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ABREVIATURAS E SÍMBOLOS UTILIZADOS

v/v = volume/volume

p/p = peso/peso

p/v = peso/volume

g.l.c. = croma togr,af ia em fase gasosa 

T = tempo de retenção em g.l.c.

Real = mobilidade /relativa na cromatograf ia em papel

m/e = massa/carga do íon

V = volt

mA = miliampêre

M = molar

cm = centímetro

d.i. = diâmetro interno

g = grama(s)

mg = miligrama (s).

°C = grau(s). Celsius

nm = nanometros

p.e. = ponto de ebulição

NMR = ressonância nuclear magnética

p.m.r. = NMR de próton

13C-n.m.r = NMR de 13C

TMS = tetrametilsilano

6 = deslocamento químico do sinal em p.m.r.

6 = deslocamento químico do sinal em ̂ 3C-n.m.r
c
s = coeficiente de sedimentação 

S = Svedberg
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ABSTRACT

A polysccharide preparation, isolated from egg masses 

deposited by snails of an Ampullarius sp,, was purified via

precipitation with cetavlon in the presence of sodium borate,and 

found to contain galactose and a smaller proportions of glucose, 

and to have two components with 10S and 40S. Polysaccharide 

isolated from freshly layed egg masses was highly branched and 

consisted of non-reducing end-units of a-g-glucopyranose and 

(3-D-galactopyranose, and 3,6-di-0-substituted 3-D- galactcpyranosyl 

units. One or more the polysaccharide components was a D-glucopyrano-D 

-galactopyranan with nonreducing end-units of a-D-glucopyranose 

linked (1— »-4) to adjacent 3-D-galactopyranosyl units. Such a 

structure, with a-D-glucopyranosyl units, have not previously 

been recognized in galactose-containing polysaccharides from 

egg masses and albumen glands of snails.

The polysaccharide preparations, obtained from freshly 

layed egg masses and from those which were left for 10 and 15 days 

after laying, were structurally different from each other. With 

the passage of time, progressive diminution of the 10S component 

and the proportion of glucose in polysaccharide took place, 

suggesting that each contituent was consumed preferentially by 

the snail embryos.
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RESUMO

Preparações de polissacarídeos isolados das massas 

de ovos do molusco Ampullarius sp. (Pelotas) foram purifica - 

das por precipitação com Cetavlon na presença de tampão bora-

to, verificando-se serem compostas de unidades de galactose e 

uma menor proporção de glucose. A ultracentrifugação demons - 

trou serem as preparações constituidas de dois componentes,um 

com 10S e outro com 40S. 0 polissacarídeo isolado das massas 

de ovos coletadas logo apõs a oviposição é altamente ramifica 

do e possui a-D-glucopiranose e 3-D-galactopiranose nas extre 

midades não redutoras,e unidades 3-D-galactopiranosídicas 3,6- 

-di-O-substituidas. Um ou mais dos componentes dos polissaca- 

rldeos ê D-glucopirano-D-galactopiranana cora as extremidades 

não redutoras compostas de unidades de a-D-glucopiranose liga 

das a unidade adjacentes de 3-D-galactopiranose por ligação - 

glicosídica do tipo Cl— »-4).. Uma estrutura desse tipo, com uni 

dades a-D-glucopi.ranosidicas, não havia ainda sido descrita em 

polissacarídeos contendo galactose e isolados de massa de ovos 

ou glândula de albúmen de moluscos.

A preparação de polissacarídeo obtida das massas de 

ovos coletadas logo apôs a oviposição, e as preparações obti-

das das massas de ovos coletadas apõs 10 e 15 dias da oviposi 

ção, são estruturalmente diferentes entre si. Com a passagem 

do tempo, acontece uma diminuição progressiva do componente - 

10S e um decréscimo paralelo na proporção de glucose, sugerin 

do que tais constituintes são consumidos, preferencialmente , 

pelo embrião do molusco.
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INTRODUÇÃO

Química e Bioquímica dos polissacarídeos isolados de moluscos

HAMMARSTEN^-, em 1885, demonstrou a presença, na glân-

dula de albúmen de Helix pomatia, de um polímero distinto do 

glicogênio e que êle denomimou de 1 "tieri.sch.es sinistrin". Desde 

então, grandes progressos têm sido alcançados no campo da quími. 

ca e da bioquímica dos polissacarídeos isolados de moluscos., o 

que ê sumarizado a seguir: o têrmo "galactogênio" para designar

êsse polímero ([a]D-13,55°) foi proposto por MAY^, por analo - 

gia ao "glicogênio" pelo fato de ser a molécula formada apenas 

por unidades de galactopiranose^. No presente trabalho usare - 

mos apenas o têrmo galactana para os polímeros. O mesmo autor^, 

em 1932, verificou na massa de ovos de H.pomatia, alta propor - 

ção de galactana (.37,8% em pêso sêco). com uma rotação ótica de 

[a]D~22,730 . Como a rotação ótica ([a]D+ 53,6°) do hidroli- 

sado ãcido da galactana da massa de ovos de H.pomatia^~~’ não era 

compatível com aquela esperada para uma mistura em equilíbrio de 

a e 8-y-galactopiranose ( Ca3p+80,5°) , BALDWIN e BELL*’ sugeriram

a possibilidade de ser a galactana de H.pomatia constituída de 

unidades de D e L-galactopiranoses. Essa hipótese foi confirma-

da por BELL e BALDWIN7 e MAY e WEINLAND8 - 9  nas galactanas isola-

das das massas de ovos e da glândula de albúmen de H.pomatia.uma

relação de 6:1 entre D e L-galactopiranose foi observada por

7 ~BELL e BALDWIN em galactanas de glandula de albúmen de H. pomatia

~ 8-9enquanto que uma relaçao de 7:1 foi encontrada por MAY e WEINLAND

em galactana isolada da massa de ovos do mesmo molusco. Recente-

mente a presença de D e L-galactose (.relação de 6:1) foi confir-

mada na galactana de H.pomatia quando os componentes do hidroli- 

sado ãcido deste polímero foram analisados por cromatografia era fase
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gasosa (g.l.c.) na forma de derivados (+)-2 -octil galactosldeos

acetilados-^.

SCHLUBACH e LOOP1 1  foram os precursores dos estudos de 

metilação em galactanas de moluscos. Estes autores, em 1937, ve-

rificaram que os produtos de hidrólise do polímero isolado do 

H.pomatia, quando metilados, apresentavam quantidades equimole- 

culares dos derivados tetra- e di-metil galactose e que foram 

identificados posteriormente por BALDWTN e BELL^ como sendo o 

2 ,3,4,6 -tetra-O-metil- galactopiranose e o 2 ,4-di-0-metil - 

galactopiranose. A partir desta verificação, BALDWIN e BELL - 

postularam que a molécula da galactana deveria possuir um tî  

po de estrutura possível de ser formulada de duas maneiras alter 

nativas (Fig.l): a) Uma cadeia principal formada por unidades

de (1— -̂3)- 3 -galactopiranose em cujos carbonos primários CC-6 ) 

se ligam cadeias simples de 3 - galactopiranose e b)-modelo al-

ternativo que seria o inverso do primeiro, contendo uma cadeia 

principal de unidades de (JL-*-6 )_- 3~galactopiranose em cujos car-

bonos C-3 se ligam cadeias simples de 3“galactopiranose. Uma 

estrutura desse tipo não permitiria, portanto, a obtenção de de 

rivados tri-O-metilados no hidrolisado ácido do polissacarídeo 

metilado. No entanto, esta presença foi verificada por BELL e 

BALDWIN? que, por esta razão, consideraram os derivados tri-O- 

-metilados, isolados nos produtos do hidrolisado da galactana - 

metilada, como provenientes de metilação incompleta.

Em 1953, 0'COLLA^-^ submetendo a galactana de H..po- 

matia à degradação de Barry, mostrou que os modelos estruturais 

alternativos propostos por BALDWIN e BELL^ eram, na realidade , 

uma simplificação, e que o polissacarídeo era do tipo arborifor 

me no qual as unidades de 3 -galactopiranose estavam unidas por 

ligações glicosídicas alternadas (.1— »-3) e (1— >-6 ) (.Fig. 2) . Nessa 

nova estrutura proposta, as unidades terminais não redutoras e



CH20H 
HO /"^O.

Figura 1 - Modelos alternativos propostos por BALDWIN E BELL (6 )
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as unidades internas da molécula se apresentavam em quantidades 

equimoleculares, permitindo, teoricamente, que o hidrolisado 

ácido do polissacarídeo metilado apresentasse quantidades equi-

moleculares de 2,3 ,4 ,6 -tetra- e 2, 4-di-0-metil-g-galactopiranose.

Desde então um grande número de polissacarídeos iso-

lados de moluscos têm sido investigados. A galactana de glându-

la de albümen de Biomphalaria glabrata foi estudada por CORREA

13 ~et al e os resultados obtidos da degradaçao de Barry e axidaçao

com meta-periodato eram compativeis com o modelo proposto por
IO ^

0'COLLA . Por outro lado, os dados de metilaçao obtidos da ga 

lactana de glândulas de albümen de Strophocheilus oblongu^ não 

se adaptavam aos modelos ati então propostos. DIAZ E DUARTE^ apli-

cando a degradação controlada de Smith â galactana da glândula 

de albümen de S .oblongus, sugeriram um modelo estrutural alta-

mente complexo para o polímero. HONDA-*-̂  estudando os oligossaca- 

rídeos obtidos da hidrólise ãcida parcial da galactana isolada 

da glândula de albümen de Megalobolimus paranaguensis, caracterizou 

duas séries homólogas de oligossacarideos cujas estruturas se ajustavam
 1 c ] n

ao modelo anteriormente proposto por DIAZ e DUARTE . FEIJÕ e DUARTE , 

investigando o polissacarídeo isolado da massa de ovos de Am - 

pullarlus sp.(Morretesi verificaram ser o polímero altamente 

ramificado e contendo Q-galactose (.98 mole%)i e L-fucose (.2 mole%) 

com os pontos de ramificação em C-3 e C- 6 das unidades de 6-D-galactopira- 

nose. Além das ligações 8-(l-t3) e B~(l-K>) foi observada também uma percen-

tagem (11 mole%) de unidades (1+2) -g-D-galactopiranose, o que o diferenciava 

dos outros polissacarídeos de moluscos até então estudados. DUARTE-*-̂  carac 

terizou um polissacarídeo ãcido na glândula de albümen de Pomacea (=Ampulla 

rius) lineata SP1X (Recife) que era ccarposto de unidades de D-galactopirar» 

se, acetais de ãcido pirúvico e grupos acetil nurra relação molar de 17 :

1 : 14, respectivamente, a  autora, embora não tenha esclare-



Figura 2 - Modelo proposto por 0'COLLA C12) para o galactogênio 

de Helix pomatia.



eido a posição dos acetais de ácido pirúvico, demonstrou, entre 

tanto, que a ligação acetãlica (carboxietilideno) deste ceto 

ácido não envolvia os carbonos C-4 e C- 6  das unidades do políme 

ro. No entanto, em trabalho posterior-^ / a configuração acetãli 

ca do ácido pirúvico foi finalmente esclarecida e envolvia os 

átomos de oxigênio ligados: aos carbonos C-3 e C-4 de algumas 

unidades de D-galactopiranose constituintes do polissacarídeo.

Apesar de muitas: galactanas isoladas de moluscos já

terem sido estudadas, permanece ainda sem elucidação seus pa -

20peis biologicos. WEINLAND demonstrou que existe uma enzima na 

glândula digestiva Chepatopãncreasl e no suco digestivo de H. 

pomatia que ê capaz de hidrolisar a galactana contida na massa 

de ovos deste molusco sem, contudo, esclarecer seu mecanismo. Ê 

sabido que a galactana das glândulas de albúmen é semelhante â 

encontrada na massa de ovos: dos respectivos moluscos. Isso suge-

re que as galactanas sintetizadas na glândula de albúmen sejam 

eliminadas juntamente com a massa de ovos-^. Apõs a hibernação 

dos moluscos^, a quantidade de galactana encontrada na massa de 

ovos de H.pomatia ê maior que ò decréscimo da quantidade do refe 

rido oolímero verificado na alândula de albúmen, sugerindo o fa-

to a possibilidade de uma transformação de glicoginio em galacto 

gênio. Foi verificado^, no entanto, que na massa de ovos recen-

te. de-H.pomatia não há glicogênio, sõ sendo possivel sua detecçãc 

apõs o 169 dia do desenvolvimento embrionário do molusco. 

HORSTMANN^ observou que 46 a 78% do galactogênio da massa de 

ovos de Lymnea stagnalls era consumido durante o periódo embrio-

nário do molusco(25 dias), e que o glicogênio, mesmo em pequenas 

proporções, sõ aparecia na metade desse período. IACOMINI e

DUARTE^, estudando a galactana das massas de ovos de Biomphalaria 

glabrata coletadas logo apõs a oviposição verificaram, por meti- 

lação do polímero original, que -êste era composto de 43% de

6
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extremidades não redutoras, 43% de unidades de f?-D-galactopira- 

nose 3,6 -di-0 -subst-ituidas, 11% de unidades 3-0-substituidas e 

3% de unidades 6 -0 -substituidas. Estudos de metilação no políme 

ro obtido das massas de ovos do molusco apõs 5 dias de desen - 

volvimento embrionário, mostraram um decréscimo do número de u- 

nidades nas extremidades não redutoras e do número de unidades 

3, 6 ,di-0 -substituidas (de 43% para 34%)., um aumento do número de 

unidades 3-0-substituidas Cde 11% para 19%) e de unidades 6-0- 

-substituidas (de 3% para 11%). . Essas investigações permitiram - 

concluir que o embrião de B.glabrata consome a galactana a par-

tir das extremidades não redutoras do polissacarideo , fato es-

se responsável pelo aumento aparente na percentagem de unidades 

de (.1 -4-3 )- e (.1 -4-6 )- g-D-galactopiranose.

Mesmo levando-se em consideração o grande número de 

trabalhos realizados sobre química de galactanas, muitos aspec-

tos envolvendo a função biológica dessas macromolêculas permane 

cem ainda quase que inteiramente desconhecidos. Apesar de não 

terem sido ainda esclarecidos, também os verdadeiros macanismos 

de síntese e degradação das galactanas, quer na glândula de al- 

búmen quer na massa de ovos, algumas investigações têm sido rea 

li-zadas nesse campo. GOUDSMIT e R A M ^  postularam a hipótese de 

que o inicio do ciclo reprodutivo dos gastrõpodas ÇH.pomatia) é 

desencadeado por neurohormônios. 0 órgão alvo, a glândula de 

albúmen de H.pomatia, quando incubada na presença de homogenato 

de cérebro do mesmo molusco Cglânglios circunfaríngeos). mostra 

um aumento significativo C2-10 vezes), na atividade específica de 

g a l a c t a n a - .

Espectroscopia de Ressonância Nuclear Magnética

A espectroscopia de Ressonância Nuclear Magnética - 

13 13(NMR), tanto de C( C-n.m.r.) como de proton (p.m.r.) e uma
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técnica que tem sido amplamente utilizada na análise estrutural 

de polissacarídeos. Este método tem sido frequentemente usado - 

para confirmar estruturas já determinadas por outras técnicas , 

tais como a análise por metilação, oxidação pelo periodato etc. 

No entanto, am alguns casos, tem sido usada para identificar 

certos substituintes como acetato e malonato, para determinar a 

configuração anomêrica ç* ou g e se o anel do açucar é piranosídi- 

co ou furanosídico. Nesse método procura-se relacionar os deslo 

camentos químicos dos sinais de ressonância obtidos nos espec - 

tros de determinado polímero com os deslocamentos químicos de

1 O
sinais de estruturas químicas conhecidas. A C-n.m.r. consti - 

tuiu, até bem recentemente, uma área muito restrita da espec - 

troscopia de NMR. Muito embora espectros de tenham sido

obtidos com sucesso, mesmo por volta de 1957, essas investiga - 

ções ocorriam em poucos laboratórios por uma série de dificul - 

dades técnicas que foram, recentemente, superadas com a incorpo 

ração dos "Fourier transform" aos espectrômetros por volta de 

1970. Mesmo que, em determinados: casos, a -^C-n-m.r seja um 

complemento da Ressonância Nuclear de próton, na realidade ela 

preenche uma grande lacuna em relação a esta última técnica. A 

p.m.r., no entanto, é muito mais sensível do que a técnica do 

^ C ,  o que é muito importante no caso de polissacarídeos. que for 

mam soluções viscosas.

ALLERHAND^ é de opinião que a quantidade de informa-

ções que podem ser obtidas por p.m.r. diminui â medida que o ta-

manho e a compléxidade da molécula aumentam. Esse fato é agrava 

do pela tendência que têm os protons, nos polímeros, de apresen 

tarem valores muito baixos de T2 ("Spin-spin relaxation time")e,

portanto, s i n a i s  de ressonância com picos muito largos. Por outro

1 3lado, os espectros de C-n.m.r., por apresentarem sinais bem
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mais estreitos ("narrow line width"), são muito melhor resolvi-

dos, tornando mais fácil a interpretação.

Em 1978, JENNINGS e SMITH^? revisaram os métodos uti-

lizados para a-atribuição dos sinais usando, como exemplos, po-

lissacarídeos selecionados:, fornecendo os dados básicos para a 

obtenção de espectros de com desacoplamento dos sinais dos

protons, modo que permite revelar muitas informações sobre as 

estruturas dos polímeros. Carboidratos foram largamente estuda-

dos utilizando-se técnicas do 1 3 c2 8  ̂ oe m0 <30  análogo á p.m.r.,

1 O ^
a C-n.m.r., permite a detecção, em polissacarídeos, de grupos 

substituintes tais como acetato, malonato, fosfato ou sulfato , 

de maneira relativamente simples. No entanto, para se determi - 

nar a posição da O-glicosilação ê sempre necessário correlacionar 

cada sinal obtido no espectro com um determinado átomo de carbo 

no da estrutura em estudo. Para tal, assume-se que o deslocamen 

to químico dos sinais dos átomos de carbono dos polissacarídeos 

são quase iguais àqueles dos átomos de carbono dos monossacarídeos 

componentes e que possuam a mesma configuração e tamanho do a - 

nel. Um forte deslocamento do sinal para campo baixo ("dcwnfièld 

shift ") ou efeito - «, significa O-glicosilação neste átomo de 

carbono, fenômeno iste acompanhado, na maioria dos casos, por 

um pequeno deslocamento dos sinais dos átomos de carbono vizi - 

nhos para campo mais alto 0 'upfield shift"). ou efeito- 0  

DORMAN e ROBERTS^, em 1971, no primeiro estudo sobre -^C-n.m.r. 

em polissacarídeos, verificaram que o espectro do amido solúvel, 

contendo 10 a 15% de amilopectina, apresentava seis sinais de 

ressonância, e que estes sinais eram deslocados para campo alto 

quando se tratava a solução com NaOH 1M, com excessão dos sinais 

de C-5 e C-6 . Isso foi atribuido à ruptura da hélice intramole- 

cular com consequente mudança nos ângulos de torsão <j> e das

ligações glicosídicas, o que determina uma variação na blindagem
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eletrônica dos átomos de carbono da estrutura. USUI^O e colabora 

dores relataram dificuldades na obtenção de espectros de da

amilopectina e do glicogênio em função da baixa solubilidade dos 

polímeros e da largura excessiva dos picos de ressonância.

As investigações tornaram-se mais fáceis, no entanto, com a

dextrina limite do glicogênio e da amilopectina de plantas, cu-

jos sinais de ressonância são similares àqueles das estruturas 

originais. O espectro de da $-dextrina do glicogênio de

fígado de coelho, por exemplo, foi comparado aos espectros de 

de isomalto-oligossacarídeos e estruturas de a-D-glucopira 

nose (l-*-4)-substituídas, confirmando-se assim a estrutura do po 

límero. COLSON^l e colaboradores, investigaram Q-glucanas sin-

tetizadas por enzimas isoladas de diversas cepas de Streptoooccus 

mutans JG2 . Estudos de metilação revelaram a presença de liga-

ções glicosídicas dos tipos a-(_l-»-3)_ e a- (l-»6 )_ com ramifica - 

ções. A comparação dos sinais de ressonância de C-l e dos áto-

mos de carbono O-substituidos dos polissacarídeos com os sinais 

dos átomos de carbono de dissacarídeos e polissacarídeos conhe-

cidos, excluiu qualquer possibilidade de ter o polímero uma ou-

- 3 ?tra estrutura alem da prevista. GORIN , analizando os espec -

13 -tros de C de oligossacarídeos obtidos por acetõlise parcial de

mananas produzidas por leveduras, determinou os deslocamentos -

químicos dos sinais de ressonância dos átomos de carbono das

estruturas em estudo. Tal fato torna hoje possível o estudo por

13 -C-n.m.r de mananas que possuam sinais de ressonancxa em comum

com os oliaossacarídeos estudados. Utilizando-se os dados de 

■^C-n.m.r e de metilação foi oossível demonstrar^ que a £>-ga - 

lacto-D-manana obtida por extração alcalina das hifas de 

Aspergillus niger 2022 possui cadeias laterais médias de 4 uni-

dades de (i+5) B-Q-galactofuranose unidas ao núcleo da manana - 

por ligação glicosidica do tipo (,l-»-6 ). . A presença da galactose



na forma furanosldica e não piranosídica ficou demonstrada pelo 

sinal de C-l que,no caso das unidades £-g-galactofuranosil,apa 

rece em campo muito baixo (.<5 106,6-109,5).

Como podemos ver, muitos polissacarídeos têm sido es-

tudados e suas estruturas quimicas definidas com o emprego da 

espectroscopia de -^C-n.m.r e p.m.r. . No entanto, estas técni-

cas não têm sido aplicadas às investigações de polímertos de D- 

-galactopiranose.

Uma das finalidades: do presente trabalho é, estudando 

o polissacarídeo isolado da massa de ovos de Ampullarlus sp.(Pe 

lotas)., contribuir para o esclarecimento de sua estrutura, uti-

lizando para tal, além das. técnicas, analíticas convencionais, a 

espectroscopia de NMR. Como sabemos que os espectros de polissa 

carídeos podem ser interpretados com base nos espectros de com-

postos similares mais simples como, por exemplo, os derivados - 

mono-O-metil dos correspondentes metil glicosídios^-^ , êsses 

derivados foram analizados por C, assim como os oligossacarí- 

deos estruralmente relacionados ao polímero original.

Como ê sabido, em vários moluscos gastrõpodas. a galac 

tana ê sintetizada na glândula de albümen e degradada na massa 

de ovos pelo molusco ainda na sua fase embrionária, época em 

que o mesmo ainda não dispõe de glicogênio.

No entanto, o mecanismo de degradação da galactana na 

massa de ovos, assim como vários aspectos relacionados com sua 

síntese, não foram ainda elucidados.

Por êste motivo, uma outra finalidade da presente in-

vestigação é comparar a estrutura do polissacarídeo original , 

isolado da massa de ovos de Ampullarius sp. (Pelotas), logo após 

a oviposição, com as estruturas dos polímeros obtidos das mas - 

sas de ovos do mesmo molusco após 10 e 15 dias de desenvolvimen 

to embrionário. Um estudo comparativo dessa natureza contribui-

11
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rã para o esclarecimento do mecanismo pelo qual o embrião de 

Ampullarius sp.(Pelotas) degrada o polissacarldeo da massa de 

ovos.
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MATERIAIS E MÉTODOS

Mêdodos gerais: A polarimetria dos polissacarídeos foi obtida

com polarimetro Perkin-Elmer modêlo 141 a 25°C. Os polímeros - 

foram submetidos a eletroforese em equipamento Perkin-Elmer 38 

(tampão borato pH 9,0;20 raamp e 150V), e em celogel com equipa 

mento Fanem de acordo cora DUDMAN e BISHOP , apresentando ape-

nas uma banda. A espectrometria em infra-vermelho foi determi-

nada em discos de KBr em espectrofotômetro Beckman IR-8 . A

g.l.c. foi realizada em cromatõgrafó F&M modêlo 810 R-12, com 

ionização de chama, e em croraatógrafo Jeol JGC-20K,com ioniza-

ção de chama, utilizando-se He e ^  como gás de arraste e nas 

seguintes colunas: a) 3% p/p de ECNSS-M em Chromosorb W de -

80-100 mesh.^ (.0,4 cm d.i.; 4 pisi de 120°C a 170°C (4c>c/min. , 

"Then hold"), com detetor a 250°C, câmara de injeção a 195°C e 

fluxo de gás de arraste de 10ml/min.; b)_ OV-225 em coluna capi.
O O

lar de vidro com 30m, de 95°C a 230^C (2°C/min.). ; c). 3% p/p de

OV-225 em Chromosorb Q de 80-100 mesh, com coluna de 120x0,4cm

39 ~(d.i.l , isoterma a 190°Ce com programaçao de temperatura -

CL30c>c a 190°C; 4°C/min.)_, com detetor a 250°C, câmara de in-

jeção a 220°C e fluxo de gás de arraste de 40ml/min.; dl OV-17 

e OV-225 (3:1). em coluna capilar de vidro com 30m, de 95°C a 

230°C. A análise quantitativa foi feita na coluna (al usando- 

se os derivados alditol acetatos parcialmente metilados. Nas 

colunas (a), (b) e (_c> os tempos de retenção dos derivados fo-

ram referidos ao do 1,5 di-0-acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil-D-

-glucosídeo. Em algumas análises por g.l.c. as áreas dos picos

~ 40 ■foram calculadas por triangulaçao e em outras o foram por

integração automática. A espectrometria de massa foi realizada

com os derivados alditol acetatos parcialmente metilados em es

pectrômetro marca Finnigan ( g.l.c.-m.s. ) modêlo 4000, acoplado
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a um sistema de dados Inco 2.300. Os espectros foram obtidos por 

impacto de elétrons, repetitivamente a cada 2 segundos, desde - 

massa 40 até massa 420. G.l.c. foi feita usando-se coluna de 

OV-225(Chrompack Canadá, R.R.2, Blenheim, Ontario, NOP lAO,Cana 

dá ) com 30mx0,25mm(d.i.) • As injeções foram feitas diretamen-

te na coluna a 50°C com a finalidade de se obter uma faixa es - 

treita dos solutos^-*-, e então rapidamente programada (_40°C/min.) 

a 182°C("hold") . O gás de arraste foi He com a velocidade li - 

near de 2 2 cm/s.

Os diferentes polissacarídeos obtidos foram: TQ , iso-

lado das massas de ovos do molusco Ampullarius sp.(Pelotas! lo-

go após a oviposição (_6 -1 0 h).; T , isolado das massas de ovos do 

mesmo molusco após 1 0  dias de permanência destas nas paredes, do 

aquário e isolado das massas de ovos do mesmo molusco após

uma permanência das mesmas por 15 dias nas paredes do aquário.

Os polissacarídeos hidrolizados (R2 SO4 0,5M; 100°C; 18h.; neutra 

lização com BaCC^)^ foram submetidos a cromatografia em papel 

Whatman n9  1 e n9 4 usando-se os seguintes sistemas de solven - 

tes: e) 1:5:3:3 (fase superior), benzeno-l-butanol-piridina-água;

f) 9:2:2 acetato de etila-piridina-ãgua; g)_ 200:17:1 butanona - 

-ágiia-amónia. Os açucares foram visualizados com nitrato de 

prata alcalino ^  ou cloridrato de p-anisidina (derivados meti-

lados ) . A mobilidade dos açucares livres em cromatografia em

papel foi relacionada á da D-galactose (-Rga )̂ , e a mobilidade dos 

açucares metilados foi relativa à do 2,3,4,6-tetra-O-metil-D- 

-glucosideo (Rç). A cromatografia em camada delgada foi executa 

da em sílica-gel com os seguintes sistemas de solventes: h) 9:1 

benzeno-metanol e i) 200:47:15:1 benzeno-etanol-água-ãcido acé-

tico. A visualização foi feita com ácido sulfúrico—etanol a 5% 

a 150°C. A mobilidade dos alditol acetatos foi expressa em rela 

ção ã do D-arabinitol pentacetato.



A acetilação dcs açucares foi feita com anidrido acético-piridi- 

na (1:1) por 4h a 100°C. Esta mistura foi tratada com água (2 -
C

49C) e os açucares acetilados foram extraídos com clorofórmio.

A piridina contida na solução foi eliminada por tratamentos su 

cessivos com solução de ácido sulfúrico 1M. A piridina restante 

foi eliminada por evaporações sucessivas com tolueno.

A determinação do açucar total e das proteinas foi fei 

ta pelos métodos do fenol-ácido sulfúrico^“* e de LOWRY^, res - 

pectivamente.

Isolamento e purificação dos polissacarídeos: Moluscos de gênero 

Ampullarius sp. foram coletados no mês de maio de 1977 nos peque 

nos valos da praia do Laranjal e que desaguam na Lagoa dos Patos, 

na cidade de Pelotas, RGS (Brasil)., e colocados em aquário com 

aeração artificial. Os moluscos (.alimentados diáriamente com fo 

lhas de agrião) depositaram suas massas de ovos diretamente nas 

paredes de vidro do aquário. Aquelas massas de ovos coletadas lo-

go após a oviposição (6-10h) (.32 massas de ovos), foram referi -

das como tempo zero. As massas de ovos restantes foram deixadas 

nas paredes do aquário por mais tempo; aquelas coletadas após 1 0  

dias da oviposição (.28 massas de ovos) foram referidas como tem-

po dez, e aquelas coletadas após 15 dias da oviposição (.25 massas 

de ovos), referidas como tempo quinze . As massas de ovos restan-

tes, em número de 17 (controle da eclosão), permaneceram nas pare 

des do aquário após o 159 dia e, nas condições do experimento , 

cerca de 100% dos seus ovos eclodiram entre o 169 e 179 dia , 

liberando os moluscos com cerca de 2 mm de diâmetro.

As massas de ovos assim obtidas (tempo zero, tempo dez 

e tempo quinze) foram homogenizadas com acetona (.2 0 0 ml) em liqui-

dificador e o material centrifugado. Os resíduos dos polímeros fo 

ram então tratados com uma mistura de clorofórmio: metanol (.2 : lv/v)
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( 1 0 0  ml) e novamente centrifugados. Os resíduos assim obtidos fo 

ram tratados com n-butanol saturado com água C150ml)., em refluxo, 

durante 6 horas. Após filtração dessas misturas, os sólidos obti. 

dos foram lavados com acetona, secos à temperatura ambiente e,em 

seguida, a vácuo (dessecador com pentóxido de fósforo).. Os pós ce 

tônicos (TQ=33g; T 1 0  =28g; T-^^=2 2 g) foram então suspensos em ace 

tato de amónio 0,1M(600ml;pH 8.5) e submetidos a desproteinização 

com protease Sigma(2xl00mg para cada sistema),. As três misturas 

foram deixadas 72 h a 37°C com tolueno como preservativo. Após es

se tempo, as soluções contendo os polissacarldeos foram centrifu-

~ - 47gadas e submetidas a desproteinizaçao pelo metodo de Sevag . Apos

nova centrifugação, as frações aquosas obtidas no processo de Se-

vag, foram tratadas com etanol (.3 volumes! e novamente centrifuga-

das. Os materiais precipitados foram então lavados com acetona,se 

cos à temperatura ambiente, dissolvidos em água e liofilizados.Os 

resíduos secos CTQ=l,8 g; T-^Q=l,5g e T-^g=l,4g) foram dissolvidos eir 

ãgua(lOOml) e fracionados por adição de brometo de cetiltrimetila 

monio CCetavlon) a 5% (lOOml). Os produtos obtidos após tratamento 

com ácido acético 2N e precipitação com etanol (TQ=l,0g; 55,5% 

[a]^+43,8° (c,l em água).; T^Q=0,9g; 60,0% [a]^+41, 2o (.c, 1 em ã-

gua) ; T =0,8g; 57,1% [a] 2^+40,8° (c,l em água), apresentaram apenas um pico 
15 *- jd

quando submetidos a análise crortatográfica em Sephadex G-200 (coluna 80x2cm;10ml/ 

h) e an Sepharose 6B-100 (Signa Chemical Co.) (coluna 100x2cm;12ml/h).

Hidrólise ácida dos polissacarldeos purificados.: Amostras dos 

polissacarídeos Tq, T-̂ q e T-^ (lOmg de cada um) foram hidrolisa- 

das com H2 SO4 0,5M(.lml) durante 18 horas a 100°C em ampõlas sela 

das. Apôs neutralização do ácido (.carbonato de bário pH 4,5) e 

concentração a vácuo (evaporador rotatório)., os produtos dos 3 

sistemas de hidrólise foram analisados por cromatograf ia em papel

16
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(solvente e) e visualizados cora p-anisidina-HCl. Parte de cada 

um dos sistemas de hidrólise tiveram seus açucares reduzidos - 

com boridreto de sódio e os álcoois resultantes foram acetila- 

dos (piridina-anidrido acético 1 : 1  v/v). Os alditol acetatos - 

assim obtidos foram analisados por g.l.c. (coluna c) o que re-

velou a presença de galactitol hexacetato e glucitol hexaceta- 

to nos hidrolisados de TQ , T^q e T1 5  (Tabela I).

Espectroscopia de p.m.r: Para a Ressonância de p.m.r. o polis-

sacarídeo Tq (300mg) foi dissolvido em D2 O (4ml) e os espectros 

obtidos em espectrômetros Varian HA-100 e Varian XL-100 a 70°C. 

Os deslocamentos químicos ( 6 ) foram baseados no deslocamento 

químico do TMS. contido num capilar coaxial ao tubo da amostra 

(TMS externo). Os espectros incorporaram 2.048 "data points"

com "sweep width" de 1000 Hz, "acquisition time" de ls e "pulse

width" de 25 ps .

Oxidação dos polissacarídeos pelo periodato e ácido fórmico li

berado: Uma amostra de cada polissacarídeo (50mg de cada um) -

foi oxidada com meta-periodato de sódio 0,0lM(100ml) a 0-29C na

ausência de luz.Alíquotas de 5 ml das soluções foram analisadas

âpara o consumo de periodato* 0 o que foi calculado do seguinte 

modo:
CB-A) . Normalidade do tiosulfato 

Molaridade da solução oxidante =X= ------------------------------

ml da alíquota . 2

Moles de periodato Volume total solução oxidante . X .162

< 3Mol hexose anidra g de polissacarídeo . 10

Onde: B = ml de tiosulfato gastos na titulação do branco 

A = ml de tiosulfato gastos na titulação da amostra
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Apõs 95 horas o polímero T 0  havia consumido 0,9 mole de 

periodato; T^g havia consumido 0 , 8  mole de periodato e T̂ ,. ha 

via consumido 0,8 mole de periodato (Fig.7). Todos esses valo 

res representam o consumo de periodato/mol de hexose anidra e 

todos foram obtidos por extrapolação para o tempo zero.

0  ácido fõrmico liberado/moi de hexose anidra em ca-

da um dos sistemas de oxidação após 95 hbras (0,40 para Tq ; 

0,36 para T-̂ g e 0,36 para T-^) foi determinado pelo método de 

BARKER e SOMERS^ e por titulação potenciométrica em atmosfe-

ra de nitrogênio^ . o calculo foi feito com a seguinte equação:

Moles de ácido fõrmico liberados 
  = y

Mol de hexose anidra

ml de NaOH . Normalidade NaOH.Volume solução oxidante .162 
y = ----------------------------------------------------------------

ml da alíquota . g do polissacarídeo . 1 0 ^

~ -r 51 — 52Degradação de Smith dos polissacarídeos : Uma amostra (50

mg) de cada um dos polímeros foi oxidada com meta-periodato de

sódio 0,01M 0.0Oral)_ por 95 horas a 0-2°C na ausência de luz. O

excesso de oxidante foi então destruido pela adição de etileno

glicol (.lml) e as soluções: foram dialisadas contra água corren

te por 48 horas. As soluções, foram concentradas até pequeno vo

lume (_5ml)_ e os polissacarídeos oxidados foram reduzidos com

NaBH-4 (50mg para cada sistema) e após 12 horas o excesso de re

dutor foi destruido pela adição de ácido acético 2M (pH 7,0).

Apõs diãlise de 24 horas contra água corrente, os três siste -

mas foram concentrados (JLml) e submetidos a hidrólise com -

H2 SO4 M por 5 horas a 100°C. Neutralisados com carbonato de bã

rio até pH 4,5 os produtos de TQ , T^g e T-^ foram tratados com

NaBH-4 (50rag para cada sistema), por 12 horas.
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Apôs remoção dos cations com resina Dowex X- 8  (H+ ) (.200-400 mesh), 

os íons borato foram eliminados por tratamentos sucessivos com 

metanol e evaporação a vácuo . Os produtos da degradação de

Smith dos polissacarldeos Tq, T^q e T1 5  foram então analisados 

por cromatografia em papel e cromatografia em fase gasosa na for 

ma de alditol acetatos (.coluna c). demonstrando a presença de gli 

cerol, treitol e galactitol nas proporções mostradas na Tabela 

II. A quantificação foi feita comparando-se as áreas dos picos 

do glicerol, treitol e galactitol com a do pico do arabinitol - 

pentacetato usado como referência quantitativa interna.

Metilação dos polissacarldeos: Os polímeros foram metilados 4

vezes pelo método de HAWORTH.^ do seguinte modo: os polissacarl^ 

deos C0,5g de cada um), foram dissolvidos em água (lOml). e trata 

dos com 25 ml de NaOH a 40% e 12 ml de dimetilsulfato. Esses re 

agentes foram adicionados aos. sistemas de metilação gota a gota 

durante um intervalo de tempo de 4 horas, sob. agitação constan-

te ('agitador magnético), e ã temperatura ambiente. Durante o pro 

cesso acrescentou-se acetona a cada um dos sistemas (_2 0 ml) con-

tendo os polissacarldeos parcialmente metilados. Em seguida, as 

3 soluções foram neutralizadas com H2 SO4 diluido (pH 7,0) e os 

sais foram removidos por diálise contra água corrente por 48 ho 

ras e, finalmente, concentradas a vácuo. Esse processo foi repe

tido mais três vezes. No final dessa etapa de metilação houve -
/

uma recuperação de cerca de 0,45g dos polissacarldeos V  Tio e 

T15 Parcialinente metilados 90% de rendimento) . Os produtos - 

assim obtidos foram dissolvidos em tetrahidrofurano (25ml) e 

tratados com NaOH pulverizado (.5g) e sulfato de metila (.6ml?^-'^ 

gota a gota. As misturas de reação foram mantidas à temperatura 

ambiente sob agitação constante (.agitador magnético) durante 16 

horas.
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Após esse tempo, o solvente foi evaporado a vãcuo e os residuos 

solubilizados com água CLOml). foram neutralizados com ácido su]̂  

fúrico 3M (pH 7,0). Após diãlise, as soluções contendo os polí-

meros parcialmente metilados foram, finalmente, liofilizadas. 

Esse processo de metilação foi repetido mais uma vez, apresen - 

tando uma recuperação de cerca de 0,4g de cada um dos polissaca 

rldeos parcialmente ihetilados (.80% de rendimento)..

Como os polímeros parcialmente metilados derivados de 

T0 , T;lo e ainda apresentavam pequena absorção de grupos OH

quando submetidos à espectroscopia no infra-vermelho, foram me-

tilados mais uma vez pelo método de H A K O M O R I ^  da seguinte ma - 

neira: uma amostra de cada polissacarideo parcialmente metilado 

(40mg de cada um) foi dissolvida em dimetilsulfõxido (5ml) e tra 

tada com 1 0 ml da solução do lon metil-sulfinil por 8 horas à 

temperatura ambiente e com agitação constante. Adicionou-se en-

tão 15ml de iodeto de metila a cada um dos sistemas. Apõs 15min., 

interromperam-se as reações e submeteram-se os sistemas à diálj. 

se por 24 horas contra água corrente extraindo-se, finalmente , 

os polissacarIdeos metilados com clorofórmio. Após evaporação - 

verificou-se uma recuperação de cerca de 25 mg dos polissacarl-

deos já metilados derivados de TQ , e T15 (-50% de rendimento).

Os polímeros metilados dissolvidos em clorofórmio fo 

ram tratados com éter de petróleo (p.e.30-60°C) e submetidos a 

centrifugação. Os polissacarldeos já secos (Tq , [a]^ - 1 5 °  (c , 1 

em clorofórmio ); T^Q,[a]2 5- 9,o°(.c,1 em clorofórmio) e ,

[a] 25_ -ĵ o (c, 1 em clorofórmio), não mostraram mais absorçaõ - 

para grupos OH em espectroscopia no infra-vermelho.

Metanôlise dos polissacarldeos metilados; Os polímeros metilados 

(lOOmg de cada um) foram tratados com a mistura de metanol-HCl a 

5% (lOml) por 5 horas a 100°C em ampôla selada. As soluções res-

friadas foram neutralizadas com carbonato de prata e as misturas
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dos metil glicosideos obtidos dos polissacarídeos metilados de-

rivados de Tq, t1 0  e T ^  foram deixadas na forma redutora por 

tratamento com HC1 0,5M (5ml). por 5 horas a 100°C. Uma vez res-

friadas, as soluções foram neutralizadas com carbonato de pra - 

ta^7, filtradas e liofilizadas. Os açucares metilados na forma 

redutora foram tratados com NaBH^ (pelo mesmo método já antes

descrito na* degradação de Sraithl e os produtos foram acetilados

-• SR
(anidrido acêtico-piridina 1 : 1  v/v). . Os alditol acetatos par -

cialmente metilados derivados de Tq, T^q e T^ 5  foram então ana-

lisados por g.l.c. nas colunas (.a) e (b) (Tabela III).

Ressonância de ^C-n.m.r. dos polissacarídeos: Os espectros de 

Ressonância de ^C-n.m.r. dos polissacarídeos (300mg de cada um) 

foram obtidos em espectrômetro Varian XL-100-FT, usando-se D2 O 

como solvente a 70°C . Os espectros incorporaram 4.09.6 " data

points " com "sweep width" de 5.Q00 Hz (198,4 ppm). Em cada es-

pectro o "acquisition time" foi de 0,4s e o "pulse width" de

2 0  ys. Os deslocamentos químicos (. <5C ) foram expressos em rela

59
çao ao do TMS determinado em experimento separado Ü ^ O  "lock").

Ultracentrifugação dos polissacarídeos^ : 10mg de cada polis -

sacarldeo foram utilizados para os experimentos de ultracentri-

fugação, e os coeficientes de sedimentação determinados em NaOH. 

0,5M C2ml) a 20°C com 28.000-30.000 r.p.m. . As exposições foto 

gráficas foram executadas a intervalos de 2 minutos após a velo 

cidade atingir 30.000 r.p.m. . As seguintes etapas foram neces-

sárias para o cálculo dos coeficientes de sedimentação dos poli. 

meros:

a) Medir a distância x (distância entre a ordenada máxima de ca 

da pico e a borda do eixo que, no presente caso, estava a 7,3cm 

do centro de rotação do motor).. Repetir a operação para cada fo-

tografia obtida.
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b) Multiplicar por M(jfator de ampliação)., para transformar x na 

distância real Cem cm)L.

c) Subtrair esse valor de 7,3 para determinar a distância do pi-

co ao centro da rotação do rotor.

d) Determinar log^O 3-x.M).=log t

e) Graficar log x contra tempo (min.), 

ff Determinar a inclinação = --
dt

g) s= ——— x - ^nT onde w2= radianos/segundo= (2 tt
u>2 dt 60

. d lnx 2,303 d log x e onde ------  = — ----  x----- 2—
dt 60 dt

-13h) Dividir o valor obtido por 10 para expressar o resultado 

em unidades SvedbergCS). Considerar que s é o símbolo para o 

coeficiente de sedimentação e S i usado para expressar unidades 

Svedberg (por exemplo, s=9.,3 S)_.

Desde que o coeficiente de sedimentação ê dependente 

da concentração, as amostras, devera ser analisadas, sempre que 

possível, a diversas concentrações e os valores obtidos extrapo 

lados para a concentração zero. O coeficiente de sedimentação é 

então expresso por s°. Como as amostras dos polissacarídeos TQ , 

T1 0  e T -^5 foram analisadas a diferentes concentrações, os coefi 

cientes de sedimentação devem ser expressos como s°20-0 5M NaOH

Utilizando-se esse método foi possivel verificar que 

os polissacarídeos obtidos das massas de ovos de Ampullarius sp. 

(Pelotas), a diferentes tempos de desenvolvimento embrionário 

apresentam, pelo menos, 2 componentes, um com 40S e outro com 

10S (Figura 5) .

Preparação dos 2-octil glicos.ídeos acetilados: O polissacarídeo 

foi hidrolisado com ácido sulfúrico 0.,25M a 100°C "overnight" , 

o ãcido neutralisado com carbonato de bãrio e a solução liofili
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zada. Os açucares (0,3-3mg) obtidos por hidrólise do polissaca- 

rídeo Tq foram transferidos a uma ampola juntamente com uma go 

ta de ácido trifluoroacético, (-).-2-octanol (0,5ml) e uma peque 

na barra magnética revestida com vidro. A ampola foi fechada e 

aquecida, com agitação, em banho de óleo a 130°C "overnight".

A solução foi então concentrada ã secura em evaporador rotató-

rio conectado a uma bomba de óleo, com a temperatura do banho a 

55°C.

A solução do produto em anidrido acético-piridina - 

(1:1,lml) foi dixada a 100°C por 20 min. e entao concentrada.

O excesso de reagentes foi removido por codestilação com atanol .

A análise por g.l.c. dos derivados foi executada em 

coluna de vidro de SP-1000-(_25mxO , 25mm). a 230°C, e permitiu ex - 

cluir, na estrutura de TQ , a presença de L-galactose.

Determinação enzimática da D-glucose nos polímeros: Uma amostra 

do hidrolisado ácido do polissacarideo C5mg) foi incubada a 37°C 

por 1 hora com o reativo de glucose oxidase, peroxidase e - 

o-dianisidina. Após leitura fotocolorimétrica a 420nm, o polissa 

carideo Tq apresentou 29,6% de D-glucose.

Determinação enzimática da D-galactose nos polímeros: Uma amos -

tra do hidrolisado ácido do polímero C5mg). foi incubada a 30°C

por 1 hora com o reagente peroxidase e o-dianisidina e da enzima

6 2*—  6 3galactose oxidase purificada de Dactylium dendroides

Após leitura fotocolorimétrica a 420nm, o polímero TQ apresentou

65,0% de g-galactose.

- „ 64
Determinação enzimatica da L-fucose nos polímeros : A L-fucose

desidrogenase obtida do meio de cultivo do fungo Pullularia -

pullulans foi utilizada para a determinação da L-galactose, em
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virtude de ser esta enzima especifica para L-fucose e L-galacto 

se. 0 sistema de incubação continha 50 ymoles de tampão glici- 

na/NaOH;pH 10,0; 3 ymoles de NAD+ ; 0,1 a 0,2 unidades de enzi - 

mas purificadas e 0 , 1  e 0 , 2  -ml do hidrolisado ácido tòtal do po 

lissacarldeo. A reação foi acompanhada em espectrofotômetro - 

Varian 635D, termostatizado a 30°C ± 0,1, no comprimento de on-

da de 340nm. Nenhuma atividade foi observada que permitisse su-

por a presença de L-galactose, o que confirmou os dados verifi-

cados na análise dos 2 -octil glicosídeos acetilados obtidos do 

polímero original.

Preparação do Treitol : D-galactose cristalina (lg) dissolvida 

em l,2ml de água, foi tratada com ácido acético glacial (50ml). 

A solução foi submetida à agitação magnética (externamente res-

friada a 16-18°C) e acrescentou-se, aos poucos, num período de 

10 min., 4g de tetracetato de chumbo. Apõs 15 min., ã temperatu 

ra ambiente, a mistura de reação foi tratada com ácido oxálico 

(0 ,8 g dissolvidos em 1 0  ml de ácido acético) e filtrada. O fil̂  

trado foi concentrado a 35°C. O xarope obtido foi dissolvido em 

acetato de etila (25ml) e a solução foi extraída duas vezes com 

porções de água gelada (,2 ml) e então seca com sulfato de sódio 

anidro. A evaporação do acetato de etila a 35°C originou um xa-

rope incolor (principalmente di-O-formil-D-treose) o qual foi 

dissolvido em ácido sulfúrico Q,05MC4ml) e deixado por 5 horas 

a 35°C para haver a hidrólise do grupo formiato. O hidrolisado 

foi neutralizado por adições sucessivas de resina Dowex-1, rege 

nerada com bicarbonato de sódio N e a resina filtrada e lavada. 

Os filtrados combinados continham cerca de 0,5(75%) de D-treose 

que foi reduzida pelo boridreto de sódio originando o Treitol.

Isolamento de 4-0-a -D-qlucopiranosil- cx , 8 -D-galactose: O polis^

sacarldeo (500mg) foi parcialmente hidrolisado com H^SO^ 0,5M
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(50ml) a 70°C por 2 horas. A solução foi neutralizada com BaCO^, 

filtrada e o<filtrado evaporado até dar origem a um produto xaro 

poso. Êsse produto foi fracionado em uma coluna de celulose usan 

do-se, como eluente, acetona-ãgua (.7:1 v/v) que elui glucose e 

galactose, e acetona-ãgua (.4:1 v/v), que elui um dissacarldeo com
n r ^

[a] + 130°C (.c,0,2 em água),. A hidrólise ácida (j0  dissacari-
D 0

deo evidenciou glucose e galactose (.estimados como alditol aceta 

tos) .

Metilação do dissacarldeo : 0 dissacarldeo (5mg) em água (10

ml) foi tratado com dimetil sulfato Clml) e, durante 1 hora,adi 

cionou-se solução aquosa de NaOH gota a gota para manter o pH - 

entre 6 e 1 0 . Êsse processo metila a extremidade redutora e tor 

na o dissacarldeo estável a alcali, de tal modo que pode ser me 

tilado pelo método de Haworth (já citado anteriormente). Depois 

da adição de todo dimetilsulfato, a solução foi aquecida para 

remover o excesso de reagentes e então neutralizada com AcOE.

A solução foi submetida a extração contínua com clorofórmio em 

um extrator por 18 horas.. O extrato foi evaporado e o resíduo - 

metilado por refluxo em iodeto de metila (5ml) contendo óxido de 

prata(_2 g) por 6 6  horas. Os produtos foram obtidos por filtração 

após lavagem do Ag 2 Ü com CH2 CI2 • Os produtos foram então conver_ 

tidos a O-metilhexitois acetilados pelo processo usual e anali-

sados por g.l.c.-m.s. usando-se a coluna (d) demonstrando-se a 

presença de 2,3,4,6 -tetra-O-metil glucitol (53%) e 2,3,6-tri-O- 

-metil galactitol (.47%) , indicando uma estrutura principal de 

4-0- a-D-glucopiranosil-D-galactose.

Ressonância de C-n.m.r. do dissacarldeo obtido de TQ : O es - 

pectro de •'■"̂ C-n.m.r. do dissacarldeo (15mg) obtido do polissa 

rídeo Tq foi obtido com condições experimentais idênticas àque-
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las usadas para os espectros de -*-^C-n.m.r. dos polissacarídeos .

Degradação controlada de Smlth. do polissacarIdeo T0 : Os poliois 

(35mg) obtidos após oxidação pelo meta-periodato de sódio (já - 

descrito) foram dissolvidos em água (lOml), ajustando-se o pH 2 

com H2 SO4 diluido, e a solução aquecida a 100°C por 1 horaD .

0 ácido foi removido com Dow.ex l-XSCHCOj) e a solução foi diali. 

sada. 0 material dialisável C23mg) foi examinado por cromatogra 

fia em papel evidenciando a presença de glicerol e uma pequena

proporção de treitol. 0  polissacarídeo não dialisado (8 mg),quan

13 ~do observado por C-n.m.r., apresentou um espectro no qual nao

havia o sinal de C-l das unidades a-Q-glucopiranosídicas nem o

sinal de C-4 das unidades, de galactose 4-0-substituidas (Figura

10) .
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

Isolamento.e purificação dos polissacarideos; Os polissacarideos 

isolados das massas de ovos do molusco Ampullarius sp.(Pelotas)a 

diferentes tempos de desenvolvimento embrionário (0-10 e 15 dias), 

depois da remoção das proteinas sob condições suaves (enzima pro 

teolltica e método de SevagX foram purificados por complexação - 

com Cetavlon na presença de tampão borato (pH 8,5). Os polímeros 

assim obtidos (Tq> das massas. de ovos coletadas logo após a ovi- 

posição; T10, das massas de ovos coletadas após 1 0  dias de desen 

volvimento embrionário e T-^, das massas de ovos coletadas após 

15 dias de desenvolvimento embrionário) apresentaram apenas uma 

banda quando submetidos a eletroforese. Embora a .análise de ul- 

tracentrifugação do polímero TQ tenha demonstrado dois componen-

tes nesta fração, não foi possivel dissocia-los utilizando-se pe 

neiras moleculares. No presente trabalho não foi tentado outro - 

processo de separação desta fração, visto que para a finalidade 

a que se propõe o presente, o material foi julgado apto. Os polis 

sacarldeos não continham nitrogênio nem grupos carbonila quando 

submetidos à espectroscopia no infra-vermelho.

Composição dos polimeros 5b' Tio e T-L5 : O conteúdo em polissaca- 

rldeo nas massa de ovos de Ampullarius sp. (Pelotas) (.3% em pêso 

sêco para TQ) é menor do que aquele encontrado nas massas de o - 

vos de outros moluscos^/ 17, 23 e varia muito pouco durante o pe - 

rlodo de desenvolvimento embrionário do molusco (.2,5% em piso sê 

co no 109 dia e 2,0% em piso sêco no 159 dia).

Os produtos da hidrólise ácida dos polissacarldeos fo 

ram caracterizados por cromatografia em papel e por g.l.c. como 

D-galactose e D-glucose (Tabela I) o que os torna totalmente di^
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tintos dos polissacarídeos. isolados de moluscos até agora. Ne-

nhuma evidencia foi encontrada para a presença de L-galactose ou 

unidades de galactofuranos.e. Como pode ser visto na Tabela I, o 

número de unidades de D-glucose decresce de 24,2 moles % (em Tq ) 

para 11,3 moles% (.em T-^l enquanto que há um aumento do número 

de unidades de D-galactose de 75,8 mole % (em Tq ) para 88,7 mo-

le % (em .
_ 25

As rotações óticas dos polímeros, [a] d + 4 3,8° ;
25 25

[a]d + 41,2° e [aQD + 40,8° ; respectivamente, sao mais altas

do que o valor de[]a]D+ 21° relatada para os g-D-galactopirana-

nos, sugerindo que, pelo menos, a maioria dos componentes dos -

polímeros estudados têm g-Q-configuração, muito embora indique

também a possibilidade da presença de unidades com a-Q-configu-

ração. As determinações enzimáticas com glucose oxidase, galac-

tose oxidase e L-fueose desidrogenase permitiram excluir, nas -

estruturas dos polissacarídeos estudados, a presença de L-enan-

tiômeros. Além disso, a análise dos derivados 2-octil glicosí -

deos acetilados obtidos dos produtos de hidrólise dos polissaca

rídeos (Figura 31, não apresentou o pico com T=6,96, caracteríjs

tico dos 2-octil glicosídeos acetilados da L-galactose (Figu -

ra 4) .

Ultracentrlfugação dos polissacarídeos: A medida da velocidade 

de sedimentação constitui um dos mais importantes usos da ultra 

centrífuga. Em um único experimento, que requer apenas alguns 

miligramos da amostra e muito pouco tempo, informações extrema-

mente importantes podem ser obtidas a respeito da estrutura - 

química investigada. A presença de macromolêculas pode ser de - 

tectada, os coeficientes de sedimentação determinados e o tama-

nho da molécula estimado, assim como a heterogeneidade molecu - 

lar e a quantidade relativa dos componentes na amostra determi-

nadas .
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TABELA I

Análise por g.l.c. dos produtos da hidrólise ácida dos polímeros

* Mole % nos polissacarídeos
Produto

T 0  T 1 0 T15

Galactitol 75,8 84,0 88,7

Glucitol 24,2 16,0 11,3

*Coluna (.c), isoterma a 190°
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0  princípio do método ê muito simples: as moléculas em 

solução são submetidas a aítas forças centrífugas e suas veloci 

dades de sedimentação medidas. Desde que moléculas individuais 

não podem ser diretamente observadas, a velocidade da média de 

todas as moléculas é medida, determinando-se sua posição na cê 

lula da centrifuga em função do tempo. A população de molêcu - 

las evidencia-se como um pico cuja ordenada máxima é uma indica 

ção bastante precisa de sua posição.

Considerações sobre a técnica utilizada na determina - 

ção dos coeficientes de sedimentação dos polissacarídeos estuda 

dos já foram feitas em Materiais e Métodos. Em geral, se for 

observado um único pico, que seja simétrico e persistente em sua 

trajetória ao longo da célula, o soluto pode ser considerado ho 

mogêneo em ultracentrifugação. Isso não significa, necessaria - 

mente, que o soluto seja homogêneo por outros critérios. Sabe - 

se que algumas misturas de macromoléculas podem dar origem a um 

unico pico quando submetidas a ultracentrifugação. No entanto , 

se êste pico se alargar rapidamente em sua passagem pela célula 

da ultracentrífuga muito provavelmente o soluto ê polidisperso. 

Geralmente, cada pico corresponde ã população molecular de um

dos componentes da mistura e, por isso, os coeficientes de sedi. 

mentação podem ser determinados, para cada um.

Como pode ser visto na Figura 5, cada um dos polissaca 

rídeos investigados (Tq , T-̂ q e T-^) contêm, pelo menos, dois com 

ponentes, um com 10S e outro com 4OS em contraste com o observa 

do na análise por eletroforese, quando então os polímeros exibi-

ram apenas uma banda, e na cromatografia por peneiras molecula-

res, que evidenciaram apenas um componente para TQ , T^q e .

Considerando que os picos se alargam rapidamente, ainda que os 

coeficientes de sedimentação sejam bastante altos, existe a poss
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sibilidade da presença de mais do que dois componentes em cada 

um dos .polissacarideos estudados.

Picos muito largos tornam dificil medições precisas 

pois dificultam a localização das ordenadas máximas. 0  cálculo 

do S envolve o gráfico de lngr(distância radial) contra o tem-

po; a obtenção de uma linha reta indica medida consistente, e 

isso foi obtido para o componente 4OS dos polímeros Tq, T e 

T15* No entan'to / para o componente com 10S o gráfico apresen - 

tou pequenas inflexões, sugerindo a possibilidade da existên - 

cia de dois componentes.

Pode-se observar ainda na Figura 5 que não há dife-

rença significativa nos valores de S das amostras, principal - 

mente do componente mais rápido. No entanto, uma diferença quan 

titativa apreciável se observa no componente mais lento, que sendo 

mais abundante no polímero Tq, tem sua presença diminuida em 

T1 0  e mais ainda em

Espectroscopia de p.m.r. : Na análise por p.m.r. (Figura 6 ) -

nenhum sinal de ressonância foi observado que permitisse supor

— - 67a presença de ácido pirüvico (.<5 1,99-2,09 ppm). f de grupos acetil

(ô 2,70 ppm no espectro do 6 -acetil g-galactopiranosldeo), nem 

de L-fucoseCsinal dos protons de C-6 ), fato que diferencia es-

ses polímeros daqueles isolados de outros moluscos do mesmo gê 

17-19nero

Metilação, oxidação pelo periodato e degradação de Smith. dos po 

lissacarldeos: Os estudos de metilação revelam a presença de D- 

-glucose, exclusivamente na forma de D-glucopiranose, nas extre 

midades não redutoras dos polímeros V T 10 e T15* As unidades de Q- 

.glucopiranose estão, portanto, ligadas ao núcleo da galactana formando uma
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glucogalactana ainda não relatada, em pelo menos um dos compo-

nentes das frações. De fato, a análise quantitativa por g.l.c. 

dos produtos da metanõlise dos polissacarldeos metilados (na 

forma de alditol acetatos parcialmente metilados), revelou que 

o polímero Tq é composto de 29,0 mole% de unidades de D-glu 

copiranose (m/e 45, 117, 161, 205). e 20,0 mole% de unidades 

'de D-galactopiranose (m/e 45, 117, 161, 205) nas extremidades 

não redutoras da molécula; 7,0 mole% de unidades 4-0-substi- 

tuidas (m/e 45, 117, 161, 233); 5,0 mole% de unidades 3,4-di 

-O-substituidas (m/e 45,117).; e 40,0 mole% de unidades 3,6—  

-di-O-substituidas (m/e U I ti83 (Tabela III). Os dados de - 

consumo de periodato (10,9 mol/mol de hexose anidra) (Figura 

7)., ácido fõrmico liberado (10,40. mol/mol de hexose anidra) e 

degradação de Smith. (Tabela II). estão de acõrdo com os dados 

de metilação obtidos para o polímero TQ .

Estes dados permitem concluir que existem 40,0 mole% 

de unidades que consomem 2 mole de periodato/mol de hexose a- 

nidra e liberam 1 mol de ácido fõrmico/mol de hexose anidra, 

tais como unidades apresentando ligações glicosidicas do ti-

po (1 — »6 ) (cadeis lineares) e (ou), unidades terminais não re 

dutoras; 1 0 , 0  mole% de unidades que, embora consumindo perio 

dato, não liberam ácido fõrmico, tais como unidades apresen-

tando ligações glicosidicas do tipo (.1—»-2X ou (1— -̂4) .A presença de 

treitol entre os produtos da degradação de Smith de Tq, ca-

racteriza a existência de ligação glicosldica do tipo (.1-*- 4) 

no polissacarídeo. Além disso, evidencia-se que há 50,0mole% 

de unidades não suscetíveis á oxidação com periodato ,tais 

como unidades apresentando ligações glicosidicas do tipo 

(l->3) ou unidades piranosidicas com ramificações nos carbo- 

nos C-3 e C-6 , C-2 e C-3, C-3 e C-4, e C-2 e C-4 (pontos de 

ramificação).



Moles IO 4_
Md hexose anidro

Tempo (horas)
Figura 7 - Curvas de oxidação com meta-periodato de TQ (©>, t 1q 

( •  ) e T (A) .
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TABELA II

Análise por g. 1.c . dos produtos: da degradação de Smith dos 

Polissacarídeos

•jç
Alditol acetato

**
R
Gal

mM% nos 

T 0

polissacarídeos 

T 1 0  T15

Glicerol-tri 1,54 48, 5 49,5 44,4

Treitol-tetra 1,30 9,6 1 1 , 0 1 0 , 2

Galactitol-hexa 1 ,0.0 37,4 35,3 40,9

Glucitol-hexa 1,13 4,5 3,9 4,5

* Coluna (c> com programação de temperatura (130°-190°C; 4°C / 

min.) e arabinitol pentacetato (.10 p g ). como referência quan-

titativa interna.

* *
Obtidos por cromatografia em papel, solvente (d)
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Por outro lado, o polímero T^q apresentou 15,0 mole% 

de unidades de D-glucopiranose e 23,0mole% de unidades de-D-ga- 

lactopiranose nas extremidades não redutoras da molécula;4,5 mo-

le! de unidade 6 -O-substituidas(m/e 73,.117, 161, 205, 277);11,0 

mole% de unidades 4-O-substituidas; 4,5mole% de unidades de 3-0- 

-substituidas(m/e 73,117,189,233,305); 7 ,0 mole% de unidades 3,4- 

-di-O-substituidas e 35,0mole% de unidades 3,6 -di-0 -substituidas 

(Tabela III). Os dados de consumo de periodato (.0, 8 mol/mol de he 

xose anidra) (Figura 7), ácido fõrmico liberado (.0,36 mol/mol de 

hexose anidra) e degradação de Smith (.Tabela II) estão de acordo 

também com dados de metilação, e permitem concluir que existem 

36,0mole% de unidades que consomem 2 mole de periodato/mol de he 

xose anidra e liberam 1 mol de ácido fórmico, tais como as unida 

des que apresentam ligações glicosídicas do tipo (1 —»-6 ) (cadeias 

lineares) e (ou) unidades terminais não redutoras; 8 ,0 mole% de 

unidades que consomem periodato mas não liberam ácido fõrmico , 

tais como aquelas unidades que apresentam ligações glicosídicas 

do tipo (1 — M )  ou (1— »-2), e 56,0mole% de unidades não suscetíveis 

à oxidação pelo periodato, tais como unidades que apresentam li-

gações glicosídicas do tipo (1— *3) ou unidades piranosídicas com 

ramificações nos carbonos C-3 e C-6 , C-2 e C-3, C-3 e C-4, e C-2 

e C-4 (pontos de ramificação).

O polímero T ^  apresentou, pelos dados de metilação , 

12,0mole% de unidades de D-glucopiranose e 30,0mole% de unidades 

de D-galactopiranose nas extremidades não redutoras da molécu - 

la; 8,0mole% de unidades 4-O-substituidas; 2,0mole% de unida - 

des 6 -O-substituidas; 2,0mole% de unidades 3-O-substituidas ; 

6 ,Qmole% de unidades 3,4-di-O-substituidas e 40,0mole% de uni - 

dades 3,6-di-O substituidas (TabelaTII ). Os dados de consumo de 

periodato CQ,8 mol/mol de hexose anidra) (Figura 7) , ácido fõr-
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mico liberado (0,36 mol/mol de hexose anidra) e degradação de 

Smith (Tabela II) concordam com os dados de metilação. Êsses da 

dos permitem concluir que existem 36,0 mole % de unidades que 

consomem 2 mole de periodato/mol de hexose anidra e liberam 1  

mol de ácido fõrmico/mol de hexose anidra, tais como as unida - 

des que apresentam ligações glicosídicas do tipo (1 +6 ) e (ou) - 

unidades terminais não redutoras; 8 , 0  mole% de unidades que 

consumindo periodato não liberam ácido fõrmico, como aquelas que 

apresentam ligações glicosídicas do tipo (1+4) ou (1+2) e 56,Orno 

le% de unidades não suscetíveis â oxidação pelo periodato, tais 

como as unidades que apresentam ligações glicosídicas do tipo 

(1+3) ou unidades piranosídicas com ramificações nos carbonos C- 

3 e C-6 , C-2 e C-3, C-3 e C-4, e C-2 e C-4 que constituem os pon 

tos de ramificação da molécula.

A presença de treitol tetracetato nos produtos da de-

gradação de Smith dos polímeros confirma a presença de ligação - 

glicosídica do tipo (1+4) nas estruturas dos polissacarídeos ,

mesmo considerando-se a dificuldade de substituição em OH-4 que

6 8 13é axial na D-galactose . No entanto, os espectros de C-n.m.r.

(ver adiante) indicam que as unidades galactopiranosídicas 3,4-di-

-O-substituidas, evidenciadas pela caracterização do 2 ,6 -di-O-me-

ti'1 galactitol acetato (Tabela III'). na análise dos produtos - dos polissacarí-

deos metilados, estão ausentes e que, de fato, ocorreu metilação 

insuficiente. Se essas unidades di-O-substituidas estivessem pre-

sentes, haveria mais do que um sinal de ressonância em cada região 

correspondente ao C-3-0-substituido (ôc 83,2ppm) e ao C-4 O-subs- 

tituido ( ôc 78,5ppm) devido ao efeito da (3-substituição (efeito- 

-8 ) . A ausência do derivado 1,2,5-tri-0-acetil-3,4,6 -tri-O-me -

til-D-galactopiranosídeo na mistura dos O-metil-alditol acetatos 

(Tabela III)permite excluir,nas estruturas dos polímeros, a pre - 

sença de ligação glicosídica do tipo (1 +2 ).
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Um fato importante i a presença de D-glucose nas extre 

midades não redutoras das moléculas dos polissacarídeos, o que 

não havia ainda sido relatado em polissacarídeos isolados de mo 

luscos. Ao analisaritíos, comparativamente, as estruturas de Tq , 

Tio e T-^5 poderemos verificar que a percentagem das unidades de 

D-glucopiranose diminui à medida que o tempo de desenvolvimento 

embrionário evolui. Deve-se notar ainda que, paralelamente ã que 

da do número de unidades de D-glucopiranose, existe o aparecimen 

to de unidades tri-O-substituidas que são,provavelmente, proveni^ 

entes das unidades di-substituidas no polímero original. Verifica 

se ainda um aumento relativo do número de unidades de D-galacto- 

piranose presentes nas extremidades não redutoras das moléculas. 

Êstes fatos nos levam a crêr que há um consumo das unidades de 

D-glucopiranose por parte do embrião do molusco, muito provavel-

mente com objetivo energético. Os dados atuais evidenciam que as 

frações 1 0 S contêm a glucogalactana e que o equipamento enzimati 

co do embrião do molusco libera a D-glucose existente nas extre 

midades não redutoras dos polímeros. Êste fato i corroborado pe-

la diminuição do número de unidades de D-glucose nos polímeros - 

T 1 0  e T15* A fração 40S, que permanece, aparentemente, constante 

durante o desenvolvimento do embrião e,possivelmente, um políme-

ro de D-galactopiranose e seu papel na massa de ovos não fica e£ 

clarecido.

Espectroscopia de C-n.m.r dos polissacarídeos: O objetivo dos 

13estudos de C-n.m.r. em Tq , T^q e T-^ e confirmar suas estru-

turas propostas com base nos dados de metilação, da degradação de 

Smith e no consumo de periodato, que demonstram serem as unidades 

de D-glucopiranose preferencialmente consumidas pelo embrião do 

molusco (Tabela III). Alem disso, o espectro de serve para

confirmar que a maioria das unidades componentes dos polímeros
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estudados têm 6 -configuração, o que também é sugerido pelas ro-

— , ,, -,25 o -
tações específicas dos polímeros (Tq , [a] +43,8 (c,l em agua);

T 1 0  ' +41,2°(c,l em água ) e T1 5 , [ a ] 2 5  +40,8°(c,l em água).

As ressonâncias de C-l das formas piranosídicas da

glucose,xilose, galactose, arabinose, metil glucosídeo e metil

xilosídeo são sensíveis às configurações anomêricas . O sinal

de C-l do metil a-D-glucopiranosídeo (ôc 100,3ppm) está em campo

mais alto do que o sinal de C-l do anômero B(ôc 104,3ppm) e o

sinal de C-l do metil a-p-galactopiranosídeo ('ôc 100,5ppm) está

em campo mais alto do que o sinal de C-l do anômero B(ôc 104,9p

pm) , sendo os experimentos realizados em D2 O a 3 3 ° C ^ . Êsses si.

nais, por outro lado, diferem dos sinais de C-l do metil a-D-ga

lactofuranosídeo (ôc 103,lppm) e do seu anômero B(ôc 109,2ppnJ?

13 <
Nos espectos de C-n.m.r dos polímeros V  T10 e T15

(Figura 8 ), e bastante provável que os sinais em 105,6ppm;105,3 

ppm; 105,lppm e 104,4ppm (obtidos a 33°C) sejam provenientes de 

unidades 3 -D-galactopiranosídicas e (ou) 8 -D-glucopiranosídicas. 

A confirmação dessas possibilidades, no entanto, pode ser obti-

da comparando-se os valores dos deslocamentos químicos dos si-

nais de C-l dos polissacarídeos estudados com os deslocamentos

< - 71químicos dos sinais de C-l de vários galactobiosídeos (Tabe-

la IV). As rotações ópticas polímeros (Tq ,[oQ 2  ̂ +43,8° (c,l em

ãgua)  ; Tin ,[a]25 + 4 1 ,2 °  ( c , l  em ãgua)  e T. c , H  2^+40 , 8o (c ,  1 em -
iU D 1-) D

ãgua) são muito mais altas do que as rotações õticas das 8 -D” 

-galactanas ([oT| 2^ + 2 1 ° ) o que sugere a presença de unidades de 

a -D-galactopiranose e (ou) a-D-glucopiranose. Êste fato foi con 

firmado pela análise do espectro de -^C-n.m.r de TQ (Figura 8 ) 

o qual contem um sinal de C-l a <5c 101,0ppm, a campo mais alto do

que os sinais de C-l a <5 c105, 3ppm, 105,0ppm e 104,0ppm os quais

correspondem a unidade 8 -hexopiranosídicas. O sinal a 6 C 1 0 1 ,0ppn 

ê proveniente de C-l das unidades a.-D-glucopiranosídicas já que
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a hidrólise ã.cida parcial do polissacarideo dá origem a 4-0- a 

-D-glircopiranosil-a , 3 -D-galactose, estrutura confirmada por 

estudos de metilação e pela sua alta rotação especifica ([ot] +

+130 0 ). 0 isolamento deste dissacarldeo aliado ao fato de que 

a degradação de Smith do polissacarídeo, usando-se condições de 

hidrólise suaves, demonstrou a presença de treitol (além do gli 

cerol) evidencia que as extremidades não redutoras da molé-

cula são constituidas da estrutura a-D-Glucp- (1— >-4) - £-D-Galp. A pre-

sença de &-configuração na unidade galactopiranosidica é con -

13firmada ja que o espectro de C-n.m.r do 3 -D-anomero do dis - 

sacarIdeo apresenta um sinal de C-4 a 6 78,7ppm o qual corres-

ponde ao sinal com 6 C 78,5ppm no espectro do polissacarldeo ori 

ginal. Uma correspondência entre os sinais de C-l foi observada 

no espectro do polissacarldeo C<s c 1 0 1 ,0 ppml e no do dissacarl 

deo ( <5C101, lppmFCFigura 9.). Convem ressaltar que o polissacar!. 

deo não dialisado obtido da degradação controlada de Smith,quan 

do observado por -^C-n.m.r, não mais apresentou os sinais de 

C-l das unidades a-D-glucopiranosldicas nem o de C-4 das unida -

des de galactose 4-0-substituidas (Figura 1 0 ).

13
Os espectros de C-n.m.r de V  Tio e T15 mosttam dois 

sinais que podem ser atribuidos a carbonos O-substituidos, ou 

seja, um a 6 83 , 2 ppm (maior) e outro a <5 78, 5ppm (menor) e queC G

estão em campo mais baixo do que os sinais de C-2, C-3, C-4 e

70C-5 das unidades de galactopiranose e glucopiranose . Para que 

possamos concluir algo, ê necessário assumir-mos que os desloca 

mentos químicos dos sinais de ressonância dos átomos de carbono 

dos polissacarldeos são iguais àqueles dos átomos de carbono dos 

monossacarldeos componentes e que possuam a configuração apro - 

priada, e que na O-glicosilação acontece um forte deslocamento 

do sinal do carbono substituido para campo mais baixo (efeito -
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-a) ' , fenômeno que é acompanhado por pequeno deslocamento

dos sinais dos átomos de carbono adjacentes para campo mais al

to (efeito-8 )^ .

Os deslocamentos químicos dos sinais que ocorrem na

O-metilação de grupos hidroxila possuem grande semelhança com

aqueles que ocorrem na O-glicosilação. Para a O-metilação em

sistemas de aneis de seis membros, os deslocamentos do tipo a

são da ordem de +7 a+llppm e os deslocamentos do tipo 8 são da

ordem de - 1  a -2 ppm, ainda que menores valores tenham sido en- 

34 73contrados ' . A metilaçao de um grupo ligado equatorialmen-

72 34 74 75te(e) ou axialmente (.a). ' ' resulta num forte deslocamen-

to do sinal de ressonância do carbono 3(—3 a -5ppm) se a ligação do car-

29bono 8 -oxigenio for axial. DORMAN e ROBERTS consideraram que 

num sistema OM-e OH-a, o deslocamento químico para campo mais 

alto(-4,5ppm) é devido â disposição "gauche" do grupo metoxil 

que interage(sem ligação química; efeito-y; efeito "gaúche" ) 

com o ãtomo de carbono ligado ao substituinte axial.

69 72
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Portanto, os derivados mono-metilados da galactose po 

dem ser usados como modelos bastante aproximados, e podem pos - 

sibilitar o reconhecimento dos sinais de ressonância dos carbo- 

nos O-substituidos nos espectros dos polissacarideos TQ , e

^15* ('om essa finalidade os espectros de ^C-n.m.r. do 2-0,3-0,

4-0 e 6-0metil galactopiranosldeo foram obtidos. Considerando
)

que os açucares apresentavam-se em solução como misturas dos anô

meros a e 3 , foi necessário distinguir os sinais de cada compo

nente (Tabela V)_. Isso foi possível porque cada açucar estava na

forma cristalina de cada um dos isômeros. No caso do derivado 4-

-0 -metil- 3 -D-galactopiranose, na forma cristalina, esse foi

13dissolvido em D 2O e seu espectro de C obtido apos 15 minutos, 

porem antes de ter havido a oportunidade de mutarotação. Os si-

nais do isômero a foram determinados subtraindo-se os sinais do 

isômero 3 original dos sinais do 4-0-metil- a, 3 -D-galactopira 

nose obtido após algumas horas de mutarotação. Técnica similar 

foi usada com o 2-0-metil- 3”D-galactopiranose, 3-0-metil- a-D- 

-galactopiranose e o 6-0-metil- a-D-galactopiranose. A percen 

tagem de derivados furanosídicos nas soluções dos derivados 2 -0 , 

3-0, e 6 -0 -metil é muito pequena e insuficiente para interferir 

na determinação dos deslocamentos químicos dos sinais dos deri-

vados piranosídicos. A atribuição dos sinais (Tabela V) foi fei_ 

ta tendo-se em conta os deslocamentos químicos dos derivados me 

tilados a e 3/ como já descrito. No caso do 6-0-metil- a, 3 -D- 

-galactopiranose, o sinal de C- 6  foi determinado pelo fato de

aparecer como um "triplet" no espectro de -^C obtido com "off -

76 77 78 ressonance decoupling" ' '

Como pode ser visto na Tabela -V, o único sinal que cor

responde ao sinal com ôc83,2ppm dos espectros dos polissacarl -

deos i o de C-3 do 3-0-metil- 3-D-galactose ( ôQ 83,0ppm)„. 0

outro sinal a 6 78,5ppm corresponde ao sinal de ressonância de.
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C-4 do 4-0-metil 3-D-galactopiranose. No entanto, os deslocamen 

tos químicos dos sinais dos anômeros a e 3 que ocorrem na O-meti 

lação são diferentes daqueles que ocorrem na O-glicosilação. Os

metil-galactobiosideos, que recentemente tornaram-se disponi

71 ~ ~ ~
veis , sao padrões muito melhores para a identificação dos ti-

pos de ligações glicosldicas. (.Tabela IV). .Podemos ver que o sinal de 

ressonância de C-3 do metil 3-0-3~D-galactopiranosil-D-$-galactopiranosldeo

(Ôc 84,0,ppm) corresponde ao sinal com ôc 83,2ppm encontrado nos 

espectros dos polissacarídeos estudados. O sinal de ressonância 

de C-4 do metil 4-0-8-D-galactopiranosil-8-D-galactopiranosideo 

tô 78,3ppm) também corresponde ao sinal com 6 78,5ppm dos espec

tros dos polissacarídeos investigados.

Como podemos ver, os deslocamentos químicos do tipo-a 

que ocorrem na O-metiláção diferem um pouco daqueles que aconte-

cem na O-galactosilação. Êsse fenômeno pode ser racionalizado da

seguinte maneira: sabe-se que os deslocamentos químicos dos si - 

79nais de C-l do iso-propil e do tert-buti]ra-D-qlucopiranosIdeo 

estão em campo mais alto C-4 e -7ppra, respectivamente) do que os 

sinais de C-l do metil glicosideo, ocorrência essa inteiramente 

devida ao efeito entre o grupo metil do aglicon e o centro anomê 

rico. O isopropil a-Q-glucopiranosIdeo pode existir na forma dos 

três rotâmeros Cl/2 e 3), devendo-se notar que os dois últimos 

contribuem para o deslocamento dos sinais de C-l para campo màis 

alto pelo fato de haver, nesses casos, uma interação sem ligação, 

entre o grupo CH^ e a região de C-l que, nessa situação, se torna 

mais blindada ("shielding").
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( ! ) (2) (3)

Essas ocorrências servem como modelo para explicar 

os deslocamentos na O-glicosilação, ocasião em que pode acon-

tecer uma interação sem ligação ("non-bonded interaction").. É 

claro que se o metil.glicosídeo e o derivado O-glicosilado 

existissem exclusivamente na forma do rotâmero 1 , o deslocamento químico 

dos sinais de C-l deveriam ser idênticos. No entanto, não ê o 

que se observa comumente, só ocorrendo o fenômeno com a 

a-sophorose e a a-maltose que originam sinais de C-l muito

- 30
próximos dos sinais de C-l do metil a-D-glucopiranosideo

Nos espectros do polissacarídeos, os sinais de C-l 

confirmam os dados de metilação. Como pode ser visto na Tabe-

la IV, os deslocamentos químicos de C-l do metil O-B-D- 

-galactopiranosil-B-D-galactopiranosídeo mostram somente uma 

pequena variação (de ô 104,0ppm a 105,9ppm a 70°C). . No entan 

to, o sinal nos espectros dos polissacarídeos estudados, com 

gc 105,6 , parece se£ proveniente de C-l de unidades de 

D-galactopiranose unidas por ligação glicosídica do tipo (1-K3) 

a unidades B-D-galactopiranosídicas (padrão <5̂ 105,8ppm 

a 70°C ; 105,2ppm a 33 °C), è que o sinal com ô 104,4ppm se- 

ja proveniente de C-l das unidades de D-gáLactopiranose unidas 

por ligação glicosídica do tipo Cl— ^6 ) Cpadrão ô 104,9ppm

a 70 C ou <5 10 4,3ppm a 33 C) .
c
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Uma interessante observação ê que existem 3 sinais

deC- 6  nos espectros de Tq , e T-^ ( com <5 61,3ppm; <£c61,6

ppm e 6 62,lppm) correspondendo a 3 tipos de unidades pirano

sídicas. Êposslvel que um desses sinais seja produzido por C-

- 6  de unidades a-D-glucopiranosIdicas (padrão 6 61,7ppm).

Os sinais atribuidos a C-l das unidades cx-D-gluco-

piranosldicas a <5 101,0ppm e o sinal a <5 78, 5ppm atribuido ac o

C-4 das unidades D-galactopiranosldicas poderiam ser origina-

dos por cadeias laterais visto serem muito agudos o que suge- 

13re, em C-n.m.r., grande movimento do segmento da molécula.

Por outro lado, a largura maior de certos picos de ressonância nos 

espectros dos polissacarldeos pode ser devida ao fato de se - 

rem provenientes de uma mistura de sinais. Em termos matemãti_ 

cos; um fenômeno como este pode ser explicado do seguinte mo-

do: na ausência de um campo oscilante de radiofreqüência, os 

spins se alinham em tomo do eixo do campo magnético aplicado 

com as fases ao acaso, de tal modo que não existe magnetiza - 

ção transversa. Quando se aplica um campo de radiofreqüência 

ao sistema, aparece a magnetização transversa, e os momentos 

magnéticos componentes são polarizados ao longo do eixo do cam 

po. A magnetização decai a zero em função das frequências de 

Larmor presentes na amostra, e os spins de defasam com uma 

velocidade expressa pela constante T2 que ê o tempo de relaxa

mento spin-spin ou transverso ("spin-spin relaxation time").

~ ~ 80 Essa constante pode variar de acôrdo com a equação :

| = 0,05 k X  y2 n [4%  + f (0̂  - o)c) + 3 f (uc) + 6 f (ü̂  + ô )]

Onde f (u) = ̂ , / (1 + 2); # = constante de Planck/ 2 u; YHe jQ =
C 13

constante giromagnéticas para núcleos de proton e C, respec

tivamente; ~ comprimento da ligação C-H; n=número de pro-
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tons ligados ao átomo de carbono; O''— "molecular rotational",

"correlation time" ; e euc ^frequência de Larraor de protons 

13e C, respectivamente.

Portanto, protons presentes em cadeias laterais de 

um polissacarideo deverão sofrer um maior movimento devido ao 

segmento molecular, em contraste com os núcleos da cadeia prin 

cipal, o que resulta num menor valor para o "correlation time" 

i J ç  ). e num maior valor para T2 . Ora, desde que T2 está re 

lacionado com a largura dos picos dos sinais de ressonância,de 

acordo com a expressão v =l/ir , onde 1 / T 2 ® a soma de -*-/T 2 

(velocidade de relaxamento transversoX e l/TÍ, (.contribuição da 

defasagem, que é proveniente da perda de homogeneidade do cam-

po magnético).., valores mais altos de T  ̂ e, por sua vez, maior 

movimento do segmento molecular, resulta em menores larguras - 

dos picos de ressonância.
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