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ABREVIATURAS E SIMBOLOS UTILIZADOS

v/v = volume/volume

p/p = peso/peso

p/v = peso/volume

g.l.c. = cromatografia em fase gasosa
G = tempo de retencao em g.l.c.

Rga] = mobilidade relativa na cromatografia em papel

m/e = massa/carga do ion

\Y = volt

mA = miliampére

M = molar

cm = centimetro

d.i. = diametro interno

g = grama(s)

mg = miligrama(s)

oC = grau(s) Celsius

nm = nanometros

p.e. = ponto de ebuligao

NMR = ressonancia nuclear magnética

.p.m.r. = NMR de prdton

13C—n.m.r = NMR de 13C

TMS = tetrametilsilano

S = deslocamento quimico do sinal em p.m.r.
§, = deslocamento quimico do sinal em 13¢-n.m.r
s = coeficiente de sedimentacao

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-D-glucopyranose and
B-B-galactopyranose, and 3,6-di-O-substituted B—g—gmlacuxynmxmyl
units. One or more the polysaccharide components was a D-glucopyrano-D
-galactopyranan with nonreducing end-units of a-g—glucopyranose
linked (1—4) to adjacent B-D-galactopyranosyl units. Such a
structure, with a—g—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.



RESUMO

Preparagoes de polissacarideos isolados das massas

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

das por precipitacao com Cetavlon na presenca de tampao bora-
to, verificando-se serem compostas de unidades de galactose e
uma menor proporgao de glucose. A ultracentrifugagdo demons -
trou serem as preparagoes constituidas de dois componentes,ﬁm
com 10S e outro com 40S. O polissacarideo isolado das massas
de ovos coletadas logo apbs a oviposigao & altamente ramifica
do e possui a—g-gluCOpiranose e B-D-galactopiranose nas extre
midades nao redutoras,e unidades - B—E-galactopiranosidicas 3,6-
-di-O-substituidas. Um ou mais dos componentes dos polissaca-
rideos & D-glucopirano-D-galactopiranana com as extremidades
nao redutoras compostas de unidades de a—g—gluCOpiranose liga
das a unidade adjacentes de B-D-galactopiranose por ligagao -
glicosidica do tipo (1—4). Uma estrutura desse tipo, com uni
dades a-D-glucopiranosidicas, nao havia ainda sido descritaem
polissacarideos contendo galactose e isolados de massa de ovos
ou glandula de albumen de moluscos.

A preparagao de polissacarideo obtida das massas de
ovos coletadas logo apds a oviposigao, e as preparagoes obti-
das das massas de ovos coletadas apds 10 e 15 dias da oviposi
cao, sao estruturalmente diferentes entre si. Com a passagem
do tempo, acontece uma diminuicao progressiva do componente -
10S e um decréscimo paralelo na proporgcao de glucose, sugerin
do que tais constituintes sao consumidos, preferencialmente ,

pelo embriao do molusco.



INTRODUGAO

Quimica e Bioquimica dos polissacarideos isolados de moluscos

HAMMARSTEN!, em 1885, demonstrou a presenca, na glan-

dula de albumen de Helix pomatia, de um polimero distinto do

glicogénio e que ele denomimou de’"tierisches sinistrin". Desde
entao, grandes progressos tém sido alcancados no campo da quimi
ca e da bioquimica dos polissacarideos isolados de moluscos, o
que & sumarizado a seguir: o térmo "galactogénio" para designar
ésse polimero ([d]D-lB,SSO) foi proposto por MaYZ?, por analo -
gia ao "glicogenio" pelo fato de ser a molécula formada apenas

por unidades de galactopiranose3. No presente trabalho usare -
mos apenas O térmo galactana para os polimeros. O mesmo autor4,

em 1932, verificou na massa de ovos de H.pomatia, alta propor -
cao de galactana (37,8% em péso séco) com uma rotagao otica de
[a]D-22,73O . Como a rotagdo dtica ([a]p+ 53,6°) do hidroli-
sado acido da galactana da massa de ovos de E.Qomatia4'5 nao era
compativel com aquela esperada para uma mistura em equilibrio de
a e f-D-galactopiranose ([bﬂD+80,5°) , BALDWIN e BELL® sugeriram
a possibilidade de ser a galactana de H.pomatia constituida de
unidades de D e E—galactopiranoses. Essa hipotese foi confirma -

da por BELL e BALDWIN’/ e MAY e WEINLAND®™?

nas galactanas isola-
das das massas de ovos e da glandula de albumen de H.pomatia.Uma
relagao de 6:1 entre D e L-galactopiranose foi observada por

7

BELL e BALDWIN'em galactanas de glandula de albuimen de H.pomatia

enquanto que uma relacao de 7:1 foi encontrada por MAYE;WEDﬂJWDsfg
em galactana isolada da massa de ovos do mesmo molusco. Recente-
mente a presenga de D e L-galactose (relagao de 6:1) foi confir-

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

sado acido deste polimero foram analisados por cromatografia em fase



gasosa (g.l.c.) na forma de derivados (+)-2-octil galactosideos
acetiladosiO.

SCHLUBACH e LOOPY! foram os precursores dos estudos de
metilagéo em galactanas de moluscos. Estes autores, em 1937, ve-
rificaram que os produtos de hidrdlise do polimero isolado do
H.pomatia, quando metilados, apresentavam quantidades equimole-
culares dos derivados tetra- e di-metil galactose e que foram
identificados posteriormente por BALDWIN e BELL® como sendo o
2,3,4,6-tetra-O-metil- galactopiranose e o 2,4-di-O-metil -
galactopiranose. A partir desta verificagao, BALDWIN e BELL® -
postularam que a molécula da galactana deveria possuir um ti
po de estrutura possivel de ser formulada de duas maneiras alter
nativas (Fig.l): a) Uma cadeia principal formada por unidades
de (1—3)- B —-galactopiranose em cujos‘cérbbnos primarios (C-6)
se ligam cadeias simples de B-galactopiranose e b)-modelo al-
ternativo que seria o inverso do primeiro, contendo uma cadeia
principal de unidades de (1*6)- B-galactopiranose em cujos car-
bonos C-3 se ligam cadeias simples de B-galactopiranose. Uma
estrutura desse tipo n3o permitiria, portanto, a obtencao de de
rivados tri-O-metilados no hidrolisado acido do polissacarideo
metilado. No entanto, esta presenga foi verificada por BELL e
BALDWIN’ que, por esta razao, consideraram os derivados tri-O-
-metilados, isolados nos produtos do hidrolisado da galactana -
metilada, como provenientes de metilagao incompleta.

Em 1953, O'COLLAl2 submetendo a galactana de H.po-
matia a degradagéo de Barry, mostrou que os modelos estruturais
alternativos propostos por BALDWIN e BELL® eram, na realidade ,
uma simplificagao, e que o polissacarideo era do tipo arborifor
me no qual as unidades de B-galactopiranose estavam unidas por
ligagbes glicosidicas alternadas (1—3) e (1—6) (Fig.2). Nessa

nova estrutura proposta, as unidades terminais nao redutoras e
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Figura 1 - Modelos alternativos propostos por BALDWIN E BELL (6)



as unidades internas da molécula se apresentavam em quantidades
equ_imoleculares, permitindo , tearicamente, que:- o hidrolisado
acido do polissacarideo metilado apresentasse quantidades equi-
moleculares de 2,3,4,6-tetra- e 2,4—di—9—rhetil-l__)_-galactopj_ranose.
Desde entao um grande nimero de polissacarideos iso-

lados de moluscos téem sido investigados. A galactana de glandu-

la de albimen de Biomphalaria glabrata foi estudada por CORREA

et all3e os resultados obtidos da degradacao de Barry e axidagao
com meta-periodato eram compativeis com o modelo proposto por
o'coLLal?. por outro lado, os dados de metilagao obtidos da ga

lactana de glandulas de albimen de Strophocheilus oblongus14 nao

se adaptavam aos modelos até entao propostos. DIAZ E DUARTELS apli-
cando a degradagao controlada de Smith a galactana da glandula
de albumen de _S_.oblclangﬂus; Sugeriram um modelo estrutural alta-
mente complexo para o polimero. HONDAL® estudando os oligossaca-
rideos obtidos da hidrélise acida parcial da galactana isolada

da glandula de albumen de Megalobolimus paranaguensis, caracterizou

duas series hamdblogas de oligossacarideos cujas estruturas se ajustavam
ao modelo anteriormente proposto por DIAZ e DUAR’IElS. FEIJO e DUARTEl 7,
" investigando o polissacarideo isolado da massa de ovos de Am -

pullarius sp. (Morretes) verificaram ser o polimero altamente

ramificado e contendo D-galactose (98 mole%) e L-fucose (2 mole%)
com os pontos de ramificagao em C-3 e C-6 das unidades de B-D-galactopira-
nose. Além das ligagOes B-(1+3) e B-(1+6) foi cbservada também uma percen-
tagem (11 mole®) de unidades (l+2)—8—13—galactopi‘ramse, o que o diferenciava
dos outros polissacarideos de moluscos até entdo estudados. DUARTEL® carac

terizou um polissacarideo dcido na glandula de albimen de Pomacea (=Ampulla

rius) lineata SPIX (Recife) que era composto de unidades de D—galactopirano

se, acetais de acido pirivico e grupos acetil numa relagao molar de 17 :

1: 14, respectivamente. A autora, embora nao tenha esclare-
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de Helix pomatia.




cido a posigéo dos acetais de acido pirtvico, demonstrou, entre
tanto, que a ligagao acetdlica (carboxietilideno) deste ceto
acido nao envolvia os carbonos C-4 e C-6 das unidades do polime
ro. No entanto, em trabalho posteriorl?, a configuracdo acetali
ca do acido pirtvico foi finalmente esclarecida e envolvia os
atomos de oxigénio ligados aos carbonos C-3 e C-4 de algumas -
unidades de D-galactopiranose constituintes do polissacarideo.
Apesar de muitas galactanas isoladas de moluscos ja
terem sido estudadas, permanece ainda sem elucidacao seus pa -

peis bioldgicos. WEINLANDZC

demonstrou que existe uma enzima na
glandula digeétiva (hepatopancreas) e no suco digestivo de H.
pomatia que & capaz de hidrolisar a galactana contida na massa
de ovos deste molusco sem, contudo, esclarecer seu mecanismo. E
sabido que a galactana das glandulas de albﬁﬁén & semelhante a
encontrada na massa de ovos dos respectivos moluscos. Isso suge-
re que as galactanas sintetizadas na glandula de albimen sejam
eliminadas juntamente com a massa de ovosiZ, Apds a hibernacao
dos molusc0521, a quantidade de galactana encontrada na massa de
ovos de H.pomatia & maior que 6 decréscimo da quantidade do refe
rido volimero verificado na alandula de albumen, sugerindo o fa-
to a possibilidade de uma transformagao de glicogénio em galacto
génio. Foi verificadozz, no entanto, que na massa de ovos recen-
te de.H.pomatia ndo ha glicogénio, sO sendo possivel sua detecgac
apds o 169 dia do desenvolvimento embrionario do molusco.
HORSTMANN23 observou que 46 a 78% do galactogénio da massa de -

ovos de Lymnea stagnalis era consumido durante o periodo embrio-

nario do molusco(25 dias) e que o glicogénio, mesmo em pequenas
proporgoes, sO aparecia na metade desse periodo. IACOMINI e

DUARTE24, estudando a galactana das massas de ovos de Biomphalaria

glabrata coletadas logo apds a oviposigao verificaram, por meti-

lacao do polimero original, que €ste era composto de 43% de -



extremidades nao reduforas, 43% de unidades de B-D-galactopira-
nose 3,6-di-O-substituidas, 11% de unidades 3-O-substituidas e
3% de unidades 6-O-substituidas. Estudos de metilagao no polime
ro obtido das massas de ovos do.molusco apds 5 dias de desen -
volvimento embrionario, mostraram um decréscimo do nimero de u-
nidades nas extremidades nao redutoras e do nimero de unidades
3,6,di-O-substituidas (de 43% para 34%), um aumento do numero de
unidades 3-O-substituidas (de 11% para 19%) e de unidades 6-0-
-substituidas (de 3% para 11%). Essas investigagoes permitiram -
concluir que o embriao de B.glabrata consome a galactana a par -
tir das extremidades nao redutoras do polissacarideo , fato és-
se responsavel pelo aumento aparente na percentagem de unidades
de (1+3)- e (1+6)- g-D-galactopiranose.

Mesmo levando-se em consideragao o grande numero de
trabalhos realizados sobre quimica de galactanas, muitos aspec-
tos envolvendo a fungao bioldgica dessas macromoléculas permane
cem ainda quase que inteiramente desconhecidoé. Apesar de nao
terem sido ainda esclarecidos tambem 65 verdadeiros macanismos
de sintese e degradagao das galactanas, quer na glandula de al-
bimen quer na massa de ovos, algumas investigacgOes tém sido rea
li-zadas nesse campo. GOUDSMIT e RAMZS postularam a hipotese de
que o inicio do ciclo reprodutivo dos gastrdpodas (H.pomatia) &
desencadeado por neurohormonios. O dorgao alvo, a glandula de
albumen de H.pomatia, quando incubada na presenga de homogenato
de cérebro do mesmo molusco (glanglios circunfaringeos; mostra
um ‘aumento significativo (2-10 vezes) na atividade especificade

galactana}4c,

Espectroscopia de Ressonancia Nuclear Magnética

A espectroscopia de Ressonadncia Nuclear Magnética -

(NMR), tanto de 13C(13C—n.m.r.) como de proton (p.m.r.) & uma



técnica que tem sido amplamente utilizada na analise estrutural
de polissacarideos. Este método tem sido frequentemente usado -
para confirmar estruturas ja determinadas por outras téchicas "
tais como a analise por metilagado, oxidagado pelo periodato etc.
No entanto, am alguns casos, tem sido usada para identificar -
certos substituintes como acetato e malonato, para determinar a
configuragao anoméricag ouge se o anel do agucar & piranosidi-
co ou furanosidico. Nesse método procura-se relacionar os deslo
camentos quimicos dos sinais de ressonancia obtidos nos espec -
tros de determinado polimero com os deslocamentos quimicos de
sinais de estruturas quimicas conhecidas. A 13C--n.m.r. consti -
tuiu, até bem recentemente, uma area muito restrita da espec -
troscopia de NMR. Muito embora espectros de 13C tenham sido
obtidos com sucesso, mesmo por volta de 1957, essas investiga -
¢Oes ocorriam em poucos laboratdrios por uma série de dificul -
dades técnicas que foram, recentemente, superadas com a incorpo
ragao dos "Fourier transform" aos espectrOmetros por volta de
1970. Mesmo que, em determinados casos, a 13C—n—m.:; seja um
complemento da Ressonancia Nuclear de prdoton, na realidade ela
preenche uma grande lacuna em relagao a esta ﬁltima técnica. A
p.m.r., no entanto, & muito mais sensivel do que a técnica do
13C, 0 que & muito importante no caso de polissacarideos que for
mam solugoes viscosas.

ALLERHAND?® & de opiniao que a quantidade de informa-
¢oes que podem ser obtidas por p.m.r. diminui a medida que o ta-
manho e a complexidade da molécula aumentam. Esse fato & agrava
do pela tendéncia que tém os protons, nos polimeros, de apresen
tarem valores muito baixos de T, ("Spin-spin relaxation time")e,
portanto, sinais de ressonancia com picos muito largos. Por outro

lado, os espectros de 13C—n.m.r., por apresentarem sinais bem



mais estreitos ("narrow line width"), sao muito melhor resolvi-
dos, tornando mais facil a interpretacao.

Em 1978, JENNINGS e SMITH27 revisaram os métodos uti-
lizados para a atribuicdo dos sinais usando, como exemplos, po-
lissacarideos selecionados, fornecendo os dados basicos para a
obtengdo de espectros de 13C com desacoplamento dos sinais dos
protons, modo que permite revelar muitas informagGes sobre as
estruturas dos polimeros. Carboidratos foram largamente estuda-
dos utilizando-se técnicas do 13c28. pe modo analogo a p.m.r.,
a 13C-n.m.r., permite a detecgao, em polissacarideos, de grupos
substituintes tais como acetato, malonato, fosfato ou sulfato ,
de maneira relativamente simples. No entanto, para se determi -
nar a posicao da O-glicosilagdo & sempre necessario correlacionar
cada sinal obtido no"espectro com um determinado atomo de carbo
no da estrutura em estudo. Para tal, assume-se que o deslocamen
to quimico dos sinais dos atomos de carbono dos polissacarideos
sao quase iguais aqueles dos atomos de carbono dos monossacarideos
componentes e que possuam a mesma configuragao e tamanho do a -
nel. Um forte deslocamento do sinal para campo baixo ("downfield
shift ") ou efeito - , significa O-glicosilagao neste atomo de
carbono, fenOmeno éste acompanhado, na maioria dos casos, por
um pequeno deslocamento dos sinais dos atomos de carbono vizi -
nhos para campo mais alto ("upfield shift") ou efeito-B8 .
DORMAN e ROBERTSzg, em 1971, no primeiro estudo sobre l3C—n.m.r.
em polissacarideos, verificaram que o espectro do amido solivel,
contendo 10 a 15% de amilopectina, apresentava seis sinais de
ressonancia, e que éstes sinais eram deslocados para campo alto
quando se tratava a solugao com NaOH 1M, com excessao dos sinais
de C-5 e C-6. Isso foi atribuido & ruptura da hélice intramole-

cular com consequente mudanca nos angulos de torsao ¢ e Y das

ligagOes glicosidicas, o que determina uma variagao na blindagem
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eletrdnica dos dtomos de carbono da estrutura. UsUI30 e colabora
dores relataram dificuldades na obtencao de espectros de 139 da
amilopectina e do glicogénio em funcdo da baixa solubilidade dos
polimefos e da largura excessivé dos picos de ressonancia.

As investigagoOes tornaram-se mais faceis, no entanto, com a
dextrina limite do glicogénio e da amilopectina de plantas, cu-
jos sinais de ressondncia sdo similares Aqueles das estruturas
originais. O espectro de 13¢ @ga B-dextrina do glicogénio de
figado de coelho, por exemplo, foi comparado aos espectros de
13c ge isomalto-oligossacarideos e estruturas de a-g-glucopirg
nose (1>4)-substituidas, confirmando-se assim a estrutura do po
limero. COLSON31 e colaboradores, investigaram D-glucanas sin-

tetizadas por enzimas isoladas de diversas cepas de Streptococcus

mutans JG2 . Estudos de metilagao revelaram a presenca de liga-
coes glicosidicas dos tipos oa-(1+3) e oa-(1-6) com ramifica -
¢oes. A comparacao dos sinais de ressonadncia de C-1 e dos ato-
mos de carbono O-substituidos dos polissacarideos com os sinais
dos atomos de carbono de dissacarideos e polissacarideos conhe-
cidos, excluiu qualquer possibilidade de ter o polimero uma ou-
tra estrutura além da prevista. GORIN32, analizando os espec -

l3C de oligossacarideos obtidos por acetdlise parcial de

tros de
mananas produzidas por leveduras, determinou os deslocamentos -
gquimicos dos sinais de ressonancia dos atomos de carbono das
estruturas em estudo. Tal fato torna hoje possivel o estudo por
13C—n.m.r de mananas que possuam sinais de ressonancia em comum
com os oligossacarideos estudados. Utilizando-se os dados de
13con.m.r e de metilacd3o foi possivel demonstrar33 que a D-ga -

lacto-D-manana obtida por extragao alcalina das hifas de =

Aspergillus niger 2022 possui cadeias laterais médias de 4 uni-

dades de (1*5) B-D-galactofuranose unidas ao niicleo da manana -

por ligagao glicosidica do tipo (1+6). A presenca da galactose
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na forma furanosidica e nao piranosidica ficou demonstrada pelo
sinal de C-1 qué,no caso das unidades B-D-galactofuranosil,apa
rece em campo muito baixo (60 106,6-109,5).

Como podemos ver, muitos polissacarideos tém sido es-
tudados e suas estruturés quimicas definidas com O emprego da
espectroscopia de 13c-n.m.r e p.m.r. . No entanto, estas técni-
cas nao tém sido aplicadas as investigagoes de polimeros de D=
-galactopiranose.

Uma das finalidades do presente trabalho &, estudando

o polissacarideo isolado da massa de ovos de Ampullarius sp. (Pe

lotas), contribuir para.o esclarecimento de sua estrutura, uti-
lizando para tal, alem das técnicas analiticas convencionais, a
espectroscopia de NMR. Como sabemos que os espectros de polissa
éa&idéos podem ser interpretados com base nos espectros de com-
postos similares mais simples como, por exemplo, os derivados -

mono-O-metil dos correspondentes metil glicosidios34733, &sses

13C, assim como os oligossacari-

derivados foram analizados por
deos estruralmente relacionados ao polimero original.

Como & sabido, em varios moluscos gastropodas a galac
tana € sintetizada na glandula de albumen e degradada na massa
de ovos pelo molusco ainda na sua fase embrionaria, época em
que o mesmo ainda nao dispoe de glicogénio.

No entanto, o mecanismo de degradacao da galactana na
massa de ovos, assim como varios aspectos relacionados com sua
sintese, nao foram ainda elucidados.

Por eéste motivo, uma outra finalidade da presente in-

vestigagdo e comparar a estrutura do polissacarideo original ,

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

a oviposigao, com as estruturas dos polimeros obtidos das mas -
sas de ovos do mesmo molusco apos 10 e 15 dias de desenvolvimen

to embrionario. Um estudo comparativo dessa natureza contribui-



ra para o esclarecimento do mecanismo pelo qual o embriao

Ampullarius sp. (Pelotas) degrada o polissacarideo da massa

OvVOos.

12

de

de
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MATERIAIS E METODOS

Médodos gerais: A polarimetria dos polissacarideos foi obtida

com polarimetro Perkin-Elmer modélo 141 a 25°C. Os poliﬁeros -
foram submetidos a eletroforese em equipamento Perkin-Elmer 38
(tampao borato pH 9,0;20 mamp e 150V), e em celogel com equipa
menfb Fanem de acOrdo com DUDMAN e BISHOP36, apresentando ape-
nas uma banda. A espectrometria em infra-vermelho foi determi-
nada em discos de KBr em espectrofotometro Beckman IR-8. A
g.l.c. foi realizada em cromatdografo F&M modélo 810 R-12, com
ionizacao de chama, e em cromatdografo Jeol JGC -20K,com ioniza-
cao de chama, utilizando-se He e N, como gas 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 pés) de 120°C a 170°C(40C/min. .
"Then hold"), com detetor a 250°C, camara de injecao a 195°C e
fluxo de gas de arraste de 10ml/min.; b) OV-225 em coluna capi
lar de vidro com 30m, de 95°C a 2300C(2°C/min.138; c) 3% p/pde
ov-225 em‘Chromosorb Q de 80-100 mesh, com coluna de 120x0,4cm
(d.i.139, isoterma a 190°Ce com programagao de temperatura -

(130°C a 190°C; 4°C/min.), com detetor a 250°C, camara de in-
jecao a 220°C e fluxo de gas de arraste de 40ml/min.; d) OV-17
e 0V-225(3:1) em coluna capilar de vidro com 30m, de 95°C a
230°C. A analise quantitativa foi feita na coluna (a) usando-
se os derivados alditol acetatos parcialmente metilados. Nas
colunas (a), (b) e (c) os tempos de retengao dos derivados fo-
ram referidos ao do 1,5 di—g—acetil—Z,3,4,6-tetra—g—metil-2-

-glucostdeo. Em algumas andlises por g.l.c. as areas dos picos

|
40 e em outras o foram por

foram calculadas por triangulagao
integracao automatica. A espectrometria de massa foi realizada
com os derivados alditol acetatos parcialmente metilados em es

pectrometro marca Finnigan (g.l.c.-m.s.) modelo 4000, acoplado



14

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 Canadd, R.R.2, Blenheim, Ontario, NOP 1A0,Cana
da ) com 30mx0,25mm(d.i.) . As injecoes foram feitas diretamen-
te na coluna a 50°C com a finalidade de se obter uma faixa es -
treita dos solutos4l, € entao rapidamenﬁe programada (40°C/min.)
a 1820C("hold"). O gas de arraste foi He com a velocidade li -
near de 22cm/s.

Os diferentes polissacarideos obtidos foram: T iso-

OI

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

go apbds a oviposicao (6-10h); TlO' isolado das massas de ovos do
mesmo molusco apds 10 dias de permanéncia destas nas paredes do
aquario e TlS’ isolado das massas de ovos do mesmo molusco apos
uma permanéncia das mesmas por 15 dias nas paredes do aquario.

Os polissacarideos hidrolizados (HZSO4 0,5M; 100°C; 18h; neutra

= foram submetidos a cromatografia em papel

lizagao com BaCOj)
Whatman n? 1 e n?® 4 usando-se 0s seguintes sistemas de solven -
tes: e) 1:5:3:3 (fase superior) benzeno-l-butanol-piridina-agug;
f) 9:2:2 acetato de etila-piridina-agua; g) 200:17:1 butanoné -
-dgua-ambnia. Os agucares foram visualizados com nitrato de -
prata alcalino 43 5u cloridrato de p-anisidina (derivados meti-
lados)44. A mobilidade dos agucares livres em cromatografia em

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

Gal
acucares metilados foi relativa a do 2,3,4,6—tetra—9—metil~2-

-glucosideo (RG). A cromatografia em camada delgada foi executa
da em silica-gel com os seguintes sistemas de solventes: h) 9:1
benzeno-metanol e i) 200:47:15:1 benzeno-etanol-agua-acido acé-
tico. A visualizagdo foi feita com acido sulfurico-etanol a 5%

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

¢ao a do D-arabinitol pentacetato.
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A acetilagao dcs agucares foi feita com anidrido acético-piridi-
na (l:l{‘por 4h a 1009C. Esta mistura foi tratada com agua (2 -
40C) e os agucares acetilados foram extraidos com cloroformio.
A piridina contida na solugao foi eliminada por tratamentos su
cessivos com solugao de acido sulfarico 1M. A piridina restante
foi eliminada por evaporagoes sucessivas com tolueno.

A determinagdo do agucar total e das proteinas foi fei

45 46

ta pelos métodos do fenol-acido sulfarico e de LOWRY ~, res -

pectivamente.

Isolamento e purificacao dos polissacarideos: Moluscos de género

Ampullarius sp. foram coletados no mes 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 aquario com
aeragao artificial. Os moluscos (alimentados diariamente com fo
lhas de agriao) depositaram suas massas de ovos diretamente . nas
paredes de vidro do aquario. Aquelas massas de ovos coletadas lo-
go apds a oviposigao (6-10h) (32 massas.de ovos), foram referi -
das como tempo zero. As massas de ovos restantes foram deixadas
nas paredes do aquario por mais tempo; aquelas coletadas apds 10
dias da oviposigao (28 massas de ovos) foram referidas como tem-
po dez, e aquelas coletadas apds 15 dias da oviposicao (25 massas
de ovos), referidas como tempo quinze . As massas de ovos restan-
tes, em numero de 17 (controle da eclosao), permaneceram nas pare
des do aquario apds o 159 dia e, nas condigoes do experimento #
cerca de 100% dos seus ovos eclodiram entre o 169 e 179 dia ’
liberando os moluscos com cerca de 2mm de didmetro.

As massas de ovos assim obtidas (tempo zero, tempo dez
e tempo quinze) foram homogenizadas com acetona (200ml) em liqui-
dificador e o material centrifugado. Os residuos dos polimeros fo

ram entdo tratados com uma mistura de cloroformio: metanol (2:1v/v)
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(100 ml) e novamente centrifugados. Os residuos assim obtidos fo

ram tratados com n-butanol saturado com agua(l50ml), em refluxo,

durante 6 horas. Apés-filtragéo dessas misturas, os solidos obti
dos foram lavados com acetona, secos a temperatura ambiente e,em
seduida, a vacuo dessecador com pentdxido de fosforo). Os pds ce
tonicos (Ty=33g; T,(=289; T;5=229) foram entao suspensos em ace
tato de amdnio 0,1M(600ml;pH 8.5) e submetidos a desproteinizagao
com protease Sigma(2x100mg para cada sistema). As trés mistukras

foram deixadas 72 h a 37°C com tolueno como preservativo. ApOs es
se tempo, as solugoes contendo os polissacarideos foram centrifu-

2, ApOs

gadas e submetidas a desproteinizacao pelo método de Sevag
nova centrifugacao, as fracoes aquosas obtidas no processo de Se-
vag, foram tratadas com etanol (3. volumes) e novamente centrifuga-
das. Osﬂmateriais precipitados foram entao lavados com acetona,se
cos a teﬁpefatura ambiente, dissolvidos em agua e liofilizados.Os
residuos secos (To=l,89; T 9=1,59 e T15=l,4g) foram dissolvidos en
agua(100ml) e fracionados por adigao de brometo de cetiltrimetila
monio (Cetavlon) a 5% (100ml). Os produtos obtidos apds tratamento
com acido acético 2N e precipitacao com etanol (Ty=1,09; 55,5%

[U.]l—§5+43,80 (_C,l em égua)_; T 0=0’99'; 60,0% [QJ§5+41120 (,C,l em a_

1
gua) ; T,:=0,8g; 57,1% [bﬂ35+40,80(c,1 em agua), apresentaram apenas um pico
quando submetidos a analise cromatografica em Sephadex G-200(coluna 80x2cm;10ml/

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

Hidrdlise acida dos polissacarideos purificados: Amostras dos

polissacarideos TO' Tio0 © T15 (10mg de cada um) foram hidrolisa-
das com H,S0, 0,5M(1ml) durante 18 horas a 100°C emampdlas sela
das. ApOs neutralizagdo do acido (carbonato de bario pH 4,5) e
concentracao a vacuo (evaporador rotatdrio), os produtos dos 3

sistemas de hidrdlise foram analisados por cromatografia em papel
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(solvente e) e visualizados com p-anisidina-HCl. Parte de cada
um dos sistemas de hidrdlise tiveram seus agucares reduzidos -
com boridreto de sddio e os &lcoois resultantes foram acetila-
dos (piridina—aniarido acético 1:1 v/v). Os alditol acetatos -
assim obtidos foram analisados por g.l.c. (coluna c) o que re-
velou a presenca de galactitol hexacetato e glucitol hexaceta-

to nos hidrolisados de Ty, Ty e T15 (Tabela I).

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

sacarideo To (300mg) foi dissolvido em D30 (4ml) e os espectros
obtidos em espectrOmetros Varian HA-100 e Varian XL-100 a 70°C.
Os deslocamentos quimicos ( 6 ) foram baseados no deslocamento
quimico 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 1ls e "pulse

width" de 25 us .

Oxidagao dos polissacarideos pelo periodato e acido formico 1li

berado: Uma amostra de cada polissacarideo (50mg de cada um) -
foi oxidada com meta-periodato de sodio 0,01M(100ml) a 0-29C na

auséncia de luz.Aliquotas de 5 ml das solugoes foram analisadas

48

para o consumo de periodato o0 que foi calculado do " seguinte

modo:
(B-A) . Normalidade do tiosulfato

Molaridade da solugdo oxidante =X=
ml da aliquota . 2

Moles de periodato Volume total solugao oxidante . X .162

Mol hexose anidra g de polissacarideo . lO3

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

A = ml de tiosulfato gastos na titulagao da amostra

1l



18

Apds 95 horas o polimero T, havia consumido 0,9 mole de
15 ha

périodato; Tig9 havia consumido 0,8 mole de periodato e T
via consumido 0,8 mole de periodaté (Fig.7) . Todos esses valo
res representam o consumo de periodato/mol de hexose anidra e
todos foram obtidos por extrapolagao para o tempo zero.

O acido formico liberado/mol de hexose anidra em ca-
da um dos sistemas de oxidagao apds 95 horas (0,40 para TO :
0,36 para Tio0 © 0,36 para Tyg5) foi determinado pelo método de
BARKER e SOMERS4? e por titulacdo potenciométrica em atmosfe-

ra de nitrogénioSo. O calculo foi feito com a seguinte equagao:

Moles de acido formico liberados

Mol de hexose anidra

ml de NaOH . Normalidade NaOH.Volume solugao oxidante .162

Y =
ml da aliquota . g do polissacarideo . 103
. S . . - 51"52
Degradacao de Smith dos polissacarideos : Uma amostra (50

mg) de cada um dos polimeros foi oxidada com meta-periodato de
sddio 0,01M (100ml) por 95 horas a 0-2°C na auséncia de luz. O
excesso de oxidante foi entdo destruido pela adic3o de etileno
glicol (1ml) e as solugoes foram dialisadas contra agua corren
te por 48 horas. As solugoes foram concentradas até pequeno vo
lume (5ml) e os polissacarideos oxidados foram reduzidos com
NaBH, (50mg para cada sistema) e apds 12 horas o excesso de re
dutor foi destruido pela adicao de acido acético 2M (pH 7,0).

Apos didlise de 24 horas contra agua corrente, os trés siste -
mas foram concentrados (lml) e submetidos a hidrolise com -
H,804 M por 5 horas a 100°C. Neutralisados com carbonato de ba
rio até pH 4,5 os produtos de Tor T1g © T15 foram tratados com

NaBH4 (50mg para cada sistema) por 12 horas.
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Apds remocgdo dos cations com resina Dowex X-8(H') (200-400 mesh),
os ions borato foram eliminados por tratamentos sucessivos com
metanol e evaporagao a vécué . Os produtos da degradagao de
Smith dos polissacarideos Tor, Tig € T15 foram entao analisados

por cromatografia em papel e cromatografia em fase gasosa na for
ma de alditol acetatos (coluna c) demonstrando a presenga de gli
cerol, treitol e galactitol nas proporgles mostradas na Tabela
II. A quantificagao foi feita comparando-se as areas dos picos

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

pentacetato usado como referéncia quantitativa interna.

Metilacao dos polissacarideos: Os polimeros foram metilados 4

vezes pelo método de HAWORTH?3 do seguinte modo: os polissacari
deos (0,5g de cada um) foram dissolvidos em agua (10ml) e trata
dos com 25 ml de NaOH a 40% e 12 ml de dimetilsulfato. Esses re
agentes foram adicionados aos sistemas de metilagdo gota a gota
durante um intervalo de tempo de 4 horas, sob agitagao constan-
te (agitador magnético) e a témperatura‘ambiente. Durante o pro
cessOo acrescentou-se acetona a cada um dos sistemas (20ml) con-
tendo os polissacarideos parcialmente metilados. Em seguida, as
3 solugoes foram neutralizadas com H,SO,4 diluido (pH 7,0) e os
sais foram removidos por didlise contra agua corrente por 48 ho
ras e, finalmente, concentradas a vacuo. Esse processo foi repe
tido mais trés vezes. No final dessa etapa de metilagao houve -
uma recﬁperagéo de cerca de 0,45g dos polissacarideos Tor T ©
T,5 parcialmente metilados (¥ 90% de rendimento). Os produtos -
assim obtidos foram dissolvidos em tetrahidrofurano (25ml) e
tratados com NaOH pulverizado (5g) e sulfato de metila (6m1?4_5§
gota a gota. As misturas de reagao foram mantidas a temperatura
ambiente sob agitacao constante (agitador magnético) durante 16

horas.
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ApOs esse tempo, o solvente foi evaporado a vacuo e os residuos
solubilizados com agua (10ml) foram neutralizados com écidb sul
farico 3M (pH 7,6). ApOs dialise, as solugOes contendo os poli-
meros parcialmente metilados foram, finalmente, liofilizadas.
Esse processo de metilagao foi repetido mais uma vez, apresen -
tando uma recuperagao de cerca de 0,4g de cada um dos polissaca
rideos parcialmente metilados (80% de-rendimentol.

Como os polimeros parcialmente metilados derivados de
Tor T19 e Ty;5 ainda apresentavam pequena absorcao de grupos OH
quando submetidos a espectroscopia no infra-vermelho, foram me-
tilados mais uma vez pelo método de HAKOMORI®® da seguinte ma -
neira: uma amostra de cada polissacarideo parcialmente metilado
(40mg de cada um) foi dissolvida em dimetilsulfoxido (5ml) e tra
tada com 10ml da solugao do ion metil-sulfinil por 8 horas a
temperatura ambiente e com agitagao constante. Adicionou-se en-
tao 15ml de iodeto de metila a cada um dos sistemas. ApOs 15min.,
interromperam-se as reagoes e submeteram-se os sistemas a diali
se por 24 horas contra agua corrente extraindo-se, finalmente ,
os polissacarideos metilados com clorofdrmio. Apds evaporagao -
verificou-se uma recuperacao de cerca de 25 mg dos polissacari-
deos ja metilados derivados de Tgr T10 © Ty5 (50% de rendimento).

Os polimeros metilados dissolvidos em cloroformio fo
ram tratados com eter de petrdleo (p.e.30-60°C) e submetidos a
centrifugagdao. Os polissacarideos ja secos (TO,[aJSS—lSO e » 1
em clorofdrmio ); Tlo,[a];5- 9,0°(c,1 em clorofdrmio) e T;g ,
[ajgs- 120 (c,1 em clorofdrmio) nao mostraram mais absorgado -

para grupos OH em espectroscopia no infra-vermelho.

Metandolise dos polissacarideos metilados: Os polimeros metilados

(100mg de cada um) foram tratados com a mistura de metanol-HC1l a
5% (1l0ml) por 5 horas a 100°C em ampola selada. As solugoOes res-

friadas foram neutralizadas com carbonato de prata e as misturas
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dos metil glicosideos obtidos dos polissacarideos metilados de-
rivados de Tn, Tio © T15 foram deixadas na forma redutora por
tratamento com HCl1l 0,5M (5ml) por 5 horas a-IOOOC. Uma vez res-
friadas, as solugbes foram neutralizadas com carbonato de pra -
ta57, filtradas e liofilizadas. Os acgucares metilados na forma
redutora foram tratados com NaBH, (pelo mesmo método ja  antes
descrito na’degradagao deSmith) e os produtos foram acetilados

(anidrido acetico-piridina lﬂ.v/vlss. Os alditol acetatos par -

cialmente metilados derivados de Tgp, T1g e T;g5 foram entdo ana-

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

Ressonancia de 13¢con.m.r. dos polissacarideos: Os espectros de

Ressondncia de 13Cc-n.m.r. dos polissacarideos (300mg de cada um)
foram obtidos em espectrOmetro Varian XL-100-FT, usando-se D,0

como solvente a 70°C . Os espectros incorporaram 4.096 " data
points " com "sweep width" de 5.000 Hz (198,4 ppm). Em cada es-
pectro o "acquisition time" foi de 0,4s e o "pulse width" de
20 Us. Os deslocamentos gquimicos (,GC) foram expressos em rela

- ' 9
¢ao ao do TMS determinado em experimento separado (D,0 "lock").

Ultracentrifugacao dos EplissacarideOSGO: 10mg de cada polis -

sacarideo foram utilizados para os experimentos de ultracentri-
fugagao, e os coeficientes de sedimentagdo determinados em NaOH
0,5M (2ml) a 20°C com 28.000-30.000 r.p.m. . As exposigoes foto
graficas foram executadas a intervalos de 2 minutos apds a velo
cidade atingir 30.000 r.p.m. . As seguintes etapas foram neces-
sarias para o calculo dos coeficientes de sedimentagao dos poli
meros:

a) Medir a distancia x (distancia entre a ordenada maxima de ca
da pico e a borda do eixo que, no presente caso, estava a 7,3cm
do centro de rotagao domotor). Repetir a operacgao para cada fo-

tografia obtida.
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b) Multiplicar por M(fator de ampliacgao) para transformar x na
distancia real (em cm).

c) Subtrair esse valor de 7,3 para determinar a distancia do pi-
co ao centro da rctagao do rotor.

d) Determinar loglO de (7,3-x.M)=log T

e) Graficar log T contra tempo (min.)

f)° Determinar a inclinagao = d logt
dt
g) s= 1 41T 4e w?= radianos/segundo=(27rE—'—E;I—n‘),2
w? dt 60
e Onde d Int _ 2,303 st d log T
dt 60 dt

h) Dividir o valor obtido por 10_13 para expressar o resultado
em unidades Svedberg(S). Considerar que s & o simbolo para o
coeficiente de sedimentacao e S & usado para expresééf unidades
Svedberg (por exemplo, s=9,3 S).

Desde que o coeficiente de sedimentacgao & dependente
da concentracao, as amostras devem ser analisadas, sempre que
possivel, a diversas concentragoes e os valores obtidos extrapo
lados para a concentracao zero. O coeficiente de sedimentagao é
entao expresso por s©. Como as amostras dos polissacarideos T.,
T19 e Ty5 foram analisadas a diferentes concentragoes, os coefi

. . = o
cientes de sedimentacao devem ser expressos COmoO S 20;0,5M NaOH.

Utilizando-se esse método foi possivel verificar que

os polissacarideos obtidos das massas de ovos de Ampullarius sp.

(Pelotas) a diferentes tempos de desenvolvimento embrionario -
apresentam, pelo menos, 2 componentes, um com 40S e outro com

10S (Figura 5).

Preparacao dos 2-octil glicosideos acetilados: O polissacarideo

foi hidrolisado com acido sulfurico 0,25M a 100°C "overnight" ,

o acido neutralisado com carbonato de bario e a solugdo liofili
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zada. Os agucares (0,3-3mg) obtidos por hidrdlise do polissaca—

rideo T, foram transferidos a uma ampOla juntamente com uma go

0
ta de acido trifluoroacético, (-)-2-octanol (0,5ml) e uma peque
na barra magnética revestida com vidro. A aﬁp6la foi fechada é
aquecida, com agitacao, em banho de O0leo a 130°C "overnight".
A solugao foi entdao concentrada a secura em evaporador rotatd-
rio conectado a uma bomba de O0leo, com a temperatura do banho a
550cC.

A solugcao do produto em anidrido acético-piridina -
(1:1,1ml) foi dixada a 100°C por 20 min. e entdo concentrada.
O excesso de reagentes foi removido por codestilagao com atanol.
A andlise por g.l.c. dos derivados foi executada em

coluna de vidro de SP-1000(25mx0,25mm) a 230°C, e permitiu ex -

cluir, na estrutura de Ty, @ presencga de g-galactose.

Determinacao enzimadtica da D-glucose nos polimeros: Uma amostra

do hidrolisado acido do polissacarideo (5mg) foi incubada a 37°C
por 1 hora com o reativo61 de glucose oxidase, peroxidase e =
o-dianisidina. ApOs leitura fotocolorimétrica a 420nm, o polissa

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

Determinacao enzimidtica da D-galactose nos polimeros: Uma amos -

tra do hidrolisado acido do polimero (5mg) foi incubada a 30°C

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

galactose oxidase purificada de Dactylium dendroides62—63.

ApOs leitura fotocolorimétrica a 420nm, o polimero T, apresentou

65,0% de D-galactose.

Determinagcao enzimatica da L-fucose nos polimer0564: A L-fucose

desidrogenase obtida do meio de cultivo do fungo Pullularia o

pullulans foi utilizada para a determinagao da L-galactose, em
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virtude de ser esta enzima especifica para L-fucose e L-galacto
se. O sistema de incubagao continha 50 umoles de tampao glici-
na/NaOH; pH lO,d; 3 umoles de NAD*; 0,1 a 0,2 unidades de enzi -
mas purificadas e 0,1 e 0,2 ml do hidrolisado acido total do po
lissacarideo. A reacgao foi acompanhada em espectrofotdmetro -
Varian 635D, termostatizado a 30°C + 0,1, no comprimento de on-
da de 340nm. Nenhuma atividade foi observada que permitisse su-
por a presencga de &—galactose, o que confirmou os dados verifi-

cados na analise dos 2-octil glicosideos acetilados obtidos do

polimero original.

165,

Preparacao do Treito : D-galactose cristalina (1lg) dissolvida

em 1,2ml de agua, foi tratada com acido acético glacial (50ml).
A solucdo foi submetida a agitagdo magnética (externamente res-
friada a 16-18°C) e acrescentou-se, aos poucos, num periodo de
10 min., 4g de tetracetato de chumbo. Apds 15 min., a temperatu
ra ambiente, a mistura de reacgao foi tratada com acido oxalico

(0,8g dissolvidos em 10 ml de &acido acético)'e filtrada. O fil

trado foi concentrado a 359C. O xarope obtido foi dissolvido em
acetato de etila (25ml) e a solucgdo foi extraida duas vezes com
porcoes de agua gelada (2ml) e entao seca com sulfato de sodio

anidro. A evaporagao do acetato de etila a 35°C originou um xa-
rope incolor (principalmente di-O-formil-D-treose) o qual foi
dissolvido em acido sulfirico 0,05M(4ml) e deixado por 5 horas
a 35°C para haver a hidrdlise do grupo formiato. O hidrolisado

foi neutralizado por adigaes sucessivas de resina Dowex-1, rege
nerada com bicarbonato de s6dio 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 sodio originando o Treitol.

Isolamento de 4-O-a -D-glucopiranosil- o, B-D-galactose: O polis

sacarideo (500mg) foi parcialmente hidrolisado com HZSO4 0,5M -
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(50ml) a 70°C por 2 horas. A solugaoc foi neutralizada com BaCOjy,
filtrada e o-filtrado evaporado até dar origem a um produto xaro
poso. Esse produto foi fracionado em uma coluna de celulose usan
do-se, como eluente, acetona-agua (7:1 v/v) que elui glucose e
galactose, e acetona-agua (4:1 v/v) que elui um dissacarideo com
[@]25 + 130°C (ch,Z em agua). A hidrolise acida {§o dissacari-

deo evidenciou glucose e galactose (estimados como alditol aceta

tos) .

Metilacao do dissacarideo : O dissacarideo (5mg) em agua (10

ml) foi tratado com dimetil sulfato (1ml) e, durante 1 hora,adi
cionou-se solugao aquosa de NaOH gota a gota para manter o pH -
entre 6 e 10. Esse processo metila a extremidade redutora e tor
na o dissacarideo estavel a alcali, 'de tal modo que pode ser me
tilado pelo método de Haworth (ja citado anteriormente). Depois
da adigao de todo dimetilsulfato, a solugao foi aquecida para
remover o excesso de reagentes e entao neutralizada com AcOH.

A solucgao foi submetida a extragao continua com clorofdrmio em
um extrator por 18 horas. O extrato foi evaporado e o residuo -
metilado por refluxo em iodeto de metila (5ml) contendo 6xido de
prata(2g) por 66 horas. Os produtos foram obtidos por filtracao
apds lavagem do Ag,0 com CH,Cl,. Os produtos foram entao 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
presenca de 2,3,4,6-tetra-O-metil glucitol (53%) e 2,3,6-tri-O-
-metil galactitol (47%), indicando uma estrutura principal de
4-9— a -D-glucopiranosil-D-galactose.

13 :

Ressonancia de ~“C-n.m.r. do dissacarideo obtido de Ty: O es -

pectro de 13C—n.m.r. do dissacarideo (15mg) obtido do polissa

rideo Ty foi obtido com condigOes experimentais identicas aque-
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las usadas para os espectros de 13c-n.m.r. dos polissacarideos .

Degradacao controlada de Smith do polissacarideo Tp: Os poliois

(35mg) obtidos apds oxidagao pelo meta-periodato de sodio (ja -
descrito) foram dissolvidos em agua (10ml), ajustando-se o pH 2
com stQA diluido, e a solugao aquecidaa 100°C por 1 hora®®.

O &cido foi removido com Dowex 1-X8(HCO3) e a solugao foi diali
sada. O material dialisavel (23mg) foi examinado por cromatogra
fia em papel evidenciando a presenca de glicerol e uma pequena
proporcao de treitol. O polissacarideo nao dialisado (8mg),quan

13C—n.m.r., apresentou um espectro no qual nao

do observado por
havia o sinal de C-1 das unidades a—g—glucopiranosidicas nem o
sinal de C-4 das unidades de galactose 4-0O-substituidas (Figura

10} .
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento .e purificacao dos polissacarideos: Os polissacarideos

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

diferentes tempos de desenvolvimento embrionario (0-10 e 15 dias),
depois da remogao das proteinas sob condig¢Oes suaves (enzima pro
teolitica e método de Sevag) foram purificados por complexagao -
com Cetavlon na presenca de tampao borato (pH 8,5). Os polimeros
assim obtidos (TO, das massas de ovos coletadas logo apds a ovi-
posigao; T1or das massas de ovos coletadas ap0s 10 dias de desen
volvimento embrionario e Tl5’ das massas de ovos coletadas apOs
15 dias de desenvolvimento embrionadrio) apresentaram apenas uma
banda quando submetidos a eletroforese. Embora a .anilise de ul-
tracentrifugagao do polimero TO tenha demonstrado dois componen-
tes .nesta fracao, nao foi possivel dissocia-los utilizando-se pe
neirés moleculares. No presente trabalho nao foi tentado outro -
processo de separacao desta fragao, visto que para a finalidade
a que se propoe o presente, o material foi julgado apto. Os polis

sacarideos nao continham nitrogénio nem grupos carbonila guando

submetidos a espectroscopia no infra-vermelho.

Composigdo dos polimeros Ty, Tjg e Tj5: O conteudo em polissaca-

rideo nas massa de ovos de Ampullarius sp.(Pelotas) (3% em péso

séco para TO) e menor do que aquele encontrado nas massas de o -
vos de outros moluscos? 17,23 e varia muito pouco durante o pe -
riodo de desenvolvimento embrionario do molusco (2,5% em péso sé
co no 109 dia e 2,0% em péso séco no 159 dia).

Os produtos da hidrdlise &cida dos polissacarideos 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 dis
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tintos dos polissacarideos isolados de moluscos até agora. Ne-
nhuma evidencia foi encontrada para a presenga de L-galactose ou
unidades de galactofuranose. Como pode ser visto na Tabela I, o

)

nﬁmero de unidades de D-glucose decresce ae 24,2 moles% (em TO
para 11,3 moles% (em T151 enquanto que ha um aumento do numero
de unidades de D-galactose de 75,8 mole % (em TO) para 88,7 mo-
le % (em Tyg).

As rotagoes Oticas dos polimeros, [u]§5+ 43,80 ;
[q]§5+ 41,20 e [d]%5+ 40,8° ; respectivamente, sao mais altas
do que o valor de[a]D+ 21c relatada para os B-D-galactopirana-
nos, sugerindo que, pelo menos, a maioria dos componentes dos -
polimeros estudados tém g-D-configuragao, muito embora indique
também a possibilidade da presenga de unidades com a-D-configu-
ragao. As determinagoes enzimaticas com élucose oxidase, galac-
tose oxidase e L-fucose desidrogenase permitiram excluir, nas -
estruturas dos polissacarideos estudados, a presencga de E—enan—
tidmeros. Além disso, a analise dos derivados 2-octil glicosi -
deos acetilados obtidos dos produtos de hidrdlise dos polissaca
rideos (Figura 3), nao apresentou o pico com T=6,96, caracteris

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

ra 4).

Ultracentrifugacao dos polissacarideos: A medida da velocidade

de sedimentagao constitui um dos mais importantes usos da ultra
centrifuga. Em um Gnico experimento, que requer apenas alguns
miligramos da amostra e muito pouco tempo, informagdes extrema-
mente importantes podem ser obtidas a respeito da estrutura =
quimica investigada. A presenga de macromoléculas pode ser de -
tectada, os coeficientes de sedimentagéo 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

Analise por g.l.c. dos produtos da hidrdlise acida dos polimeros

Mole % nos polissacarideos

*
Produto
To Tyo T1s
Galactitol 75,8 84,0 88,7
Glucitol 24,2 16,0 i

*Coluna (c), isoterma a 190°
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O principio do método & muito simples: as moléculas em
solugcdo sao submetidas a altas forgas centrifugas e suas veloci
dades de sedimentacgao medidas. Desde que moléculas individuais
nao podem ser diretamente observadas, a velocidade da média de
todas as moleculas & medida, determinando-se sua posigao na cé
lula da centrifuga em funcao do tempo. A populagao de molécu -
las evidencia-se como um pico cuja ordenada maxima €& uma indica
cao bastante precisa de sua posigao.

Consideragoes sobre a técnica utilizada na determina -
cao dos coeficientes de sedimentagao dos polissacarideos estuda
-dos ja foram feitas em Materiais e Métodos. Em geral, se for
observado um Unico pico, que seja simeétrico e persistente em sua
trajetoria ao longo da célula, o soluto pode ser-considerado Hg
mogéneo em ultracentrifugagao. Isso nao significa, necessaria -
mente, que o soluto seja homogéneo por outros critérios. Sabe -
se que algumas misturas de macromoléculas podem dar origem a um
unico pico quando submetidas a ultracentrifugacao. No entanto ,
se este pico se alargar rapidamente em sua passagem pela célula
da ultracentrifuga muito provavelmente o soluto & polidisperso.
Geralmente, cada pico corresponde a populagao molecular de um
dos componentes da mistura e, por isso, os coeficientes de sedi
mentacao podem ser determinados para cada um.

Como pode ser visto na Figura 5, cada um dos polissaca
rideos investigados (Tgr T19 € Ty5) contém, pelo menos, dois com
ponentes, um com 10S e outro com 40S em contraste com o observa
do na analise por eletroforese, quando entao os polimeros exibi-
ram apenas uma banda, e na cromatografia por peneiras molecula-
res, que evidenciaram apenas um componente para TO, Tlo e T15 .
Considerando que os picos se alargam rapidamente, ainda que os

coeficientes de sedimentagao sejam bastante altos, existe a pos
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sibilidade da presenga de mais do que dois componentes em cada
um dos polissacarideos estudados.

Picos muito largos tornam dificil medig6es'precisas
pois dificultam a localizagdo das ordenadas maximas. O calculo
do S envolve o grafico de lner(disténcia radial) contra o tem-
po; a obtengao de uma linha reta indica medida consistente, e
or T1p ©
TlS' No entanto, para o componente com 10S o grafico apresen -

isso foi obtido para o componente 40S dos polimeros T

tou pequenas inflexoes, sugerindo a possibilidade da existén -
cia de dois componentes.

Pode-se Observar ainda na Figura 5 que nao ha dife-
renca significativa nos valores de S das amostras, principal -
mente do componente mais_Fépido. No entanto, uma diferenca quan
titativa apreciavel se observa no componente mais laﬁxﬂ que sendo
mais abundante no polimero TO, tem sua presencga diminuida em

Tlo e mais ainda em TlS'

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

nenhum sinal de ressonadncia foi observado que permitisse supor
a presenca de acido pirtvico (6§ 1,99-2,09 ppm167,de grupos acetil
(6 2,70 ppm no espectro do 6-acetil B-galactopiranosideo), nem
de L-fucose(sinal dos protons de C-6), fato quevdiferencia és-
ses polimeros daqueles isolados de outros moluscos do mesmo gé

17-19
nero .

Metilacdo, oxidacdo pelo periodato e degradacao de Smith dos po

lissacarideos: Os estudos de metilagao revelam a presenga de D-

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

midades nao redutoras dos polimeros T, Ty, e T, 5. As unidades de D-

glucopiranose estao, portanto, ligadas ao nucleo da galactana formando uma
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glucogalactana ainda nao relatada, em pelo menos um dos compo-
nentes das fragOes. De fato, a analise quantitativa por g.l.c.
dos produtos da metandlise dos polissacarideos metilados (na
forma de alditol acetatos parcialmente metilados), revelou que
o polimero T, € composto de 29,0 moles de unidades de D-glu
copiranose (m/e 45, 117, 161, 205) e 20,0 mole% de unidades
de B—galactopiranose (/e 45, 117, 161, 205) nas extremidades
nao redutoras da molécula; 7,0 moleg de unidades 4-O-substi-
tuidas (m/e 45, 117, 161, 233); 5,0 moleg de unidades 3,4-di
-O-substituidas (m/e 45,117); e 40,0 mole% de unidades 3,6—
-di-O-substituidas (m/e #7,139 (Tabela III). Os dados de -
consumo de periodato (0,9 mol/mol de hexose anidra) (Figura
7), acido formico liberado (0,40 mol/mol de hexose anidra) e
degradacao de Smith (Tabela II) estao de acordo cbﬁ'os dados
de metilagao obtidos para o polimero 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 acido formico/mol de hexose anidra,
tais como unidades apresentando ligagoOes glicosidicas do ti-
po (1 —6) (cadeis lineares) e (ou) unidades terminais nao re
dutoras; 10,0 mole% de unidades que, embora consumindo perio
dato, nao liberam acido fdormico, tais como unidades apresen-
tando ligagoes glicosidicas do tipo (1—+2) ou (1—4).A presengca de
treitol entre os produtos da degradacao de Smith de T., ca-
racteriza a existéncia de ligacao glicosidica do tipo (1- 4)
no polissacarideo. Além disso, evidencia-se que ha 50,0mole%
de unidades nao suscetiveis & oxidagao com periodato ,tais
como unidades apresentando ligacoes glicosidicas do tipo
(1-3) ou unidades piranosidicas com ramificagOes 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

ramificacao) .
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TABELA II

Analise por g.l.c. dos produtos da degradagcao de Smith dos

Polissacarideos
% nos polissacarideos
*
Alditol acetato* R *
cal To Ti0 Ty
Glicerol-tri 1,54 48,5 49,5 44,4
Treitol-tetra 1,30 9,6 11,0 10,2
Galactitol-hexa 1,00 37,4 35,3 40,9
Glucitol-hexa 1,13 4,5 3,9 4,5

Coluna (c) com programagao de temperatura (1300-190¢C; 4°oC /
min.) e arabinitol pentacetato (10 yg) como referéncia quan-

titativa interna.

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

10
de unidades de E—glucopiranose e 23,0mole% de unidades de-D-ga-
lactopiranose nas extremidades nio redutoras da moléecula;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); 7,0mole% de unidades 3,4-
-di-O-substituidas e 35,0mole% de unidades 3,6-di-O-substituidas
(Tabela III). Os dados de consumo de periodato (0,8mol/mol de he
xose anidra) (Figura 7), acido formico liberado (0,36 mol/mol de
hexose anidra) e degradacao de Smith (Tabela II) estao de acGrdo
também com dados de metilacao, 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 acido formico, tais como as unida
des que apresentam ligagoes glicosidicés do fipo (1—6) (cadeias
lineares) e (ou) unidades terminais nao redutoras; 8,0mole$% de
unidades que consomem periodato mas nao liberam acido formico ,
tais como aquelas unidades que apresentam ligagdes glicosidicas
do tipo (1—4) ou (1—2), e 56,0mole% de unidades nao suscetiweis
a oxidagao pelo periodato, tais como unidades que apresentam li-
gagoes glicosidicas do tipo (1—3) ou unidades piranosidicas com
ramificagGes 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 ramificagao).

O polimero T,; apresentou, pelos dados de metilagao ,
12,0mole% de unidades de Q—glucopiranose e 30,0mole% de unidades

de D-galactopiranose nas extremidades nao 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

~e

6,0mole% de unidades 3,4-di-O-substituidas e 40,0mole?% de uni -
dades 3,6-di-0 substituidas (TabelaIlIIl). Os dados de consumo de

periodato (0,8mol/mol de hexose anidra) (Figura 7) , acido for-
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mico liberado (0,36 mol/mol de hexose anidra) e degradagao de
Smith (Tabela II) concordam com os dados delmetiiagéo. Esses da

[}

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

X

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

mol de acido formico/mol de hexose anidra, tais como as unida -

des que apresentam ligagoes glicosidicas do tipo (1+6) e (ou)
unidades terminais nao redutoras; 8,0 mole% de unidades que -
consumindo periodato nao liberam acido formico, como aguelas que
apresentam ligagSes glicosidicas do tipo (1+4) ou (1+2) e 56,0mo
le% de unidades nao suscetiveis i oxidacgao pelo periodato, tais
como as unidades que apresentam ligagoes glicosidicas do tipo
(1+3) ou unidades piranosidicas com ramificagbes nos carbonos C-
3 eC-6, C-2e C-3, C-3ecC-4, e sz e C-4 que constituem os pon
tos de ramificacao da molécula. o

A presenca de treitol tetracetato nos produtos da de-
gradagao de Smith dos polimeros confirma a presenga de ligagao -
glicosidica do tipo (1+4) nas estruturas dos polissacarideos ;
mesmo considerando-se a dificuldade de substituigao em OH-4 que
& axial na l=3—galactose68 . No entanto, os espectros de 13C—n.m.r.
(ver adiante) indicam que as unidades galactopiranosidicas 3,4-di-
-O-substituidas, evidenciadas pela caracterizagao do 2,6-di-O-me-
til galactitol acetato (Tabela IIT) na anilise dos produtos -dos polissacari-
deos metilados, estao ausentes e que, de fato, ocorreu metilagéo
insuficiente. Se essas unidades di-O-substituidas estivessem pre-
sentes, haveria mais do que um sinal de ressonancia em cada regiao
correspondente ao C-3-O-substituido (6, 83,2ppm) e ao C-4 O-subs-
tituido ( 8, 78,5ppm) devido ao efeito da B-substituicao (efeito-
-B) . A auséncia do derivado 1,2 ;o=tEi=0=acetil=3,;4,6~-t¥i-0=Mme
til-D-galactopiranosideo na mistura dos O-metil-alditol acetatos
(Tabela III)permite excluir,nas estruturas dos polimeros, a pre -

senca de ligacao glicosidica do tipo (1+2).
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Um fato importante & a presenca de D-glucose nas extre
midades nio redutoras das moléculas dos polissacarideos, o gque
nao havia ainda sido relatado em polissacarideos isolados de mo
luscos. Ao analisarmos, comparativamente, as estruturas de TO '
Ti0 © Ti5 poderemos verificar que a percentagem das unidades de

D-glucopiranose diminui a medida que o tempo de desenvolvimento

i

embriondrio evolui. Deve-se notar ainda que, paralelamente a que
da ‘do numero de unidades de g—glucopiranose, existe o aparecimen
to de unidades tri-O-substituidas que sao,provavelmente, proveni
entes das unidades di-substituidas no polimero original. Verifica
se ainda um aumento relativo do nimero de unidades de E—galacto-
piranose presentes nas extremidades nao redutoras das moléculas.
Estes fatos nos levam a crér que ha um consumo das unidades de
D-glucopiranose por parte-do embriao do molusco, muito provavel-
mente com objetivo energético. Os dados atuais evidenciam que as
fracoes 10S contém a glucogalactana e que O equipamento enzimati
co do embriao do molusco libera a D-glucose existente nas extre
midades nao redutoras dos polimeros. Este fato & corroborado pe-
la diminuigao do nimero de unidades de D-glucose nos polimeros -
T10 e TlS' A fragao 40S, que permanece, aparentemente, constante
durante o desenvolvimento do embriao &é,possivelmente, um polime-
ro de D-galactopiranose e seu papel na massa de ovos nao fica es
clarecido;

13

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

13

estudos de C-n.m.r. em TO ’ Tlo e T15 é confirmar suas estru-
turas propostas com base nos dados de metilacao, da degradagéo de
Smith e no consumo de periodato, que demonstram serem as unidades
de B—glucopiranose preferencialmente consumidas pelo embriao do

molusco (Tabela III). Além disso, o espectro de 13C serve para

confirmar que a maioria das unidades componentes dos polimeros
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estudados tém B-configuragao, o que também & sugerido pelas ro-
tacCes especificas dos polimeros (TO,[§]§5 +43:80(c,l em agua);
T10° [@];5 +4l,20(c,l em agua ) e TlS’[b]és +40,8%° (c,1 em agua).
As ressonancias de C-1 das forﬁas piranosidicas da
glucose,xilose, galactose, arabinose, metil glucosideo e metil
xilosideo sdo sensiveis as configuragoes anoméricas®?. 0 sinal
de C-1 dometil o-D-glucopiranosideo (8. 100,3ppm) estd em campo
mais alto do que o sinal de C-1 do andmero B(6s 104,3ppm) e o
sinal de C-1 do metil a'-D-galactopiranosideo (6. 100,5ppm) esta
em campo mais alto do que o sinal de C-1 do andmero B(S, 104,9p

pm) , sendo os experimentos realizados em DZO a 33OC69

. Esses si
nais, por outro lado, diferem dos sinais de C-1 do metil 0-D-ga
lactofuranosideo (6 103,1ppm) e do seu an6mer9 B (g lO9,2ppm¥9

Nos espectos de &3

C-n.m.r dos polimeros Tor T10 e T15
(Figura 8), & bastante provavel que os sinais em 105,6ppm;105,3
ppm; 105,1lppm e 104,4ppm (obtidos a 33°C) sejam provenientes de
unidades g-D-galactopiranosidicas e (ou) B-D-glucopiranosidicas.
A confirmagég dessas possibilidades, no entanto, pode ser obti-
da comparando-se os valores dos deslocamentos quimicos dos si-

nais de C-1 dos polissacarideos estudados com os deslocamentos

71

gquimicos dos sinais de C-1 de varios galactobiosideos (Tabe-

la IV). As rotagaes Opticas polimeros (TO,[hjés +43,8°(c,l em

157

dgua) sao muito mais altas do que as rotacoes Oticas das B-D-

agua) ; TEOIBJSS +41,2° (c,1 em &gua) e T Bi]§g+40,8°(c,l em -

—galactanas(ﬂﬂ 55 + 219) o que sugere a presenga de unidades de
o ~D-galactopiranose e (ou)a—g—glucopiranose. Este fato foi con
firmado pela analise do espectro de 13c-n.m.r de TO (Figura 8)
0 qual contem um sinal de C-1 a GclOI,Oppm, a campo mais alto do
que os sinais de C-1 a5C105,3ppm, 105,0ppm e 104,0ppm os quais
correspondem a unidade B-hexopiranosidicas. O sinal a O 101, Oppm

e proveniente de C-1 das unidades ®.-D-glucopiranosidicas ji que
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a hidrdlise acida parcial do polissacarideo da origem a 4-0O-a
-D-glucopiranosil-a , B -D-galactose, estrutura confirmada por
estudos de metilagao e pela sua alta rotacgao especifica (Bﬂ§5-+
+130° ). O isolamento deste dissacarideo aliado ao fato de que
a degradagao de Smith do polissacarideo, usando-se condigoes de
hidrdolise suaves, demonstrou a presenga de treitol (alem do gli
cerol) evidencia que as extremidades nao redutoras da mole-
cula sao constituidas da estrutura a—Q—GlucE— (1—4) - B-D-Galp. A pre-
senca de B-configuragao na unidade galactopiranosidica & con -
firmada ja que o espectro de 13C—n.m.r do 3—2-an6mero do dis -
sacarideo apresenta um sinal de C-4 a S 78,7ppm o qual corres-
ponde ao sinal com 6.5 78,5ppm no espectro do polissacarideo ori
ginal. Uma correspondéncia entre os sinais de C-1 foi observada
no espectro do polissacarideo (g - 101,0ppm) e no do dissacari
deo ( 6,101, 1lppm) (Figura 9). Convem ressaltar que o polissacari
deo nao dialisado obtido da degradagao controlada de Smith,quan
do observado por l3C-—n.m.r, nao mais apresentou os sinais de
C-1 das unidades a—Q—glucopiranosidicas nem o de C-4 das unida -
des de galactose 4-0O-substituidas (Figura 10).

Os espectros de 13

C-n.m.r de TO’ TlO e T15 mostram dois
sinais que podem ser atribuidos a carbonos O-substituidos, ‘ou
seja, um a § c 83, 2ppm(maior) e outro a § & 78 ,5ppm (menor)e que
estdo em campo mais baixo do que os sinais de C-2, C-3, C-4 e
C-5 das unidades de galactopiranose e glucopiranose70. Para que
possamos concluir algo, & necessario assumir-mos que os desloca
mentos quimicos dos sinais de ressonancia dos atomos de carbono
dos polissacarideos sao iguais dqueles dos atomos de carbono dos
monossacarideos componentes e que possuam a configuracao apro -

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

do sinal do carbono substituido para campo mais baixo (efeito -
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69’72, fendmeno que & acompanhado por pequeno deslocamento

_CX,)
dossinais dos atomos de carbono adjacentes para campo mais al
to (efeito-8) 2,

Os deslocamentos quimicos dos sinais que ocorrem na
O-metilagao de grupos hidroxila possuem grande semelhanga com
aqueles gue ocorrem na O-glicosilagao. Para a O-metilagao em
sistemas de aneis de seis membros, os deslocamentos do tipo a
sao da ordem de +7 a+llppm e os deslocamentos do tipo B sao da
ordem de -1 a -2ppm, ainda que menores valores tenham sido en-

contrad0534’73. A metilagao de um grupo ligado equatorialmen-

34,74,75

te(e)72 ou axialmente (a) resulta num forte deslocamen-

to do sinal de ressonancia do carbono B(-3 a -5ppm) se a ligagao do car-

bono B-oxigénio for axial. DORMAN e ROBERTSZ®

consideraram que
num sistema OM-e OH-a, o deslocamento quimico para campo mais
alto(-4,5ppm) & devido a disposigao "gauche" do grupo metoxil

que interage(sem ligacao quimica; efeito-y; efeito "gauche" )

com o atomo de carbono ligado ao substituinte axial.
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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 ressonancia dos carbo-

nos O-substituidos nos espectros dos polissacarideos T e

o' T10
T1g5. Com essa finalidade os espectros de 13c-n.m.r. do 2~0;3=0,
4-0 e 6-Ometil galactopiranosideo foram obtidos. Considerando
que OS agucares apxsenﬂxﬁmhée em solucao como misturas éos ané
meros o e B , foi necessario distinguir os sinais de cada compo
nente (Tabela V). Isso foi possivel porque cada agucar estava na
forma cristalina de cada um dos isOmeros. No caso do derivado 4-
-O-metil- B—E—galactopiranose, na forma cristalina, esse foi
dissolvido em D,0 e seu espectro de 13C obtido apds 15 minutos,
porem antes de ter havido a oportunidade de mutarotagao. Os si-
nais do isOmero a foram determinados subtraindo-se os sinais do
isamero B original dos sinais do 4-O-metil- a, B—Q—galactopirg
nosé obtido apds algumas horas de mutarotacao. Técnica similar
foi usada com o 2-O-metil- B-E-galactopiranose, SO el 1= a-D=
-galactopiranose e o 6-O-metil- oa-D-galactopiranose. A percen
tagem de derivados furanosidicos nas solugoes dos derivados 2-0,
3-0, e 6-0-metil & muito pequena e insuficiente para interferir
na determinacao dos deslocamentos quimicos dos sinais dos deri-
vados piranosidicos. A atribuicao dos sinais (Tabela V) foi fei
ta tendo-se em conta os deslocamentos quimicos dos derivados me
tilados o e B, como ja descrito. No caso do 6-O-metil- a, B-D-
-galactopiranose, o sinal de C-6 foi determinado pelo fato de
aparecer como um "triplet" no espectro de 13¢ obtido com "off -
ressonance decoupling” 76’77’78.

Como pode ser visto na Tabela V, o unico sinal que cor
responde ao sinal com 6c83,2ppm dos espectros dos polissacari -

deos & o de C-3 do 3-0O-metil- B-D-galactose ( 8. 83,0ppm) . 0

outro sinal a Sc 78,5ppm corresponde ao sinal de ressonancia de
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C-4 do 4-O-metil B-D-galactopiranose. No entanto, Os deslocamen
tos quimicos dos sinais dos anOmeros o e B que ocorrem na O-meti
lagao sao diferentes daqueles que ocorrem na O-glicosilagao. Os
metil-galactobiosideos, que recentemente tornaram-se disponl -

71

veis’", sao padroes muito melhores para a identificagdo dos ti-

pos de ligagoes glicosidicas (Tabela IV) .Podemos ver que o sinal de
ressonancia de C-3 do metil 312j8—9ﬁgalacto§iranosil—?—B—galactopiranosideo
£ 84,0,ppm) corresponde ao sinal com §, 83,2ppm encontrado nos
espectros dos polissacarideos estudados. O sinal de ressonancia
de C-4 do metil 4-0-B-D-galactopiranosil-B-D-galactopiranosideo
(§ 78,3ppm) também corresponde ao sinal com 6c 78,5ppm dos espec
tros dos polissacarideos investigados.

Como podemos ver, os deslocamentos quimicos do tipo-a
que ocorrem na O-metilacao diferem um pouco daqueles que aconte-
cem na O-galactosilacgao. Esse fendmeno pode ser racionalizado da
seguinte maneira: sabe-se que os deslocamentos quimicos dos si -
nais de C-l79 do iso-propil e do_Egg;-buti}a—g—glucopiranosideo
estao em campo mais alto (-4 e -7ppm, respectivamente) do que os
sinais de C-1 do metil glicosideo, ocorréencia essa inteiramente
devida ao efeito entre o grupo metil do aglicon e o centro anomé
rico. O isopropil a-D-glucopiranosideo pode existir na forma dos
trés rotameros (1,2 e 3), devendo-se notar que os dois ultimos
contribuem para o deslocamento dos sinais de C-1 para campo mdis
alto pelo fato de haver, nesses casos, uma interac¢ao sem ligagao,
entre o grupo CH3 e a regiao de C-1 que, nessa situacao, se torna

mais blindada ("shielding').
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Essas ocorréncias servem como. modelo para explicar
os deslocamentos na O-glicosilagao, ocasiao em que pode acon-
tecer uma interacao sem ligacao ("non-bonded interaction"). E
claro que se o metil.glicosideo e © derivado O-glicosilado
existissem exclusivamente na forma do rotamero 1, o deslocamento quimico
dos sinais de C-1 deveriam ser idénticos. No entanto, nao é o
que se observa comumente, sO ocorrendo o fendmeno com a

o-sophorose e a a-maltose que originam sinais de C-1 muito
proximos dos sinais de C-1 do metil o-D-glucopiranosideo 90

Nos espectros do polissacarideos, os sinais de C-1
confirmam os dados de metilagao. Como pode ser visto na Tabe-
la IV, os deslocamentos quimicos de C-1 do metil O-B-D-
—galactopiranosil—B—Q—galactopiranosideo mostram sOmente uma
peguena variacao (de éc 104,0ppm a 105,%ppm a 70°C) . No entan
to, o sinal nos espectros dos polissacarideos estudados, com
8a 105,6 , parece sé# proveniente de C-1 de unidades de
D-galactopiranose unidas por ligagao glicosidica do tipo (1+3)

a unidades B-E-galactopiranosidicas (padrao Sc 105, 8ppm
a 70°¢ ; 105,2ppm a 33 °C), e que o sinal com éc 104, 4ppm se-
ja proveniente de C-1 das unidades de E—giactopiranose unidas
por ligacao glicosidica do tipo (1—6) (padrao 6c 104, 9ppm

a 70°C ou §  104,3ppm a 33%a) -



Uma interessante observagao & gue existem 3 sinais

deC-6 nos espectros de T, Ty © Ti5 ( com § 61,3ppm; 8C6l;6
c

ppm e §c 62, 1lppm) correspondendo a 3 tipos de unidades pirano

sidicas. Epossivel que um desses sinais seja produzido por C-

-6 de unidades u—g—glucopiranosidicas (padrao GC 61, 7ppm) .

Os sinais atribuidos a C-1 das unidades 6-D-gluco-
piranosidicas a Gc 101,0ppm e o sinal a 6c 78,5ppm atribuido a
C-4 das unidades E-galactopiranosidicas poderiam ser origina-
dos por cadeias laterais visto serem muito agudos o que suge-
re, em 13C—n.m.r., grande movimento do segmento da molécula.
Por outro lado, a largura maior de certos picos de ressonancia nos
espectros dos polissacarideos pode ser devida ao fato de se -
rem provenientes de uma mistﬁra de sinais. Em térmos matemati
cos; um fenomeno como eéste pode ser explicado do seguinte mo-
do: na auséncia de um campo oscilante de radiofrequéncia, os
spins se alinham em torno do eixo do campo magnetico aplicado
com as fases ao acaso, de tal modo gue nao existe magnetiza -
gdo transversa. Quando se aplica um campo de radiofrequéncia
ao sistema, aparece a magnetizagéo transversa, e 0s momentos
magneticos componentes sao polarizados ao longo do eixo do cam
po. A magnetizagdo decai a zero em funcao das frequéncias de
Larmor presentes na amostra, e o0s spins de defasam com uma
velocidade expressa pela constante T, que e o tempo de relaxa
mento spin-spin ou transverso ("spin-spin relaxation time").

. 2 .~ 80
Essa constante pode variar de acordo com a equagao :

1 22 2 _p
—,fz=o,oshYHyCrCHn[4jc“+f (g = wo) + 3£ () +6F (wy + )]

: 2 _, 2
onde £W=7, /1 + » Tc y; K = constante de Planck/ 2m;Yg€ Y, =
constante giromagnéticas para nacleos de proton e "7C, respec

tivamente; T,y = comprimento da ligagao C-H; n=numero de pro-



tons ligados ao atomo de carbono;i?;= "molecular rotational",

"correlation time" ; e Wy €W
13

e C, respectivamente.

=frequencia de Larmor de protons

Portanto, pfotons presentes em cadeias laterais de
um polissacarideo deverao sofrer um maior movimento devido ao
segmento molecular, em contraste com os nicleos da cadeia prin
cipal, o gque resulta num menor valor para o "correlation time"

81

(71: ) e num maior valor para T, ~. Ora, desde que T, esta re

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

2

(velocidade de relaxamento transverso) e l/T; (contribuicao da

- < * *
acordo com a expressao V =1/ T2 , onde l/T2 e a soma de 1/T

defasagem, que & proveniente da perda de homogeneidade do cam-
po magnético), valores mais altos de T2 e, por sua vez, maior
movimento do segmento molecular, resulta em menores larguras -

dos picos de ressonancia.
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