcificacdo da parede celular, um processo
relacionado com as vias de fixacdo do carbono, onde fons carbonato (COs*) se
combinam com fons célcio (Ca?") resultando no depésito de carbonato de célcio

(CaCO3) ao redor da célula ou no meio intracelular (SOUTH; WHITTICK, 1987).

1.3 CARBOIDRATOS EM ALGAS MARINHAS

1.3.1 Polissacarideos da matriz e parede celular

A maior parte das algas pertencentes a divisdo Rhodophyta sintetizam
galactanas sulfatadas como principal polissacarideo da matriz e da parede celular
(PAINTER, 1983). Estruturalmente, as galactanas apresentam cadeias lineares
formadas por unidades alternadas de B-D-galactopiranose, ligadas glicosidicamente
através da posicdo 3 (unidade A) e a-galactopiranose, ligadas glicosidicamente
através da posicédo 4 (unidade B). Esta ultima unidade pode ocorrer na forma de
3,6-anidrogalactose. A estereoquimica da unidade B define a classificacdo das
galactanas como agaranas (estereoquimica L) ou carragenanas (estereoquimica D)
(USOV, 1992). As galactanas apresentam grande variedade estrutural em funcéo
dos diferentes grupos substituintes na cadeia principal: éster sulfato, éster metil,
acetal de &cido piravico e ramificacbes de unidades de xilopiranose e
galactopiranose. Da relacdo destes substituintes dependem as propriedades fisicas

das agaranas (LAHAYE; ROCHAS, 1991).

1.3.2 Polissacarideos de reserva



Os principais polissacarideos com a funcéo de reserva biossintetizados pelas
algas sdo polimeros de glucose, relativamente insolliveis em meio aquoso. Nas
algas da Divisdo Chlorophyta, encontra-se um tipico amido, como o das plantas
superiores, constituido de uma cadeia linear a-(1—4) (amilose) e uma cadeia
ramificada a-(1—4) e o-(1—6) (amilopectina), armazenados na forma de gréos
dentro dos cloroplastos. J& em Rhodophyta, encontra-se o chamado amido das
florideas, que constitui uma glucana similar a amilopectina, armazenada na forma de
graos citoplasmaticos, enquanto que em Phaeophyta encontra-se uma poliglucana
B-(1—-3) denominada de laminarana, que pode apresentar unidades terminais de
manitol e algumas ramificacdes do tipo (1—»6) (LEE, 1989; SOUTH; WHITTICK,
1987).

1.3.3 Carboidratos de baixa massa molecular

As macroalgas biossintetizam, além de polissacarideos de reserva,
carboidratos de baixa massa molecular (CBMM) (heterosideos, sacarose e poliois),
0S quais em muitos casos podem representar os principais produtos fotossintéticos
desses organismos (KARSTEN et al.,, 1999). Os heterosideos encontrados em
macroalgas sdo compostos formados a partir de galactose e glicerol [a-D-
galactopiranosil-(1—2)-glicerol], denominado de floridosideo, e seus isdmeros de
posicdo [a-D-galactopiranosil-(1—1)-p-glicerol] e [a-D-galactopiranosil-(1—1)-L-
glicerol], denominados de b-isofloridosideo e L-isofloridosideo, respectivamente
(KARSTEN; BARROW; KING,1993) (FIGURA 1). Além desses heterosideos, ainda
pode ser encontrado o heterosideo formado por manose e acido glicérico [a-D-
manopiranosil-(1—»2)-p-glicerato], = denominado  digeneasideo (FIGURA 1)
(BOUVENG,; LINDBERG; WICKBERG, 1955; KREMER; VOLG, 1975; KARSTEN,
1999).



Os poliois sdo formados a partir de unidades monossacaridicas reduzidas,
constituindo dessa maneira polialcoois de D-manose, D-glucose e D-galactose (D-
manitol, D-sorbitol e dulcitol, respectivamente) (FIGURA 2). Estes compostos sao
considerados como principais responsaveis pela manutencéo das pressdes osmaotica
e de turgescéncia, embora este mecanismo ainda ndo esteja bem esclarecido
(CROWE et al., 1987). Em termos de CBMM, as algas vermelhas (Divisao
Rhodophyta) biossintetizam floridosideo, isofloridosideos, digeneasideo e poliois
(sorbitol e dulcitol) enquanto que as algas Verdes (Divisdo Chlorophyta) e pardas
(Divisdo Phaeophyta) produzem principalmente sacarose e manitol, respectivamente

(KARSTEN et al., 1991).

FIGURA 1: ESTRUTURAS QUIMICAS DE HETEROSIDEOS PRESENTES NAS
ALGAS VERMELHAS (RHODOPHYTA).
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FIGURA 2: ESTRUTURAS QUIMICAS DE POLIOIS ENCONTRADOS EM
DIFERENTES GRUPOS DE ALGAS VERMELHAS.
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Os primeiros relatos do heterosideo a-D-manopiranosil-(1—2)-D-glicerato
datam de 1939, e foram descritos por COLIN e AUGIER (1939). Estes autores
isolaram este glicosideo da alga vermelha Polysiphonia fastigiata Grev. e assumiram
que a ligacdo glicosidica se dava no carbono 2 do acido glicérico, embora nao
tenham oferecido nenhuma evidéncia experimental para tal estrutura. AUGIER
(1954), investigou um grande namero de algas vermelhas e encontrou esta mesma
estrutura em varias espécies estudadas.

A primeira evidéncia experimental da estrutura quimica deste composto foi
descrita por BOUVENG; LINDBERG e WICKBERG (1955), a qual foi elucidada por
técnicas de metilagdo. O material analisado foi obtido da alga vermelha Ceramium
rubrum Roth e encontrava-se na forma de sal de sédio. O glicosideo foi entédo
submetido a metilacdo com metilsulfato e hidroxido de sdédio. Posteriormente, o
material metilado foi tratado com diazometano para esterificagcdo do grupamento
carboxilico. O éster formado foi entdo reduzido com hidreto de aluminio/litio. O
produto reduzido foi submetido a hidrélise e analisado por cromatografia em papel.

Foram utilizados como padrdes 1-O-metil glicerol, 2-O-metil glicerol e 2,3,4,6-tetra-



O-metil-D-manose. Os resultados desta cromatografia mostraram duas manchas
com valores de Rf (distancia percorrida pela amostra) e coloracdo idéntica ao
primeiro e terceiro padrdo. A presenca do 1-O-metil glicerol e a auséncia de 2-O-
metil glicerol foi a primeira evidéncia de que a ligacéo glicosidica deste composto se
dava no carbono 2 do acido glicérico. Novos passos reacionais foram realizados com
o material reduzido, obtendo-se como produtos de hidrdlise 1,3-di-O-metil glicerol e
2,3,4,6-tetra-O-metil-D-manose, confirmando, entdo, a estrutura quimica proposta
(BOUVENG; LINDBERG; WICKBERG, 1955).

WHYTE (1969) também relata a presenca de a-D-manopiranosil-(1—2)-D-
glicerato em Rhodomela larix, utilizando para sua identificacdo técnicas de
ressonancia magnética nuclear (RMN-'H) e espectrometria de massa (EM).

KREMER e VOLG (1975) estudando os produtos fotossintéticos de varias
espécies de Rhodophyta, pela técnica de incorporacéo de **C (utilizando H*CO3)
através da fotossintese, detectaram a presenca do composto o-D-manopiranosil-
(1—>2)-D-glicerato somente em espécies da ordem Ceramiales, passando a tratar tal
composto pelo nome usual digeneasideo, e sugerindo ainda seu uso na
classificacdo quimiotaxondémica das espécies pertencentes aquela ordem.

O heterosideo floridosideo foi isolado e descrito pela primeira vez por COLIN
e GUEGUEM (1930) e, apds sua descoberta, tem sido relatado em vérias espécies
de algas vermelhas. Este carboidrato € considerado como principal produto
fotossintético e de reserva de todas as ordens de Rhodophyta, exceto para ordem
Ceramiales, onde, em geral, o0s membros desta ordem sintetizam e acumulam o
heterosideo digeneasideo (KREMER; VOLG, 1975; KIRST, 1980a).

A enzima chave para a biossintese do floridosideo é a Floridosideo fosfato
sintase (FPS, UDP-galactose, sn-3-glicerol fosfato: 1— 2’ galactosiltransferase), que
apresenta massa molar de aproximadamente 120 KDa. A reac¢ao catalisada por esta

enzima produz floridosideo-fosfato, que € posteriormente desfosforilado, produzindo



entdo floridosideo (MENG; SRIVASTAVA, 1991; MENG; SRIVASTAVA, 1993).
GOULAR et al. (2000) propuseram uma via de sintese para o amido das florideas,
carragenanas e floridosideo, usando como precursor comum a Glicose-1-fosfato
proveniente da fotossintese (FIGURA 3). Estudos tém demonstrado que este
heterosideo também serve como fonte de compostos de carbono para a sintese dos
polissacarideos sulfatados que compdem a parede celular em Porphyridium sp., uma

microalga pertencente a divisdo Rhodophyta (LI et al., 2001; LI et al., 2002).

FIGURA 3: VIAS DE BIOSSINTESE DO FLORIDOSIDEO, AMIDO DAS FLORIDEAS

E CARRAGENANAS.
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Os CBMM apresentam atividade osmorreguladora, funcionando como
osmolitos ou solutos compativeis, tendo efeito estabilizante em enzimas, membranas
e em estruturas de macromoléculas sob condi¢des de hipersalinidade, mostrando-se
acumulados no citoplasma celular (KIRST, 1980a; KIRST, 1980b; KARSTEN et al.,
1999). Estes compostos tém sido estudados por métodos quimicos classicos
(KREMER; VOLG, 1975) e, mais recentemente, vém sendo estudados através de
meétodos cromatograficos de alta resolucédo, tais como cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-
EM), além de técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN) de *3C e 'H
(KARSTEN et al., 1991; KARSTEN et al., 1993; DUARTE et al., 1997; KARSTEN et
al., 1999; ASCENCIO, 2002). As técnicas de RMN permitem uma rapida elucidacao
da estrutura quimica destes compostos, bem como determinacdo de suas
percentagens relativas nas algas (KARSTEN et al., 1993; KARSTEN et al., 1994). Ja
as técnicas de CLAE permitem identificar e quantificar, com seguranca, estes
componentes mesmo quando em baixas concentracdes (ASCENCIO, 2002).

Devido a diferencas na distribuicio dos CBMM entre as espécies de algas
vermelhas, estes passaram a ser considerados Uteis como critério taxondmico e
filogenético quando associado a outros caracteres, tais como: morfologia, genética,
ultraestrutura, desenvolvimento e histérico de vida (KREMER; VOLG, 1975; KIRST,
1980a; KARSTEN et al., 1993; KARSTEN et al., 1999).

Em geral para que um componente organico seja Utii como marcador na
sistematica, € necessario que este seja especifico de um certo taxon ou grupo de
organismos e que seja suficientemente abundante para ser detectado e identificado
com seguranca (KARSTEN et al., 1991).

Apesar destas consideracbes sobre os heterosideos floridosideo e
digeneasideo, tem-se demonstrado, através da técnica de RMN de **C, que algumas

espécies de Ceramiales, pertencentes ao complexo Laurencia (Chondrophycus,
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Laurencia e Osmundea), produzem e acumulam floridosideo e nao digeneasideo
(BARROW et al., 1995).

ASCENCIO (2002) e ASCENCIO et al. (2002), estudando os CBMM de varias
espécies de algas pertencentes as ordens Ceramiales, Gracilariales e Nemaliales,
incluindo algumas espécies estudadas por BARROW et al. (1995), detectaram via
CLAE, RMN de C e 'H, a presenca de ambos heterosideos (floridosideo e
digeneasideo) em todas as espécies estudadas por uma ou mais técnica analitica
empregada, demonstrando diferencas na sensibilidade de cada método analitico
utilizado, sendo o primeiro relato na literatura da presenca de ambos heterosideos
em espécies daquelas ordens. Considerando os dados quantitativos, foi ainda
possivel verificar, nos trabalhos destes autores, diferencas nas concentracdes dos
CBMM entre as espécies estudadas, além de grandes variagcbes na relacdo
floridosideo/digeneasideo, sugerindo uma revisdo nos conceitos quimiotaxonémicos
relacionados ao heterosideo digeneasideo.

KARSTEN et al. (1993) relatam variagcdes nas concentracdes dos CBMM de
algumas espécies de algas vermelhas coletadas em diferentes épocas do ano. Estes
autores atribuem estas variacdes a efeitos sazonais e osmoéticos.

Para um melhor entendimento da funcdo dos CBMM nos processos
fisioldgicos, fez-se necessario o estudo dos CBMM de espécies de algas vermelhas
(Rhodophyta) submetidas a condi¢cdes controladas de desenvolvimento.

Desta forma, o presente trabalho se propds a avaliar os efeitos da
temperatura, salinidade e fotoperiodo sobre a biossintese dos CBMM de duas
linhagens (Verde e Marrom) da alga vermelha Hypnea musciformis (Wulfen)
Lamouroux cultivadas em laboratorio sob rigoroso controle das variaveis ambientais.
Além disso, foram também avaliados os CBMM de variantes de cor de duas
espécies de roddfitas pertencentes ao género Gracilaria: G. birdiae Plastino & E.C.

Oliveira e G. domingensis (Kutzing) Sonder ex Dickie. Para a alga G. birdiae foram
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estudadas variantes de cor obtidas em cultivo no mar e também trés estadios
reprodutivos desta espécie (tetrasporofito, gametoéfito feminino e gametdfito
masculino), obtidos de espécimes de campo, enquanto que para G. domingensis
foram analisados duas variantes de cor no estadio gametofitico de desenvolvimento

cultivados em laboratorio.

1.4 FREQUENCIA DE MUTACAO EM RHODOPHYTA

A frequéncia de mutacdes entre as algas vermelhas varia entre as espécies
onde geralmente dao origem a plantas com diferencas na cor predominante, ditas
mutantes pigmentares. Estas muta¢cdes podem ocorrer espontaneamente ou estar
associadas ao meio em que a alga se desenvolve (VAN DER MEER, 1990).
Mutantes pigmentares de Chondrus crispus sdo mais comuns em algumas
populacdes crescendo em regides entre marés (VAN DER MEER, 1981). Por outro
lado, os mutantes pigmentares de Gracilaria tikvahiae sao originados mais
freqientemente em condicfes de cultivo (VAN DER MEER, 1979). A ocorréncia de
mutacOes espontaneas em rodoficeas foi descrita para algumas espécies, como
especificado a seguir: Chondrus crispus (VAN DER MEER, 1981), Gracilaria spp.
(VAN DER MEER; BIRD, 1977; VAN DER MEER, 1979; RAMUS; VAN DER MEER,
1983; PLASTINO et al., 1999), Porphyra spp. (MIURA, 1977), Eucheuma

denticulatun e Kappaphycus alvarezii (DAWES et al., 1994).

1.5 O GENERO Hypnea

O género Hypnea (Gigartinales, Rhodophyta) inclui cerca de 50 espécies de

algas marinhas que estdo distribuidas em regides de aguas quentes (MASUDA et

al., 1997). A alga Hypnea musciformis (Wulfen) Lamouroux apresenta uma ampla
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distribuicdo geografica ao longo do litoral brasileiro, sendo uma espécie de potencial
econdbmico por constituir matéria prima para a producdo de polissacarideos
sulfatados (carragenanas).

O fendtipo de Hypnea musciformis encontrado freqientemente na natureza
corresponde a plantas de cor Marrom (linhagem Marrom). No litoral do estado do
Espirito Santo, Brasil, foi encontrada uma linhagem pigmentar desta espécie, que,
neste estudo, foi definida como linhagem Verde. Esta linhagem pode ter se originado

por meio de uma mutacéo espontanea.

1.5.1 Diferencas bioquimicas entre as linhagens Marrom e Verde de H. musciformis

Segundo YOKOYA et al. (2003) a principal diferenca entre os componentes
pigmentares das linhagens Marrom e Verde de H. musciformis, provenientes do
litoral do Espirito Santo, Brasil, referem-se as concentracdes de ficobiliproteinas.
Estudos realizados com as variantes de cor que foram objetos de estudo deste
trabalho mostram que a linhagem Verde apresenta concentracfes mais baixas de
ficoeritrina e concentracdes mais altas de ficocianina e aloficocianina quando
comparada a linhagem Marrom. As duas linhagens apresentam também diferentes
comportamentos fisiologicos quanto a temperatura, salinidade e respostas aos
fitorreguladores (YOKOYA et al., 2003). Estes dados chamaram a atencdo para uma
avaliacdo qualitativa e quantitativa dos CBMM nas linhagens Verde e Marrom de H.
musciformis, uma vez que estes carboidratos sdo produtos fotossintéticos do
metabolismo secundario das algas. Além disso, uma avaliagdo quantitativa dos
CBMM em condi¢cdes controladas de salinidade, fotoperiodo e temperatura pode
produzir dados interessantes que podem auxiliar no entendimento do papel
fisiologico destes heterosideos e correlaciona-los com os dados publicados na

literatura, constituindo assim um dos propésitos deste trabalho.
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1.6 O GENERO Gracilaria

As algas pertencentes ao género Gracilaria (Gracilariales, Rhodophyta)
representam a principal fonte de agaranas, principalmente no que diz respeito ao
uso destes polissacarideos na industria alimenticia. Parte deste interesse se da ao
sucesso de producdo em virtude do uso do tratamento alcalino, uma técnica que
proporciona uma melhora na qualidade do gel obtido dos polissacarideos produzidos
por espécies de algas pertencentes a este género (ARMISEN, 1995). Algas
pertencentes a este género apresentam ciclo de vida isomorfico onde ocorre a
alternancia entre os estadios reprodutivos tetrasporofitico (dipléide) e gametofitico
(haploide) (FIGURA 4). A diversidade interespecifica relacionada ao rendimento,
composicdo quimica e propriedades das agaranas sintetizadas por espécies de
Gracilaria é bem estabelecida (MURANO, 1995), bem como variacbes destes
polissacarideos ocasionadas em resposta as condicdes ambientais (HOYLE, 1978;
BIRD et al.,1981; CRAIGIE; WEN, 1984; CRAIGIE et al., 1984, ROTEN et al., 1986).

Por outro lado, estudos relacionados a diversidade intraespecifica dos
polissacarideos deste género sdo menos frequentes. Os dados publicados se
referem a estudos comparativos entre linhagens selvagens e variantes de cor
(CRAIGIE et al.,1984; LIGNELL; PEDERSEN, 1989; GUIMARAES, 2000), estadios
reprodutivos (MINGHOU et al., 1985; MATSUHIRO et al., 1994; MARINHO-
SORIANO et al.,, 1999; ESPINOZA-AVALOS et al., 2003) e utilizando diferentes
partes do talo (CRAIGIE; WEN, 1984; CRAIGIE; JURGENS, 1989;
MACCHIAVELLO, 1990). Grande parte destes trabalhos aborda dados referentes ao
rendimento e propriedades fisicas do agar, sendo poucos 0s que tratam da
composicdo monossacaridica e estrutura quimica dos polissacarideos (MATSUHIRO

et al., 1994; GUIMARAES, 2000).
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FIGURA 4: CICLO DE VIDA ISOMORFICO PARA O GENERO Gracilaria.
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1.6.1 A espécie Gracilaria birdiae
A alga Gracilaria birdiae Plastino & E.C. Oliveira é uma das principais
espécies brasileiras atualmente utilizada para extracdo de agar (PLASTINO;

OLIVEIRA, 2002). Esta alga apresenta ampla distribuicdo no litoral brasileiro, onde

populacdes localizadas em diferentes latitudes estédo sujeitas a diferentes condicdes
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ambientais. Estas condicbes provavelmente contribuiram para a selecdo de
diferentes adaptacdes genéticas, como as verificadas por URSI et al. (2003) no que
diz respeito a fotossintese e dinamica de carotenodides em linhagens derivadas de
uma populacdo do Ceara e outra do Espirito Santo. Variantes pigmentares desta
espécie foram encontradas em populacdes naturais ou obtidas espontaneamente
em laboratério, onde o conteudo de clorofila “a” e ficobiliproteinas (COSTA;
PLASTINO, 2001; PLASTINO et al., 2004), propriedades fotossintéticas (URSI et al.,
2003) e taxas de crescimento (URSI; PLASTINO, 2001) de algumas destas variantes
de cor séo distintos dos parametros observados para as linhagens selvagens.

Uma vez que as linhagens de Gracilaria birdiae apresentam diferencas em
sua fotossintese, € possivel que também apresentem variagcbes em relacdo a
composicao e concentragcdo dos CBMM, ja que estes carboidratos sdo produtos
secundarios dos processos fotossintéticos. Desta forma, o presente trabalho também
apresenta um estudo comparativo dos CBMM de linhagens selvagens e variantes
pigmentares de G. birdiae originadas de popula¢cdes geograficamente distantes, bem
como linhagens selvagens de gametofitos femininos, masculinos e tetrasporofitos,
sendo o primeiro trabalho realizado que faz esta abordagem para uma espécie de

alga marinha.

1.6.2 A espécie Gracilaria domingensis

A alga G. domingensis (Kitzing) Sonder ex Dickie é uma agarofita
comumente encontrada no litoral brasileiro, especialmente no nordeste. Esta espécie
tem particular interesse devido ao seu valor econémico e singularidades
intraespecificas (GUIMARAES, 2000). Tem sido coletada no litoral nordestino e
exportada para o mercado japonés como alimento. Esta atividade contribui com a

geracdo de emprego, tendo um importante papel social com a populacéo local. Aléem
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do seu interesse na industria alimenticia, seus polissacarideos tém se destacado
devido a suas atividades antitumorais (FERNANDEZ et al., 1989).

Esta espécie também apresenta polimorfismo na cor. Linhagens Vermelha e
Verde de G. domingensis foram encontradas crescendo lado a lado em uma mesma
populacdo. Estas diferencas de cor sdo geneticamente determinadas por um par de
alelos codominantes, onde espécimes Verdes e Vermelhas sao fendtipos
homozigotos e espécimes Marrom heterozigoto (PLASTINO et al., 1999).

Apesar das diferencas genéticas, ndo sdo observadas alteracfes em relacao
a ultraestrutura da organizacao celular entre as linhagens Verde e Vermelha de G.
domingensis (PLASTINO et al., 1999).

Uma vez que as linhagens pigmentares de G. domingensis podem apresentar
diferencas fotossintéticas relevantes que podem estar diretamente relacionadas com
a biossintese de compostos do metabolismo secundario, como os CBMM, uma
avaliacdo qualitativa e quantitativa dos CBMM nas linhagens Verde e Vermelha

desta alga constitui mais uma etapa a que se prop0ds este trabalho.

1.7 COMPLEXACAO DE CARBOIDRATOS COM METAIS

A grande diversidade de fun¢Bes atribuidas aos carboidratos esta diretamente
relacionada as disposi¢c6es conformacionais resultantes das ligacdes glicosidicas e
também das hidroxilas de diferentes carbonos das unidades monoméricas (DWEK,
1996). Em funcdo das caracteristicas estruturais, estabelecidas pelos grupos
funcionais que compdem os diferentes carboidratos, estas moléculas tém sido
estudadas como ligantes para ions metélicos (DILL; CARTER, 1989). Esta condi¢cao
envolve os grupos hidroxilas da molécula, bem como eventuais grupos carboxilas a
ela ligados, além de fatores como o tamanho e a carga do cation (MILLS, 1961;

ANGYAL, 1974; ANGYAL et al., 1974a; ANGYAL et al., 1974b). Recentemente, a
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formacédo de complexos entre Ce (lll) e monossacarideos (D-glucose, D-frutose, D-
galactose, D-manose, L-sorbose e D-xilose) ou dissacarideos (maltose e lactose) foi
caracterizada por varias técnicas analiticas como a espectral, magnética e
eletroquimica (MUKHOPADHYAY et al.,, 2000). Utilizando também a técnica
potenciométrica, em adicdo a ressonancia paramagnética eletronica (EPR), MERCE
et al., (1998) verificaram a interacdo de galactomananas com cobre (Cu?").

ASCENCIO (2002), durante a purificacdo do glicosideo digeneasideo, obtido
a partir da alga Bostrychia tenella (J. V. Lamour.) J. Agardh [binderi; calamistrata;
elegans; manzei; muscoides] observou um comportamento anormal deste
carboidrato quando submetido a cromatografia de filtracdo em gel, onde o mesmo
apresentava um volume de eluicéo referente a compostos de massa molecular muito
superior a sua massa real. Interessantemente, este composto retornava ao seu
volume tedrico de eluicdo (de acordo com sua massa molecular) quando o passo
cromatografico era realizado utilizando-se fase movel em pH 2,51. Desta forma, este
autor propds que as moléculas de digeneasideo pudessem estar presentes na forma
de complexos, através de interacbes com cations provenientes da alga e que tais
complexos seriam desestabilizados em funcéo da diminui¢do do pH.

As aplicacdes quimicas dos complexos entre carboidratos e metais tém se
difundido rapidamente. Baseados em estudos pioneiros BOESEKEN (1949),
estabeleceu o0 uso do acido borico para determinar a configuracdo glicosidica de
carboidratos. Em sistemas biolégicos, o uso de complexos carboidratos-metais €
relativamente recente e os mecanismos moleculares de tais interacbes continuam
ndo bem esclarecidos (BURGER; NAGY, 1990; WHITFIELD, 1993; YANO,;
OTOSUKA, 1996). Também varias aplicacbes farmacolégicas tém sido descritas
para 0os complexos carboidratos-metais, onde carboidratos podem atuar como

carreadores do metal desempenhando varios efeitos terapéuticos (WEBSTER, 1991,
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CANTOS et al., 1993; ROBERTS et al., 1996, CARAVAN et al., 1995; YUEN et al.,
1997; MATTE et al., 2000; CRANS, 2000).

1.7.1 Vanadio

O elemento quimico vanadio € um metal de transi¢cdo alocado no grupo 5B
da tabela periodica. Apresenta numero atbmico 23, eletronegatividade 1,5 e
distribuicao eletrénica 2, 8,11 e 2 entre as camadas K, L, M e N, respectivamente.
Sua abundancia natural é de 0,02% (MORINVILLE; MAYSINGER; SHAVER, 1998),
podendo ser encontrado combinado com varios minerais, carvao e petroleo
(COTTON; WILKINSON, 1988). Na agua do mar, sua concentracdo media é de 2
ppb (NECHAY et al., 1986). Interessantemente, algumas espécies de tunicatos e o
cogumelo Amanita muscaria acumulam altas concentracdes de vanadio (MACARA,
1980).

Para os seres humanos séo os alimentos e o ar atmosférico as principais
fontes de vanadio e sua funcdo fisiologica em mamiferos ainda néo esta
completamente esclarecida (TSIANI; FANTUS, 1997; QURESHI et al., 1999). Este
metal pode ser absorvido por inalacdo, trato gastrintestinal ou através da pele. Seu
acumulo tem sido descrito em tecidos como 0sseo, renal e hepatico (ETCHEVERRY;
CORTIZO, 1998) podendo levar ao aparecimento de efeitos toxicos relacionados ao
estresse oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

Véarias respostas biologicas sdo descritas para o vanadio e seus
complexos, onde se destaca a acao insulino-mimética, a qual € a mais estudada. O
vanadato (V"), é bem conhecido como agente hipoglicémico em modelos animais

diabéticos, bem como em pacientes diabéticos (SHECHTER, 1990) onde os
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progressos quanto aos estudos clinicos direcionados para determinar a aplicacédo
terapéutica do vanadio no tratamento desta patologia sdo crescentes (GOLDFINE et

al., 1995; COHEN et al., 1995; HALBERSTAM et al., 1996; CUSI et al., 1997).

1.7.2 Estados de oxidacao do vanadio

Quando em solucdo o vanadio apresenta estados quimicos complexos,
podendo existir em varios estados de oxidacdo, os quais podem variar de -1 a +5
(CLARK, 1973). Para estudos biologicos, destacam-se os estados de oxidacdo de
+3, +4 e +5 (lII, IV e V). O vanadio +3 (V") somente é estavel em solucdes &cidas de
pH menor que 2 e livre da presenca de oxigénio (MACARA, 1980). O vanadio +4
(V") também é estavel em solucdes acidas, podendo existir como cétion vanadilo
(VO*) onde neste estado de oxidacdo é paramagnético em funcéo de apresentar
elétron ndo emparelhado. Este fato impede que este estado de oxidacdo possa ser
detectado por espectroscopia de ressonancia eletrénica de spin (RES) ou
ressonancia paramagnética eletrobnica (EPR) (SREEDHARA et al., 1994,
SREEDHARA et al., 1996; MICERA et al., 1996; MERCE et al., 1999). Ja o vanadio
no estado de oxidacdo +5 (V') é encontrado em solucdo Aacida como cation
dioxovanadio (VO;"), enquanto que os vanadatos predominam em solucbes de pH

igual ou superior ao fisiologico.

1.7.3 Compostos de Vanadio

O vanadio, principalmente em seus estados de oxidacdo IV e V, tem sido

alvo de grande interesse, por interagir com diferentes moléculas, originando
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complexos, os quais tém sido caracterizados através da combinacdo de diferentes
metodologias, como RMN (*H, *3C e V), infravermelho, titulacéo potenciométrica,
cristalografia de Raio X e outras (CALDEIRA et al., 1986; GERALDES; CASTRO,
1989; REDHER et al.,, 1989; DJORDJEVIC et al.,, 1995; TRACEY et al., 1990;
CRANS et al., 1991; HAMBLEY et al, 1992; VERGOPOULOS et al.,, 1993,
SREEDHARA et al., 1994; CRANS; SHIN, 1994; CRANS et al.,1995; ZHANG et al.,
1996; MICERA et al., 1996; ETCHEVERRY et al., 1997a; VERCHERE et al.,1998;
MICERA et al., 1999; MERCE et al., 1999). Muitos destes complexos s&o utilizados
como modelos de interacbes entre o vanadio e macromoléculas (CRANS et al.,
1993a; 1993b; CRANS et al., 1995; VERGOPOULOS et al., 1993), enquanto outros
visam potencial aplicacédo farmacolégica (CARAVAN et al., 1995; YUEN et al., 1997;

CRANS, 2000).

1.7.4 Interacdo entre vanadio e carboidratos

Os estudos referentes a interacdo entre vanadio e carboidratos é
relativamente recente, havendo poucos dados na literatura que abordam este tema
(TRACEY et al.,, 1988; GERALDES; CASTRO, 1989; SREEDHARA et al., 1994;
SREEDHARA et al.,1996; ETCHEVERRY et al., 1997b). A formac&o de complexos
entre carboidratos acidos ou neutros e vanadio, tem sido descrita por RAY Jr. et
al. (1995) e ETCHEVERRY et al. (1997b). A interacdo entre carboidratos e vanadio
também ja foi descrita para os estados de oxidacéo IV e V (GERALDES; CASTRO,

1989; SREEDHARA et al., 1996).
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1.7.4.1 Interacdes entre vanadio (V") e carboidratos

As interacdes entre o vanadio (V") e sistemas 1,2 diéis formam complexos
gue ocorrem principalmente na razao ligante:metal 2:1 (L:M 2:1), em uma geometria
piramidal quadrada (FIGURA 5). Acredita-se que esta, seja a espécie predominante
para os sistemas vanadilo-carboidratos, tanto em solucdo quanto no estado soélido
(VERCHERE et al., 1998).

Estudos envolvendo a caracterizacdo de complexos entre carboidratos e o
cation oxovanadio (V') foram descritos por SREEDHARA et al. (1996), que
analisaram diferentes monossacarideos (D-ribose, D-xilose, D-lixose, D-arabinose; e
a hexose L-sorbose). Além disso, estes autores também demonstraram a
complexacao entre o cation oxovanadio e alguns monossacaridicos acidos (acido D-
gluconico, acido D-galacturdnico), bem como a interacdo in vitro de alguns destes
complexos com a ribonuclease e a desoxiribonuclease. ETCHEVERRY et al.
(1997a), descrevem a interacdo entre 0s monossacarideos D-frutose, e 0s
dissacarideos sacarose e turanose com o ion vanadilo, onde as espécies de
complexos encontradas apresentaram em solucdo, estequiometria ligante metal
(L:M) de 2:1 para os complexos de glicose-VO?*, sacarose-VO?* e turanose-VO*",
enquanto que os complexos frutose-VO®" apresentaram estequiometria L:M de 3:1.
Estas diferencas também foram detectadas entre os complexos em sua versao no
estado solido. Estudos realizados por MICERA (1989) demonstram que 0s
monossacarideos acidos D-galacturénico e D-glucurénico formam complexos mais
estaveis com o vanadio (V'Y) que para os complexos destas moléculas com o &tomo

de cobre.
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FIGURA 5: PROPOSTA PARA POSSIVEIS COMPLEXOS DE VANADIO (V") COM
COMPOSTOS POLIHIDROXILADOS
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Representacédo do complexo L:M (2:1) de geometria bipiramidal quadrada. As setas indicam a
participacao de grupos didis vicinais. FONTE: VERCHERE et al. (1998).

Devido as caracteristicas quimicas e estruturais da molécula de digeneasideo
(FIGURA 1) somadas as observacdes de ASCENCIO (2002) e as varias aplicacbes
quimicas e biologicas dos complexos carboidratos-metais, € de grande interesse a

elucidacdo do comportamento quimico deste glicosideo frente a ions metalicos.
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1. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a concentracdo de
floridosideo, digeneasideo e sorbitol em espécimes de algas vermelhas pertencentes
aos géneros Hypnea e Gracilaria e estudar a formacdo de complexos entre a

molécula de digeneasideo e cétions.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Para a alga Hypnea musciformis:
- quantificar os CBMM nas linhagens Marrom e Verde cultivadas em
laboratorio sob diferentes condicoes de temperatura, fotoperiodo e
salinidade;

- analise estatistica dos dados obtidos (ANOVA/MANOVA).

2.2.2 Para a alga Gracilaria birdiae:

- quantificar os CBMM nas linhagens desta espécie obtidas em cultivo em
mar: linhagens Verde, Marrom Esverdeada e duas linhagens de cor
vermelha originadas de regides geograficas diferentes (Ceara e Espirito
Santo);

- quantificar os CBMM de espécimes selvagens provenientes de populacdes
naturais do Espirito Santo, Brasil, em diferentes estadios reprodutivos:
Gametofito feminino, Gametdéfito masculino e Tetrasporofito;

- analise estatistica dos dados obtidos (ANOVA/MANOVA).
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2.2.3 Para a alga Gracilaria domingensis:
- quantificar os CBMM nas linhagens Verde e Vermelha de Gracilaria
domingensis obtidas em cultivo em laboratorio;

- analise estatistica dos dados obtidos (ANOVA/MANOVA).

2.2.4 Complexacao do digeneasideo com cation vanadio:
- avaliar a formacao de complexos entre a molécula de digeneasideo frente
ao fon vanadilo (VO?*) em diferentes faixas de pH:;
- estabelecer a porcdo da molécula de digeneasideo responsavel pela

interacéo carboidrato-metal;
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2. MATERIAIS E METODOS

3.1 ESPECIES DE ALGAS ESTUDADAS

3.1.1 Alga Hypnea musciformis

A espécie H. musciformis (Wulfen) Lamouroux, pertence a Divisédo
Rhodophyta, ordem Gigartinales e familia Hypneaceae. Esta espécie apresenta uma
ampla plasticidade na coloracdo das plantas, sendo que duas linhagens foram
selecionadas para o presente estudo: uma linhagem Marrom e uma linhagem Verde.
Uma planta Marrom com somente um ramo lateral Verde foi coletada na Ponta da
Baleia, Espirito Santo (Dr.2 Noemy Yamaguishi-Tomita). As linhagens Verde e
Marrom originaram-se, respectivamente, a partir do isolamento e propagacao
vegetativa de segmentos apicais do ramo Verde e de ramos marrons, originarios de

uma unica planta.

3.1.1.1 Culturas unialgais de H. musciformis em laboratorio

3.1.1.2 Esterilizacao da agua do mar

A agua do mar utilizada nos cultivos foi coletada na Base Norte do Instituto
Oceanografico da Universidade de S&o Paulo, na Praia do Lamberto, em Ubatuba,
SP. A salinidade média foi de 30 + 2 ups , e 0 pH variou de 7,32 a 8,45. No
laboratorio, a agua do mar foi filtrada em pré-filtro (Millipore, AP 20, retencédo de
particulas maiores do que 1-8 um) por duas vezes, e aquecida em banho-maria a
100°C durante 1 h, contados ap0s o inicio da fervura do banho. Neste estudo, a

agua do mar submetida a tal processo foi denominada agua do mar esterilizada.
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3.1.1.3 Meio de cultura utilizado para cultivo de Hypnea musciformis

Culturas unialgais de H. musciformis foram mantidas em meio de cultura
composto por agua do mar esterilizada enriquecida com a solu¢do de Von Stosch
preparada segundo EDWARDS (1970) e modificada segundo YOKOYA (1996)
(TABELA 1). Essa solucéao foi adicionada na proporcao de 4 ml da solugcédo de Von
Stosch por litro de agua do mar esterilizada (este meio de cultura foi referido com a

abreviatura VS/2).

TABELA 1: COMPOSICAO QUIMICA DA SOLUCAO DE Von STOSCH
PREPARADA SEGUNDO EDWARDS (1970) E MODIFICADA SEGUNDO YOKOYA
(1996).

Concentragdo para

Componentes um litro de meio

NaNO; 0,50 mMol/l
Na;HPO,4.12H,0 30 uMoles/I
FeS0,4.7H,0 1 uMol/l
MnCl,.4H,0 0,1 uMol/Il
Na; EDTA.2H,0 10 uMoles/I
Tiamina.HCI 0,59 uMol/l *
Biotina 4,10 nMoles/I *
Cianocobalamina 1,0 nM/I *

* Concentracdes equivalentes a 50% em relacao a composicao original proposta por Edwards (1970).
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3.1.1.4 Manutencao das culturas unialgais de H. musciformis

As culturas unialgais de H. musciformis foram iniciadas a partir do isolamento
de segmentos apicais das linhagens estudadas e cultivadas em meio de cultura
VS/2 durante todo o periodo de estudo. A troca do meio de cultura foi realizada a
cada 7 dias. Foram usados frascos de boca larga, com volume de 70 ml. Toda a
vidraria utilizada foi autoclavada a 121 °C durante 30 min e 0s instrumentos
utilizados no manuseio das plantas foram esterilizados em etanol 70% e flambados

ao rubro.

3.1.1.5 Condicdes laboratoriais para o cultivo unialgal de Hypnea musciformis

As linhagens de H. musciformis estudadas foram cultivadas na sala de cultura
do Laboratorio de Cultura de Algas "Marilza Cordeiro Marino" da Secao de Ficologia,
Instituto de Botanica - SP, nas seguintes condi¢cdes: temperatura média de
24 + 2 °C, fotoperiodo de 14 h de luz e 10 h de escuro, salinidade 30-32 ups,
densidade de fluxo foténico de 30 a 50 pmoles de fétons.m™.s™, fornecidas por duas
lampadas fluorescentes de 40 W, do tipo “luz do dia”, dispostas horizontalmente
acima dos frascos de cultura. A salinidade foi determinada utilizando-se um
refratbmetro (American Optical) e a densidade de fluxo fotbnico foi determinada
utilizando-se o medidor de quanta LI-COR 250 com um sensor de quanta sub-

aquatico (LI-COR 192 SA, LI-COR, Inc.).

3.1.1.6 Estudos experimentais das linhagens Verde e Marrom de H. musciformis
3.1.1.6.1 Experimento de temperatura e fotoperiodo
O cultivo das algas para este experimento foi realizado em seis camaras

incubadoras diferentes, cada uma com ajuste de temperatura combinada com um
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fotoperiodo. Assim os tratamentos testados foram: temperatura 20°C e fotoperiodo
14:10; 25°C e 14:10; 30°C e 14:10; 20°C e 10:14; 25°C e 10:14 e 30°C e 10:14. As
demais condicfes laboratoriais do experimento foram as mesmas descritas no item
3.1.1.5, tanto para a linhagem Marrom quanto para a Verde.

Para cada tratamento testado foram feitas trés repeticdes simultaneas. Cada
repeticdo continha seis segmentos apicais de 1cm de comprimento, provenientes
das culturas unialgais. Foram usados Erlenmeyers (250 ml) contendo
aproximadamente 150 ml de meio de cultura VS/2, cuja troca foi realizada a cada

7 dias.

3.1.1.6.2 Experimentos de salinidade

As diferentes salinidades foram obtidas a partir do congelamento e
descongelamento da agua do mar esterilizada (salinidade média de 32 ups).
Utilizando este procedimento, foram obtidas salinidades altas (60-80 ups),
intermediarias (25-35 ups) e baixas (5-15 ups). Com a mistura destas diferentes
salinidades, foram obtidas as salinidades utilizadas no experimento (5, 15, 25, 35,
45, 55 e 65 ups). Os meios de cultura (VS/2) foram obtidos utilizando agua em
diferentes salinidades e esterilizadas por filtragem em membrana Millipore (diametro
do poro de 0,45 um). As demais condi¢des laboratoriais do experimento foram as
mesmas descritas no item 3.1.1.5, tanto para a linhagem Marrom quanto para a
Verde.

Para cada tratamento testado foram feitas trés repeticdes simultaneas. Cada
repeticdo continha quatro segmentos apicais de 1cm de comprimento, provenientes
das culturas unialgais. Foram usados Erlenmeyers (250 ml) contendo
aproximadamente 150 ml de meio de cultura VS/2, cuja troca meio foi realizada a

cada 7 dias.
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3.1.1.6.3 Tempo de cultivo e acompanhamento dos experimentos

Foi realizada a observacdo semanal durante o periodo de cinco semanas
para os experimentos de temperatura, fotoperiodo e salinidade. A massa da matéria
fresca obtida dos segmentos vegetativos da alga Hypnea musciformis foi
determinada usando-se balanca analitica de 4 casas decimais (marca Sartorius). O
material dos experimentos de temperatura e fotoperiodo e de salinidade foi
gentilmente cedido pela Dra. Nair Sumie Yokoya, da Secéo de Ficologia do Instituto
de Botanica (SP).

a) cultivo das linhagens Marrom e Verde de Hypnea musciformis em

diferentes condicfes de temperatura: 20, 25 e 30°C;

b) cultivo das linhagens Marrom e Verde de Hypnea musciformis em

diferentes fotoperiodos: 14:10 L/E e 10:14 L/E;
c) cultivo das linhagens Marrom e Verde de Hypnea musciformis em

diferentes salinidades: 25, 35 e 45 ups;

3.1.2 Alga Gracilaria domingensis

3.1.2.1 Culturas unialgais de G. domingensis

As linhagens Verde e Vermelha de G. domingensis estudadas foram
cultivadas na sala de cultura do Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias
da Universidade de Sao Paulo (USP), nas seguintes condi¢des: temperatura média
de 24 + 2 °C, fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h de escuro, salinidade 30-32 ups e
aeracdo a cada 15 min. A densidade de fluxo fotdnico de 50 pmoles de fétons.m?.s™
fornecidas por lampadas fluorescentes de 40 W, do tipo “luz do dia”, dispostas

horizontalmente acima dos frascos de cultura. A salinidade foi determinada
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utilizando-se um refratbmetro (American Optical) e a densidade de fluxo fotdnico foi
determinada utilizando-se o medidor de quanta LI-COR 250 com um sensor de
quanta sub-aquético (LI-COR 192 SA, LI-COR, Inc.). As culturas unialgais de
Gracilaria domingensis foram mantidas em meio de cultura PES 100%, modificado
pela auséncia de tampao Tris. Este material foi gentilmente cedido pela Dra. Estela
Maria Plastino, do Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias da

Universidade de Sao Paulo (USP).

3.1.3 Alga Gracilaria birdiae

Sete linhagens de G. birdiae foram estudadas (TABELA 2). As linhagens
VMCE e MECE foram obtidas a partir de tetrasporos liberados por um tetrasporofito
de coloracéo vermelha coletado em Paracuru - Ceara (03°04’S; 39°07°0), em marco
de 1994. Espécimes da linhagem VDCE foram obtidos de mutacGes
espontaneamente em laboratorio, a partir da diferenciacdo de um ramo verde em um
tetrasporofito vermelho (VMCE), originado do cruzamento entre um gametofito
feminino vermelho e um gametofito masculino Marrom-esverdeado (MECE)
(COSTA; PLASTINO, 2001). A linhagem VMES foi obtida a partir de tetrasporos
liberados por um tetrasporofito de coloracdo vermelha coletado em Anchieta -
Espirito Santo (20°80’S; 40°65’0), em agosto de 1994 (PLASTINO et al., 2004). As
linhagens VMCE, MECE, VDCE e VMES foram mantidas no laboratorio em culturas
unialgais, estabelecidas como descrito por PLASTINO; OLIVEIRA (1990). Ramos
pertencentes a estas quatro linhagens foram transferidos para Ubatuba - S&o Paulo
(23°26.9'S; 45°0.3'0), em junho de 2002. Os ramos foram cultivados em um sistema
de balsas flutuantes como descrito por PAULA et al. (1999). O material biolégico
utilizado no presente estudo foi coletado nestes cultivos no mar em novembro de

2002. As linhagens em diferentes estadios reprodutivos (tetrasporofito — VMTE,

32



gametdfito feminino - VMFE e gametofito masculino — VMMA) foram coletadas
diretamente da populacdo natural de Anchieta - Espirito Santo, em setembro de
2002. A identificacdo dos estadios reprodutivos foi realizada logo apés a coleta,
utilizando-se estereomicroscopio. O material coletado em cultivos no mar ou na
populacao natural foi limpo de epifitos, lavado em agua corrente, pesado em balanca
analitica e seco em estufa ventilada a 40 °C, até a estabilizacdo da biomassa seca.
A relacdo biomassa seca/biomassa fresca foi de 11-13%, independentemente da
linhagem. O material foi macerado em nitrogénio liquido até a formacédo de um po
fino. Este material foi gentilmente cedido pela Dra. Estela M. Plastino e Dra. Suzana
Ursi, do Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias da Universidade de Séo

Paulo (USP).

TABELA 2: LINHAGENS DE Gracilaria birdiae UTILIZADAS NO PRESENTE
ESTUDO.

Abreviatura Linhagem Estadio reprodutivo Estado de Proveniéncia do
origem material
VMCE Vermelha Gametdfito Ceara *Cultivo no mar
feminino
MECE Marrom- Gametofito Ceara *Cultivo no mar
esverdeada feminino
VDCE Verde Gametofito Ceara *Cultivo no mar
feminino
VMES Vermelha Gametofito Espirito *Cultivo no mar
feminino Santo
VMFE Vermelha Gametofito Espirito Populacao natural
feminino Santo
VMMA Vermelha Gametdfito Espirito Populacao natural
masculino Santo
VMTE Vermelha Tetrasporofito Espirito Populacao natural
Santo

* cultivo realizado em Ubatuba, SP
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3.2 EXTRACAO DOS CARBOIDRATOS DE BAIXA MASSA MOLECULAR

3.2.1 Extracao etandlica qualitativa dos CBMM

A alga seca e moida (100-250 mg) foi submetida a extragcdo com alcool etilico
(70% v/v) (5 ml) sob agitacdo em banho a temperatura de 70 °C por 3 h. O extrato
etandlico obtido foi centrifugado a 15.000 x g por 15 min (KARSTEN et al.,1991),
obtendo-se o sobrenadante que contém os carboidratos de baixa massa molecular
(sobrenadante 1). O sobrenadante | foi reduzido de volume em rotaevaporador a
temperatura de 50 °C e ressolubilizado em etanol 75%, seguido de uma segunda
centrifugacdo, realizada nas mesmas condi¢cdes descritas acima. Esta segunda
etapa de ressolubilizacdo e centrifugacéo foi realizada na tentativa de eliminar ao
maximo eventuais carboidratos de alta massa molecular que pudessem estar
presente no extrato etandlico, obtendo-se desta maneira o0 sobrenadante Il. Este
material foi novamente levado a seco em rotaevaporador, a temperatura de 50°C, e
solubilizado em D,O (99,8%), seguindo-se ciclos de congelamento, liofilizacdo e
solubilizacdo em D,0O (99,8%) (3 ciclos) para troca dos hidrogénios hidroxilicos das
moléculas presentes na solucao por deutério. Apoés estes processos de preparo e
pré-purificacdo da amostra, seguiram-se as andlises de RMN-*C e RMN-'H. Estas

etapas estéo descritas no ESQUEMA 1.
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ESQUEMA |: EXTRACAO* E PREPARO DE AMOSTRA PARA ANALISES DE RMN-
1BC E RMN-H.

Alga seca e moida
(100-250 mg)

\

5 ml EtOH (70%) a 70 °C em vial por 3h

Centrifugacéo
(15.000 x g 15 min.)
K N

Residuo | Sobrenadante |

(descartado) \L
Reducéo de volume (seco)
(rotaevaporador 50 °C)

Ressolubilizacdo em ETOH 75%

\J

Centrifugacao
(15.000 x g 15 min.)

K AN
Sobrenadante I Residuo I
»L (descartado)

Reducéo de volume (seco)
(rotaevaporador 50 °C)

Solubilizacdo DO
(3 ciclos de liofilizag&o)

\J

RMN C e 'H

* Extracdo etandlica qualitativa (ETOH 70%).
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3.2.2 Extracado etandlica quantitativa dos CBMM

A alga seca e moida (10-15 mg exatamente) foi submetida a extracdo com
alcool etilico (70% v/v) (1,0 ml) sob agitacdo, em banho a temperatura de 70 °C por
3 h. O extrato obtido foi centrifugado a 15.000 x g por 15 min (sobrenadante). Este
extrato etandlico, que contém os carboidratos de baixa massa molecular, foi
analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) segundo ASCENCIO
(2002). Aliquotas de 200,0 ul do sobrenadante etandlico (sobrenadante) foram
previamente levadas a seco em speed vac (Savant Speed Vac® PLUS SC210A). Os
residuos obtidos em speed vac foram solubilizados em 200,0 ul de H,O mQ e

analisados diretamente por CLAE. Estas etapas estdo descritas no ESQUEMA 1.

ESQUEMA II: EXTRACAO* E PREPARO DE AMOSTRA PARA ANALISES POR
CLAE.

Alga seca e moida
(10 -15 mg)
\2

1,0 ml EtOH (70%) a 70 °C em vial por 3h

Centrifugacéao
(15.000 x g 15 min)

K A

Sobrenadante Residuo
(descartado)
200,0 pl sobrenadante

Levado a seco (speed vac)

!

200,0 pl H,O0 mQ

CLAE

* Extracdo etandlica quantitativa.
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3.3 OBTENCAO DOS PADROES DE HETEROSIDEOS E SORBITOL

Os padrbes dos heterosideos digeneasideo e floridosideo foram purificados
através de técnicas cromatograficas preparativas de adsorcédo e filtracdo em gel
como descrito por ASCENCIO (2002). Digeneasideo foi obtido da alga Bostrychia
tenella (J. V. Lamour.) J. Agardh, enquanto que floridosideo foi obtido da alga
Acanthophora spicifera (M. Vahl) B¢rgesen, ambas pertencentes a ordem
Ceramiales (Rhodophyta). Ja os padrbes de sorbitol, manitol e galactitol foram

adquiridos comercialmente (Sigma®).

3.3.1 Técnicas cromatograficas preparativas

3.3.1.1.Cromatografia de adsorcéo (Carvao-Celite 1:1)

A cromatografia de adsorcao (WHISTLER; DURSO, 1950) foi realizada em
coluna de vidro (6,5 x 1,2 cm d.i.) equipada com placa porosa, utilizando-se como
fase estacionaria uma mistura em partes iguais de carvao-Celite, tendo um volume
total de aproximadamente 24,5 ml. A montagem deste sistema cromatografico foi
realizada da seguinte forma: primeiramente, uma camada fina de Celite foi
adicionada e em seguida o volume da coluna foi preenchido com a fase estacionaria.
A amostra foi eluida sob pressdo atmosférica utilizando-se inicialmente H,O
deionizada ultra pura (mQ), sendo coletadas fracbes de 10 ml. A eluicdo prosseguiu
até que o eluato apresentasse rea¢cao negativa para cloretos pela reacdo com nitrato
de prata (AgNO3) e negativa para acucares totais pelo método do fenol acido
sulfurico (DUBOIS et al.,, 1956). A seguir, a amostra foi eluida em gradiente
descontinuo de etanol a 25, 50, 75 e 100 %. De maneira similar a eluicdo aquosa, 0s

acucares totais foram monitorados pelo método de DUBOIS et al. (1956).
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3.3.1.2 Cromatografia de Filtracdo em Gel

A cromatografia de filtracdo em gel foi realizada em coluna de vidro (100 x
1,5 cm d. i.) contendo BioGel P-2 (faixa de exclusdo: 1800-100 Daltons) com volume
total (V) de 176 ml e volume morto (Vo) de 54 ml. O V, foi determinado pela eluicédo
de Blue dextran (componente com massa molecular acima do limite de inclusado do
gel) acompanhado pela leitura do eluato aquoso em espectrofémetro (625 nm). O
volume total da coluna foi medido através da adicdo de agua na coluna até o nivel
determinado a ser preenchido pelo gel.

Utilizou-se H,O deionizada mQ (pH 6,51) como eluente e a deteccdo dos

acucares foi feita pelo método de fenol acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956).

3.4 QUANTIFICACAO DOS HETEROSIDEOS FLORIDOSIDEO E DIGENEASIDEO

A quantificacdo dos CBMM nas algas estudadas foi realizada de acordo com
ASCENCIO (2002), a partir do extrato etandlico quantitativo utilizando Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

3.4.1 Andlises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia foram realizadas em
aparelho da marca SHIMADZU com detector por indice de refracdo a temperatura de
40°C (RID 10A SHIMADZU). As amostras foram eluidas através de um sistema
isocratico de bombeamento (SHIMADZU - LC10) utilizando como fase movel
solucéo de acido sulfarico (8 mmol) em H,O mQ desgaseificada com gas hélio (He)
a um fluxo de 0,6 ml.min™. A separacdo dos CBMM foi realizada em coluna REZEX

— ROA (PHENOMENEX - Organic acid®) na temperatura de 65°C. As amostras
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foram injetadas no aparelho através de injetor manual equipado com loop de 20,0 pl.
Para os experimentos de padronizacdo do método para polidis foi usada a coluna
REZEX-RCM e a eluicdo do material foi realizada com H,O mQ desgaseificada com
gas hélio (He) a um fluxo de 0,6 ml.min™ e temperatura de 80°C. Estas duas colunas
apresentam as mesmas dimensdes (300 x 7,8 mm) e diametro de particulas (5 um).
Estas particulas, que compdem a fase estacionaria, sdo formadas por co-polimeros
de estireno divinilbenzeno sulfonado, porém a primeira coluna possui como cation

trocador o hidrogénio (forma H") e a segunda o chumbo (Pb").

3.4.2 Parametros de quantificacao por CLAE

A quantificacdo dos CBMM foi realizada pelo método de padronizacao externa
com trés niveis de calibracdo e janela de tempo de 2%. Os padrfes de cada
carboidrato obtido como descrito no item 3.3 foram analisados separadamente para
determinacdo do tempo de retencdo individual. Apds esta etapa, a curva de
calibracdo foi determinada a partir de solu¢cdes padréo de cada carboidrato, onde
cada solucao apresentava uma mistura de floridosideo, digeneasideo e sorbitol nas
concentracées de 75, 150 e 300 pg.ml™, para cada carboidrato. Os valores de cada
carboidrato sdo expressos em quantidade de matéria em relagcdo a massa seca de
cada espécie (umol.g™?). Todas as dosagens foram realizadas em triplicatas a partir

de trés extracdes independentes.
3.5 ANALISES DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em

espectrometro da marca BRUKER, série Avance, modelo DRX 400, incorporado a

Transformada de Fourier. As amostras, solubilizadas em 0,5 ml de agua deuterada,
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foram colocadas em tubos de 5 mm de diametro e analisadas a temperatura de 25,

40 ou 50 °C.

3.5.1 Técnicas de ressonancia magnética nuclear monodimensionais

3.5.1.1 Ressonancia magnética nuclear de *C (RMN-"3C)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de **C foram obtidos na
frequéncia base de 100,16 MHz, em espectrometro da marca BRUKER, série
Avance, modelo DRX 400. Utilizou-se o intervalo de 0,1 s entre os pulsos para as
aquisicdes dos sinais, sendo feitas, em média, 5 K aquisi¢cdes. As amostras foram
preparadas como descrito no item 3.2.1 e solubilizadas em 0,5 ml de D,O (99,8%).
As analises foram realizadas em tubos de 5 mm de diametro com a temperatura
variando de 25 a 50°C de acordo com necessidade de cada experimento. Os
deslocamentos quimicos foram expressos em ppm utilizando-se a acetona como

padréo interno (30,200 ppm) para os carbonos primarios (-CHs).

3.5.1.2 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-H)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-'H)
foram obtidos em frequéncia de 400,13 MHz em espectrometro BRUKER, série
Avance, modelo DRX 400. As amostras foram extraidas como especificado no item
3.2.1, e redissolvidas em 0,5 ml de D,O (99,8%). Essas solu¢des foram submetidas
a ciclos de liofilizacao e ressolubilizacdo em D,0 (99,8%) (3 vezes) para troca dos
hidrogénios hidroxilicos ligados as moléculas por deutério. As amostras foram entao
colocadas em tubo de 5 mm de didmetro e analisadas a temperatura de 50 °C.

Foram realizados 64 scans para cada amostra analisada. Os deslocamentos
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quimicos foram expressos em ppm utilizando a acetona como padrdo interno

(2,224 ppm) para os hidrogénios ligados aos carbonos primarios (-CHs).

3.6 ESPECTROMETRIA DE MASSA

As analises de espectrometria de massa foram realizadas por ESI-MS
(Eletrospray lonization — Mass Spectroscopy), utilizando espectrometro
MICROMASS QUATTRO LC. Para determinacdo da massa molecular dos
heterosideos obtidos (floridosideo e digeneasideo), as amostras foram dissolvidas
em agua deionizada ultra-pura (mQ), sendo introduzidas no aparelho por injecao
direta em fluxo de acetonitrila de 0,1 ml.min™*. As selecdes dos fons foram feitas por
um quadrupolo, utilizando uma janela de massa de 10-1300 m/z. Foram utilizados
parametros para a obtencdo de ions no modo negativo (ions moleculares [M] ou
[2M+Na]) para digeneasideo e modo positivo (ions moleculares [M+Na]*) para

floridosideo.

3.7 TRATAMENTO DO DIGENEASIDEO COM RESINA CATIONICA (DOWEX 50-
X8)

Para obter o padréo de digeneasideo na forma de um unico sal, a amostra foi
tratada com uma resina catidnica na forma de sal de potassio. A resina utilizada
(DOWEX 50-X8) possui base de poliestireno, com grupo funcional sulfénico. Foi
montada uma coluna com tal resina e entdo tratada com KOH 1mol/l, para garantir
que seus grupos funcionais estivessem ligados ao potassio, seguido de lavagem
com H,O mQ até pH 6,51. A amostra foi entdo aplicada na coluna e eluida com H,O
mQ (0,2 ml.min'). Ap6s este tratamento, a amostra foi levada a seco e utilizada para

as analises de complexacao com ions vanadilo.
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3.8 PREPARO DA AMOSTRAS DOS COMPLEXOS DIGENEASIDEO-ION
VANADILO PARA ANALISES POR RMN-*C

Para a realizacdo das andlise de RMN-'3C dos experimentos de complexacéo
entre a molécula de digeneasideo e ions vanadilo, 50 mg de digeneasideo (forma de
sal de potassio) foram dissolvidas em 1,8 ml de solucdo de ion vanadilo (VO),
obtendo-se uma solugdo na equimolar de ion vanadilo-digeneasideo na
concentracdo de 0,1 M. A solucéo de ion vanadilo 0,1 M foi preparada a partir de
sulfato de vanadil em solucdo de acido nitrico (HNO3) 0,4 M como previamente
descrito por MERCE et al. (1999). Em seguida o pH da solu¢do vanadilo-
Digeneasideo foi ajustada pela adicdo de solucdo deuterada de KOH 1,0 M e 0,1 M.
Estas solu¢cdes foram obtidas pela dissolucdo de KOH em D,0O 99,9 %. Desta forma
foram obtidas varias amostras em diferentes valores de pH (2,76 a 6,86). Os
espectros de RMN-'3C foram obtidos & temperatura de 25°C como descrito no item
3.5.1.1. Os respectivos espectros obtidos foram calibrados a partir do carbono

anomerico da molécula de digeneasideo em 98,4 ppm.

3.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos na quantificagdo por CLAE dos CBMM dos diferentes
espécimes de algas estudados foram submetidos a analises estatisticas
(ANOVA/MANOVA) através do programa STATISTICA (Stat Soft) 5.5 99, sendo
variaveis dependentes a concentracdo de floridosideo, digeneasideo e sorbitol, e
variaveis independentes especificadas para cada experimento. A comparacao das
médias e analise de correlacédo linear foi realizada utilizando o método de Tukey

HDS test (P<0,05) como teste de significancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENCAO DOS PADROES DE DIGENEASIDEO E FLORIDOSIDEO

Os padrbes dos heterosideos digeneasideo e floridosideo foram obtidos de
acordo com a metodologia descrita por ASCENCIO (2002).

O heterosideo digeneasideo foi purificado a partir da alga vermelha
Bostrychia binderii (Ceramiales, Rhodophyta). A alga seca e moida (60 g) foi
submetida a extracdo sob refluxo com metanol-agua (85:15 v/v) a 60°C por 4 h.
Apoés a extracdo, o material foi centrifugado e o sobrenadante metandlico levado a
seco em rotoevaporador a 40°C. O residuo foi solubilizado em agua deionizada e
submetido a cromatografia de adsor¢cdo em carvao:Celite (1:1) usando como eluente
agua deionizada ultra pura (mQ). O eluato aquoso foi levado a seco, solubilizado em
1 ml de 4gua mQ e submetido & cromatografia de filtracdo em gel (Bio-Gel® P-2). O
material foi eluido com agua mQ a um fluxo de 0,2 ml/min e fracionado em tubos a
cada 2,5 ml. FracGes contendo digeneasideo puro foram obtidas entre o volume de
60 a 80 ml de eluicdo. O monitoramento da presenca de carboidratos em ambas
cromatografias foi realizado pelo método do fenol acido sulfurico (DUBOIS et al.,
1956).

As FIGURAS 6 e 7 mostram, respectivamente, 0s espectros de RMN-3C e
ESI-MS do padrdo de digeneasideo obtido.

O heterosideo floridosideo foi purificado a partir da alga vermelha A. spicifera
(Ceramiales, Rhodophyta). A alga seca e moida (50 g) foi submetida a extracdo com
etanol-agua (70:30 v/v) a 70°C por 3 h. Apos centrifugacdo, o sobrenadante
etandlico foi levado a seco em rotoevaporador a 40°C, solubilizado em agua mQ e
submetido a cromatografia de adsorcdo em carvao-Celite (1:1). O material foi eluido

da coluna com agua deionizada, seguida de eluicdo em gradiente descontinuo de
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etanol (25, 50, 75 e 100%). Floridosideo puro foi obtido na fracdo eluida com etanol
25%, a qual foi levada a seco em speed vac. As FIGURAS 8 e 9 mostram,
respectivamente, o espectro de RMN-"*C e ESI-MS do padréo de floridosideo obtido,
com indice de pureza maior que 98%.

Os assinalamentos dos deslocamentos quimicos (ppm) dos nucleos de *C e
'H para os heterosideos floridosideo e digeneasideo os quais estdo descritos na

TABELA 3 (ASCENCIO, 2002; ASCENCIO et al., 2006).

TABELA 3: ASSINALAMENTO DE RMN-*C E 'H PARA A MOLECULA DE
DIGENEASIDEO E FLORIDOSIDEO.

Digeneasideo (ppm) Floridosideo (ppm)
Atomos 3¢ 'H 3¢ 'H

1 98,5 4,88 97,8 5,15
2 70,0 4,08 68,5 3,82
3 70,3 3,93 69,3 3,90
4 66,8 3,67 69,1 3,99
5 72,9 3,74 70,9 4,09
6 61,0 3,77 e 3,89 61,5 3,74
(N 1769 - 61,2 3,76
2' 78,0 4,20 78,8 3,81
3 63,0 3,76 e 3,83 60,4 3,78

Atomos de 1' a 3’ sdo referentes & por¢do do acido glicérico do digeneasideo e glicerol do
floridosideo.
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FIGURA 6: ESPECTRO DE RMN-*C CORRESPONDENTE AO PADRAO DE
DIGENEASIDEO PURIFICADO DA ALGA B. binderii.

c-1
' C-2 y
C-5 . cg C6
1c-3; C-4 !
c-2
c-1
i
rrrrrrrrrrrrrrrrrrn-rnrrm
160

*C-1'=176,9: sinal referente ao carbono carboxilico da molécula de digeneasideo.

FIGURA 7: ESPECTRO DE ESI-MS CORRESPONDENTE AO PADRAO DE
DIGENEASIDEO PURIFICADO DA ALGA B. binderii.
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M = 290: Massa molecular do digeneasideo como sal de sdodio.
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FIGURA 8: ESPECTRO DE RMN-C CORRESPONDENTE AO PADRAO DE
FLORIDOSIDEO PURIFICADO DA ALGA A. spicifera.
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FIGURA 9: ESPECTRO DE ESI-MS* CORRESPONDENTE AO PADRAO DE
FLORIDOSIDEO PURIFICADO DA ALGA A. spicifera.
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*M = 254,24: massa molecular do floridosideo
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4.2 VALIDACAO DO METODO DE QUANTIFICACAO POR CLAE

Para produzir dados confiaveis em relacdo a quantificacdo dos CBMM, a
primeira etapa deste trabalho foi a validacdo do método de quantificacdo
(ASCENCIO, 2002). Desta forma, foram utilizadas para este fim CBMM de espécies
de algas: Acanthophora spicifera que apresenta digeneasideo e floridosideo
(ASCENCIO, 2002) e Bostrychia tenella que apresenta digeneasideo e poliois
(KARSTEN et al., 1992). Utllizando padrbes previamente purificados em nosso
laboratorio (item 4.1), foi possivel estabelecer uma curva de calibracdo para estes
carboidratos. A FIGURA 10 mostra os cromatogramas dos padrbes de digeneasideo
(9,10 min), floridosideo (10,70 min) e poliéis (11,57 min) analisados por uma coluna
de troca idnica (Rezex - ROA) para os trés niveis de calibracdo de cada carboidrato
(75, 150 e 300 pg.ml™).

Como a coluna de separacdo anteriormente mencionada ndo apresenta
resolucdo entre os polidis, fez-se necessario a utilizacdo de uma coluna para
monossacarideos (Rezex - RCM). Os cromatogramas dos padrées de manitol (26,59
min), galactitol (dulcitol) (32,45 min) e sorbitol (34,96 min) para os trés niveis de
calibracdo anteriormente descritos sdo mostrados na FIGURA 11.

Nos cromatogramas das FIGURAS 10 e 11, € possivel observar diferencas
entre as areas dos heterosideos (floridosideo e digeneasideo), e entre os polidis
para uma mesma concentracdo. Este fato € devido a diferencas na resposta ao
detector por indice de refracdo para cada carboidrato, evidenciando a necessidade
de se estabelecer curvas de calibracdo independentes para cada carboidrato em
analise. Desta forma, foi possivel justificar a escolha do método de quantificacdo por
padronizacdo externa, uma vez que este método permite corrigir tais diferencas em

relacédo ao detector.
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FIGURA 10: ANALISE POR CLAE DOS TRES NIVEIS DE CALIBRACAO DOS
CBMM UTILIZANDO A COLUNA REZEX - ROA*,

uRIl |

Resposta do detector

min

A
H:H

Tempo de retencédo

*Os cromatogramas 1, 2 e 3 sdo referentes a concentracdo de 75, 150 e 300 pg.ml™,
respectivamente; F — floridosideo, D — digeneasideo e P — poliol (sorbitol); uRIU: micro unidades de
indice de refracéao.
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FIGURA 11: ANALISE POR CLAE DOS TRES NIVEIS DE CALIBRACAO DOS
POLIOIS UTILIZANDO A COLUNA REZEX — RCM*.

uRIU

Resposta do detector

2h

Tempo de retencéo

*Os cromatogramas 1, 2 e 3 sdo referentes a concentracdo de 75, 150 e 300 pg.ml™,
respectivamente; M — manitol, G — galactitol e S — sorbitol; uRIU: micro unidades de indice de
refracéo.

4.2.1 Linearidade e exatidao do método

Apobs o estabelecimento dos niveis de calibracao, foi avaliada a linearidade do
método no intuito de se verificar a proporcionalidade entre a area observada no
cromatograma (resposta do detector) e a concentracdo de cada carboidrato. Os
dados obtidos através da equacdo da curva para cada nivel de calibragdo mostram
uma relacdo linear entre a resposta do detector por indice de refracdo e a
concentracdo dos carboidratos analisados (coeficientes de correlacdo maiores que

0,99 para os trés niveis de calibracdo). Estes dados indicam que o método utilizado
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apresenta exatiddo para as concentracfes testadas. Os resultados para as duas
colunas de separacao testadas, Rezex-ROA e Rezex-RCM, estdo expressos nas

TABELAS 4 e 5, respectivamente.

TABELA 4: ANALISE DA LINEARIDADE ENTRE A CONCENTRACAO DOS
CARBOIDRATOS E RESPOSTA DO DETECTOR (RI) ANALISADOS NA COLUNA
DE SEPARACAO REZEX-ROA.

Analito Concentragao r? Equacéo da curva
(ug.mi™)
Digeneasideo 75 — 250 0.999 y =1220718x - 18845
Floridosideo 75 - 250 0.998 y = 735946x - 10621
Sorbitol 75 - 250 0.998 y =2352135x - 34734

r*: coeficiente de correlacéo linear de Pearson; x: concentracdo (ng.ml™); y: area do pico.

TABELA 5: ANALISE DE LINEARIDADE ENTRE A CONCENTRACAO DOS
CARBOIDRATOS E RESPOSTA DO DETECTOR (RI) ANALISADOS NA COLUNA
DE SEPARACAO REZEX-RCM.

Analito Concentracao r?a Equac&o da curva®
(ug.mi™)

Manitol 75 -300 1.000 y = 2535781x - 11070

Galactitol 75 - 300 1.000 y = 2570037x - 13154

Sorbitol 75— 300 1.000 y = 2421473x - 20540

r*: coeficiente de correlacdo linear de Pearson; x: concentracdo (ug.ml™); y: area do pico.
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4.2.2 Precisao e reprodutibilidade do meétodo

A avaliacdo da preciséo e reprodutibilidade do método foi realizada através da
quantificacdo dos CBMM nas espécies de alga vermelha A. spicifera e B. tenella.
Estas algas foram escolhidas devido a composi¢cdo dos seus CBMM (ASCENCIO,
2002; KARSTEN et al., 1992) e pela disponibilidade do material em nosso
laboratorio. Desta forma, foram submetidas a extracdo etandlica quantitativa,
seguindo o protocolo de preparo de amostra descrito no item 3.2.2. Através da
sobreposicdo dos cromatogramas dos padroes e de cada alga, obtidos por
separacao dos carboidratos na coluna Rezex-ROA (FIGURA 12), podemos observar
a presenca dos heterosideos floridosideo e digeneasideo para a alga A. spicifera,
engquanto que para a alga B. tenella foi observado a presenca de digeneasideo e
polidis, confirmando os dados anteriormente publicados (ASCENCIO, 2002,
KARSTEN et al., 1992). Os dados quantitativos estédo descritos na TABELA 6.

Devido a presenca de polidis na alga B. tenella, fez-se necessario a analise
desta alga utilizando a coluna de separacdo Rezex-RCM, para identificar a presenca

de determinados polidis.
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FIGURA 12: ANALISE POR CLAE DOS CBMM DAS ALGAS A. spicifera e B. tenella
UTILIZANDO A COLUNA REZEX — ROA EM COMPARACAO COM PADROES*.

uRIl ‘

Resposta do detector

fmin

12
Tempo de retencéo

10

*cromatograma 1: B. tenella; cromatograma 2: padrdo de CBMM; cromatograma 3: A. spicifera. D-
digeneasideo; F — floridosideo; P — poliois; uRIU: micro unidades de indice de refragéo.

TABELA 6: ANALISE POR CLAE DOS CBMM OBTIDOS DE A. spicifera e B. tenella
UTILIZANDO COLUNA REZEX-ROA*.

Alga CLAE (umoles.g™)
Digeneasideo Floridosideo Poliois Total
A. spicifera 85,50 315,72 nd
(1,634) (8,003)
B. tenella 41,35 nd 36,58
(1,779) (2,009)

Os resultados sédo médias (desvio padrao) de trés determinacgdes independentes; nd — ndo detectado.
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Através das analises por CLAE utilizando a coluna Rezex-RCM para
separacao dos carboidratos presentes nos extratos etandélicos quantitativos obtidos
da alga B. tenella foi possivel caracterizar a presenca de trés polidis: manitol,
galactitol e sorbitol. Estes resultados podem ser observados na sobreposicdo dos
cromatogramas obtidos de trés repeticdbes simultdneas de cada extracdo

(FIGURA 13) e seus dados quantitativos estdo descritos na TABELA 7.

FIGURA 13: ANALISE POR CLAE DOS CBMM DA ALGA B. tenella UTILIZANDO A
COLUNA REZEX — RCM*.

uRIL |
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0.2

0.14

Resposta do detector

min

2b Tempo de retencéo

*cromatogramas de trés repeticdes simultaneas; M — manitol, X- composto ndo identificado, G —
galactitol e S — sorbitol; uRIU: micro unidades de indice de refracao.
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TABELA 7: ANALISE POR CLAE DA ALGA B. tenella UTILIZANDO A COLUNA DE
REZEX-RCM.

Alga Poliol (nmoles.g™)
Manitol Galactitol Sorbitol Poliois total
B. tenella 2.38 19.45 15.10 36.93
(0.049) (1.451) (0.838) (1.390)

Os resultados sdo médias (desvio padrédo) de trés determinacdes independentes.

Como ja era esperado, o valor obtido da somatoria das concentracdes dos
trés polidis encontrados na alga B. tenella analisados utilizando a coluna de
separacdo Rezex-RCM, sdo muito proximos dos resultados encontrados para os
polidis totais desta mesma alga quando analisados utilizando a coluna de
separacdo Rezex-ROA (ver TABELAS 6 e 7). Além disso, foi detectada a presenca
de pequenas concentracdes do alditol manitol na alga B. tenella, sendo que este
carboidrato ndo havia sido relatado nos dados publicados por KARSTEN et al.
(1992).

Estes resultados demonstram que ambos os métodos sdo precisos e
apresentam boa reprodutibilidade, assegurando resultados confiaveis em relagéo a

identificacéo e quantificagcdo dos CBMM para as algas estudadas neste trabalho.

4.3 EXTRAQAO E QUANTIFICAQAO DOS CBMM DAS LINHAGENS MARROM E
VERDE DA ALGA Hypnea musciformis
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4.3.1 Avaliacdo dos CBMM da alga H. musciformis cultivada em diferentes

condicOes de fotoperiodo e temperatura

As linhagens Marrom e Verde da alga Hypnea musciformis cultivadas em
diferentes condicdes de fotoperiodo e temperatura foram submetidas a extracao
etandlica quantitativa (item 3.2.2) e analisados por CLAE conforme descrito por
ASCENCIO (2002) e validado no presente trabalho.

Em todos os espécimes de H. musciformis estudados foi detectada a
presenca de dois heterosideos (floridosideo e digeneasideo) e sorbitol. Estes
resultados evidenciam a necessidade de uma revisdo quanto ao uso do heterosideo
digeneasideo como marcador quimiotaxonémico de espécies de algas pertencentes
a ordem Ceramiales, uma vez que H. musciformis, que pertence a ordem
Gigartinales, biossintetisa digeneasideo. Este € o primeiro relato da presenca
conjunta de floridosideo e digeneasideo em uma espécie da ordem Gigartinales.

Aléem disso, foram produzidos dados quantitativos da concentracdo de
floridosideo, digeneasideo e sorbitol para as linhagens Marrom (TABELA 8) e Verde
(TABELA 9) de H. musciformis cultivadas em diferentes condicdes de fotoperiodo e
temperatura (descritas no item 3.1.2.5), simulando possiveis situacfes sazonais.

Os dados quantitativos obtidos foram submetidos a analises estatisticas de
variancia, tendo como variaveis independentes: 1-fotoperiodos (14:10 de 10:14); 2-
temperatura (20, 25 e 30°C); 3-linhagens (Marrom e Verde); e variaveis
dependentes: concentracdo de floridosideo (CONCF), concentracdo de

digeneasideo (CONCD) e concentracdo de sorbitol (CONCS).
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TABELA 8: CONCENTRACAO DE CBMM PRESENTES NA LINHAGEM MARROM
DE H. musciformis QUANDO SUBMETIDA A DIFERENTES CONDICOES DE

CULTIVO.

Fotoperiodo Temperatura Floridosideo Digeneasideo Sorbitol”
(L/E) (°C) umoles.g™ umoles.g™ umoles.g™
14:10 20 175,79 (13,7) 17,02 (0,59) 8,01 (0,28)
14:10 25 91,24 (3,86) 9,95 (0,62) 9,62 (0,17)
14:10 30 279,31 (12,1) 61,19 (4,67) 8,92 (1,49)
10:14 20 155,40 (8,65) 15,47 (0,52) 8,48 (0,19)
10:14 25 61,22 (2,25) 11,85 (0,23) 7,74 (0,78)
10:14 30 298,90 (13,4) 58,63 (3,23) 9,14 (0,37)

L/E = horas de luz / horas de escuro; os resultados sdo médias (desvio padrdo) de trés
determinacdes independentes.

TABELA 9: CONCENTRACAO DE CBMM PRESENTES NA LINHAGEM VERDE DE
H. musciformis QUANDO SUBMETIDA A DIFERENTES CONDICOES DE
CULTIVO.

Fotoperiodo Temperatura Floridosideo Digeneasideo Sorbitol”

(L/E) (°C) umoles.g™ umoles.g™ umoles.g™

14:10 20 152,59 (6,57) 17,82 (0,42) 8,59 (0,10)
14:10 25 57,48 (9,19) 8,54 (1,31) 9,59 (0,30)
14:10 30 115,68 (7,80) 22,48 (1,47) 6,70 (0,69)
10:14 20 163,25 (2,53) 17,23 (0,44) 8,06 (0,43)
10:14 25 42,11 (2,93) 11,21 (0,84) 7,47 (0,54)
10:14 30 197,96 (14,2) 40,30 (2,32) 7,60 (0,30)

L/E = horas de luz / horas de escuro; os resultados sdao médias (desvio padrdo) de trés
determinacdes independentes.
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4.3.1.1 Heterosideo Floridosideo

A) Linhagem Marrom de H. musciformis

Quando comparadas as concentracdes de floridosideo (TABELA 8) para esta
alga nas diferentes condicbes de temperaturas testadas para o fotoperiodo 14:10
(L/E), sdo observadas diferencas estatisticamente significativas entre as trés
temperaturas (p<0,001). Estas diferencas também se repetem para o fotoperiodo
10:14 (p<0,001).

J4 a comparacdo dos dados obtidos na mesma temperatura, porém em
fotoperiodos diferentes mostram que existe diferenca estatisticamente significativa
na concentracdo de floridosideo apenas para a temperatura de 25°C (p=0,0203),
onde para esta temperatura a linhagem Marrom de H. musciformis acumula menos
floridosideo quando o periodo de luz é menor.

Estes resultados sugerem que a variavel temperatura influencia na
biossintese de floridosideo em ambos fotoperiodos para a linhagem Marrom de H.
musciformis, e que o0 seu efeito pode ser considerado mais significativo do que a
variacédo no fotoperiodo.

Segundo YOKOYA et al. (2003), a linhagem Marrom de H. musciformis
apresenta maior taxa de crescimento nas temperaturas de 20 e 25°C, tendo na
temperatura de 20°C seu crescimento mais expressivo. Estes resultados foram
obtidos de experimentos realizados aplicando-se um fotoperiodo 14:10 (L/E).
Levando-se em conta que floridosideo pode servir de fonte de carbono para a
sintese da parede celular em Rhodophyta (LI et al., 2002), podemos levantar a
hipotese de que nas temperaturas de maior taxa de crescimento o consumo de
floridosideo seria maior, uma vez que este carboidrato estaria sendo desviado para a

sintese de parede celular.
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Esta hipdtese explicaria o0 aumento na concentracao de floridosideo na alga
para a temperatura de 30°C, uma vez que nesta temperatura o consumo de
floridosideo para a sintese de parede celular seria menor, o que condiz com uma
menor taxa de crescimento. Por outro lado, concentracées maiores de floridosideo
na temperatura de 20°C, quando comparadas com a temperatura de 25°C poderia
ser explicada por um aumento na biossintese deste heterosideo pela enzima
Floridosideo fosfato sintase, a qual pode apresentar uma atividade catalitica maior
para esta temperatura, uma vez que a 20 °C H. musciformis apresenta uma maior

taxa de crescimento.

B) Linhagem Verde de Hypnea musciformis

Da mesma maneira que observado para a linhagem de cor Marrom, os dados
obtidos para a concentracéo de floridosideo (TABELA 9) na linhagem Verde de H.
musciformis nas diferentes temperaturas testadas para o fotoperiodo 14:10, apontam
diferencas significativas nas trés temperaturas (p<0,002). Diferencas que também se
repetem para o fotoperiodo 10:14 (p<0,005).

Interessantemente, diferente da linhagem Marrom, ocorre uma inversao na
concentracdo de floridosideo nas temperaturas extremas (20 e 30°C), sendo que
para linhagem Verde de H. musciformis, analisando o fotoperiodo 14:10, a
concentracdo de floridosideo € menor na temperatura de 30°C que a 20°C. Além
disso, a comparacdo dos dados entre os fotoperiodos 14:10 e 10:14 mostra
diferenca significativa na concentracdo de floridosideo apenas para a temperatura
de 30°C (p= 0,0001).

Interessantemente, os dados de taxa de crescimento da linhagem Verde de
H. musciformis ndo demonstram diferencas entre as temperaturas de 20, 25 e 30°C

(YOKOYA et al.,, 2003). Levando-se em consideracdo que a linhagem Verde
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apresenta concentracdes mais baixas de ficoeritrina e concentracdes mais altas de
ficocianina e aloficocianina quando comparada com a linhagem Marrom (YOKOYA et
al., 2003), diferencas significativas na concentracdo dos componentes fotossintéticos
(heterosideos) deveriam ser encontradas para a variavel fotoperiodo. Porém, esta
diferenca ocorre apenas para a temperatura de 30°C, o que reforca a sugestao de
que a temperatura influencia no metabolismo de floridosideo de maneira mais
evidente. Outrossim, seria a hipotese de que a biossintese de floridosideo nas
condicOes testadas poderia estar parcialmente comprometida pela auséncia dos
pigmentos acessorios (ficoeritrina), e que portanto, o fotoperiodo 14:10 seria uma
condicdo de estresse de luz para a alga, ja que neste fotoperiodo a alga recebe 4 h
adicionais de luz. Esta situacéo estaria minimizada para o fotoperiodo 10:14, onde a
sintese do floridosideo seria menos comprometida pelo estresse luminoso
(fotoperiodo), e nédo influenciada pela temperatura, o que poderia justificar uma

maior concentracdo deste heterosideo na alga nestas condicoes.

C) Comparacdo da biossintese do heterosideo floridosideo entre as linhagens

Marrom e Verde de Hypnea musciformis

Os dados obtidos para a concentracao de floridosideo nas linhagens Marrom
e Verde (TABELAS 8 e 9) da alga H. musciformis mostram que a biossintese deste
heterosideo € estatisticamente diferente para estas linhagens de cor (p = 0,001).
Além disso, a média na concentracdo deste carboidrato € sempre maior para a
linhagem Marrom, independente da temperatura e fotoperiodo. Esta diferenca
poderia estar relacionada com a taxa de crescimento, ja que para a linhagem Verde
nao ha diminuicdo do crescimento em funcédo da temperatura, o que justificaria uma
menor concentracao de floridosideo, uma vez que este carboidrato estaria sendo

consumido na sintese de parede celular da alga. Este fato mostra que a biossintese

59



deste heterosideo também é influenciada pela variavel Linhagem. Estes dados
podem ser visualizados nas FIGURAS 14 e 15.

Avaliando a influéncia da variavel fotoperiodo sobre a biossintese de
floridosideo entre as duas linhagens de cor, é possivel verificar que para a linhagem
Marrom, a concentracdo deste heterosideo € maior quando a alga recebe um
periodo maior de exposicdo a luz, enquanto que para a linhagem Verde esta
situacao se inverte (FIGURA 16). Este fato reforca a hipétese da influéncia dos
pigmentos acessorios na biossintese destes carboidratos. Dados semelhantes foram
observados para linhagens de cor selvagens de H. musciformis (ASCENCIO et al.,
2002).

Analisando-se a influéncia das trés variaveis independentes sobre a
biossintese do floridosideo para a alga H. musciformis (Figura 14) é possivel
observar que na temperatura de 20°C maior taxa de crescimento para as duas
linhagens, sem diferencas estatisticas (YOKOYA et al., 2003) a concentracdo de
floridosideo é estatisticamente igual para as duas linhagens (p = 0,1400) em ambos
fotoperiodos (p = 0,2723). No entanto, a medida que aumentamos a temperatura do
cultivo, o metabolismo deste carboidrato também sofre modificacbes entre as
linhagens, porém, apenas a linhagem Verde apresenta diferencas que sao
influenciadas pelo fotoperiodo (temperatura de 30°C, p =0,001). Estes dados
reforcam a hipotese de relacdo entre a taxa de crescimento da alga e as
concentracdes citoplasmaticas de floridosideo.

Além disso, os resultados obtidos demonstram claramente que as duas
linhagens Verde e Marrom de H. musciformis apresentam funcdes fisioldgicas
diferenciadas em relacdo ao metabolismo de floridosideo, o que pode servir como
fator decisivo para a adaptacédo da espécie nas diferentes regides tropicais da costa

brasileira, uma vez que estéo sujeitas a variacdes de temperaturas e luminosidade.
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Outrossim, os dados auxiliam no entendimento das variacbes sazonais das

concentracdes destes carboidratos em espécimes selvagens de algas vermelhas.

FIGURA 14:
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FIGURA 16: INFLUENCIA DO FOTOPERIODO E TEMPERATURA NA
BIOSSINTESE DE FLORIDOSIDEO NAS LINHAGENS MARROM E VERDE DE H.
musciformis.
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Desta forma, os resultados obtidos para as linhagens Verde e Marrom de H.
musciformis em relacdo a biossintese de floridosideo quando submetida ao cultivo
sob diferentes condicfes de fotoperiodo e temperatura, apontam que possivelmente
as que levam a um maior acumulo citoplasmatico deste carboidrato seriam:
Fotoperiodo (10:14 L/E), temperatura de 30°C e utilizando a linhagem Marrom.

KARSTEN (1999), relata variagdes na concentracdo de floridosideo para
espécies de Porphyra (Rhodophyta) analisadas em diferentes épocas do ano. Este
autor atribui estas variacfes a diferencas na luminosidade média da época da coleta
e a possiveis variacfes na salinidade da agua do mar, porém ndo mencionam a
influéncia da temperatura. Por outro lado, os resultados obtidos neste trabalho
demonstram claramente a influéncia desta variavel na biossintese de floridosideo

para a alga H. musciformis, demonstrando, portanto, ser um fator de suma
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importancia para analises comparativas da biossintese deste carboidrato em algas

marinhas.

4.3.1.2 Heterosideo Digeneasideo

A) Linhagem Marrom de H. musciformis

Quando comparadas as concentracdes de digeneasideo na linhagem Marrom
(TABELA 8) de H. musciformis nas diferentes temperaturas testadas para o
fotoperiodo 14:10, sdo observadas diferencas significativas entre as trés
temperaturas (p<0,005). Porém, esta diferenca ndo se repete quando comparadas
as trés temperaturas do fotoperiodo 10:14, onde para esta variavel a concentracao
de digeneasideo é diferente apenas na temperatura de 30°C (p = 0,0001), enquanto
gue para comparacfes entre as temperaturas 20 e 25°C demonstram valores sem
diferencas significativas (p = 0,4861).

J& a comparacdo dos dados obtidos para a concentracdo de digeneasideo
para a mesma temperatura, porém em diferentes fotoperiodos (14:10 e 10:14)
mostram que nédo existem diferencas estatisticamente significativas na concentracao
deste heterosideo para as temperaturas testadas (20°C, p =0,9948; 25 °C,
p = 0,9824; 30 °C, p = 0,8762). Estes resultados sugerem que a variavel temperatura
influencia na biossintese de digeneasideo para a linhagem Marrom de H.
musciformis independentemente da variavel fotoperiodo.

N&o se tem na literatura relatos sobre a via enzimatica de sintese de
digeneasideo, tampouco evidéncias de que este carboidrato pode servir como fonte
de carbono para sintese de parede celular de algas marinhas. Desta forma, ndo &
possivel atribuir comparacdes relacionadas a este assunto. Porém, é evidente a
semelhanca no perfil de distribuicdo de digeneasideo e floridosideo para os

diferentes tratamentos testados, com diferencas expressivas apenas em relacao as
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unidades de concentracdo. Este fato pode sugerir uma participacdo deste
heterosideo na biossintese da parede celular através de uma via enzimatica
alternativa, a qual poderia estar relacionada a uma isomerase, uma vez que a
unidade monossacaridica da molécula de digeneasideo é a manose, enquanto que 0

principal monossacarideo da parede celular das algas vermelhas é a galactose.

B) Linhagem Verde de H. musciformis

Quando comparadas as concentracdes de digeneasideo na linhagem Verde
(TABELA 9) de H. musciformis nas diferentes temperaturas de cultivo testadas para
o fotoperiodo 10:14 (L/E), sdo observadas diferencas significativas entre as trés
temperaturas (p < 0,005). Porém, para o fotoperiodo 14:10 a biossintese de
digeneasideo é estatisticamente igual nas temperaturas extremas (20 e 30°C,
p = 0,1696).

Ja a comparacéo dos dados obtidos para a concentracédo de digeneasideo na
mesma temperatura, porém em diferentes fotoperiodos (14:10 e 10:14) mostram que
existe diferenca significativa apenas para a temperatura de 30°C (p = 0,0001). Estes
resultados sugerem que a variavel independente temperatura, influencia a
biossintese de digeneasideo para a linhagem Verde da alga H. musciformis no
fotoperiodo 10:14. Além disso, contempla a hipotese de que uma maior exposi¢cao a
luz deste espécime, constituindo um “estresse luminoso”, contribui para uma
diminuicdo citoplasmatica deste metabdlito, mesmo sobre influéncias da variavel
temperatura.

Da mesma maneira que para o heterosideo floridosideo, discutido para esta
mesma linhagem, uma possivel explicacdo para as diferencas citadas acima seria a
deficiéncia de alguns pigmentos acessorios nesta linhagem como a ficoeritrina, ja

descrito anteriormente. Assim sendo, poderia ocorrer um efeito compensatorio na
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biossintese de digeneasideo para esta linhagem, a qual estaria sendo influenciada
pela temperatura na condicdo de menor exposicao a luz (fotoperiodo 10:14 e 30°C),

justificando o resultado encontrado.

C) Comparacao da biossintese do heterosideo digeneasideo entre as linhagens

Marrom e Verde de H. musciformis

Os dados obtidos para a concentracdo de digeneasideo entre as linhagens
Marrom e Verde (TABELAS 8 e 9) desta alga mostram que a biossintese deste
heterosideo também é estatisticamente diferente para estas linhagens de cor
(p = 0,0001). Porém, os dados da FIGURA 17 mostram que a biossintese deste
carboidrato é influenciada apenas na temperatura de 30°C para as duas linhagens,
onde ocorre um maior acumulo deste heterosideo na linhagem Marrom. Por outro
lado, os dados estatisticos da FIGURA 18 demonstram um discreto aumento na
concentracdo de digeneasideo em funcdo de uma maior exposicdo a luz
(fotoperiodo 14:10) para a linhagem Marrom, enquanto que para a linhagem Verde
esta condicdo de luminosidade leva a uma baixa concentracdo deste composto na
alga. Estes dados reforcam a hipétese da influéncia dos pigmentos acessorios na
biossintese deste heterosideo quando a alga € submetida a uma maior exposicéo a
luz. Além disso, estes dados estdo de acordo com os resultados encontrados para o
floridosideo, sendo mais um indicativo de sua participacdo na constituicdo dos

polissacarideos que compdem a parede celular das algas vermelhas.
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FIGURA 17: INFLUENCIA DA TEMPERATURA NA BIOSSINTESE DE
DIGENEASIDEO NAS LINHAGENS MARROM E VERDE DE H. musciformis.
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FIGURA 18: INFLUENCIA DO FOTOPERIODO NA BIOSSINTESE DE
DIGENEASIDEO NAS LINHAGENS MARROM E VERDE DE H. musciformis.
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Desta forma, apesar da pequena influéncia do fotoperiodo sobre a

biossintese de digeneasideo para a linhagem Marrom, ainda que estatisticamente
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nao significativa (p = 0,8762), os dados indicam que as condicfes que levam a um
maior acumulo citoplasmatico deste carboidrato na alga H. musciformis seriam:
Fotoperiodo 14:10 (L/E), temperatura de 30°C utilizando a linhagem Marrom. Estes

dados sdo melhores compreendidos através da analise da FIGURA 19.

FIGURA 19: INFLUENCIA DO FOTOPERIODO E TEMPERATURA NA
BIOSSINTESE DE DIGENEASIDEO NAS LINHAGENS MARROM E VERDE DE H.
musciformis.
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4.3.1.3 Alditol Sorbitol

Analisando-se os dados de concentracdo obtidos para este carboidrato nas
duas variantes de cor Verde e Marrom de H. musciformis (TABELAS 8 e 9) nas
diferentes condi¢cdes de cultivos testadas, observa-se que este carboidrato
apresenta uma distribuicdo mais homogénea entre os espécimes testados (7,7 a

9,5 pmoles.g™). Além disso, a concentracédo deste carboidrato é de 5 a 30 vezes
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menor que a concentracao de floridosideo e até 6 vezes menor que a concentracao
de digeneasideo, dependendo do tratamento.

Porém, € de grande importancia ressaltar que este € o primeiro relato na
literatura da presenca de sorbitol na espécie de alga vermelha H. musciformis.
Segundo KARSTEN (1994), KIRST (1980a) e KIRST (1980b), este composto
aparentemente atua na manutencéo da pressao osmaotica e de turgescéncia, porém
estes autores afirmam gque este mecanismo ainda ndo esta bem estabelecido. Outro
fator importante atribuido aos alditois, seria seu rapido aproveitamento como
substrato para a fase escura da fotossintese (KREMER, 1976).

Os polidis dulcitol e sorbitol tém sua presenca bem estabelecida em espécies
de algas vermelhas pertencentes ao género Bostrychia, ordem Ceramiales, onde em
geral encontram-se em concentracdes que podem variam de 2,9 a 165 umoles.g™
entre espécies deste género (KARSTEN et al., 1992). Em geral, espécies desta
ordem biossintetizam principalmente digeneasideo. Porém, existem na literatura
relatos de algas pertencentes a ordem Ceramiales sintetizando apenas floridosideo
(BARROW, et al.,, 1995) e sintetizando floridosideo e digeneasideo (ASCENCIO,
2002). Desta forma, a presenca deste carboidrato em uma alga pertencente a ordem
Gigartinales pode indicar possiveis mudancas evolutivas na adaptacdo do

metabolismo dos CBMM entre as diferentes ordens de Rhodophyta.

A) Linhagem Marrom de H. musciformis

Quando comparadas as concentracdes de sorbitol (TABELA 8) nesta alga nas
diferentes temperaturas testadas para o fotoperiodo 14:10 e 10:14 (L/E), ndo sdo
observadas diferencas significativas entre as trés temperaturas. No entanto,
comparacdes entre os fotoperiodos mostram que apenas para a temperatura de

25°C, a concentracdo de sorbitol € estatisticamente diferente (p = 0,0276), sendo
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menor para o fotoperiodo 10:14 (L/E). Este fato poderia ser explicado por um maior
consumo de sorbitol na etapa escura da fotossintese, uma vez que para este
fotoperiodo a alga recebe 4 h a menos de luz. Estes dados estariam de acordo com
os resultados de KREMER (1976), demonstrando que este carboidrato é facilmente
metabolizado na etapa escura da fotossintese, porém esta diferenca nao é
observada para as demais temperaturas, ndo sendo portanto uma explicacao

confirmada.

B) Linhagem Verde de H. musciformis

Diferentemente da linhagem Marrom de H. musciformis, a concentracdo de
sorbitol apresentada pela linhagem Verde é estatisticamente diferente no fotoperiodo
14:10 (L/E) entre as temperaturas de 20 e 30°C (p=0,0261); e 25 e 30°C
(p = 0,0003). Por outro lado, estas diferencas ndo ocorrem para o fotoperiodo 10:14
(L/E). Semelhante a linhagem Marrom, € observada diferenca entre os fotoperiodos
14:10 e 10:14 (L/E) para a temperatura de 25°C (p = 0,0086), porém, novamente
estas diferencas ndo se estendem para as demais temperaturas, 0 que nao gera

dados conclusivos para interpretacdo destes resultados.

C) Comparacéo da biossintese de sorbitol entre as linhagens Marrom e Verde de H.

musciformis

As comparacodes entre os dados obtidos para a concentracéo de sorbitol entre
as linhagens Verde e Marrom da alga H. musciformis mostram que nao ha
diferencas significativas para esta variavel. Este fato sugere que para esta espécie, a
biossintese de sorbitol ndo esta relacionada com a concentracao citoplasmatica das

ficobiliproteinas (ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina).
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4.3.2 Avaliacdo dos CBMM da alga H. musciformis cultivada em diferentes

condicOes de salinidade

As linhagens Marrom e Verde desta alga cultivadas em diferentes salinidades
(tem 3.1.1.6.2) foram submetidas a extracdo etandlica quantitativa (item 3.2.2) e
analisados por CLAE conforme método descrito por ASCENCIO (2002) e validado
no presente trabalho.

Os dados quantitativos da concentracdo destes CBMM para as linhagens
Marrom e Verde de H. musciformis cultivadas em diferentes condicGes de salinidade
estdo descritos na TABELA 10. Os resultados obtidos foram submetidos a analises
estatisticas de variancia, tendo como variaveis independentes: 1 - linhagens (Verde
e Marrom); 2 - salinidades (25, 35 e 45 ups); e variaveis dependentes: concentracao
de floridosideo (CONCF), concentracdo de digeneasideo (CONCD) e concentracao
de sorbitol (CONCYS).

Desta forma, tornou-se possivel a analise de interacdo da concentracdo dos
CBMM para a alga H. musciformis cultivada sob diferentes condi¢cdes de salinidade,
gerando dados comparativos para provaveis parametros ambientais que influenciam

a biossintese dos CBMM.
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TABELA 10: CONCENTRACAO DOS CBMM DA LINHAGEM MARROM DA ALGA
H. musciformis SUBMETIDA A DIFERENTES CONDICOES SALINIDADE.

Salinidade Floridosideo Digeneasideo Sorbitol
Linhagem
(ups) umoles.g™ umoles.g™ umoles.g™
25 Marrom 63,29 (10,6) 14,47 (1,10) 10,59 (0,30)
35 Marrom 108,17 (8,58) 13,83 (0,08) 10,32 (1,17)
45 Marrom 366,29 (27,1) 11,94 (0,72) 9,01 (0,52)
25 Verde 38,33 (6,69) 9,43 (0,38) 9,46 (0,72)
35 Verde 26,05 (2,28) 6,93 (0,54) 9,35 (0,70)
45 Verde 313,77 (33,2) 16,53 (2,91) 9,60 (1,16)

ups = unidade de salinidade; os resultados sdo médias (desvio padrdo) de trés determinacdes
independentes.

4.3.2.1 Heterosideo floridosideo

Os dados obtidos para a concentracdo de floridosideo nas diferentes
salinidades testadas para as linhagens Marrom e Verde de H. musciformis
demonstram um aumento na concentracao deste carboidrato no citoplasma da alga
em funcdo do aumento na salinidade. Porém, para as duas linhagens, os dados
obtidos demonstram diferencas estatisticamente significativas apenas para a
salinidade de 45 ups (p < 0,0001). Segundo YOKOYA et al. (2003), espécimes da
linhagem Verde de H. musciformis mostram maiores taxas de crescimento em
relacdo a linhagem Marrom entre as salinidades de 5 a 25 ups (p < 0,001). J4 em
salinidades entre 45 e 50, maiores taxas de crescimento sdo observadas para a
linhagem Marrom. Estes autores relatam ainda que as maiores taxas de crescimento

para as linhagens Verde e Marrom foram observadas em salinidades entre 20-
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40 ups e 25-35 ups, respectivamente, diminuindo significativamente em salinidades
acima de 45 ups.

Levando-se em conta que a diferenca na concentracdo de floridosideo para
as duas linhagens de cor de H. musciformis € encontrada apenas para a salinidade
de 45 ups, coincidindo com a salinidade que esta alga apresenta a menor taxa de
crescimento, e que floridosideo pode servir de fonte de carbono para a sintese da
parede celular em Rhodophyta (LI et al., 2002), levanta-se a hipétese de que em
altas salinidades o consumo de floridosideo seria menor, uma vez que este
carboidrato ndo estaria sendo desviado para a sintese de parede celular, o que
ocasionaria seu acumulo no citoplasma da alga. Desta forma, duas situacbes
poderiam ocorrer para contribuir com tal observacdo: 1) em altas salinidades, o
heterosideo floridosideo estaria sendo direcionado para manter a pressdo osmotica
do citoplasma da alga, ndo podendo assim ser fonte de carbono para a sintese de
parede celular, 0 que acarretaria em uma menor taxa de crescimento das plantas; 2)
o0 aumento na forca i6nica do meio de cultivo em virtude da salinidade poderia
comprometer o sistema enzimatico de sintese de polissacarideos da parede celular
da alga, o que ocasionaria um acumulo de floridosideo no citoplasma das células,
uma vez que este metabdlito ndo estaria sendo consumido e, consequentemente,

ocasionaria uma menor taxa de crescimento da planta.

4.3.2.2 Heterosideo digeneasideo

Diferentemente do heterosideo floridosideo, os dados obtidos para a

concentracdo de digeneasideo na alga H. musciformis mostram que para a

linhagem Marrom, a concentracdo deste carboidrato ndo difere significativamente

entre as trés condicbes de salinidade testadas. Porém, para a linhagem Verde,
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diferencas significativas na concentracdo de digeneasideo sdo observadas entre as
condicOes de salinidade de 25 e 45 ups (p = 0,0004) e, 35 e 45 ups (p = 0,0001).

Estes dados demonstram claramente que para a linhagem Marrom, o
heterosideo digeneasideo ndo esta envolvido em processos da regulacdo da
pressdo osmotica, o que esta de acordo com os dados publicados por KARSTEN et
al. (1995) para a alga Bostrychia tenuissima (Ceramiales, Rhodophyta). Além disso,
ndo ha alteracdo da concentracdo deste carboidrato em funcdo da diminuicdo da
taxa de crescimento da alga para as diferentes condicfes de salinidades testadas.
Desta forma, podemos concluir que para esta linhagem de cor, 0 metabolismo deste
carboidrato ndo € afetado pela salinidade, diferente dos dados encontrados para
outras variaveis (temperatura e fotoperiodo) discutidos anteriormente.

Um fato muito interessante nos resultados apresentados por YOKOYA et al.
(2003) é que para os tratamentos de salinidade em ordem crescente de
concentracdo (variagdo de 5 ups entre os tratamentos), a taxa de crescimento da
linhagem Verde de H. musciformis € sempre maior que para a linhagem Marrom
entre as salinidades de 5 a 25 ups. Ja para a salinidade de 30 ups, ambas linhagens
apresentam taxas de crescimento similares. Porém, em salinidades entre 35 e
50 ups, esta situacdo se inverte, coincidindo com um decréscimo progressivo da
taxa de crescimento para ambas linhagens.

Interessantemente, em todos os experimentos testados no presente trabalho,
os dados obtidos demonstram sempre uma maior concentracdo dos heterosideos
floridosideo e digeneasideo para a linhagem de cor Marrom de H. musciformis.
Entretanto, a analise estatistica (FIGURA 20) dos dados para o0s ensaios na
salinidade de 45 ups mostram uma inversédo na concentracdo de digeneasideo, onde
a linhagem Verde apresenta uma concentracdo maior deste carboidrato em relacao
a Marrom (p=0,0117). Estes dados indicam que ha diferencas bioquimicas no

metabolismo de digeneasideo entre as variantes de cor e que estas diferencas
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podem influenciar no crescimento desta espécie em regides sujeitas a variacdes de
salinidade. Além disso, estes resultados reforcam a hipotese da influéncia dos
pigmentos acessorios ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina na biossintese de

digeneasideo, discutidos anteriormente.

FIGURA 20: INFLUENCIA DA SALINIDADE NA BIOSSINTESE DO
DIGENEASIDEO NAS LINHAGENS MARROM E VERDE DE H. musciformis.
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Analisando-se os dados de concentracdo obtidos para o alditol sorbitol nas
duas variantes de cor (Verde e Marrom) de H. musciformis nas diferentes condigbes
de salinidades testadas nao foram observadas diferengas significativas. Desta forma,
os dados obtidos indicam que para esta espécie, o alditol sorbitol ndo participa da
manutencdo da pressdo osmoética em relagdo a variagdes na salinidade do meio.
Este fato pode explicar a baixa concentracdo nesta espécie quando comparada com

as concentracdes de floridosideo e digeneasideo.
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Dados da literatura mostram que espécies de algas vermelhas pertencentes
ao género Bostrychia, ordem Ceramiales, biossintetizam apenas alditéis e
digeneasideo, onde estes compostos sd80 0s principais responsaveis pela
manutencdo da pressao osmatica e de turgescéncia (KARSTEN et al., 1992). Por
outro lado, os dados obtidos no presente trabalho mostram que para H. musciformis
estes carboidratos ndo atuam como reguladores osmoticos. Assim, a presenca
destes carboidratos em baixas concentracfes em uma alga pertencente a ordem
Gigartinales, aliado a grande variacdo na composi¢cdo dos CBMM entre as espécies
de Rhodophyta, reforca a hipétese de possiveis mudancas evolutivas na adaptacao
do metabolismo dos CBMM da alga H. musciformis, o que pode estar relacionado a

sua ampla distribuicdo geogréfica.

4.4 VARIACAO INTRAESPECIFICA DOS CBMM PRODUZIDOS PELA ALGA
Gracilaria birdiae Plastino & E. C. Oliveria (GRACILARIALES).

4.4.1 Variacao intraespecifica dos CBMM em diferentes estadios reprodutivos de G.

birdiae.

Os diferentes estadios reprodutivos de algas pertencentes ao género
Gracilaria sdo encontrados durante o ciclo de vida isomorfico da alga onde ocorre a
alternancia entre os estadios reprodutivos tetrasporofitico (dipléide) e gametofitico
(haploide). Assim sendo, foram realizadas analises qualitativas e quantitativas para
os trés estadios reprodutivos encontrados para a linhagem vermelha desta alga,
obtidos de populacéo natural. Séo eles: Tetraspordfito (VMTE), gametofito feminino

(VMFE) e Gametdfito masculino (VMMA).
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4.41.1 Andlises qualitativas por RMN de '3C e 'H dos diferentes estadios

reprodutivos de G. birdiae.

Os espectros de RMN de *C (FIGURA 23) obtidos a partir de extracdo
etandlica qualitativa (item 3.2.1) mostram-se muito semelhantes para os trés
estadios reprodutivos testados. Na analise da regido anomérica destes espectros
(FIGURA 21) foi possivel observar 4 sinais distintos. Os sinais em 97,8 e 98,5 ppm
podem ser atribuidos aos carbonos anoméricos dos heterosideos floridosideo e
digeneasideo, respectivamente. Interessantemente, dois novos sinais foram
observados em 98,6 e 98,3 ppm. Estes sinais sao sugestivos da presenca de D- e L-
isofloridosideos, respectivamente, e estdo de acordo com o0s assinalamentos
propostos por KARSTEN et al. (1993), onde os sinais atribuidos por estes autores
estdo deslocados 1,0 ppm para campo mais baixo.

Da mesma forma, os espectros de RMN de 'H (FIGURA 22) mostram-se
semelhantes para os diferentes estadios reprodutivos de G. birdiae, podendo ser
observados os sinais em 5,15 e 4,88 ppm referentes aos hidrogénios ligado ao
carbono anomeérico das moléculas de floridosideo e digeneasideo, respectivamente.
Estes assinalamentos estdo de acordo com os sinais atribuidos a estas moléculas
por ASCENCIO (2002).

Os relatos na literatura da presenca de D- e L-isofloridosideos séo referentes
a algas pertencentes a sub-classe Bangioideae, ordem Bangiales e distribuidos
entre os géneros Porphyra e Bangia (MENG; ROSELL; SRIVASTAVA, 1987). De
acordo com estes autores, sinais referentes a D- e L-isofloridosideos nos espectros
de RMN de 'H apresentam-se como dupletes com deslocamentos quimicos em 4,93
e 4,94 ppm, respectivamente. No entanto, quando ocorre a presenca destes
compostos em uma mesma amostra, ocorre uma sobreposicdo de sinais e

consequente formacdo de um triplete. Este fato ocorre devido a proximidade dos
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deslocamentos quimicos destas moléculas. Desta forma, os sinais em 4,94/4,93 ppm
apresentados na forma de tripletes nos espectros de RMN de *H para os diferentes
estadios reprodutivos da alga G. birdiae (FIGURA 23), aliados aos assinalamentos
de RMN de *3C confirmam a presenca de isofloridosideos nesta espécie. Estes
dados demonstram que a composi¢cdo dos CBMM entre os trés estadios do ciclo de
vida desta alga sdo qualitativamente iguais, e que a alga G. birdiae apresenta quatro
tipos de heterosideos: digeneasideo, floridosideo, D- e L-isofloridosideo. Este € o
primeiro relato na literatura da presenca dos quatro heterosideos em uma unica
espécie e o primeiro relato da presenca de isofloridosideos em espécie pertencente
a ordem Gracilariales. A presenca de ambos heterosideos floridosideo e
digeneasideo em espécies de Gracilaria foi descrito por WILCOX et al. (2001)
(Gracilaria digeneas) e ASCENCIO (2000) (Gracilaria cervicornes (Turner) J.
Agardh).
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FIGURA 21: REGIAO ANOMERICA DOS ESPECTROS DE RMN-'*Cc* OBTIDOS
PARA OS DIFERENTES ESTADIOS REPRODUTIVOS DA LINHAGEM VERMELHA
DE G. birdiae.
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*Deslocamentos quimicos referentes aos carbonos anoméricos de: D-isofloridosideo (98,6 ppm);
digeneasideo (98,5 ppm); L-isofloridosideo (98,3 ppm); floridosideo (97,8 ppm).
A: Tetraspordfito (VMTE); B: Gametofito feminino (VMFE); C: Gametofito masculino (VMMA).
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FIGURA 22: ESPECTROS DE RMN-'H OBTIDOS PARA OS DIFERENTES
ESTADIOS REPRODUTIVOS DA LINHAGEM VERMELHA DE G. birdiae.

5.15
VMFE
4,94/4,93
I
5.15 H
VMMA
4,94/4,93
L , 4.88
|
5,15
VMTE

4,94/4,93

ppm 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8

*Deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios anoméricos de: floridosideo (5,15 ppm); sobreposicdo dos sinais
referentes a L-isofloridosideo (4,94 ppm) e D-isofloridosideo (4,93 ppm); digeneasideo (4,88 ppm).

VMFE: Gametofito feminino; VMMA: Gametéfito masculino; VMTE: Tetraspordfito.
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Além dos assinalamentos dos heterosideos, dois sinais bem evidentes séo
observados em campo mais alto (56,9 e 52,8 ppm) para os espectros de RMN *C
dos trés estadios reprodutivos de G. birdiae (FIGURA 23) Estes sinais séo
sugestivos da presenca de acido isotibnico nestes espécimes e estao de acordo com
os assinalamentos propostos por BARROW; KARSTEN; KING (1993).

O acido isotidnico € amplamente distribuido em espécies animais (HOSKIN,
1971). Em algas, sua presenca tem sido descrita apenas para algumas espécies,
sendo sua funcéo fisiolégica alvo de muita discussdo. As algas estudadas sé&o
pertencentes as ordens Ceramiales e Gigartinales (BARROW et al. 1993; HOLST et
al. 1994, BROBERG et al.,1998). Recentemente, SIMON-COLIN et al. (2002)
descreveram a presenca do acido isotibnico para a alga Grateloupia doryphora
(Home) Montagne, a qual pertence a ordem Cryptonemiales, familia Halymeniaceae,
sendo o primeiro relato da presenca deste composto em espécie de alga
pertencente a esta ordem.

Segundo KARSTEN et al. (1999) o uso de marcadores quimicos tem sido
muito Util como carater quimiotaxondmico na sistematica. Desta forma, os dados
apresentados neste trabalho podem contribuir para a distribuicdo sistematica em

Rhodophyta.
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FIGURA 23: ESPECTROS DE RMN-*C OBTIDOS PARA OS DIFERENTES
ESTADIOS REPRODUTIVOS DA LINHAGEM VERMELHA DE G. birdiae.
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*Deslocamentos quimicos referentes aos carbonos 1 (52,8 ppm) e 2 (56,9 ppm) da molécula do acido isotidnico.
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4.4.1.2 Anadlises quantitativas por CLAE dos CBMM em diferentes estadios

reprodutivos de G. birdiae.

Em relacdo as analises quantitativas dos CBMM nos diferentes estadios
reprodutivos da alga G. birdiae, a metodologia empregada permitiu a quantificacao
apenas dos heterosideos digeneasideo e floridosideo. Estes dados estdo expressos
na TABELA 11. Para as analises estatisticas de variancia, foram consideradas
variaveis independentes os estadios reprodutivos (tetrasporofito, gametoéfito feminino
e gametdfito masculino) e variaveis dependentes quanto a concentracdo de

digeneasideo e floridosideo.

TABELA 11: CONCENTRACAO DOS CBMM EM DIFERENTES ESTADIOS
REPRODUTIVOS DE G. birdiae.

DIGENEASIDEO FLORIDOSIDEO

ESTADIO
ABREVIATURA REPRODUTIVO nmoles.g™ umoles.g*
VMTE Tetrasporofito 11,08 (0,80) 912,80 (42,43)
VMFE Gametofito feminino 21,06 (1,18) 782,40 (36,91)
VMMA Gametofito masculino 10,69 (0,76) 742,32 (12,93)

Os resultados sédo médias (desvio padrdo) de trés determinagdes independentes.

Os dados quantitativos demonstram variagdes tanto na concentracdo de
digeneasideo quanto floridosideo entre os estadios reprodutivos estudados. Além
disso, a concentracdo de floridosideo € até 82 vezes maior que a concentracao
digeneasideo (VMTE), mostrando também variacdes na relacéo

floridosideo/digeneasideo.
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Os dados obtidos para a concentracdo de floridosideo (TABELA 11) nos
diferentes estadios reprodutivos de G. birdiae demonstram que ndo ha diferencas
significativas entre os estadios reprodutivos haploides feminino (VMFE) e masculino
(VMMA) (P =0,5859). Por outro lado, tanto VMFE (p =0,0009) quanto VMMA
(p =0,0002) apresentam concentracbes citoplasmaticas de floridosideo
estatisticamente diferentes em relacdo ao estadio reprodutivo dipldide (VMTE),
sendo este o estadio reprodutivo que acumula maior concentracdo deste
carboidrato.

Diferentemente, quando avaliada a concentracdo de digeneasideo, observa-
se diferencas significativas entre os estadios haploide e dipléide, onde as diferencas
ocorrem entre VMFE e VMMA (p = 0,0001) e VMFE e VMTE (p = 0,0002), sendo o
estadio reprodutivo hapléide feminino o que acumula maior concentracdo deste
carboidrato, representando o dobro da concentracdo encontrada para os demais
estadios. Chama a atencao o fato de que a concentracédo de digeneasideo seja igual
entre estadios reprodutivos hapldides masculino e dipléide (p = 0,9845).

Estudos in vitro de taxas de crescimento da alga G. birdiae em meio Von
Stosch demonstram que o estadio reprodutivo hapléide feminino apresenta taxas de
crescimento superior aos estadios haploide masculino e dipldide tetrasporofitico
(URSI; PLASTINO, 2001). Apesar dos estudos in vitro serem aceitos como bons
indicativos dos fendmenos observados na natureza deve-se considerar que, no
ambiente natural, outros fatores poderiam influenciar e as diferencas na
concentracdo de digeneasideo observadas para os estadios reprodutivos de G.
birdiae poderiam ser acentuadas ou minimizadas. Mesmo assim, os dados obtidos
para o0 heterosideo digeneasideo sugerem sua participagdo no processo de
desenvolvimento desta alga.

Estes dados demonstram que ha diferencas quantitativas dos heterosideos

floridosideo e digeneasideo entre os diferentes estadios reprodutivos da alga G.
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birdiae, o0 que sugere que estes carboidratos possam desempenhar funcbes
fisiologicas diferentes, ndo apenas como as ja estabelecidas na literatura como a
manutencao da presséo de turgor. Além disso, este € o primeiro relato na literatura
que avalia a concentracéo destes glicosideos em diferentes estadios reprodutivos de
algas pertencentes ao género Gracilaria, o que aliados a futuros estudos de taxa de
crescimento poderia esclarecer a participacao destes carboidratos na formacéo da

parede celular em Rhodophyta proposta por LI et al. (2002).

4.4.2 Variacao intraespecifica dos CBMM em diferentes linhagens de cor de G.

birdiae obtidas de cultivo em mar.

Diferentes linhagens de cor da alga G. birdiae no estadio reprodutivo hapldide
(gametdfito feminino) e originarios de dois estados diferentes (Ceara e Espirito
santo) foram estudadas. Dados sobre a génese das variantes de cor estédo
detalhados em materiais e métodos (item 3.1.2). Desta forma, foram realizadas
analises qualitativas e quantitativas para quatro variantes de cor, sendo trés
originarios do estado do Ceara (VMCE - vermelho; VDCE - verde; MECE -
marrom esverdeado) e uma linhagem de cor vermelha originaria do estado do

Espirito Santo (VMES).

4.4.2.1 Andlises qualitativas por RMN de 'H das diferentes linhagens de cor da alga

G. birdiae.

Os espectros de RMN de 'H obtidos a partir de extracéo etandlica qualitativa
(item 3.2.1) apresentam algumas semelhancas, podendo ser observado o sinal em
5,15 ppm, referente ao hidrogénio ligado ao carbono anomeérico das moléculas de

floridosideo e sinais ndo bem definidos em 4,94 ppm, sugestivos da presenca de D-
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e L-isofloridosideos. Estes assinalamentos estdo de acordo com os sinais atribuidos
a estas moléculas por ASCENCIO (2002) e MENG; ROSELL; SRIVASTAVA (1987),
respectivamente. Em relacdo a molécula de digeneasideo, os espectros de RMN de
'H obtidos ndo apresentam sinais evidentes na regido de 4,88 ppm, ndo sendo
possivel detectar tal molécula por esta técnica nas amostras analisadas

(FIGURA 24).
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FIGURA 24: ESPECTROS DE RMN-'H* OBTIDOS PARA AS DIFERENTES
LINHAGENS DE COR DA ALGA G. birdiae.
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*Deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios anoméricos de: floridosideo (5,15 ppm); sobreposicdo dos sinais
referentes a L- e D-isofloridosideo (4,94 ppm).

VMCE: vermelha originéria do Ceara; VMES: vermelha originaria do Espirito Santo; MECE: marrom esverdeada originaria do
Ceard; VDCE: verde originaria do Ceara.
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4.4.2.2 Analises quantitativas por CLAE dos CBMM em diferentes linhagens de cor

de G. birdiae (gametdfito feminino).

Em relacédo as analises quantitativas dos CBMM nas diferentes linhagens de
cor da alga G. birdiae, novamente a metodologia empregada permitiu a
quantificacdo apenas dos heterosideos digeneasideo e floridosideo. Estes dados
estdo expressos na TABELA 12. Para as andlises estatisticas de variancia, foram
consideradas variaveis independentes as linhagens de cor (VMCE - vermelha Ceara;
VDCE - verde Ceard; MECE — marrom esverdeada Ceara; VMES — vermelha
Espirito Santo) e variaveis dependentes quanto a concentracdo de digeneasideo e

floridosideo.

TABELA 12: CONCENTRACAO DOS CBMM EM DIFERENTES LINHAGENS DA
ALGA G. birdiae (GAMETOFITO FEMININO).

DIGENEASIDEO FLORIDOSIDEO

ESTADO DE
ABREVIATURA ORIGEM nmoles.g™ umoles.g*
VMCE Ceara 6,83 (0,20) 191,02 (8,77)
VDCE Ceara Nd 96,00 (7,10)
MECE Ceara 6,86 (0,26) 184,23 (13,84)
VMES Espirito Santo 8,11 (0,17) 595,92 (41,69)

Os resultados sé@o médias (desvio padrédo) de trés determinacgdes independentes; nd: nao detectado.

Os dados quantitativos demonstram variagdes tanto na concentracdo de
digeneasideo quanto floridosideo entre as linhagens de cor estudadas. Além disso,
ndo foi detectada a presenca do heterosideo digeneasideo na linhagem verde

(VDCE).
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A analise estatistica da concentracdo de floridosideo (TABELA 12) nas
diferentes linhagens de cor da alga G. birdiae demonstram variacdées em funcao
tanto da linhagem como da origem destes espécimes. Para as plantas originarias do
estado do Ceara percebe-se uma baixa concentracéo citoplasmatica em relacdo aos
espécimes de origem no estado do Espirito Santo tanto para plantas de cultivo
quanto plantas de campo (VMES e VMFE, respectivamente). Chama a atencao de
que os espéecimes estudados podem apresentar funcdes fisioldégicas (taxa de
crescimento, entre outros) diferenciadas em funcdo da sua origem. Este fato pode
ser observado em funcdo da concentracéo de floridosideo, ja que a linhagem VMCE
apresenta concentracdo deste carboidrato significativamente menor que VMES
(p = 0,0001) e a diferenca entre 0os espécimes estdo tdo somente no local de origem
das plantas utilizadas para o cultivo.

Também sao encontradas diferencas significativas na concentracdo de
floridosideo entre as linhagens de cor VMCE e VDCE (p = 0,0122) e VDCE e MECE
(p = 0,0211), demonstrando a influencia dos pigmentos acessorios no metabolismo
deste carboidrato. Além disso, semelhante ao encontrado neste trabalho para a alga
H. musciformis, linhagens de cor verde apresentam menores concentracdes de
floridosideo em relacdo as demais linhagens. Segundo URSI e PLASTINO (2001)
variantes de cor verde de Gracilaria birdiae obtidas de cultivo in vitro (meio de Von
Stosch) apresentam taxas de crescimento inferiores as apresentadas por variantes
de cor vermelha. Estes autores atribuem este fato a uma deficiéncia fotossintética da
variante de cor verde, uma vez que esta apresenta concentracbes de pigmentos
bastante inferiores aos encontrados para a variante de cor vermelha, considerando
estes dados ferramentas importantes para estudos relacionados ao aparelho
fotossintético desta espécie. Tendo em vista que a biossintese de floridosideo esta

diretamente relacionada ao ciclo de Calvin, a baixa concentracdo deste carboidrato
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neste espécime também poderia ser atribuida a deficiéncia fotossintética desta
variante de cor.

Em relacdo ao heterosideo digeneasideo, ndo foi possivel detectar a
presenca deste carboidrato para a linhagem de cor verde (VDCE). Este fato pode
estar relacionado as baixas concentracbes deste carboidrato nesta linhagem em
funcao da influencia dos pigmentos fotossintéticos ou até mesmo auséncia de sua
sintese. Por outro lado, a concentracao de digeneasideo nas outras linhagens de cor
analisadas encontra-se em valores proximos ao encontrados para as plantas de
campo, ndo havendo diferencas significativas entre as linhagens de cor originarias
de uma mesma regido geografica (VMCE e MECE) e linhagens originarias de
regides geograficas diferentes (VMCE e VMES). Este fato demonstra que para a
alga G. birdiae, o metabolismo do digeneasideo ndo seria influenciado por esta
variavel.

Desta forma, os dados produzidos no presente trabalho em relacéo a variacao
intraespecifica dos CBMM produzidos por G. birdiae enriguecem o conhecimento a
cerca do desempenho fisiologico desta alga na natureza, o que pode auxiliar na
selecéo de linhagens mais produtivas, bem como fornece subsidios para discussoes
mais detalhadas em relacdo as possiveis vantagens adaptativas das diferentes
linhagens de cor desta espécie. Outrossim, a determinacdo da concentracdo dos
heterosideos poderia funcionar como ferramenta na selecdo de plantas destinadas
ao cultivo em mar, onde dados de concentracdo destes carboidratos poderiam ser
indicativos da performance da taxa de crescimento dos espécimes analisados. Como
vantagem, estaria o fato de ser uma técnica rapida, confiavel, de baixo custo e que
utiliza pouco material, além de ndo estar sujeita as variaveis dos experimentos de

cultivo in vitro.
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45 VARIACAO INTRAESPECIFICA DOS CBMM PRODUZIDOS POR
LINHAGENS DE COR VERDE E VERMELHA DA ALGA Gracilaria domingensis.

Duas linhagens de cor (verde — GDVD; vermelha — GDVM) desta alga no
estadio reprodutivo hapldide (gametdfito feminino) foram submetidas a analises
quantitativas dos CBMM. Os espécimes estudados foram obtidos a partir de cultivo
em laboratério conforme item 3.1.2.1. Os dados de concentracdo dos CBMM estéo
expressos na TABELA 13. Para as analises estatisticas de variancia, foram
consideradas variaveis independentes as linhagens (verde e vermelha) e variaveis

dependentes a concentracéo de digeneasideo e floridosideo.

TABELA 13: CONCENTRACAO DOS CBMM EM DIFERENTES LINHAGENS DE
COR DA ALGA G. domingensis.

DIGENEASIDEO FLORIDOSIDEO*

ESTADIO
ABREVIATURA REPRODUTIVO pmoles.g™ pmoles.g™
GDVD Gametofito feminino 20,80 (1,56) 354,56 (5,76)
GDVM Gametoéfito feminino 25,35 (1,71) 224,74 (3,30)

Os resultados sdo médias (desvio padrdo) de trés determinacfes independentes; GDVD: G.
domingensis verde; GDVM: G. domingensis vermelha.

A analise estatistica dos dados obtidos (TABELA 13) demonstram variacdes
significativas tanto na concentracdo de digeneasideo (p =0,02753) quanto
floridosideo (p = 0,00003) entre as linhagens estudadas. Semelhante aos dados
encontrados para a alga H. musciformis descritos neste trabalho. A linhagem de cor
verde da alga G. domingensis € a que apresenta menor concentracdo de

floridosideo.
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Por outro lado, apesar de apresentarem pequenas diferencas, embora
estatisticamente significativa (p = 0,02753), a linhagem de cor Vermelha apresenta
concentracbes citoplasmatica de digeneasideo maior que a linhagem Verde
(TABELA 13).

Estudos realizados por GUIMARAES e PLASTINO (1999) demonstram que
nao ha diferencas na ultraestrutura e organizacao celular das linhagens de cor verde
e vermelha de G. domingensis. Além disso, GUIMARAES (2000), analisando a
producdo e estrutura quimica das agaranas produzidas pelas linhagens verde e
vermelha de G. domingensis, ndo encontrou diferencas referentes ao rendimento e
estrutura quimica entre as diferentes linhagens estudadas. Apesar de serem
constituidas por unidades repetitivas, [B-D-galactopiranose, ligadas glicosidicamente
através da posicdo 3 (unidade A) e a-galactopiranose, ligadas glicosidicamente
através da posicéo 4 (unidade B)], onde o monossacarideo principal é a galactose,
monossacarideo da molécula de floridosideo, a semelhanca dos resultados descritos
acima, sugerem que este heterosideo ndo estd envolvido na biossintese das
agaranas produzidas pela alga G. domingensis. Esta hipdtese se baseia nas
diferencas de concentracdo deste glicosideo encontradas para as diferentes
linhagens estudadas e as semelhancas de rendimento e estrutura das agaranas
descritas na literatura. Por outro lado, ndo ha dados sobre a taxa de crescimento das
linhagens verde e vermelha estudadas, o que ndo descarta o envolvimento do

floridosideo na sintese de parede celular, como proposto por LI et al. (2002).
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4.6 AVALIACAO DA FORMACAO DE COMPLEXOS ENTRE A MOLECULA DE

DIGENEASIDEO E ION VANADILO (V") EM DIFERENTES VALORES DE pH.

4.6.1 Anélises por RMN-"3C dos complexos digeneasideo-vanadio (DIG-VO).

A primeira etapa de trabalho para o estudo por RMN-*C da complexac&o de
digeneasideo (DIG) e o fon vanadilo (VO?*) foi a determinacdo dos valores de pH
das diferentes solucdes de digeneasideo a serem analisadas. O valor de pH
encontrado para a agua deuterada (D,O) pura foi 7,0, enquanto que a solucéo de
digeneasideo neste solvente apresentou valor de pH de 8,68. Ja a solucdo
equimolar de digeneasideo e o cation vanadilo apresentou pH de 2,76. Esta
diminuicdo do pH é devida ao preparo da solucdo do ion vanadilo que contém acido
nitrico (item 3.8). No sentido de se avaliar possiveis variagbes dos deslocamentos
quimicos nas analises por RMN-*C em funcéio de variaces do pH das solucdes,
foram realizadas andlises de digeneasideo em D,O em pH 8,68 (DIGK-8,68) e 2,76
(DIGK-2,76), sendo que esta Ultima teve seu pH ajustado por solucdo de &cido
nitrico 0,1 mol/l.

Avaliando-se a variacdo dos deslocamentos quimicos em funcdo do pH nos
espectros de RMN-'*C das amostras DIGK-8,68 e DIGK-2,76, observa-se um
deslocamento para campo mais alto de 0,4 ppm do sinal referente ao carbono C-1’
da molécula de digeneasideo em fun¢éo da diminuicdo do pH. Este fato se deve ao
grupo funcional carboxilico deste carbono (C-1'), o qual em pH 2,76 apresenta-se
protonado ocasionando, consequentemente, tal deslocamento quimico. Este efeito

ainda se estende para os carbonos C-2’' e C-3’, onde o sinal de cada carbono é
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deslocado 0,5 ppm também para campo mais alto do espectro. Desta forma, as
comparacdes dos deslocamentos quimicos de *C da molécula de digeneasideo e
seus possiveis complexos com o ion vanadilo foram baseadas nos valores
encontrados para os deslocamentos quimicos da molécula de digeneasideo em
solucéo de pH 2,76 (DIGK-2,76).

Deslocamentos quimicos com variagdes de 0,1 ppm nao foram consideradas,
uma vez que podem ser devido a variacbes experimentais durante as analises por
RMN-3C. A calibracdo dos espectros foi feita pelo deslocamento quimico do
carbono anomérico da molécula de digeneasideo (C-1) em 98,4 ppm. As demais
condicOes analiticas estdo descritas no item 3.5.1.1.

De posse destes dados foram entdo preparadas solugcbes equimolares de
digeneasideo e vanadilo, as quais tiveram seu pH ajustado por solucdo deuterada
de KOH. Desta forma, foram obtidas 6 amostras (DIG-VO) cujos valores de pH
variaram entre 2,76 a 6,86. A avaliacdo da complexacéo do digeneasideo com o ion
vanadilo através de RMN-'3C foi baseada nas diferencas de deslocamentos
quimicos dos atomos de carbono da molécula de digeneasideo entre as diferentes
amostras analisadas. A TABELA 14 mostra os assinalamentos de RMN-*C da
molécula de digeneasideo e suas possiveis formas complexadas com o ion vanadilo

em solucdes de diferentes valores de pH.
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TABELA 14: ASSINALAMENTOS DOS SINAIS DE RMN-C (ppm) DA MOLECULA
DE DIGENEASIDEO E DE SEUS COMPLEXOS COM O ION VANADILO EM
SOLUCOES DE DIFERENTES VALORES DE pH.

Carbono DIGK DIGK DIG-VO DIG-VO DIG-VO DIG-VO DIG-VO DIG-VO
pH 8,68 pH2,76 pH 2,76 pH3,47 pH4,20 pH4,60 pH541 pH 6,86

C-1 984 98,4 98,4 984 98,4 98,4 98,4 98,4
C-2 699 69,6 69,7 69,9 70,0 70,0 70,0 70,0
Cc-3 70,2 70,0 70,1 70,2 70,2 70,3 70,3 70,2
C-4 66,7 66,4 66,5 66,7 66,7 66,7 66,7 66,7
C5 72,7 12,7 72,8 72,9 72,9 72,9 72,8 72,9

C6 608 60,6 60,7 60,8 60,9 60,9 60,9 60,9

C-1' 176,8 176,4 175,8 ------ 176,7 176,8 176,8 176,8
c-2 779 76,4 76,8 - 77,7* 77,9 77,8 77,9
C-3 629 62,4 62,6  ----- 62,9* 62,9 62,9 62,9

* sinais de menor intensidade no espectro de **C; Cs: a-D-manopiranosil; C's: &c. glicérico.

A anélise de RMN-'C da soluc&o equimolar de digeneasideo-vanadilo (DIG-
VO) em pH 2,76 (FIGURA 25) apresenta um deslocamento quimico do carbono C-1’
de 0,6 ppm para campo mais alto em comparacdo com a amostra DIGK pH 2,76.
Esta variacdo pode ser atribuida a complexacdo do ion vanadilo com a por¢éo
carboxilica da molécula do digeneasideo. Além disso, deslocamentos quimicos de
0,4 e 0,2 ppm para campo mais baixo sdo observados para os carbonos C-2’ e C-3’,
respectivamente. Estas variagdes demonstram claramente a interagcédo entre DIG e

VO?* confirmando a capacidade deste heterosideo de formar complexos com o fon
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vanadilo. Fica evidente ainda que a porcdo da molécula responsavel pela interacéo
carboidrato-metal neste valor de pH € a porcéo glicérica, ndo havendo evidéncias de
interacdo entre as hidroxilas da porcdo o-D-manopiranosil, uma vez que ndo ha
diferencas significativas nos deslocamentos quimicos dos carbonos desta por¢édo da
molécula. Desta forma, os dados de RMN-'*C sugerem que a complexacéo da
molécula de digeneasideo com o ion vanadilo em pH 2,76 apresenta especiagado
ligante:metal (L:M) 4:1. Conforme modelo proposto por VERCHERE et al. (1998)
(FIGURA 5), o qual estabelece formas de complexacdo, este tipo de interacao
poderia assumir uma geometria espacial bipiramidal quadrada. Um modelo proposto
para a geometria espacial para o complexo DIG-VO em pH 2,76 esta exposto na
FIGURA 26.

FIGURA 25: ESPECTRO DE RMN-'3C OBTIDO DA SOLUCAO EQUIMOLAR DE
DIGENEASIDEO / ION VANADILO EM pH 2,76.
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FIGURA  26: REPRESENTAC{‘AO ESQUEMATICA DAS ~ ESTRUTURAS
PROPOSTAS PARA OS POSSIVEIS COMPLEXOS DE VANADIO VvY) com
DIGENEASIDEO EM pH 2,76.
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Modelo de complexacédo 4:1 (ligante:metal).

Ja o espectro de RMN-*C (FIGURA 27) da amostra DIG-VO pH 3,47 o que
se observa é o desaparecimento por completo dos sinais referentes a porcéo
glicérica da molécula. Esta anulacdo dos sinais dos carbonos C-1’, C-2’ e C-3’ pode
ser atribuida a um efeito paramagnético obtido pela complexa¢do do ion vanadilo
com as hidroxilas dos carbonos C-1' e C-3'. Novamente ndo foram observados
deslocamentos quimicos significativos para a por¢cdo acucar da molécula de
digeneasideo, indicando que a interagdo metal-ligante ocorre apenas pela porcao
glicérica também para soluces de pH 3,47. Desta forma, os dados de RMN-*3C
sugerem uma nova especiacao L:M para os complexos DIG-VO em pH 3,47, onde
neste valor de pH a relacdo L:M seria de 2:1, podendo assumir também uma
geometria espacial bipiramidal quadrada. O modelo de complexacdo L:M 2:1

proposto para o complexo DIG-VO em pH 3,47 esta exposto na FIGURA 28.
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FIGURA 27: ESPECTRO DE RMN-'3C OBTIDO DA SOLUCAO EQUIMOLAR DE
DIGENEASIDEO / ION VANADILO EM pH 3,47.
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As setas indicam o desaparecimento dos sinais referentes a C-2' e C-3', respectivamente.

FIGURA  28: REPRESENTA(;AO ESQUEMATICA DAS ~ ESTRUTURAS
PROPOSTAS PARA OS POSSIVEIS COMPLEXOS DE VANADIO VvY) com
DIGENEASIDEO EM pH 3,47.
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Modelo de complexagéo 2:1 (ligante:metal).

Interessantemente, os dados obtidos para andlises de RMN-*C (FIGURA 29)
dos complexos DIG-VO em solucbes de pH 4,20 (DIG-VO pH 4,20) demonstram

deslocamentos quimicos evidentes apenas para os carbonos C-2’ (1,3 ppm ) e C-3’
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(0,5 ppm), ocorrendo agora para campos mais baixos do espectro. Além disso, 0s
sinais referentes a estes carbonos apresentam-se com menor intensidade no
espectro. Este fato pode estar relacionado ao efeito, agora inverso, da variacao do
pH e também da complexacdo do ion vanadilo com a hidroxila do carbono C-3’ da
molécula do digeneasideo. Ja o grupamento carboxilico ndo é capaz de se
complexar com o fon VO?', pois nesse valor de pH o grupamento carboxila
apresenta-se ionizada. Assim sendo, os dados de RMN-'3C sugerem um outro tipo
de especiacéo L:M para os complexos DIG-VO em pH 4,20, onde neste valor de pH
a relacdo L:M seria de 4:1, podendo assumir também uma geometria espacial
bipiramidal quadrada. O modelo de complexacao L:M 4:1 proposto para o0 complexo
DIG-VO em pH 4,20 esta exposto na FIGURA 30.

Dados semelhantes sdo obtidos para analises de RMN-*C das solucées de
pH 4,60 para os complexos DIG-VO, porém neste valor de pH nédo ha diminuicao
significativa da intensidade dos sinais referentes aos carbonos C-2’ e C-3' como
ocorre para a amostra analisada em pH 4,20. Além disso, fica evidente que a
presenca do préton no grupamento carboxilico € essencial para a interagcdo do

carbono C-1' com o ion vanadilo.
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FIGURA 29: ESPECTRO DE RMN-C OBTIDO DA SOLUCAO EQUIMOLAR DE
DIGENEASIDEO / ION VANADILO EM pH 4,20.
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FIGURA  30: REPRESENTA(;AO ESQUEMATICA DAS ~ ESTRUTURAS
PROPOSTAS PARA OS POSSIVEIS COMPLEXOS DE VANADIO (V) COM

DIGENEASIDEO EM pH 4,20.
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Em amostras analisadas em pH acima de 5,41 (DIG-VO pH 5,41 e DIG-VO
pH 6,86), os dados de RMN-*C mostram que os deslocamentos quimicos dos
carbonos da molécula de digeneasideo sdo semelhantes aos encontrados para
amostras ndo complexadas (DIGK pH 8,68), o que indica que em valores de pH

acima de 5,41 a complexac&o deste heterosideo e o fon vanadilo (VO?*) ndo ocorre.
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5 CONCLUSOES

- Validacéo do Método de quantificacdo dos CBMM por CLAE

Foi realizada a validacdo do método de quantificacdo dos CBMM por CLAE,
sendo observado alta sensibilidade e reprodutibilidade, onde o método apresenta
precisdo e exatiddo. Além disso, durante este processo foi detectada a presenca de
manitol na alga Bostrychia tenella, além dos polidis sorbitol e galactitol. Este € o
primeiro relato da presenca de manitol em espécie pertencente a familia

Rhodomelaceae.

- Andlise dos CBMM em Hypnea musciformis

Foram encontrados ambos heterosideos (floridosideo e digeneasideo) em
todos os espécimes de H. musciformis estudados. Este resultado sugere uma
revisdo quanto ao uso do heterosideo digeneasideo como marcador
guimiotaxondmico de espécies pertencentes a ordem Ceramiales. Também foi
detectada presenca de sorbitol para estes espécimes, sendo este o primeiro relato
na literatura da presenca deste alditol na espécie H. musciformis.

Os dados obtidos a partir dos espécimes de cultivo em laboratério permitiram
a elaboracdo de uma discusséao a respeito da influéncia das variaveis ambientais na
biossintese dos CBMM. Estes dados sugerem que, apesar de apresentarem vias
biossintéticas diferentes, floridosideo e digeneasideo sdo similarmente influenciados
por variacdes do ambiente externo (temperatura, fotoperiodo). A principal hipétese
deste trabalho esta focalizada na utilizacdo do heterosideo floridosideo como
precursor da sintese de parede celular, estando portanto relacionado com as taxas
de crescimento dessa alga. Além disso, os dados obtidos permitem evidenciar a

influéncia dos pigmentos acessoérios como ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina na
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biossintese de metabolitos secundarios, tendo em vista as diferencas na
concentracdo dos CBMM encontradas entre as linhagens de cor dos espécimes
estudados.

Em relacdo aos experimentos de salinidade, apenas o heterosideo
floridosideo demonstra apresentar atividade osmorreguladora, estando sua
concentracdo diretamente aumentada em funcdo do aumento da salinidade do meio

de cultura.

- Andlise dos CBMM em Gracilaria birdiae

Foi detectada a presenca de floridosideo, L-isofloridosideo, D-isofloridosideo e
digeneasideo para a espécie G. birdiae (Gracilariales), sendo o primeiro relato da
presenca conjunta destes heterosideos em uma espécie de Rhodophyta, mostrando
diferencas quantitativas na concentracdo dos heterosideos floridosideo e
digeneasideo para os diferentes estadios reprodutivos (haploide e dipléide) e
também para as variantes de cor. Também pode ser observada a influéncia dos
pigmentos fotossintetizantes (clorofila a e ficobiliproteinas) na biossintese dos
heterosideos floridosideo e digeneasideo para esta espécie em funcdo das
diferencas encontradas na concentracdo destes carboidratos nas linhagens de cor
estudada e também em funcéo da origem do espécime.

Foi detectada via RMN-'3C a presenca do &cido isotibnico para todos os

espécimes de G. birdiae estudados.
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- Analise dos CBMM em Gracilaria domingensis

Foi detectada a presenca de ambos heterosideos, floridosideo e
digeneasideo, para as duas linhagens de cor (Verde e Vermelho) de G.
domingensis. Os dados obtidos demonstram diferencas quantitativas significativas
na concentracdo destes carboidratos entre as diferentes linhagens estudas. O
conhecimento do papel fisiolégico dos CBMM em diferentes espécies de algas
marinhas é de fundamental importancia para o manejo e desenvolvimento de
estratégias de cultivo. Com base nos dados apresentados novos experimentos
podem ser elaborados para avaliar outros critérios na biossintese de floridosideo e
digeneasideo e poderdo ser utilizados para reforcar a hipotese de que possiveis
mudancas evolutivas na adaptacdo do metabolismo dos CBMM em Rhodophyta
pode estar relacionado a ampla distribuicdo geografica de espécies pertencentes a
esta Diviséo.

Com a elucidacdo da fisiologia destes carboidratos em algas marinhas, a
quantificacdo dos CBMM pode servir como ferramenta para selecdo de espécimes
de interesse comercial para o cultivo em diferentes regides geograficas, sujeitas a

variacfes externas como luminosidade, temperatura e salinidade.

- Andlise da complexacdo de digeneasideo e o cation vanadilo (VO**)

O heterosideo digeneasideo forma diferentes complexos com o cétion
vanadilo em funcdo do pH da solucdo. Os dados de RMN-**C demonstram que a
porcdo da molécula responsavel pela interacdo carboidrato-metal € a porgao
glicérica, ndo havendo evidéncias de interacdo entre as hidroxilas da por¢do o-D-

manopiranosil. Desta forma, os dados de RMN-*C sugerem que complexacéo da
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molécula de digeneasideo com o ion vanadilo em pH 2,76 apresenta especiacao
ligante:metal (L:M) 4:1, em pH 3,47 especiacdo (L:M) 2:1 e em pH 4,20 especiacao

(L:M) 4:1.
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