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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo promover derivatizacdo de diferentes tipos estruturais de
polissacarideos, obtidos de macroalgas marinhas, bem como a produgdo de polissacarideos
hibridos através de semissintese. Kappa-carragenana (K) obtida de Kappaphycus alvarezii,
(DS 1,01) foi caracterizada através de métodos quimicos e espectroscopicos e submetida a
hidrolise acida parcial (TFA 1 molL™", 80 °C, por 3h) originando carrabiose 4*-sulfato (KD).
A fragdo K foi submetida a rea¢des de sulfatagdo quimica com SOj3-Py, na presenca ou
auséncia de 2M-2B, em diferentes temperatuas (30 e 60 °C). A reagdo preparativa de
sulfatagdo quimica foi realizada na auséncia de 2M-2B, a 60 °C, originando a fragdo KS-O
(DS 3,66), persulfatada em C6/C4 e parcialmente sulfatada nos carbonos C2. KS-O foi
submetida a hidrolise acida parcial (TFA 1 molL™!, 80 °C, por 45 min) originando a mistura
oligossacaridica KD-OS, sulfatada parcialmente em C6 ¢ C2, das unidades de B-D-Galp e 3,6-
anidro-o-D-Galp, respectivamente. Alginato de so6dio comercial (Alg-Na) foi hidrolisado
parcialmente para obtencdo dos blocos homopoliméricos BM ¢ BG com 81,0 e 95,7% de
pureza, respectivamente. A otimiza¢dao da reacdo de amidagdo de Alg-Na, foi realizada em
presenca da DAP, EDC/CMC e NHS, em diferentes valores de pH (4,27; 6,0; 6,5 ¢ 9,5).
Tanto Alg-Na como os blocos BM ¢ BG foram amidados (MES 0,2 mol. L', 20 mols DAP, 2
mols EDC, 1mol NHS em pH 6,5, por 24 h), produzindo os derivados Alg-Dap, BM-Dap e
BG-Dap com 17,8, 14,4 ¢ 21,3% de modificagdo, respectivamente. A caracterizacdo destes
produtos foirealizada pela formacao do grupo N-(3-aminopropil)-amida (C1°-37,3/3,24; C2’-
27,8/1,82 e C3°-38,5/2,93 ppm). As fragdes amidadas Alg-Dap, BM-Dap ¢ BG-Dap foram
submetidas a reacdes de aminagdo redutiva em presenga de KD produzindo os polissacarideos
hibridos Alg-KD, BM-KDI1, BM-KD2, BG-KDI1 e BG-KD2. Estes foram caracterizadas por
RMN através dos deslocamentos quimicos do grupo N-(3-aminopropil)-amida (C2’° 26,4/1,86
e C3” 46,8/3,03 ppm) e do terminal redutor das unidades de 3,6-anidro-D-Gal (51,1/3,15
ppm). A ulvana (F) (24,0% de sulfato) obtida da Ulva fasciata, o1 submetida a reacdes de
amidagdo com a DAP em presenca de EDC, NHS, em diferentes valores de pHs (4,27; 6,5) e
temperatura (30 e 50 °C). para otimizar as condigdes reacionais de amidacdo. A reagdo
preparativa de amidagdo de F, produziu a ulvana amidada FI1D onde 28,0% dos grupos
carboxilicos das unidades de B-D-GlcAp foram modificados. Através da formagdo do grupos
N-(3-aminopropil)amida C1°-37,5/3,05; C2°-27,7/1,94 e C3°-38,5/3,05 ppm), foi confirmando
a amidacdo. F1D foi submetida a aminacdo redutiva em presenca da mistura oligossacaridica
KDOS, originando o polissacarideo hibrido F1IKDOS (46,1% de sulfato), caracterizada pelo
deslocamento quimico do grupo N-(3-aminopropil)-amida (C2°’-27,5/1,96 e C3°’-46,7/3,14
ppm). A agarose comercial (Aga) foi tosilada em meio aquoso basico, originando a Aga-Tos
(DStos 1,13), a qual apresentou tosilacdo em C6 e C2 das unidades de B-D-Galp (70,7/4,36 ¢
4,22 ppm) e 3,6-anidro-a-L-Galp (78,0/4,85 ppm). Aga-Tos foi aminada utilizando meio
aprotico em presenca da DAP, através de uma SN, originando a fragdo Aga-Dap (DA 0,16),
apresentando substituicdo pela DAP exclusivamente em C6 das unidades de B-D-Galp
(49,3/3,06 ppm). Deste modo no presente trabalho polissacarideos de macroalgas marinhas
com diferentes motivos estruturais como o poliuronideo alginato, seus blocos
homopoliméricos, o polissacarideo sulfatado e carboxilado denominado de ulvana e o
ficocoldide neutro agarose, foram modificados via semissintese originando produtos inéditos
com potencial aplicagdo biotecnologica.

Palavras-chave: Polissacarideos. Modificagdes quimicas. Biotecnoldgicos.



ABSTRACT

This work aimed to promote derivatization of different structural types of polysaccharides
obtained from marine macroalgae, in addition to the production of hybrid polysaccharides
through semisynthesis. Kappa-carrageenan (K) obtained from Kappaphycus alvarezii, (DS
1.01) was characterized by chemical and spectroscopic methods and it was submitted to
partial acid hydrolysis (TFA 1 moLL™, 80 °C, for 3h) originating carrabiose 4*-sulfato (KD).
Fraction K was submitted to chemical sulfation reactions with SO3-Py, in the presence or
absence of 2M-2B, at different temperatures (30 and 60 °C). Preparative reaction of chemical
sulfation was carried out in the absence of 2M-2B, at 60°C, giving the fraction KS-O (DS
3.66), persulfated in C6/C4 and partially sulfated in C2. KS-O was submitted to partial acid
hydrolysis (TFA 1 mol.L", 80 °C for 45 min) giving the KD-OS oligosaccharide mixture,
partially sulfated at C6 and C2, from the B-D-Galp and 3,6-anhydro-o-D-Galp units,
respectively. Commercial sodium alginate (Alg-Na) was partially hydrolyzed to obtain
homopolymer blocks BM and BG with 81.0 and 95.7% purity, respectively. The optimization
of the Alg-Na amidation reaction was performed in the presence of DAP, EDC/CMC and
NHS at different pH values (4.27, 6.0, 6.5 and 9.5). Both Alg-Na and BM and BG blocks
were amidated (MES 0.2 mol. L', 20 mols DAP, 2 mols EDC, 1 mol NHS at pH 6.5, for 24
h), yielding Alg-Dap, BM-Dap and BG-Dap derivatives, modified with 17.8, 14.4 and 21.3%
yield, respectively. Characterization of these products was accomplished by the formation of
the N-(3-aminopropyl) -amide group (C1-37.3/3.24, C2 '-27.8/1.82 and C3'-38.5/2.93 ppm).
Alg-Dap, BM-Dap and BG-Dap were submitted to reductive amination reactions in the
presence of KD, producing the hybrid polysaccharides Alg-KD, BM-KDI1, BM-KD2, BG-
KD1 and BG-KD2. These were characterized by NMR through the chemical shifts of the N-
(3-aminopropyl) -amide group (C2 '"26.4/1.86 and C3" 46.8/3.03 ppm) and the reducing of
3,6-anhydro-D-Gal (51.1/3.15 ppm). Ulvan (F) (24.0% sulphate) obtained from Ulva fasciata,
was submitted to amidation reactions with DAP in the presence of EDC, NHS, at different
pHs (4.27, 6.5) and temperature (30 and 50 °C), to optimize amidation reactions. The
preparative amidation reaction of F produced the F1D amidated ulvana, where 28,0% of the
carboxyl groups of the B-D-GlcAp units were modified. Through the formation of the N-(3-
aminopropyl) amide C1'-375/3.05; C2°-27.2/1.94 and C3'-38.5/3.05 ppm), the amidation was
confirmed. F1D was submitted to reductive amination in the presence of the oligosaccharide
mixture KD-OS, originating the FIKDOS hybrid polysaccharide (46.1% sulfate),
characterized by the chemical displacement of the N-(3-aminopropyl) -amide group (C2"-
27.5/1.96 and C3’’-46.7/3.14 ppm). Commercial agarose (Aga) was tosylated in basic
aqueous medium, yielding Aga-Tos (DStes 1.13), which exhibited C6 and C2 tosylation of -
D-Galp units (70.7/4.36 and 4.22 ppm) and 3,6-anhydro-a-L-Galp (78.0/4.85 ppm). Aga-Tos
was aminated using an aprotic medium in the presence of DAP, through an SN, giving rise to
the Aga-Dap fraction (DA 0.16), presenting substitution for DAP exclusively in C6 of B-D-
Galp units (49/3.07 ppm). Thus, in the present work, polysaccharides from marine macroalgae
with different structural variations such as polyuronide alginate, their homopolymeric blocks,
the sulfated and carboxylated polysaccharide known as ulvana and the neutrophil agarose,
were modified via semisynthesis, resulting in new products with potential biotechnological
application.

Key-words: . Polysaccharides. Chemical modifications. Biotechnological.
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1 INTRODUCAO

As macroalgas marinhas sdo fontes abundantes de diferentes tipos de
polissacarideos, dentre os quais se destacam o acido alginico, carragenanas e ulvanas.
Os polissacarideos derivados das macroalgas apresentam aplicacdes diversificadas,
desde setores da industria alimenticia, até as areas biomédicas (COOK et al., 2018;
PARK etal., 2017; SUN etal., 2018)

A expansao do uso destes biopolimeros se deve principalmente por
apresentarem estruturas quimicas Unicas, de fontes renovaveis, com baixo custo,
biodegradabilidade e biocompatibilidade (LAHAYE; ROBIC, 2007; TAVASSOLI-
KAFRANI; SHEKARCHIZADEH; MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016).

Os polissacarideos provenientes de macroalgas marinhas veem sendo foco de
estudos principalmente nas areas de biotecnologia, sendo utilizados por exemplo para
matrizes para engenharia de tecidos, biossensores, sistemas controlados para a entrega
de compostos bioativos e como farmacos terapéuticas anti-tumorais (KIM et al., 2017;
PARK etal., 2017; RAMOS etal., 2017).

Entretanto, para que estes biomateriais apresentem caracteristicas e propriedades
especificas para determinadas aplicagdes biotecnologicas, se faz necessario a realizagdo
de modificagdes quimicas na estrutura destes polissacarideos, visando alterar suas
propriedades fisico-quimicas e/ou biologicas. Os polissacarideos sdo moléculas
estruturalmente versateis, apresentando por exemplo grupos hidroxilas e/ou carboxilas
livres, os quais sdo importantes grupos funcionais, tornando possivel a derivatizagdo
quimica, resultando em derivados com propriedades diferentes dos polissacarideos
precursores (SIDDHANTA et al., 2015).

Dentre estes polissacarideos se destacam as ulvanas, polissacarideos extraidos de
macroalgas verdes, com grande versatilidade e potencial biotecnologico, entretanto
pouco explorados. As ulvanas vém sendo recentemente modificados quimicamente por
pesquisadores do grupo de pesquisa de Glicobiologia Estrutural de Algas Marinhas
(GLICAM), do departamento de Bioquimica e Biologia molecular da UFPR, para
producao de novos biomateriais.

O presente trabalho teve como objetivo a derivatizacdo de diferentes tipos de
polissacarideos: alginato, kappa-carragenana, ulvana e agarose, através de reagdes de
sulfatacio quimica, tosilacdo, amidagdo, aminacdo e aminacdo redutiva.

Adicionalmente, foram produzidos através de reagdes de semissinteses seis
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polissacarideos hibridos. Tanto os polissacarideos hibridos como os amidados e/ou

aminados sdo compostos com potencial aplicagdo biotecnologica.
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1.1  OBIJETIVOS

1.1. Objetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho foi realizar modificacdes quimicas, em
polissacarideos de macroalgas marinhas, além de produzir polissacarideos hibridos por

semissintese.

1.1.1 Objetivos Especificos

a) Extrair e sulfatar quimicamente a kappa-carragenana extraida da macroalga
Kapphaphycus alvarezii;

b) Produzir oligossacarideos redutores a partir de hidrdlise acida parcial
utilizando kappa-carragenana nativa e ap6s sulfatagdo quimica;

¢) Produzir blocos homopoliméricos a partir do alginato de sodio;

d) Otimizar a reacdo de amidacdo do alginato de sodio utilizando a 1,3-
propanodiamina;

e) Amidar o alginato de s6dio e seus blocos homopoliméricos, utilizando a 1,3-
propanodiamina;

f) Através da aminacdo redutiva, produzir polissacarideos hibridos entre os
derivados amidados (alginato de s6dio, e blocos homopoliméricos) ¢ o
produto de hidrélise acida parcial da kappa-carragenana;

g) Otimizar a rea¢do de amida¢do da ulvana obtida da alga Ulva fasciata;

h) Amidar a ulvana utilizando a 1,3-propanodiamina;

1) Através da aminagdo redutiva, produzir o polissacarideo hibrido entre o
derivado amidado da ulvana e o produto de hidrolise acida parcial da kappa-
carragenana sulfatada quimicamente;

j) Tosilar a agarose;

k) Amidar o derivado tosilado da agarose;

1) Caracterizar os derivados e produtos finais das modificacdes quimicas
realizadas nos polissacarideos (kappa-carragenana, alginato de sodio, ulvana

e agarose) através de métodos quimicos e espectroscopicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ALGAS

Desde o século XVII as algas marinhas tem sido comercializadas
principalmente no Japao, e somente um século depois foi iniciada sua pratica na Europa
(PERCIVAL; McDOWELL, 1967). Entretanto existem registros que as pessoas ja
coletavam e utilizavam macroalgas como alimentos, desde os anos 500 a.c. na China.
(BARSANTI; GUALTIERI, 2010).

Aproximadamente 500 espécies de algas marinhas vém sendo utilizadas ha
séculos para fins alimentares e medicinais, diretamente (principalmente na Asia) ou
indiretamente, principalmente pela industria de ficocoldides (agar, carragenanas e
alginatos).  Estes materiais obtidos naturalmente fomentam uma industria que
movimenta bilhdes de ddlares, incluindo produtos alimentares, téxteis, farmacéuticos,
nutracéuticos, cosméticos, botanicos, agroquimicos, alimentos para animais, compostos
bioativos e antivirais além de setores biotecnologicos. Esta industria ndo ¢ muito
conhecida pelos consumidores, apesar de usarem produtos de algas marinhas quase
diariamente (do suco de laranja pela manha até a pasta de dentes a noite) (CHOPIN;
SAWHNEY, 2008).

As algas compreendem um grupo diversificado de organismos, que podem ou
ndo estarem relacionados filogeneticamente. Existem estimativas que reportam a
existéncia de aproximadamente 30.000 a mais de 1 milhdo de diferentes espécies de
algas (GUIRY, 2012).

O termo alga refere-se tanto as macroalgas como a um grande grupo de micro-
organismos conhecidos como microalgas, os quais apresentam tamanhos e formas
variadas. Exemplos da enorme diversidade estrutural destes organismos sio: o
picoplancton (compostos por células entre 0,2 — 2,0 um) e as gigantes kelps (com até
100 m de comprimento). Estes organismos também se distinguem quanto ao habitat
colonizado, j4 que as algas possuem a capacidade de ocupar todos os ambientes aos
quais lhes sejam disponibilizado luz e a umidade necessaria. Desta forma podem ser
encontradas tanto em aguas doces ou salgadas, sobre os solos imidos ou troncos e até
mesmo sobre a neve, vivendo isolados ou em associagdes com outros organismos, COmo
por exemplo, o liquen: alga associada com fungo. Além disto, exibem diferentes

estruturas celulares, niveis de organizagdo, morfologia, diferentes pigmentos, os quais
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sdo os responsaveis pela capacidade de realizarem a fotossintese, além de uma ampla
diversidade de polissacarideos de reserva e estrutural (BARSANTI; GUALTIERI, 2010
; VIDOTTIL; ROLLEMBERG, 2004).

Dentre os diferentes tipos de polissacarideos presentes nas macroalgas marinhas,

estdo presentes as galactanas, ulvanas e os urdnideos.

2.2 GALACTANAS SINTETIZADAS POR ALGAS VERMELHAS

As macroalgas vermelhas pertencentes ao filo Rhodophyta, representam mais
de 7000 espécies do reino Plantae, sendo habitantes comuns em &guas marinhas
tropicais e temperadas, onde desempenham importantes papéis na economia € ecologia
(ALGAEBASE, 2017; BARSANTI; GUALTIERI, 2010).

As galactanas sdo os principais polissacarideos soliveis em meio aquoso,
produzidas pela maioria das espécies de algas vermelhas. Sao constituidas por unidades
repetitivas de B-D-galactopiranose ligada (1->3), e o-galactopiranose ligada (1-2>4)
(PAINTER, 1983), denominadas de unidades A e B, respectivamente.

Existem dois grandes grupos de galactanas, que se diferenciam pela
estereoquimica da unidade B 4-O-ligadas: enantiomeros L-(agaranas) e enantidmeros
D-(carragenanas). Além disto, tanto na unidade A como a B, podem ter os grupos
hidroxilos substituidos por grupos O-sulfato e O-metil. A galactose 3-O-ligada pode
apresentar ainda grupo acetal ciclico de 4cido pirtivico nas posicdes 4 e 6, enquanto a
galactose 4-O-ligada pode estar total ou parcialmente ciclizadas na forma de 3,6-
anidrogalactopiranose (KNUTSEN et al, 2002; KOLENDER; MATULEWICZ, 2004;
STORTZ; CASES; CEREZO, 1997; STORTZ; CEREZO, 1991; USOV, 199§;
DUARTE et al, 2004) A FIGURA 1 representa a estrutura quimica repetitiva basica
que constituem as agaranas e as carragenanas.

As agaranas apresentam grande diversidade estrutural, como a presenca de
grupos O-metil principalmente no carbono-6 das unidades A e no carbono-2 das
unidades B, substituicao por grupos 4,6-O-(1’-carboxietilideno), bem como a presenga
de grupos O-sulfato em diferentes posicdes. Adicionalmente, alguns exemplares de
algas vermelhas sintetizam principalmente a agarose, uma agarana neutra (unidade A
sem substituicao, ¢ unidade B na forma de 3,6-anidro-o-L-galactose) (DUARTE et al.,
2004; DUCKWORTH; YAPHE, 1971; FERREIRA et al,, 2012).
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FIGURA 1- ESTRUTURA QUIMICA BASICA DE CARRA GENANAS E A GARANA
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R: Grupos hidréxilos, sulfato, metil ou acetal de acido pirivico. FONTE: O autor (2018).

Ja as carragenanas apresentam diferentes padrdes de sulfatacdo, baixa
ocorréncia de grupos O-metil e acetal de acido piruvico. Estas moléculas podem ser
classificadas de acordo com a posicdo dos grupos O-sulfato nas unidades A e B.
Variando o teor e a a posi¢do dos grupos sulfatos, além da presenca ou auséncia da 3,6-
anidro-o-D-galactopiranose, podem constituir 42 estruturas dissacaridicas teoricamente
distintas (STORTZ; CEREZO, 1992) Entretanto apenas algumas j& foram descritas na
literatura. As carragenanas sdo classificadas com letras gregas conforme o teor e a
posicao do sulfato.

Devido & wvasta diversidade estrutural das galactanas, KNUTSEN e
colaboradores (1994), propuseram uma nomenclatura simbodlica para as unidades
repetitivas constituintes das galactanas, com o intuito de padronizar e facilitar a escrita
das unidades dissacaridicas (diades). As unidades de [-D-galactopiranose sao
representadas pela letra G, enquanto as unidades de a-L-galactopiranose e 3,6-anidro-o-
L-galactopiranose pertencentes ao grupo das agaranas sdo representadas pelas letras L e
LA, respectivamente, e¢ as unidades de o-D-galactopiranose e 3,6-anidro-o-D-
galactopiranose pertencentes ao grupo das carragenanas sdo representadas pelas letras D

e DA, respectivamente.
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Na TABELA 1 estdao apresentados 15 diferentes carragenanas identificadas por

letras gregas (o, B, v, 90,0, L, 1, A, u, v, § o, 7, y e ®), classificadas com relagdo ao grupo

sulfato, familias e codigo de letras, conforme a classificacdo de KNUTSEN E
colaboradores (1994).

TABELA 1- CLASSIFICACAO DAS CARRA GENANAS

Nome — Letra ./ ilia Unidade A Unidade B Cédigo de
grego grega letras
alpha o beta B-D-Galp 3,6-An-0-D-Galp 2-sulfato G-DA2S
beta B beta B-D-Galp 3,6-An-0-D-Galp G-DA
gamma Y beta B-D-Galp a-D-Galp 6-sulfato G-D6S
delta ) beta B-D-Galp a-D-Galp 2,6-disulfato G-D2S,6S
theta 0 lambda B-D-Galp 2-sulfato 3,6-An-0-D-Galp 2-sulfato G2S-DA2S
iota i kappa B-D-Galp 4-sulfato 3,6-An-0-D-Galp 2-sulfato G4S-DA2S
kappa K kappa B-D-Galp 4-sulfato 3,6-An-a-D-Galp G4S-DA
lambda A lambda B-D-Galp 2-sulfato a-D-Galp 2,6-disulfato G2S-D2S,6S
mu n kappa B-D-Galp 4-sulfato a-D-Galp 6-sulfato G4S-D6S
nu Y kappa B-D-Galp 4-sulfato a-D-Galp 2,6-disulfato G4S-D28S,6S
xi S lambda B-D-Galp 2-sulfato a-D-Galp 2-sulfato G2S-D2S
omicron o - B-D-Galp 4-sulfato a-D-Galp 2-sulfato G4S-D2S
B-D-Galp-4,6-O-(1-
PI s lambda carboxietilideno)-2- a-D-Galp 2-sulfato GP,2S-D2S
sulfato
Psi " omega B-D-Galp 6-sulfato a-D-Galp 6-sulfato G6S-D6S
omega ® Omega B-D-Galp 6-sulfato 3,6-An-0-D-Galp G6S-DA

FONTE: Modificado de KNUTSEN et al. (1994)

As carragenanas constituintes da familia beta (o, f, y e J) ndo apresentam

sulfatagdo nas unidades A, enquanto as unidades B podem ser tanto 2-O-sulfatada, 6-O-

sulfatada, 2,6-O-disulfatada ou nao se apresentarem sulfatadas. Adicionalmente, as

unidades B podem ser ciclizadas na forma de 3,6-anidrogalactose (KNUTSEN et al,,

1994).

A familia lambda (6, A, = ¢ &) apresenta as unidades A, na forma de 2-O-

sulfatada podendo ou ndo apresentar o substituinte acetal 4,6-O-(1-carboxietilideno), e

as unidades B podem ser tanto 2-O-sulfatada, 6-O-sulfatada ou 2,6-O-disulfatada. A
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carragenana do tipo theta (6) ¢ a Unica desta familia a apresentar a unidade B ciclizada
na forma de 3,6-anidrogalactose (KNUTSEN et al, 1994).

A familia omega (v e w)apresenta as unidades A como sendo 6-O-sulfatada.
Enquanto carragenana do tipo psi () apresenta na unidade B a a-D-galactopiranose 6-
sulfato, a carragenana do tipo omega (w) possui a 3,6-anidro-o-D-galactopiranose
(KNUTSEN et al, 1994).

As carragenanas pertencentes a familia da kappa (k, i, u; v; o) apresentam as
unidades A 4-O-sulfatada, enquanto as unidades B podem estar tanto 2-O-sulfatada, 6-
O-sulfatada ou 2,6-O-disulfatada, podendo ser encontradas na forma ciclizada (3,6-
anidrogalactose) ou ndo (a-D-galactopiranose) (KNUTSEN et al., 1994). A FIGURA 2
demonstra as estruturas quimicas das carragenanas desta familia.

As carragenanas do tipo mu ¢ nu sdo as precursoras das carragenanas do tipo
kappa e iota, respectivamente. A conversdo destas duas carragenanas € o resultado da
formagdo de unidades 3,6-anidro-a-D-galactose (DA) a partir de unidades de o-D-
galactose (D) sulfatadas no carbono-6. A formacdo do anel 3,6-anidro se da de duas
maneiras: in vivo na matriz célular pela acdo de enzimas especificas, ou in vitro por
meio de tratamento alcalino. Tanto as enzimas como o tratamento alcalino promove a
liberagdo do grupo éster sulfato do carbono-6 e do hidrogénio da hidroxila do carbono-
3, formando o anel 3,6-anidro (PERCIVAL, 1949; CIANCIA etal., 1993; USOV, 2011;
NOSEDA; CEREZO, 1995).

Durante a formacdo da ligacdo 3,6-anidro, a unidade o-D-galactopiranose que
apresenta a conformaco em cadeira *C; (carbono-6 e o oxigénio do carbono-3 estdo em
posicdes equatoriais), passa a apresentar a conformagao 1C4, onde tanto o carbono-6
como o oxigénio do carbono-3 estdo em posi¢des axiais, € proximos o suficiente para
que ocorra a ligagdo covalente formando o anel 3,6-anidro (CIANCIA et al, 1993; DE
RUITER; RUDOLPH, 1997; HARRINGTON et al., 2009).
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FIGURA 2— ESTRUTURA QUIMICA DAS CARRA GENANAS CONSTITUINTES DA FAMILIA
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2.2.1 Estabilidade dos grupos éster de sulfato nas galactanas

As solugcdes de carragenanas sdo estdveis em pHs neutros ou alcalinos,
entretanto em pHs acidos e altas temperaturas, estas moléculas podem sofrer reagdes de
dessulfatacdo e despolimerizagao.

Durante as reacdes de hidrdlise parcial ou total das carragenanas, pode ocorrer
hidrolise dos grupos éster de sulfato presente nas moléculas. Entretanto a labilidade do
grupo sulfato (2 condicdes acida) depende das posigdes destes grupos na cadeira
polissacaridica.

Durante a hidrélise redutiva parcial da theta-carragenana, a fim de produzir
dissacarideos e tetrassacarideos alditdis, GONCALVES e colaboradores (2005),
observaram a completa dessulfatagio em C2 das unidades de B-D-Galp, enquanto que
C2 das unidades de 3,6-anidro-D- galactitol permaneceu sulfatada.

Resultado semelhante foi reportado por NOSEDA E CEREZO (1993), apoés
realizarem auto-hidrolise da lambda- e theta-carragenana. Com 26 ¢ 35 horas de auto-
hidrolise da lambda-carragenana ainda era possivel observar a presenga tanto de
unidades B-D-Galp 2-sulfato como B-D-Galp, e apds 410 horas o espectro de RMN de
13C mostrou auséncia dos sinais referentes as unidades p-D-Galp 2-sulfato, indicando a
perda total do sulfato. Adicionalmente, o sulfato em C2 das unidades de a-L-Galp 2,6-
disulfato foram resistentes a condigdo acida. De modo semelhante, a auto-hidrdlise da
theta-carragenana também causou a dessulfatacdo total em C2 das unidades de B-D-
Galp. Além disto, o sulfato presente em C2 das unidades de 3,6-anidro-o-L-Galp
também foi hidrolisado, entretanto em menor propor¢do que o sulfato em C2 das
unidades vizinhas de B-D-Galp. Este resultado sugere que a hidrolise de grupos sulfato,
apresenta diferentes suceptibilidades de hidrolise, ocorrendo de forma mais lenta em C2
das unidades 4-ligadas, que nas unidades 3- ligadas.

Adicionalmente, a hidrolise parcial redutiva da agarose 6-sulfato, para produzir
a agarrabitol 6-sulfato, descrita por GONCALVES e colaboradores (2005), demonstrou
que o grupo sulfato em C6 das unidades de B-D-Galp 6-sulfato, ndo foi hidrolisado.

Da mesma forma, o grupo sulfato em C4 das unidades de B-D-Galp 4-sulfato,
na kappa-carragenana, ndo foi hidrolisado durante reagdes de hidrolise parcial redutiva

ou hidrélise acida parcial (DUCATTI et al,, 2011; GONCALVES et al., 2005)
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Estes resultados sugerem diferentes labilidades, dos grupos sulfato: a presencga
de ésteres de sulfato em hidroxilas secundarias equatoriais apresentam uma taxa de

hidrolise maior que grupos sulfatos substituidos em hidroxilas axiais (REES, 1963).

2.2.2 Estabilidade das ligacdes glicosidicas nas galactanas obtidas das algas
vermelhas

Algumas galactanas de algas vermelhas contém aproximadamente cinquenta
porcento de unidades 3,6-anidrogalactose (kappa, theta, iota e agarose), que sao
extremamente sensiveis a condigdes dcidas severas, tipicamente utilizadas para
hidrolisar outros tipos de estruturas de polissacarideos (STEVENSON; FURNEAUX,
1990).

Na literatura sdo descritas reagdes de hidrolise utilizando diferentes tipos de
carragenanas, como a: iota-(JOUANNEAU et al., 2010; STORTZ; CEREZO, 1991),
kappa-(DUCATTI et al,, 2011; GONCALVES et al, 2010; YUAN et al., 2005), theta-
(GONCALVES et al, 2010) e beta-(FALSHAW; FURNEAUX; WONG, 2003)
carragenana, originando diferentes oligossacarideos.

LAWSON e REES (1968) utilizaram duas metodologias para produzir
oligossacarideos a partir da lambda-carragenana, acetdlise e hidrdlise parcial,
respectivamente. Os autores observaram que as ligagdes a-(1->3) foram clivadas
preferencialmente pela hidrolise parcial, enquanto que as ligagdes B-(1->4) foram
clivadas através da acetdlise. Além disto, verificou-se que velocidade de hidrolise das
ligagoes a-(1->3) € muito maior que as das ligagoes B-(1-2>4). Indicando que a hidrolise
parcial favore a quebra das ligagdes o-(1->3) preservando as demais ligagdes
glicosidicas da molécula.

Outros fatores que influenciam a estabilidade das galactanas sdo a presenca das
unidades 3,6-anidro-Galp e os grupos éster de sulfato. Comparando as taxas de hidrdlise
de trés carragenanas: kappa (G4S-DA) e a iota (G4S-DA2S) que apresentam unidades
de 3,6-anidro-Galp, e da lambda (G2S-D2S6S) desprovida da unidade 3,6-anidro-Galp,
SINGH E JACOBSSON (1994), observaram uma taxa de hidrélise mais lenta para a
lambda quando comparada a kappa, devido auséncia da unidade 3,6-anidro-Galp.
GUISELY e colaboradores (1980), reportaram uma estabilidade a hidrélise dcida maior
da iota, do que a apresentada pela kappa. Esta menor taxa de hidrolise da iota ¢

atribuida a presenga do grupo sulfato em C2 da unidade 3,6-anidro-Galp.
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Desta forma a hidrolise parcial ¢ uma maneira eficiente de obter
oligossacarideos sulfatados a partir das galactanas que contém unidades de 3,6-anidro-
o-D-galactopiranose, porque as ligagdes glicosidicas destas unidades sdo

significativamente mais labeis em meio dcido que as das f-D-galactopiranose.

2.2.3 Produgdo de oligossacarideos a partir de hidrolise acida parcial de
galactanas

Oligossacarideos de galactanas podem ser obtidos através de hidrolises
redutivas parciais ou hidrdlises 4cidas parciais.

Hidrolise parcial redutival — A hidrolise dcida branda ¢ realizada em presencga
do borano 4-metilmorfolina, um agente redutor estivel em meio acido. A reagdo ocorre
com a quebra seletiva das ligagdes alfa (1->3) das unidades de 3,6-anidrogalactose
(devido ao 4cido e a temperatura). Apoés a quebra das ligagdes o borano 4-
metilmorfolina reduz as extremidades redutoras dos oligossacarideos produzindo
unidades 3,6-anidrogalactitol. O derivado 3,6-anidrogalactitol ¢ mais estdvel que o seu
derivado redutor em condigoes acidas (USOV; ELASVILI, 1991; STEVENSON;
FURNEAUX, 1990).

GONCALVES (2005) produziram e isolaram a partir da hidrolise redutiva
parcial (TFA 0,5 mol.L''; 8 h; 65 °C) de kappa-carragenana os oligossacarideos
carrabiitol 4°-sulfato e carrabiitol 4%, 4*-disulfato, respectivamente KA e KB.
Adicionalmente também foram produzidos e isolados os oligossacarideos carrabiitol 2'-
sulfato (TA) e carrabiitol 2', 2°-disulfato (TB), a partir da theta-carragenana. Entretanto
foram necessarios 4 horas a mais de hidrolise, quando comparado as condigdes
utilizadas para a kappa-carragenana. A maior estabilidade da ligagdo alfa-glicosidicas
na theta-carragenana foi atribuida a presenga do grupo sulfato em C2 das unidades de
3,6-anidro-o-D-galactopiranose. As estruturas quimicas de KA, KB, TA e TB estdo
representadas na FIGURA 3.

Hidrolise parcial acida — A hidrolise acida parcial quebra seletivamente as
ligacdes alfa das unidades de 3,6-anidrogalactose. Em condi¢do de hidrélise branda
(concentragdo do dacido, baixas temperatura e tempo de reagdo) sao produzidos
oligossacarideos pares com unidades de 3,6-anidrogalactose como terminais redutores
(STEVENSON; FURNEAUX, 1990)(HAMA et al., 2010). Se as condi¢des de hidrolise

forem mais drasticas, ocorre a degradacdo das unidades de 3,6-anidrogalactose,
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produzindo oligossacarideos impares com unidades de galactose como terminais
redutores (YU et al., 2002);

DUCATTI e colaboradores (2011) produziram e isolaram a partir da kappa-
carragenana os oligossacarideos carrabiose 42-sulfato (Ka) e carrabiose 4%, 4*-disulfato
(Kb) por hidrolise parcial acida (TFA 0,1 molL™'; 3 h; 65 °C). As estruturas quimicas
estdo demonstradas na FIGURA 4.

FIGUEIREDO, 2013, produziu e isolou trés oligossacarideos alditois, a partir
da hidrolise parcial acida (TFA 0,1 mol.L™"; 3 h; 65 °C) de kappa-carragenana. Apds a
hidrolise 4cida parcial, os oligossacarideos redutores foram convertidos a
oligossacarideos alditois, através da reducdo das exremidades redutoras com
borohidreto de sodio (NaBHy), produzindo: carrabiitol 4%-sulfato (F-K2), carrabiitol 42,
4*_disulfato (F-K4) e carrabiitol 4%, 4*, 4%-trisulfato (F-K6). As estruturas quimica dos
oligossacarideos alditois estdo demonstrada na FIGURA 5.

YU e colaboradores (2002) produziram oligossacarideos redutores a partir da
kappa-carragenana, sob a condicdo de parcial (HC10,1 molL'; 3 h; 65 °C). Foram
obtidos: pentassacarideos (Pen), heptassacarideos (Hep) e undecassacarideos (Und),
contendo unidades de D-galactopiranose 4-sulfato tanto nas extremidades redutoras

como nos terminais ndo redutores, como demonstrado na FIGURA 6.
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2.2.4 Aplicacdo e produgao das carragenanas

Devido a capacidade de formar solugdes viscosas e/ou gelificantes
(hidrocoloides) as carragenanas do tipo kappa, iota e lambda, apresentam importante
participacdo econdmica em diversos setores industriais, sendo amplamente utilizadas na
industria de alimentos, como espessantes, gelificantes e agentes estabilizadores
(NECAS; BARTOSIKOVA, 2013; SAHA; BHATTACHARYA, 2010).
Adicionalmente, as carragenanas vém sendo aplicadas nas mais diversas areas:
farmacéutica (carregadores de drogas e compostos bioativos) (KAVOOSI et al, 2018;
LI et al, 2014); engenharia de tecidos (regeneracdao de cartilagens) (ROCHA et al,
2011; POPA et al, 2015); ¢ como biossensores (CAMPANELLA et al., 2004;
ESMAEILI; HENG; LING, 2015; OOIL; HENG; MORI, 2015).

As carragenanas do tipo kappa, podem ser obtidas principalmente a partir de
espécies de macroalgas como Kappaphycus alvarezii € Hypnea musciformis, enquanto
de Eucheuma denteculatum ¢é a principal produtora de iota-carragenana (BIXLER,
1996; SANTOS, 1989; VAN DER VELDE et al, 2002) As macroalgas das espécies
Gigartina skottsbergii e Chondrus ocellatus produzem principalmente lambda-
carragenana (NOSEDA; CEREZO, 1993; VAN DER VELDE et al,, 2002; ZHOU et al,
2004).

Devido ao crescimento do consumo de carragenanas pela indUstria, o mercado
global de carragenanas foi avaliado em 2016 em aproximadamente USD 762,35
milhdes, onde cerca de 13,3% deste total ¢ correspondente ao mercado global de
hidrocoloides aplicado a industria de alimentos e bebidas.

Como consequéncia do aumento da demanda de matéria prima, estas
macroalgas passaram a ser cultivas em fazendas marinhas. A producao da Kappaphycus
alvarezii representa 73% do consumo mundial, seguida pela Eucheuma denticulatum
com 20%, tendo a maior parte dos cultivos realizados na Asia (72%). A Indonésia e
Filipinas sdo os paises que mais praticam a aquicultura marinha de Kappaphycus
alvarezii, coletando entre 110000 e 55000 toneladas de algas secas, respectivamente
(PORSE; RUDOLPH, 2017).

Nos paises da Asia, a aquicultura tornou-se um meio de subsisténcia nas
comunidades costeiras, gerando renda para milhares de familias (HURTADO et al,
2001). Desta forma, muitos paises tropicais, que apresentam faixas litoraneas, estdo

cultivando algas marinhas, como uma alternativa sustentdvel. Paises como Venezuela
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(RINCONES e RUBIO, 1999) e Brasil (PAULA et al, 2002) introduziram o cultivo da
macroalga K. alvarezii na América do sul, a fim de avaliar a viabilidade de produgado de
biomassa para a indUstria de carragenana.

No Brasil, a K. alvarezii foi cultivada pela primeira vez em 1995, em Ubatuba,
Sao Paulo, com autorizagdao do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente ¢ Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA), tendo como objetivo avaliar os impactos ambientais ¢ a
viabilidade de cultivo destas algas, na tentativa de minimizar a explora¢do dos bancos
naturias de H. musciformis, principal fonte de carragenana no Brasil, além de diminuir a
dependéncia de matéria prima importada (CASTELAR; REIS; BASTOS, 2009;
PAULA etal, 2002).

Em 1998, os cultivos foram levados a Ilha Grande, Rio de Janeiro, com o
intuito de desenvolver cultivos em pequena escala. Somente em 2004 os cultivos
comecaram a ser produzidos em escalas comerciais (CASTELAR; REIS; BASTOS,
2009). Entretanto, o Brasil ndo ¢ auto suficiente na produgdo das carragenanas, sendo

desembolsados em 2014 aproximadamente US$ 21 milhdes na importacdo da matéria

prima (EPAGRI, 2016).

2.2.5 Propriedades bioldgicas das galactanas e seus produtos de hidrolise

Além das propriedades gelificantes que resultam em inUimeras &areas de
aplicacdo destes materias, as carragenanas apresentam importantes atividades bioldgicas
e/potenciais aplicagdes na area biomédica como por exemplo: anticoagulante (DE
ARAUJO et al,, 2013), antitrombotica (SOUZA et al., 2018), antiviral (S.F-TISCHER
et al., 2006), antitumoral (YUAN et al., 2005) e imunomoduladora (ZHOU et al., 2004).
Estas propriedades biologicas apresentadas pelas carragenanas, se devem
principalmente devido a presenca dos grupos éster de sulfato, os quais conferem carater
anionico. Sugere-se que estas moléculas carregadas negativamente interajam com as
cargas positivas presente em proteinas, o que explicaria suas atividades biologicas
(NECAS; BARTOSIKOVA, 2013).

Adicionalmente, estudos tem reportado a potencial atividade anti-HIV das
carragenanas, devido a interferencia causada por estes compostos na fusdo das células
infectadas com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) além de inibirem a enzima
retroviral especifica (transcriptase reversa — specific retroviral enzyme reverse

transcriotase). Entretando, apesar dos estudos apresentarem grandes pontenciais contra
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o HIV, a propriedade anticoagulante das carragenanas sdo consideradas reagdes
adversas, apesar de ndo serem utilizadas como drogas terapéuticas (NECAS;
BARTOSIKOVA, 2013).

Recentemente, a kappa-carragenana foi avaliada quanto sua atividade
antimicrobiana e antitumoral in vitro. A carragenana apresentou agdo antibacteriana e
antifiungica contra Staphylococcus aureus e Candida albicans, respectivamente. Além
disto, ndo promoveu efeito citotdoxico contra linhagem de células de cancer de mama
(MCF-7) e neuroblastoma humano (SH-SY5Y). No entanto foram observadas redugdes
significativas na capacidade de proliferagdo celular destas células tumorais em presenga
da carragenana sugerindo que a kappa-carragenana apresenta atividade antimicrobiana e
antitumoral (SHEN et al, 2018).

ZHOU e colaboradores (2004), despolimerizaram a lambda-carragenana
através de reacdo em microondas, obtendo cinco produtos de massa molecular distintas
(650 x 10°, 240 x 10°, 140 x 10°, 15 x 10° ¢ 9,3 x 10° g.mol'l), que foram avaliadas in
vivo (camundongos) a fim de se investigar a inibicdo de tumor (S180 e H22). As cinco
amostras de carragenana apresentaram atividade antitumoral e de imunomodulagdo em
diferentes graus. Adicionalmente, as amostras de Mw 15 e 9,3 x 10° gmol’,
apresentaram as taxas mais altas de inibicdo dos tumores, 66,1 e 68,9%,
respectivamente, nas doses de 200 mg kg' por dia. Desta forma concluiu-se que
moléculas de menores massas moleculares de lambda-carragenana, provavelmente
apresentam um beneficio para atividades antitumorais.

Além disto WANG e colaboradores (2011) investigaram a capacidade de
oligossacarideos derivados da kappa-carragenana, em inibir a replicagdo do virus da
gripe A (HIN1) in vitro. Foram testados trés oligossacarideos de massa moleculares
diferentes (2 x 10°, 3 x 10° ¢ 5 x 10° gmol') Os resultados indicaram que o
oligossacarideo de menor massa molecular (2 kDa), foi o mais ativo, inibindo a

replicagdo do virus, com concentragdo inibidora de 90% (IC90) de 215 ugmL™".
2.3 POLIURONIDEOS SINTETIZADOS POR ALGAS PARDAS

Algas pertencentes ao filo Phaeophyta representam aproximadamente 2040
espécies, quase todas de origem marinha. Predominam em mares de regides temperadas
frias e polares, podendo ser encontradas em menores quantidades em mares tropicais

(ALGAEBASE, 2017;VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).
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As algas pardas possuem variagdes em seus tamanhos, indo de alguns
milimetros, at¢ mais de 60 metros de comprimento. As algas pardas gigantes formam
florestas marinhas densas conhecidas como Kelps, presentes a mais de 30 metros de
profundidade, em aguas claras, frias e ricas em nutrientes, fornecendo um habitat para
outros organismos marinhos, como algas bentdnicas, invertebrados e/ou mamiferos
marinhos, sendo um dos ecossistemas mais dindmico do mundo (MARINS et al., 2012;
TYMON et al., 2017).

As florestas de Kelps distribuem-se pelo mundo todo em mares temperados e
frios. As algas do género Laminaria destacam-se como o género mais frenquente,
distribuidas principalmente, na China e Japao, sendo encontradas no Oceano Pacifico
Norte a partir do Japdo, nordeste da costa do Alasca até o norte da California (Estados
Unidos) (LIU et al, 2017b; PENG et al, 2018). As algas do género Ecklonia estdo
distribuidas pela Australia e Nova Zelandia, enquanto a Macrocystis domina as florestas
de algas ao longo das costas ocidentais da América do Norte e do Sul, e alguns locais da
Africa do Sul, Australia e Nova Zelandia (TYMON et al., 2017; VUONG et al., 2017).
No Brasil s3o encontrados exemplares de Laminaria brasiliensis, na regido que se
estende de Cabo Frio (Rio de Janeiro) at¢ o sul da Bahia (DUARTE; GORIN;
DUARTE, 1991).

Das macroalgas marinhas pertencentes a este grupo, podem ser extraidos
polissacarideos intracelulares mucilaginosos, denominados &cido alginicos, os quais
podem representar até 40% de massa seca destas algas. Dentre as macroalgas pardas, a
Macrocystis pyrifera fornece um dos maiores teores de alginato por peso seco de alga

(aproximadamente 45%), enquanto a Laminaria hyperborea fornece uma dos menores
teores aproximadamente (13%) (SCHIENER et al, 2015; WESTERMEIER et al., 2012;
PERCIVAL; MCDOWELL; 1967).

2.3.1 Acido alginico

O 4cido alginico ¢ o principal polissacarideo isolado das algas marrons (Filo
Phaeophyta). O acido alginicio ¢ um poliuronideo constituido por unidades de 4-O-B-D-
manopiranosidurdnico e 4-0-o-L-gulopiranosidurdnico. Estes monossacarideos estdo
distribuidos ao longo da cadeira polissacaridica, gerando regides de acido [B-D-
manurdnico (M) ou 4cido o-L-gulurdnico (G), na forma de blocos homopoliméricos

(BM e BG, respectivamente), ou regides intercaladas com os dois mondmeros,
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formando blocos heteropoliméricos ou mistos (BGM), como demonstrado na FIGURA
7 (HAUG; LARSEN; SMIDSR@D, 1967).

Os monomeros M e G apresentam diferentes disposicdes espaciais, a fim de
adquirirem uma posi¢do mais favoravel energeticamente. Desta forma, as unidades de
acido B-D-manurdnico constituintes dos blocos BM estdo na posi¢do de cadeira *C; com
ligacoes glicosidicas diequatoriais B(1->4), enquanto as unidades de acido o-L-
gulurdnico dos blocos BG, apresentam-se na posi¢do de cadeira 'Cs4, com ligacdes
glicosidicas diaxiais o(1=>4) (DUNFIELD; WHITTINGTON, 1974). Esta diferenca
conformacional leva os polimanurdnicos a se organizarem em estruturas planas como
fita, enquanto os poligulurdnicos formam estruturas semelhantes a hastes (DAVIS;
VOLESKY; MUCCI, 2003).

Devido a insolubilidade do 4cido alginico em agua e seu carater anidnico, &
possivel transforma-lo em sais soliiveis com os cations monovalentes (Na“, K’ e
amoOnio), entretanto os sais de alginato divalentes e polivalentes merecem atengdo
especial, pois apresentam a capacidade de formarem reticulos i0nicos, e
consequentemente hidrogéis NAKAMURA et al., 1995).

A reticulagdo idnica resulta de ligagdes iOnicas que ocorrem entre as
carboxilas do polissacarideo e os cations divalentes ou polivalentes, de modo que o
cation se aloja entre as cadeias poliméricas, levando a formacdo de uma rede
polimérica. Adicionalmente, a reticulagdo i6nica no acido alginico ocorre apenas nos
monomeros G, devido a disposicdo espacial das unidades de 4-O-o-L-
gulopiranosidurdnico, serem mais favoraveis (CENSI et al., 2012).

Desta maneira, cations divalentes (Ca®’, Mg>", Fe**, Cu® Sr**, Zn*") ficam
alojados entre os monomeros G e as cadeias dos polimeros, gerando uma estrutura em
forma de rede, regular e similar a uma “caixa de ovos”, como representado na FIGURA
8 usando como exemplo o ion calcio (CENSI et al,2012; GRANT et al, 1973;
MORRIS et al., 1978). Entretanto os géis formados pelas reticulagdes idnicas podem ser
facilmente dissociados através do processo de perda dos ions divalente para o meio,
devido as trocas ions com cations monovalentes (LEE; MOONEY, 2012).

As propriedades mecanicas e fisicas dos hidrogéis (porosidade, capacidade de
intumescimento,  biodegradabilidade, estabilidade, resisténcia  mecadnica e
biocompatibilidade) sdo determinadas pela estrutura quimica (proporc¢des dos
mondmeros M e G e arranjo estrutural), massa molecular da cadeia polimérica, cinética

de formacao do gel, bem como da concentracdo e do tipo de ion utilizado, formando.
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géis fortes o suficiente para serem utilizados em diversas aplicagdes biomédicas e
industriais. Desta forma alginatos com maiores percentuais de acido a-L-gulurdnico
formam géis mais rigidos e quebradigos, devido principalmente a propriedade de
formagao do modelo “caixa de ovos”, enquanto que os géis com maiores teores de acido
B-D-manurdnico sao mais viscoeldsticos (GEORGE; ABRAHAM, 2006; GOH; HENG;
CHAN, 2012); PERCIVAL; MCDOWELL; 1967; DRURY; MOONEY, 2003)
Adicionalmente, as diferentes propor¢des dos mondmeros M e G nos alginatos,
conferem diferentes propriedades bioldgicas. OTTERLEI e colaboradores (1991),
avaliaram a capacidade dos alginatos e seus derivados (Blocos BM, BMG e BG), em
estimular mondcitos humanos a produzirem fator de necrose tumoral (alfa),
interleucina-6 e interleucina-1. Como respostas, obtiveram que alginatos contendo alto
percentual de mondmeros M, possuem maior capacidade de estimular a producgdo de
citocinas, facilitando respostas imunologicas, diferentemente dos alginatos com alto

percentual de mondmeros G.

FIGURA 8-MODELO DA “CAIXA DE OVOS” NOS BLOCOS BG

— =

Enrolado ao acaso

- o - i
Calt e N i 4
l Modelo da “caixa de ovos”

Agregacio de dimero do Blocos BG

FONTE: Modificado de MORRIS et al., 1978.

2.3.2 Composi¢do quimica de alginatos obtidos de diferentes espécies de
macroalgas pardas
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HAUG e colaboradores (1966a,b, 1974), iniciaram estudos sistematicos com
relagdo a variabilidade das sequéncias dos acidos urOnicos presentes em diferentes
fontes de alginato, determinando as propor¢des M/G. HAUG e colaboradores (1966)
propuseram um modelo para o acido alginico (FIGURA 9), constituido por dois tipos
de regides, uma parte resistente (blocos homopoliméricos) e outra hidrolisavel (blocos
heteropoliméricos).

FIGURA 9- MODELO DO A CIDO A LGINICO PROPOSTO POR HAUG E COLA BORADORES
(1966)

Bloco BM L Bloco BG S T e Bloco BM

—> Resistente (blocos homopolimeéricos)

o gy ey —> Hidrolisavel (blocos heteropolimeéricos)

FONTE: Modificado de HAUG et al., 1966.

Quando o 4cido alginico ¢ submetido a hidrélise 4cida parcial, utilizando acido
oxalico a 100 °C, uma fragdo fica insolavel (blocos BM e BG) e outra soluvel (blocos
BMG), sendo respectivamente as regioes resistentes e hidrolisdveis do polissacarideo. A
partir da fracdo insoluvel é possivel realizar o fracionamento, em pH 2,85, dos blocos
homopoliméricos BM (soluvel) e BG (insolivel) que constituem o acido alginico,
COMO DEMONSTRADO NA figura 10. Através desta metodologia é possivel obter
produtos de hidrolise entre 80 e 90% de pureza (HAUG; LARSEN; SMIDSROD,
1967a; HAUG; LARSEN; SMIDSR@D, 1974). Na FIGURA 11 estao representadas as
estruturas quimicas dos blocos BM e BG, sendo constituidos respectivamente por
oligossacarideos de 4-O-B-D-manopiranosidurdnico e 4-O-o-L-gulopiranosidurdnico.

Desta forma HAUG e colaboradores (1974) observaram diferentes proporgdes
M/G para os 4cidos alginicos extraidos de diferentes espécies, coletadas em diferentes
épocas e locais, indicando que a propor¢cao das unidades M:G no acido alginico varia
conforme a espécie, habitat, idade, sazonalidade e parte da planta utilizada para extragao
(HAUG; LARSEN; SMIDSR@D, 1974; MILLER, 1974). A TABELA 2, apresenta
alguns exemplos de 4cidos alginicos extraidos de macroalgas pardas, e suas relacdes

M/G determinadas através de metodologias de hidrolise parcial 4cida.



FIGURA 10— FLUXOGRAMA DA HIDROLISE ACIDA PARCIAL DO ACIDO ALGINICO
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FONTE: O autor (2018).

FIGURA 11— ESTRUTURAS QUIMICAS DO BLOCO BM E BLOCO BG
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FONTE: O autor (2018).

Desta forma HAUG e colaboradores (1974) observaram diferentes propor¢des

M/G para os acidos alginicos extraidos de diferentes espécies, coletadas em diferentes

épocas e locais, indicando que a propor¢do das unidades M:G no 4cido alginico varia
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conforme a espécie, habitat, idade, sazonalidade e parte da planta utilizada para extragao
(HAUG; LARSEN; SMIDSR@D, 1974; MILLER, 1974). A TABELA 2, apresenta
alguns exemplos de acidos alginicos extraidos de macroalgas pardas, e suas relacdes
M/G determinadas através de metodologias de hidrolise parcial acida.

Para a mesma espécie Laminaria digitata coletada em diferentes paises
(Marrocos, Franca, Brasil e Noruega), foram obtidas diferentes relagdes dos mondmeros
M e G constituintes do acido alginico, variando de 1,4 até 2,11.

De forma semelhante ocorreu para a alga Laminaria hyperborea, entretanto
foram comparados as relagdes M e G, dos polissacarideos extraidos de diferentes
regides da planta: frondes e estipes, apresentando 0,38 até 1,28, respectivamente.

Adicionalmente, quanto menor esta relacio M/G, maior serd a capacidade do
acido alginico em gelificar. Esta propriedade de gelificagdo torna este polimero um dos
polissacarideos (hidrocoloides) de grande importancia na industria. Entretanto pelo fato
do acido alginico ser insoluvel em dgua a temperatura ambiente, os sais de sddio, calcio
e potassio deste polissacarideo, soltiveis em agua, sao preferidos para o emprego na
industria de alimentos. Desta forma o alginato de sdédio ¢ o principal sal do 4cido

algininico, utilizado pela industria.

TABELA 2- RELACAO M:G DE A CIDOS ALGINICOS OBTIDOS DE DIFERENTES ESPECIES

DEMA CROALGAS PARDAS
(continua)
Es pécie de Relacdo Local de coleta Referéncia
macroalga M:G
Laminaria digitata 2,11 Costa do Marrocos FERTAHetal,, 2017
Lami 'a dicitai 15 Costa da F PAPA GEORGIOU, KOUVELOS ¢
aminaria digitata , osta da Franca KATSAROS, 2008
Laminaria 1,4 Costa do Brasil DUARTE; GORIN; DUARTE, 1991.

brasiliensis
GRA SDALEN, LARSEN e

Laminaria digitata 1,6 - SMIDSR@D, 1979.
Laminaria digitata * 1,5 Costa da Noruega HAUG; LARSEN; SMIDSR®@D, 1974
Laminaria . 1,28 Costa da Noruega HAUG; LARSEN; SMIDSR@D, 1974
hyperborea
(conclusdo)
Es pécie de Relaco Local de coleta Referéncia
macroalga M:G
Laminaria 0,38 CostadaNoruega ~ HAUG, LARSEN; SMIDSR@D, 1974

hyperborea
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Sargassum palladum 1,5 - NAI-YU et al., 1994.
Sargassum thunbergii 1,27 - NAI-YU et al., 1994.
Sargassum 1,22 - NAI-YU et al., 1994,

kjellmanianum

. . Patagonia,
Macrocystis pyrifera 1,17 Argentina GOMEZ et al., 2009.
Dictyopteris 0,86 Costa do Brasil FLORENTIN, 2015.
delicatula

* corresponde a macroalga coletada em janeiro; ° correspondem as macroalgas coletadas em fevereiro
além do acido alginico ter sido extraido das frondes e das estipes, respectivamente. FONTE: O autor
(2018).

2.3.3 Aplicagdo e producdo do alginato

O alginato ¢ utilizado em diversas areas devido a sua biodegradabilidade e
biocompatibilidade. Na industria de alimentos ¢ utilizado como espessante e
estabilizante, como na elabora¢do de sucos, mantendo os constituintes da mistura em
suspensdao. Na industria té€xtil, tem o papel de melhorar o desempenho das tintas
utilizadas nos processos de impressdes, favorecendo desta forma a aderéncia e a
deposi¢do das cores sobre os tecidos. Na cosmética, ¢ utilizado na preparacdo de
pomadas e suspensdes (DRAGET; TAYLOR, 2011; HAY et al, 2013; VIDOTTI;
ROLLEMBERG, 2004; ONSOYEN, 1996).

Adicionalmente, o alginato vem sendo muito empregado em outros setores
industriais, como: engenharia de tecido (regeneragdo de cartilagens) (DIDUCH et al,
2000; STAGNARO et al, 2018), suporte para imobilizacio de enzimas (KIM et al,
2017) e na industria farmacéutica (transportadores de drogas e compostos bioativos)
(RAMOS et al., 2017). Desta maneira o alginato ¢ um importante recurso para diversos
setores industriais, além disto a demanda por producdo de alginato veem aumentando
nos ultimos anos, e € provavel que aumente ainda mais no futuro, particularmente para
seu uso em aplicacdes biomédicas e de bioengenharia em todo o mundo (BIXLER;
PORSE, 2011;PETEIRO, 2018).

Atualmente, a produgdo global de alginatos oriunda da exploragdo de apenas 9
espécies de algas marinhas, dentre as quais destacam-se os pertencentes ao género
Lessonia, Laminaria e Saccharina, representando 86% da produ¢do mundial de

alginato. Entretanto mais de 80% dessas algas sdo colhidas de populagdes nativas, e

apenas 20% sdo fornecidos através de cultivos marinhos realizados na Asia (China,
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Japao e Coréia), principalmente das Saccharina. Mais de 8,0 milhdes de toneladas de
algas foram cultivadas e colhidas em 2014 com um valor de cerca de 1,4 bilhdes de
doélares anuais (BIXLER; PORSE, 2011; PETEIRO, 2018).

O desenvolvimento da aquicultura nos paises asiaticos recebeu incentivo dos
governos para atender a demanda de consumo humano, pois os recursos naturais eram
insuficientes. Entretanto em paises europeus e americanos, a pratica de cultivo foi
iniciada nos anos 90 e 80, a fim de se estudar a viabilidade dos cultivos. As pesquisas
demonstraram ser tecnicamente, biologicamente e financeiramente vidveis além de
apresentarem baixos custos, porém ndo despertaram interesse na época, ja que 0s
estoques nativos de algas eram suficientes para atender a demanda comercial e
financeiramente mais rentaveis (DRUEHL et al., 1988; PEREZ; KAAS, 1984;
PETEIRO, 2018). No entanto, atualmente vem crescendo o interesse no
desenvolvimento e otimizacdo do cultivo destas algas nestes paises, devido ao aumento
da demanda do material oriundo destas espécies para diferentes usos comerciais com
alto valor agregado, além da importincia ambiental (BUSCHMANN et al, 2014,
PETEIRO, 2018; PETEIRO; SANCHEZ; MARTINEZ, 2016).

2.3.4 Propriedades bioldgicas do alginato e seus produtos de hidrdlise

O alginato ¢ o biopolimero mais utilizado para sistemas de encapsulamento. No
caso do encapsulamento de probidticos, que sdo organismo vivos que quando
administrados em quantidades adequadas conferem um beneficio para satde do
hospedeiro. Entretanto € necessdrio que estes organismos sobrevivam a passagem
através do trato digestério, chegando vivos até o local onde irdo agir, sendo
extremamente necessario proporcionar uma barreira de prote¢do, sendo encapsulandos
com polissacarideos inertes. RAMOS e colaboradores (2017) testaram alginatos com
diferentes massas moleculares e diferentes relagdes de M/G, no processo de
encapsulamento do probidtico Lactococcus lactis spp. cremoris (LLC), para protecao
desta bactéria contra as condi¢des drasticas do sistema digestivo. As esferas geradas
foram testadas em digestoes in vitro, simulando o sistema gastrointestinal. Os autores
relatam que alginatos de baixa massa molecular e baixa relagdo M/G, produzem esferas
mais organizadas e menos permeaveis, garantindo assim a alta viabilidade dos

probibticos.
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Adicionalmente, o alginato vem sendo utilizado na engenharia de tecidos, no
processo de regeneracdo de cartilagens. Muitos pacientes em hospitais necessitam de
algum tipo de procedimento envolvendo reconstrucdo de cartilagem, pois a cartilagem
apresenta uma capacidade de regeneracdo limitada devido a auséncia de vasos
sanguineos e a baixa poténcia mitogénica dos condrocitos, regenerando-se com
dificuldade e de modo incompleto, exceto em criancas de pouca idade (KRAAN et al,,
2002). A reconstrugdo de estruturas com anatomias complexas (nariz, queixo, etc) ¢ um
desafio, pois a geometria unica das estruturas faciais requer um alto grau de precisdo na
fabricagdo de implantes. A engenharia de tecidos vem como uma alternativa no
processo de regeneragdo, pois através da semeadura de células em moldes de polimeros
biodegraddveis personalizados, fornecem um ambiente tridimensional que pode
promover a producdo da matriz, de forma precisa predeterminada, ¢ o alginato ¢
utilizado neste processo, pois os hidrogéis deste polimero, tem se demonstrado eficazes
transportadores de condrocitos na formacgdo de cartilagens subcutineas. CHANG e
colaboradores (2001) prepararam moldes de implantes tridimensionais para formar
cartilagens especificas com Silastic ERTV, e injetaram nestes moldes suspensdes de
condrocitos em 2% de alginato, gelificadas por misturas com CaSO4. Em seguida
implantaram estas construcdes geleificadas com diferentes concentragdes celulares (10,
25 e 50 milhdes/mL), em camundongos. Eles observaram a formag¢do progressiva de
cartilagens com o tempo, além do aumento nos teores de proteoglicanos e de colageno.
Desta forma, este sistema pode ser util na produgdo em larga escala de implantes de
cartilagem de forma precisa.

Recentemente, um estudo centrado no papel dos alginatos na ingestdo de
alimentos foi realizado por EL KHOURY e colaboradores (2013). Os autores
concluiram que os alginatos possuem um alto potencial na regulagdo da saciedade e
niveis de glicemia quando suplementados com alimentos, apontaram que em
comparagdo com outras fibras viscosas e gelificantes, os alginatos oferecem vantagens
emrelagdo as propriedades fisicas, quimicas, sensoriais e fisiologicas.

Adicionalmente, o alginato ¢ amplamente utilizado na odontologia para
producao de modelos em gesso, constituindo um recurso imprescindivel no diagnotico e
planejamento odontoloégico, permitindo a visualizagdo precisa da arcada dentdria sob
diferentes angulos e posicdes. O alginato apresenta vantagens que possibilitem o seu
uso como moldes, dentre eles se destacam o custo relativamente baixo, a facilidade de
uso e de sua limpeza (ALVES-REZENDE et al., 2010).
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Alm disto, curativos com alginato de célcio j& sdo comercializados
(Algoderm®; Curasorb®; Sorbalgon®; Tegagen®). Estes produtos sdo compostos por
fibras de alginato de calcio, que apresentam alta capacidade de absorcado, resultando na
troca i6nica do calcio do alginato, com o s6dio do sangue e do exsudato. Estes materiais
promovem a hemostasia, absorvendo o exsudato, formando um gel que mantém a
umidade do ferimento. Elas sdo indicadas para feridas abertas, altamente exsudativas
comou sem infecgdo (FRANCO; GONCALVES, 2008).

Os curativos de feridas requerem boas propriedades anti-sépticas, resisténcia
mecdnica e serem feitos de materiais naturais que ndo causem problemas de
contaminacdo por exemplo nas feridas agravando a lesdo. Ja é conhecida a atividade
antimicrobiana dos fons cério e do polissacarideo quitosana, bem como a eficiéncia dos
curativos para feridas a base de alginato (disponiveis comercialmente). KAYGUSUZ e
colaboradores (2017) resolveram unir as propriedades destes materiais produzindo dois
tipos de filmes de alginato: um reticulado com solucao de cério e outro reticulado com
solugdo de cério e quitosana. Estes filmes produzidos foram testados quanto a
propriedade antibacteriana, comparando com o filme convencional de alginato de
calcio. Tanto os filmes de alginato reticulado com ions de cério quanto os reticulados
com ions de cério e quitosana apresentaram atividade antibacteriana contra as bactérias
Gram-negativas (Escherichia coli) e Gram-positivas (Staphylococcus
aureus).Entretanto os filmes de cério-alginato-quitosana apresentaram melhores
resultados quando a atividade antimicrobiana, bem como melhores caracteristicas fisicas
e de flexibilidade quando comparado aos outros filmes.

Outra potencial aplicacdo para o alginato esta na biomedicina. VENKATES AN
e colaboradores (2017) produziram e caracterizaram compdsitos de alginato-quitosana-
nanoparticulas de prata (AgNPs) e avaliaram a citotoxicidade dos compdsitos alginato-
quitosana-AgNPs e alginato-quitosana contra células de cancer de mama MDA-MB-
231. A viabilidade celular foi avaliada por 24 h utilizando diferentes proporcgdes
propor¢oes de compositos (1, 5 e 10 mg). Com a relagcio de 1 mg, nenhum dos
compositos mostrou qualquer efeito citotdoxico, no entanto, quando utilizado 5 mg de
composto de quitosano-alginato-AgNP, a viabilidade celular diminuiu em 70%
enquanto o composto de quitosano-alginato ndo induziu citotoxicidade visivel na
relacdo de massa equivalente. O efeito citotdxico do composto de quitosano-alginato-
AgNP foi ainda aumentado a 10 mg de concentragdo, onde 95% das células estavam

mortas. Em contraste, o composto de quitosano-alginato, com a realcad de 10 mg,



56

mostrou muito menos toxicidade, reduzindo a viabilidade celular em 40% apds o
tratamento. Desta forma as adicdes das AgNPs melhoram e proporcionam uma alta
citotoxicidade destes compositos de alginato-quitosana, frente a células cancerigenas.

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produtos secundéarios do
metabolismo celular, que podem induzir a danos nas estruturas celulares, como por
exemplo o DNA. Os sistemas de defesa dos organismos apresentam maneiras diferentes
de eliminar estas substincias nocivas, entretanto ndo podem impedir totalmente os
danos, sendo necessarios o uso de antioxidantes sintéticos como por exemplo BHA e
BHT (hidroxianisol butilato e hidroxitolueno butilado, respectivamente). Estes
antioxidantes sintéticos apresentam restricdo quanto ao uso devido os efeitos toxicos,
incentivando desta forma a busca e o desenvolvimento por novos compostos
antioxidantes, que ndo apresentem toxicidade. UENO e colaboradores (2012)
produziram blocos de BM e BG (polimanuronato e poliguluronato, respectivamente) a
partir do alginato de s6dio pelo processo de hidrolise parcial acida (HAUG et al., 1966),
e avaliaram os seus efeitos in vitro em células RAW264.7 quanto a atividade
antioxidante e estimulante dos macréfagos murinos. Tanto os blocos BM como os
blocos BG foram capazes de sequestrar o radical superdéxido, de maneira dose-
dependente.

Desta forma a introdugdo de determinados grupos seja por modificagdo
quimica ou apenas a sinergia com outros materiais, altera, proporcional e/ou
potencializa caracteristicas fisicas e biologicas do polimero original, despertando um
grande interesse nos ultimos anos pelo estudo das modificacdes quimicas dos

polissacarideos.

2.4 ULVANAS EXTRAIDAS DE MACROALGAS VERDES

As macroalgas verdes estdo presentes no filo Chlorophyta, com
aproximadamente mais de 6300 espécies diferentes (AlgaeBase, 2017). A maior parte
das algas verdes sdo oriundas de agua doce, entretanto algumas classes como as
Prasynphoyceae, Charophyceae, Ulvophyceae e Cholorophyceae, sdo
predominantemente marinhas. Dentro da classe das Ulvophyceae se destacam as

macroalgas do género Ulva, com aproximadamente 125 espécies distintas (GUIRY;
GUIRY, 2017).
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Os polissacarideos presentes na matriz da parede celular destas macroalgas
foram denominados por LAHAYE e AXELOS (1993) como ulvanas, e representam
entre 8 ¢ 29 % do peso seco da macroalga (ROBIC et al., 2009). As ulvanas. sdo
heteropolissacarideos sulfatados complexos, soliveis em d4dgua e compostos
principalmente por unidades de a-L-ramnose, -D-xilose, acido B-D-glucurdnico e a-L-
acido idurdnico, ligadas através de ligagdes glicosidicas (12>4). Adicionalmente, as
proporg¢des entre estes monossacarideos podem variar (LAHAYE; BRUNEL; BONNIN,
1997; LAHAYE; ROBIC, 2007; ROBIC et al., 2009; SHAO et al., 2017).

LAHAYE (1998), determinou diferentes sequéncias para os monossacarideos
constituintes das ulvanas, propondo que estes se apresentam na forma de quatro diades
principais distintas, proponto ainda um cédigo com letras e nimeros para cada, como
demonstrado na FIGURA 12. As diades contendo 4cidos urdnicos, foram denominadas
de Ulvanobiurdnico 3-sulfato, tipo A (Aszs) e tipo B (Bss), sendo referentes as [>4)-B-D-
GlcAp-(12>4)-0-L-Rhap 3-sulfato-(12>] e [24)-0-L-IdoAp-(1>4)-a-L-Rhap 3-sulfato-
(1->], respectivamente. Adicionalmente foram descritas as diades Ulvanobiose 3 -sulfato
(Uss) e Ulvanobiose 2°3-disulfato (U,- 35), sendo referentes a [->4)- B-D-xylp-(12>4)- a-
L-Rhap 3-sulfato-(1>] e [24)-B-D-xylp 2-sulfato-(1->4)-a-L-Rhap 3-sulfato -(1-2>],

respectivamente.
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FIGURA 12— ESTRUTURA QUIMICA DAS DIADES DE ULVANA PROPOSTAS POR LAHA YE
(1998)

0,80 &

FONTE: O autor (2018).

2.4.1 Aplicagdes e producao das ulvanas

Diferentemente das galactanas e do alginato, as ulvanas ndo sdao hidrocoldides,
que por consequéncia quase ndo sdo utilizadas na industria (LAHAYE; BRUNEL;
BONNIN, 1997).

Atualmente algumas espécies de macroalgas verdes sdo utilizadas como
alimentos, pois sdo interessantes fontes de acidos graxos poli-insaturados de cadeia
longo, vitaminas e minerais, além de apresentam altos indices de fibras dietéticas.
(SHAHIDI, 2009; ORTIZ et al., 2006). Além disto algumas espécies sao utilizadas pela
agroindtstria como fertilizantes (GARG et al, 1992) e vem crescendo os estudos de
utilizagdo destas macroalgas para producdo de bioetanol (EL HARCHI; FAKIHI
KACHKACH; EL MTILI, 2018).

As ulvanas s3o materias que atendem a diversos requisitos para aplicacdes
biomédicas (engenharia de tecido, medicina regenerativa e administragdo de
medicamentos), como a biocompatibilidade, biodegradabilidade, apresentando-se como
polissacarideos versateis, abundantes e de fontes renovaveis. Entretanto apesar das

propriedades promissoras relacionadas a este material, o uso de ulvanas nas areas
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biomédicas ndo ¢ relatado, devido principalmnete a sua alta solubilidade em solugdes
aquosa. O uso destes polissacarideos para estes fins necessitaria de modificagoes
quimicas adequadas em sua estrutura quimica (CHIELLINI; MORELLI 2011).
Adicionalmente, as macroalgas Ulva sp tem sido cultivadas para o tratamento
de efluentes, atuando como biofiltros, devido a capacidade de absorver e metabolizar
rapidamente elevadas cargas de nitrogénio e apresentarem alta resisténcia as condigdes
de estresse ambientais (DEL RiO; RAMAZANOV; GARCIA-REINA, 1996). Além
disso, apresentam-se como potenciais algas para cultivos integrados a carcinicultura

marinha (ALENCAR; JUNIOR; CELINO, 2011).

2.4.2 Propriedades biologicas das ulvanas

As ulvanas nativas ndo apresentam muitas atividades bioldgicas, quando
comparadas as carragenanas, apesar de algumas atividades ja terem sido reportadas.

TABARSA e colaboradores (2018), utilizaram os polissacarideos extraidos da
macroalga Ulva intestinalis, para realizaram testes de imunomodula¢do em células
RAW264.7. Os referidos autores extrairam e fracionaram através de colunas de DEAE
sepharose, com NaCl os polissacarideos, obtendo duas fracdes (F1 e F2). Através da
caracterizagdo quimica foi determinado que a fragdo F1 era composta por baixos teores
de sulfato e menor massa molecular(6,2% e 28,7 x 10° gmol"), quando comparada a
fragdo F2(24,5% e 87,2 x 10° gmol'). Tanto a fragio F1 como F2, induziram a
proliferacao celular macrofagica RAW264.7, entretanto apenas a fragdo F1 estimulou as
células a liberarem 6xido nitrico. Os autores propdem que a maior atividade da fragdo
F1 ¢ devido ao sua menor massa molecular, quando comparada as fragcdes nativa e F2.

THANH e colaboradores (2016), investigaram a citoxicidade da ulvana,
extraida da U. lactuca, contra trés linhagens celulares humano: HepG2 (carcinoma
hepatocelular), MCF7 (carcinoma da mama) e Hela (carcinoma de colo do utero). A
ulvana apresentou atividades citotoxicas significativas contra as trés linhagens celulares:
HepG2 (IC50 29,67+ 2,87 pg.mL™"), MCF7 (IC50 25,09 + 1,36 pg.mL") e Hela (IC50
36,33 + 3,84 pgmL"), de forma dose dependente, apresentando-se como um composto
promissor no combate ao cancer.

GOVINDAN; THOMAS, KURUP, (2012) realizaram o fracionamento (em
coluna cromatografica sephacryl S-400) da ulvana extraida da Ulva fasciata, obtendo a

fracdo UF1, a qual foi testada in vitro a fim de se investigar a atividade antioxidante e
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de citotoxicidade contra o modelo tumoral DLA (Daltons Lymphoma Ascites). A fragdo
UF1 apresentou tanto atividade antioxidante como antitumoral, de forma dependente da

concentracao.
2.5 MODIFICACOES QUIMICA EM POLISSAC ARIDEOS

Alguns polissacarideos ndo apresentam ou apresentam fracas atividades
biologicas. Deste modo, a modificagdo da estrutura quimica dos polissacarideos vem
atraindo muito a atencdo, pois elas podem fornecer uma oportunidade para potencializar
suas atividades biologicas ou proporcionar a produgcdo de novos biomateriais (LIU et
al, 2017a). Dentre as modificagdes quimicas aplicadas em polissacarideos, estdo
incluidas a sulfatacao, amidacao, aminagao redutiva, tosilagao e aminagao.

Na literatura existem relatos que reagdes de sulfatagdo em polissacarideos
introduziram ou melhoraram algumas atividades biologicas, tais como: (1)
anticoagulante, observada para carragenanas (DE ARAUJO et al, 2013),
polimanuronato e poliguluronato de baixa massa molecular (LI et al, 2017), pululanas
(ALBAN; SCHAUERTE; FRANZ, 2002), celulose (GERICKE et al, 2011) e pectinas
citricas (BAE et al., 2009); (2) antifingica observada para ulvanas (DE FREITAS et al,
2015a); (3) antitumoral observada para galactanas extraidas do fruto borojo (Borojoa
sorbilis) (XU et al, 2016) e (4) antimicrobianas observada para pectinas citricas (BAE
etal, 2009).

Reagdes de amidacdo através da derivatizagdo do grupo carboxila presente no
alginato de s6dio com diferentes aminas, tém despertado o interesse para producdo de
novos biomateriais. Alguns derivados do alginato de sodio apresentam potenciais
aplicagdes na area biomédica: alginato-biotina (POLY AK, GERESH, MARKS, 2004) e
alginato-1-naftilamida (CHEJARA et al., 2013). Enquanto outros derivados apresentam
aplicacdes na area de engenharia de tecido e regenera¢do, promovendo proliferagdo
celular e diferenciacdo: alginato-etilenodiamina (PARK et al, 2017) e alginato-RGD
(RGD: sequéncia peptidica Arginina-Glicina-Acido Aspértico) (ROWLEY; MOONEY,
2002).

Adicionalmente, alguns derivados alginato-amida, podem proporcionar uma
melhora nas atividades biologicas do alginato de s6édio. MAROUNEK E
COLABORADORES (2017) produziram e avaliaram atividades hipocolesterolémica e

hipolipidémica in vivo (ratos), tanto do derivado amidado (alginato-octadecilamida),
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como do alginato de sd6dio sem modificacdo. Estes autores observaram que o derivado
amidado ¢ um agente hipocolesterolémico mais eficaz do que seu polissacarideo nativo
(alginato).

Ja as reagdes de aminacdo redutiva, sdo importantes métodos utilizados na
sintese organica, devido a versatilidade dos intermedidrios produzidos, amplamente
utilizada para aplica¢des laboratoriais e industriais, desde a imobilizacdo de proteinas
até a sintese de nanoparticulas (VERMA, GU, 2012). Este método permite a conversao
de carbonilas oriundas de aldeidos ou cetonas, em aminas.

Em polissacarideos, as reagdes de aminac¢do redutiva vém sendo utilizadas na
producao de copolimeros, através de semissintese. O copolimero anfifilico dextrana--
PLA (PLA: polidcido lactico), pode ser utilizado no processo de encapsulamento de
drogas hidrofilicas, na forma de nanoparticulas, devido a biocompatibilidade e
solubilidade em agua (VERMA, GU, 2012). Além disto, polissacarideos hibridos
também foram produzidos a partir da aminagdo redutiva entre a ulvana e a carrabiose
4?-sulfato (COLODI, 2017).

As reagdes de tosilacdo visam a conversdo das hidroxilas em bons grupos de
saida, produzindo polissacarideos intermediarios versateis, para a preparagao de outros
derivados. O grupo tosil pode ser substituido através de reagdes de por azida, aminas
(GERICKE et al., 2012) ou qualquer outro bom nucleofilo.

Em polissacarideos as reagdes de tosilagdio vém sendo aplicadas para a
producdo de diferentes intermediarios. A tosilagio da quitosana foi utilizada para
producdo da 6-deoxi-azido quitosana (ZAMPANO; BERTOLDO; CIARDELLI, 2010);
enquanto a partir da agarose tosilada foram produzidos a 6-deoxi-azido agarose e a 6-
deoxi-6-(etilamino)amina agarose, as quais apresentam grandes potenciais para
produgdo de materiais funcionalizados (GERICKE; HEINZE, 2015); e a partir da
celulose tosilada foram produzidos a 6-deoxi-6-(etilamino)amina celulose, 6-deoxi-6-
azido celulose ¢ a 6-deoxi-6-tiosulfato celulose (SCHMIDT, LIEBERT, HEINZE,
2014).

Adicionalmente as metodologias de modificagcdo quimica: sulfatacdo, amidacao
e aminagdo redutiva, tosilagdo e aminacao, podem ser realizadas utilizando diferentes

reagentes e condicdes reacionais, como sera descrito a seguir.

2.5.1 Sulfatag@o quimica de polissacarideos
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Nos tultimos anos, a crescente importincia biologica dos polissacarideos
sulfatados, ampliou o desenvolvimento de novas metodologias para a modificacdo do
padrio de sulfatagdo em polissacarideos sulfatados naturalmente, bem como a producao
de polissacarideos quimicamente sulfatados a partir de polissacarideos nativos ndo
sulfatados (BEDINI et al., 2017).

Reagdes de sulfatacdo, introduzem grupos sulfato (SO47) na cadeia polimérica
através do ataque nucleofifico da hidroxila ao enxofre formando grupos ésteres de
sulfato (MESTECHKINA; SHCHERBUKHIN, 2010). A FIGURA 13 mostra o ataque
nucleofilico do oxigénio do C6 da unidade de B-D-galactopiranose ao tridxido de
enxofre e formagdo do grupo éster de sulfato.

FIGURA 13- FORMACA O DOS GRUPOS ESTERES DE SULFATO EM REA COES DE
SULFATACAO QUIMICA ENVOLVENDO TRIOXIDO DE ENXOFRE COMO AGENTE
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FONTE: O autor (2018).

Na literatura estdo reportadas inimeras metodologias de sulfatacdo quimica, no
entanto, ndo existe um método universal para sintese de polissacarideos sulfatados,
sendo de grande importincia a escolha apropriada da metodologia, para cada
polissacarideo (MESTECHKINA; SHCHERBUKHIN, 2010; WANG et al., 2018).
Alm disto, as reagdes de sulfatacdo geralmente sdo realizadas sob condi¢des nao
regiosseletivas, proporcionando polissacarideos com diferentes padroes de sulfatagio.
Adicionalmente, em determinadas condi¢cdes reacionais, podem ser obtidos
polissacarideos persulfatados (BEDINI et al., 2017).

Diversos fatores e caracteristicas dos polissacarideos influenciam no sucesso
da reagdo. A eficiéncia da reacdo esta diretamente relacionada a identidade dos
monossacarideos presentes, a anomericidade das ligagdes glicosidicas, massa molecular
do polimero, tempo e temperatura de reacdo, agente de sulfatagdo e o meio reacional
(MESTECHKINA; SHCHERBUKHIN, 2010).

Alguns reagentes de sulfatacdo como o 4cido clorosulfonico, acido sulfamico e

trioxido de enxofre causam despolimerizacao, devido a quebra das ligagdes glicosidicas,
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mesmo quando utilizados sob condi¢des controladas de reagdo, baixas temperaturas e
tempos de reagao (BEDINI et al., 2017).

A fim de se evitar degradacdo do polissacarideo durante as reagdes, vem sendo
amplamente utilizados complexos de trioxido de enxofre e bases de Lewis, como por
exemplo o complexo trioxido de enxofre-piridina, tridéxido de enxoftre-trietilamina,
trioxido de enxofre-trimetilamina. Desta forma as reagdes sdo realizadas com maior
estabilidade, devido ao carater mais brando destes reagentes (AL-HORANI; DESAI,
2011; BEDINI et al., 2017; CHOPIN et al, 2018; NAGASAWA etal., 1972).

Os polissacarideos sulfatados podem ainda ser obtidos através de reagdes
homogéneas ou heterogéneas, entretanto os meios homogéneos sao mais eficientes, pois
melhoram a acessibilidade da hidroxila ao agente sulfatante, aumentando a eficiéncia de
reacao (CHOPIN et al., 2015).

Diversos solventes sdo usualmente utilizadas nestas reacoes, tais como: N,N-
dimetilacetamida (DMAc), formamida, cloreto de litio (LiCl), dimetilsulféxido
(DMSO) e N,N-dimetilformamida (DMF). No entanto, devido a baixa solubilidade dos
polissacarideos hidrofilicos em solventes orginicos, bem como os processos de
despolimerizacao causados durante as reacgoes, a utilizacao dos liquidos i6nicos (ILs),
como solventes em reacdes de sulfatagdo, tem despertado interesse (CHOPIN et al,
2015).

O liquido i6nico ¢ um composto geralmente formado por um cétion organico e
um 4nion inorginico ou organico, que tém demonstrado inGimeras vantagens aos
solventes comuns, como por exemplo o baixo ponto de fuséo (abaixo de 100 °C) e a alta
dissociagcdo i0nica. Desta forma, estes compostos facilitam tanto a dissolugcdo de
reagentes organicos como inorginicos, sendo consideradas excelentes interfaces para
promover a quimica dos carboidratos (CHOPIN et al, 2015; PINKERT et al., 2009;
ZAKRZEWSKA; BOGEL-YUKASIK; BOGEL-YUKASIK, 2010).

Adicionalmente, meios reacionais de liquido idnico em sulfatacdes quimicas,
geralmente, fazem-se necessario a adigdo de um solvente organico (DMF), a fim de
diminuir a viscosidade do meio, garantindo uma distribuicdo homogénea de grupos
sulfatos pela molécula (GERICKE et al, 2011). Além disto, este tipo de reagao pode
apresentar desvantagens, devido a ocorréncia de degradagdes significativas nos
polissacarideos e o custo elevado destes materiais (CHOPIN et al, 2015; PINKERT et
al, 2009; ZAKRZEWSKA; BOGEL-YUKASIK; BOGEL-YUKASIK, 2010).
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Na tentativa de diminuir os processos de degradagdo, algumas reagdes de
sulfatacdo fazem uso de reagentes que tendem a diminuir a despolimerizacdo indesejada
dos polissacarideos, como por exemplo o 4-dimetilaminopiridina (DMAP) e o 2-metil-
2-buteno (2M2B) (CHOPIN et al., 2015; PAPY-GARCIA et al., 2005).

A solubilidade de polissacarideos em solventes organicos pode ser melhorada
com a troca do contra ion, associado ao grupo carregado negativamente, por
trietilamonio. DE ARAUJO e colaboradores relatam a melhora consideravel da
solubilidade da kappa-carragenana em DMF ap6s os grupamentos sulfatados terem o
contra ion soédio trocado por trietilamonio.

A TABELA 3 apresenta diferentes condigdes reacionais empregadas na
sultafacdo quimica de polissacarideos reportados na literatura.

CHOPIN e colaboradores (2015) relatam a sulfatagio quimica do
exopolissacarideo GY785, um nonassacarideo monossulfatado composto por unidades
de: 4cido glucurdnico, acidos galacturdnico, glucose e galactose, na propor¢ao de
(2:1:4:2). Foram utilizadas duas metodologias de sulfatacdo: a primeira com solvente
organico (DMF) e complexo de trioxido de enxofre-piridina (SO3Py), e uma segunda
metodologia utilizando solvente i6nico (BMIMCI), 4-dimetilaminopiridina (DMAP) e o
complexo de trioxido de enxofre-piridina (SO3Py). O processo de sulfatacdo que
utilizou o BMImCI1 como solvente, apresentou uma etapa a menos de reagdo, pois nao
necessitou converter o polissacarideo na forma de sal de piridinio, como na sulfatagdo
com DMF. Adicionalmente, o catalisador, 4-dimetilaminopiridina (DMAP), foi
adicionado a primeira reacdo, para aumentar a taxa de reacdo e diminuir a
despolimerizacdo indesejada, além de uma pequena quantidade de DMF ser adicionada
juntamente com o complexo SO3-Py, a fim de reduzir a viscosidade do meio de reagdo.
Desta forma os autores constataram que ambas reagdes produziram polissacarideos
sulfatados, e que a sulfatagdo realizada no BMImCI permitiu uma modificagdo mais
eficiente, desprovido de reagdes colateriais (despolimerizacdo ou degradagdo), como
ocorreu na segunda metodologia.

J& BO e colaboradores (2013), realizaram a sulfatacio da glucomanana
extraida do tubérculo de Amorphophallus konjac, com dois agentes sulfatantes distintos:
complexo tridoxido de enxofre-piridina (SO3-Py) e acido piperidino-N-sulfonico (P4S).
Os autores observaram que a sulfatacdo da glucomanana como SO3-Py, promoveu uma

menor despolimerizagdo e degradagdo, além de apresentar um maior valor de DS
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(substituicdo por grupos sulfato), quando comparada com a reagdo de sulfatagdo
utilizando o agente P4S.

A presenca de grupos sulfatados nos polissacarideos altera as propriedades
fisicas (em solu¢do), como também aumenta as cargas negativas na superficie dos
polissacarideos, o que pode promover ou potencializar determinadas atividades, como
por exemplo antioxidante e antitumoral (LIANG et al., 2014; WANG et al., 2018).

Em geral, a posigdo de substituicdo apresenta uma maior influencia na
atividade biologica, do que o grau de substituicdo do polissacarideos. Estudos de
sulfatacdo em carragenanas e a avaliacdo da citotoxicidade, em células endoteliais de
veia umbilical humana (HUVEC), dos materiais nativos e modificado, demonstraram
que além da massa molecular influénciar na proliferacdo celular (carragenanas de massa
molecular inibem de forma dose-dependente), as posicdes sulfatadas também
apresentam influencia. A sulfatacio no C2 das unidades de 3,6-anidro-o-D-
galactopiranose elimina a cititoxicidade e beneficia a profileragdo celular. Enquanto que
o efeito sinérgico da sulfatacdo em C4 e C2 das unidades de B-D-galactopiranose e 3,6-
anidro-o-D-galactopiranose, respetivamente, diminue ou elimina a citotoxicidade das
carragenanas. Adicionalmente, a introdugao de grupos sulfato no C6 das unidades de B-
D-galactopiranose, afetara significativamente a proliferacdo celular. Desta forma, foi
estabelecida a ordem de citotoxicidade dos grupos sulfato nas unidades de B-D-
galactopiranose: C6 > C4 > C2 e que sdo mais citotoxicas que C2 das unidades de 3,6-

anidro-a-D-galactopiranose (LIANG et al., 2014).
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2.5.2 Amidacao de polissacarideos

Reacdes utilizando carbodiimidas promovem o acoplamento de grupos
carboxilicos com moléculas contendo aminas primarias ou secundarias, produzindo
amidas (FIGURA 14). Estas reacdes sdo particularmente interessantes e tém sido
amplamente estudadas nas ultimas décadas. (CHHATBAR et al, 2012; KRAUS; LIU,
1995; KUNIOKA; FURUSAWA, 1997; ROWLEY; MOONEY, 2002; TAUBNER;
MAROUNEK; SYNYTSYA, 2017).

FIGURA 14— REACAO GERAL DE CONVERSA O DE CARBOXILAS EM AMIDA
EMPREGANDO CARBODIIMIDA
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FONTE: O autor (2018).

As carbodiimidas sdo compostos insaturados, com ligacdes geminadas

(KHORANA, 1953), conforme representado na FIGURA 15.
FIGURA 15— ESTRUTURA QUIMICA BASICA DE CARBODIIMIDAS

RN=—C=NR'

FONTE: O autor (2018).

A estabilidade da carbodiimida estd diretamente relacionada com os grupos
substituintes (R). Estudos com diversas carbodiimidas alifiticas demonstraram que o
aumento da cadeia alquila tem um efeito benéfico na estabilidade das mesmas. Outro
fator que influéncia na estabilidade, ¢ a ramificacdo dos substituintes alquilas aos dois
atomos de nitrogénio, seguindo a ordem crescente: RCH; < R,CH < R3C (KHORANA,
1953).

As reacdes de amidacao utilizando carbodiimidas podem ser realizadas tanto
em meios aquosos como orginicos. As carbodiimidas soliveis em meio aquoso como a

N-ciclohexil-N’-(2-morfolinoetil) carbodiimida (CMC) e hidrocloreto de N-(3-



68

Dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC) (FIGURA 16) apresentam diferentes
niveis de estabilidade devido aos diferentes substituintes, visto que a CMC apresenta
substituintes ciclohexil e 2-morfoninoetil, enquanto a EDC apresenta etil e 3-
dimetilaminopropil, como radicais substituintes aos nitrogénios R e R’,

respectivamente.

FIGURA 16— REPRESENTACA O ESTRUTURAL DAS CARBODIIMIDA S EDC ECMC

~ O N n

HIC, r NN /_/7 N<CH3
. el

\ AN J

FONTE: O autor (2018). A e B representam as estruturas das carbodiimidas CMC e EDC,
respectivamente.

Ja a N,N’-Diciclohexilcarbodiimida (DCC), ¢é utilizada para reacdes de
conjugagdes com carboxilas, em meio organico. A DCC apresenta dois grupos
ciclohexil como substituintes (FIGURA 17), proporcionando uma maior estabilidade

frente as outras duas carbodiimidas (EDC e CMC).

FIGURA 17— REPRESENTACA O ESTRUTURAL DA CARBODIIMIDAS DCC
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FONTE: O autor (2018).

A grande maioria das reagdes reportadas para amidagdes de acidos carboxilicos
dos polissacarideos ocorrem mediante a utilizagdio da EDC (ABU-RABEAH et al,
2005; CHHATBAR et al., 2012; ROWLEY; MOONEY, 2002; SHAO et al, 2014; PEI
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et al, 2018). Segundo SCHANTE e colaboradores (2011), a EDC ¢ frequentemente
utilizada principalmente devido a sua solubilidade em meio aquoso. Enquanto uma
pequena parcela de reacdes faz uso da DCC (JEON; PARK; YOO, 2002; KRAUS; LIU,
1995), e uma minoria faz uso da CMC em processos de crosslink (AHN et al., 2013).

O uso de carbodiimida em reagdes de amidagdo apresentam algumas
vantagens, como a utilizagcao de reagentes ndo toxicos ou perigosos, além de possibilitar
que as reagdes ocorram em solugdes aquosas. Adicionalmente, estas reacdes podem ser
realizadas a temperatura ambiente, o que proporciona a preservacao da distribuicao
molecular dos polissacarideos. Entretanto, a utilizagdo da carbodiimida EDC pode gerar
subprodutos indesejaveis, como descrito a seguir.

NAKAJIMA E IKADA (1995) foram os responsdveis por desvendar, apos
estudos detalhados, o mecanismo da reagdo de amidacdo de acidos carboxilicos via
carbodiimida EDC. O mecanismo de reagdo de amidagdao de acido carboxilicos via
carbodiimida (FIGURA 18) inicia-se com a protonacao da carbodiimida (1), produzindo

um carbocation (2) (NAKAJIMA; IKADA, 1995)

FIGURA 18- ATIVACA O DA CARBODIIMIDA

FONTE: O autor (2018).

Adicionalmente, a FIGURA 19, demonstra o mecanismo de amidacao quando
a carbodiimida estd em presenca de grupos carboxilatos (COO") (3). Devido este grupo
ser considerado uma base forte, € capaz de realizar o ataque nucleofilico ao carbocéation
(2), produzindo o intermedidrio O-acilisouréia (4), um éster carboxilico altamente
reativo, devido a presenca de um bom grupo de saida. Este intermedidrio reage através
de um novo ataque nucleofilico por uma amina primaria ou secundaria (5). Através de
um rearranjo intramolecular ocorre a transferéncia de um préton (6) oriundo da amina
para o nitrogénio da carbodiimida (7). E por fim apds a saida do grupo abandonador (8),
ocorre formagao da amida (9) e do derivado uréia (10). Os produtos formados durante a

reacao dependem da natureza da carbodiimida, do acido carboxilico, do solvente
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reacional e temperatura (HOARE; KOSHLAND, 1967; KHORANA, 1953,
NAKAJIMA, IKADA; 1995; MAJORRADI, 2011).

Entretanto, o intermediario O-acilisoureia (4), ¢ um composto instdvel em
solugdes aquosa, podendo ser rearranjado rapidamente a N-aciluréia (isomeros 11 e 12),
subproduto estdvel, ndo reativo com as aminas, comumente reportado na literatura em
reacoes de amidagdo, que fazem uso da carbodiimida EDC (FIGURA 20) (BULPITT;
AESCHLIMANN, 1999; ESTE; EGLIN; ALINI, 2014; NAKAJIMA; IKADA, 1995).

BULPITT E ASCHLIMANN (1999), demonstraram que a formacao do
subproduto N-aciluréia pode evitada ou minimizada, quando se faz uso de N-
hidroxisuccinimida (NHS), ou da 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) (FIGURA 21). Quando
usados em conjunto a carbodiimida EDC, ocorre a formag¢do de um composto mais
estavel e resistente (tanto para o rearranjo como para hidrélise), impedindo a formagao
da N-aciluréia, tornando possivel a reagdo de acoplamento de aminas primarias as
carboxilas.

O mecanismo de reagdo entre a O-acilisour¢ia ¢ NHS (FIGURA 21), inicia-se
pelo ataque nucleofilico da NHS (13) ao carbono carbonilico da O-acilisouréia (4),
resultando no abandonamento do derivado ureia (11) e a formacdo do éster
succinimilico (16). Adicionalmente a amina primaria (5) realiza o ataque nucleofilico ao
carbono carbonilico do intermedidrio éster (16). Através do rearranjo (17), o NHS ¢
regenerado (13) e formando o derivado amida (10) (BULPITT; AESCHLIMANN,
1999; ESTE; EGLIN; ALINI, 2014 ), como demonstrado na FIGURA 23.

Em reagdes de amidacdo via carbodiimida em meio aquoso, a formacdo de
produtos secundarios indesejaveis, ¢ fortemente dependente do pH reacional e da
concentragdo de carbodiimida. Uma alta concentracao de carbodiimida tem a tendéncia
de aumentar a forma¢do do subproduto N-aciluréia (SWAISGOOD; NATAKE, 1973).
Porém frequentemente, um excesso de carbodiimida ¢ utilizado em modificacdes de

polissacarideos, a fim de se garantir a reacdo (DANISHEFSKY & SISKOVIC, 1970).

FIGURA 19—~ MECANISMO DEFORMAGCA O DA AMIDA A PARTIR DE CARBOXILATO EM
PRESENCA DE CARBODIIMIDA
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FIGURA 20— FORMACA O DA N-ACILUREIA
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FIGURA 21 —- ESTRUTURAS QUIMICAS DE NHS E HOBt
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FONTE: O autor (2018).

FIGURA 22-MECANISMO DEFORMACA O DA AMIDA EM PRESENCA DA NHS E
CARBODIIMIDA.
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NAKAJIMA e IKADA (1995), investigaram os efeitos de varios fatores que
poderiam influenciar a reacdo com carbodiimida em um sistema aquoso na formacao de
amidas. Dentre eles o efeito do pH e a dissociacdo dos grupos carboxilas e amino. Os
autores testaram a estabilidade da carbodiimida EDC em diferentes pHs a 25 ° C, e
como resultado concluiram que a EDC ¢ bastante estavel na regido de pH neutro, por
pelos menos 5 h. Porém a sua atividade diminuiu em pH acido. Os mesmos autores
avaliaram também a concentragdo de EDC com relagdo ao pH, e observaram que

ocorreu uma supressao na reacao em pH inferior a 3,5, que foi atribuida a diminuicdo da
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dissociagdo dos grupos carboxilas a baixos pHs. Desta forma, foi sugerido que os
prétons e os grupos carboxilas ionizados sao necessarios para que a reagdo com EDC
ocorra € que esta reacdo ocorre apenas quando se utiliza um excesso de EDC.
Entretanto, a razdo molar de EDC e grupos carboxilas ndo podem ser inferior a 0,5.

Ressalta-se que as reagdes de ativagdo da carbodiimida EDC, requerem pH do
meio entre 3,5 — 4,5, para que seja eficiente a ativagdo (NAKAJIMA; IKADA, 1995).
Entretanto, a maior parte das aminas neste pH encontram-se protonadas, diminuindo
consideravelmente a nucleofilicidade. Portanto a conjuga¢do da carbodiimida
EDC/NHS em alguns polissacarideos exigem a necessidade de um controle preciso do
pH reacional. A geracdo do éster de NHS requer um pH reacional acido, enquanto o
ataque nucleofilico de determinadas aminas ¢ apenas eficiente a pH neutro ou alcalino,
onde o éster de NHS e alguns compostos sdo hidroliticamente labeis (ESTE; EGLIN;
ALINI 2014).

Adicionalmente, ha necessidade de que as reagdes ocorreram em tampoes
desprovidos de grupos carboxilas e aminas, impedindo reag¢des laterais, tornando o
acido 4-morfolinoetanosulfonico (MES) um dos tampdes mais adequado para este tipo
de reacao.

Na TABELA 4, sdo apresentadas algumas das funcionalizagdes do alginato de
sodio, com diferentes grupos através de reacdes de amidacgdo, além da aplicagdo
proposta para estes derivados amida.

ROWLEY, MOONEY, 2001, realizaram a amidag¢dao de diferentes tipos de
alginato (ricos em unidades de acido B-D-manurdnico ouricos em unidades de acido a-
L-gulurdnico) com sequéncias peptidicas RGD, e realizaram testes de proliferacao
celular. As taxas de proliferacdo dos mioblastos foram altamente dependentes da relagao
M:G do alginato modificado, bem como da densidade de ligantes (RGD) no material.
Entretanto alginatos com alto percentual de unidades G, mesmo quando aumentada a
densidade de ligantes, ndo aumentaram a capacidade de proliferacdo celular. Estas
respostas diferentes foram correlacionados com a estereoquimica que os dois
mondmeros apresentam (M e G), demonstrando que os alginatos de diferentes

propor¢des M:G levam a diferentes respostas bioldogicas.

TABELA 4—MODIFICACOES QUIMICA EAPLICACOES DOS DERIVADOS DO ALGINATO DE
SODIO

Condicoes Percentual

A Aplicagao Referéncia
reacionais de

Ligante
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modificacao
(%)
MES (0,1 mol.L'"), Encapsulamento POLYAK;
i pH 6,0, NHS, EDC, 1013 ] GERESH;
lotna 3h, Temp. - | deceluias MARKS; 2004.
. bioluminnescentes
amb iente.
MES (0,1 mo l.L'l), Formulacdes
Ac. o-aminobenzoicoe  pH 6,0, NHS, EDC, farmacéuticas e CHHATBAR et
Ac. m-aminobenzoico 12 h, Temp. B sistemas de al, 2012.
ambiente. liberacdo
1 Proliferagédo e
Sequéncia peptidica l\;[{E: S(OinH;O IEII) é’ 5560 diferenciagdo de ROWLEY e
RGD pH 6.0, on . celular de MOONEY,
mioblastos 2001.
MES (0,1 mol.L'"),
l-naftilami pH 6,0, NHS, EDC, Bi CHEJARA et al.,
-naftilamina 12, temp. - iosensores 2013,

amb iente

FONTE: O autor (2018).

2.5.3 Aminacao redutiva

Aminacao redutiva, ¢ o termo aplicado ao processo de introdugcdo de grupos
aminas, em aldeidos ou cetonas na presenca de um agente redutor (FIGURA 23). Estas
reagdes permitem a sintese de diferentes tipos de aminas, com diversas aplicacdes

(ABDEL-MAGID et al,, 1996; EMERSON, 1948).

FIGURA 23— REACAO GERAL DEAMINACAO REDUTIVA

O " " NH-—R"
ente redutor
R + HN—R" 25 » R

R’ R’

FONTE: O autor (2018).

A reagdo de aminagdo redutiva ocorre por meio da formacdo de uma base de
Schiff (imina), proveniente da condensacao da carbonila (eletr6filo) com a amina
(nucleofilo), formando o grupo funcional -C=N-R (R: alquil ou aril por exemplo)
(BORCH; BERNSTEIN; DURST, 1971).
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A condensagdo entre a carbonila e a amina ¢ uma rea¢ao de adicao nucleofilica,
catalisada por um acido de Lewis (4cido acético, H'). O mecanismo de formagdo da
base de Schiff inicia-se pela protonagdo da carbonila (18), levando a protonagdo do
oxigénio (19). Em seguida a amina (5) realiza o ataque nucleofilico ao carbono
carbonilico protonado, que passa a adotar a hibridizagdo sp°, gerando um intermediario
carbinolamina (hidroxilamina) (20). Na sequéncia ocorre a transferéncia de proton
intramolecular do nitrogénio para a hidroxila, oriunda da carbonila (21), e a formagao
da dupla ligagdo entre o carbono e nitrogénio elimina a molécula de 4gua formando o
fon iminio (22), como monstrado na FIGURA 24 (ABDEL-MAGID et al, 1996b).

Na etapa seguinte da formagdo do ion iminio, se faz necessario a escolha
cuidadosa do agente redutor. Sdo reportados na literatura diferentes agentes redutores
(derivados do boro), capazes de reduzir diferentemente os compostos (aldeido, cetona
ou iminio), apresentando determinadas propriedades conforme o meio reacional (pH)
(ABDEL-MAGID et al, 1996b). O borohidreto e cianoborohidreto de soédio sdo
exemplos de agentes redutores, entretanto eles apresentam diferentes especificidades
nas redugdes.

Apesar do borohidreto de sodio (solivel em agua) poder reduzir aldeidos e
cetonas, quando ¢ utilizado em reacdes de aminacdo redutiva ocasiona baixos
rendimentos de ligagdes C-N. Se a velocidade de formagdo do ion iminio for baixa,
agentes redutores como o borohidreto de sddio irdo reduzir as carbonilas do aldeido
(material de partida), impedindo que as iminas sejam formadas. Dessa forma, ¢
necessario que o agente redutor seja adicionado a reacdo somente apds a completa
adicao nucleofilica da amina as carbonila.

BORCH e colaboradores (1971) mostraram que o cianoborohidreto de sodio ¢
um agente redutor estavel mesmo em pH acido (pH 3), capaz de reduzir rapidamente os
compostos oriundos da reagdo da carbonila e amina (ions iminios), apresentando uma
maior seletividade a reducgdo da ligacao dupla C-N, em pH 6-8, mesmo em presenca de
aldeidos ou cetonas, diferentemente do borohidreto. Além disto o cianoborohidreto de
sodio pode ser utilizado tanto em reagdes em meio aquoso, como em metanol
proporcionando bons rendimentos (BORCH; BERNSTEIN; DURST, 1971).

Desta maneira a FIGURA 25 apresenta o mecanismo da rea¢do de redugdo do
ion iminio pelo agente redutor cianoborohidreto de sodio. O fon iminio (22) ¢ atacado

pelo hidreto oriundo do agente redutor (23), dando origem a uma amina secundaria (24).



FIGURA 24 - MECANISMO DO ATAQUE NUCLEOF{LICO A CARBONILA DE ALDEIDO
FORMANDO A BASE DE SCHIFF
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FONTE: O autor (2018).

FIGURA 25-MECANISMO DE REDUCAO DO {ON IMINIO PELO A GENTE REDUTOR
CIANOBOROHIDRETO DE SODIO
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Geralmente as reagdes sao conduzidas utilizando condigdes suaves, tanto de
temperatura como de pH, entretanto as reagdes de aminac¢do redutiva podem variar de
alguns minutos até varias horas (20 min — 24 horas), dependendo o material de partida e

da amina utilizada no processo (ABDEL-MAGID et al., 1996b).

2.5.4 Tosila¢ao

Reacdes de tosilagdo em polissacarideos, visam a transformag¢do da hidroxila
em um bom grupo de saida. Os polissacarideos derivados éster do acido p-
toluenossulfonico sdo moléculas promissoras para a criagdio de novos materiais
poliméricos abrindo novos caminhos para a utilizagdo destes
polissacarideos(ELCHINGER et al., 2012).

Geralmente as reagdes de tosilagdo ocorrem em presenca de cloro p-
toluenossulfonico, em presenca de uma base de Lewis (NaOH ou trietilamina). As
reagdes de tosilagdo nescessitam ser realizadas a baixas temperaturas e em presenca de
uma base, para prevenir a ocorréncia de degradacdes e reacdes secundarias, como a
formacao de derivados cloro-desoxi (ELCHINGER et al., 2012).

As reacdes podem ser realizadas em meios homogéneos ou heterogéneos. O
meio reacional homogéneo (solvente orginico) permite um controle mais eficiente do
grau de substituicdo (Dsies), garantindo uma distribuicdo uniforme de tosil ao longo da
cadeia polimérica (GERICKE; HEINZE, 2015). Entretanto, HEUKO (2015), realizou a
tosilagdo da agarose em meio heterogéneo (meio aquoso), com sucesso, além disto este
tipo de reacdo utiliza compostos menos toxicos e mais biodegradaveis.

As hidroxilas dos polissacarideos apresentam diferentes reatividades quanto a
tosilagdo. Considerando a estrutura quimica da agarose, como exemplo, as hidroxilas

primarias C6 apresentam maior reatividade a reagdes com grupos tosil, quando
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comparadas as hidroxilas secundarias C2 e C4 (HEUSER; HEATH; SHOCKLEY,
1950).

GERICKE , HEINZE (2015), realizaram a tosilagao da agarose utilizando o
meio homogéneo composto por DMA/LICl e trietilamina como base. A reagdo
permaneceu por 24 h a 25 °C. Os referidos autores observaram um DStos de 1,81,
apresentando tosilagcdo principalmente na hidroxila primaria C6 das unidades de B-D-
galactopiranose e na hidroxila secundaria C2 das unidades de 3,6-anidro-o-L-
galactopiranose, de forma aproximadamente semelhante. Adicionalmente, = HEUKO
(2015), realizou a tosilagdo da agarose utilizando meio heterogéneo aquoso, utilizando
acetonitrila para melhorar a solubilidade do 4cido p-toluenossulfonico, e hidroxido de
sodio como base. A reacdo permaneceu por 24 h a 30 °C. A referida autora observou um
DSrtos de 0,96, apresentando tosilagdo principalmente na hidroxila primaria C6 (DStos
de 0,57) das unidades de B-D-galactopiranose e na hidroxila secundaria C2 (DSt de
0,26) das unidades de 3,6-anidro-o-L-galactopiranose. Desta forma a autora concluiu
que a tosilacdo na agarose ocorre preferencialmente nas hidroxilas C6 e C2.

Na FIGURA 26, estd mostrado o mecanismo proposto para reacdo de tosilacao
em meio aquoso, utilizando o acido p-toluenossulfonico como agente tosilante e
hidréxido de s6dio (NaOH) como base. Inicialmente ocorre o ataque nucleofilico da
hidroxila do polissacarideo (25) ao enxofre do cloreto de p-toluenossulfonico (26) tendo
o cloro como grupo de saida (27), formando um éster do acido p-toluenossulfonico
protonado (28). A hidroxila oriunda da base NaOH (29) desprotona o éster do acido p-
toluenossulfonico formando o derivado tosil (30), uma molécula de dgua (31) e o

cloreto abandonado em conjunto ao ion sddio, formando cloreto de sodio (32).

FIGURA 26—~ MECANISMO PROPOSTO DE TOSILACAO
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Desta forma, os polissacarideos tosilados apresentam um excelente grupo de

saida em reacdes de deslocamento nucleofilico, como por exemplo a aminagdo

(GERICKE; HEINZE, 2015).

2.5.5 Aminagao

As reagdes de substituigdo nucleofilica, podem ser de primeira ordem (SN 1) ou
segunda ordem (SN;), A reacdo de SN1 apresenta duas etapas, dentre elas a formagao
de um carbocation, enquanto a reagdo SN2 apresenta 0 mecanismo em uma Unica etapa.

Reacdes de substituicdo nucleofilica de segunda ordem, ocorrem mediante o
ataque do substrato a 180° do grupo de saida (sentido oposto), causando uma inversao
de configuragdo. Tanto a forma¢do como a quebra das ligagdes ocorrem

simultaneamente.
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Na FIGURA 28 estd apresentado um mecanismo proposto para a substituigao
nucleofilica de segunda ordem, do grupo tosil por uma amina. A rea¢@o inicia-se com a
nucléofilo (5) realizando o ataque nucleofilico ao carbono tosilado (30), a0 mesmo
tempo que ocorre a ligagdo C-N, ocorre a quebra da ligacao entre C-OTos, formando
um derivado amino protonado (33) e o grupo tosil (34) desprotonado. Em seguida

ocorre a desprotonacdo do grupo amino pelo tosil gerando o derivado amino (35) e o

acido p-toluenossulfonico protonado (36).

FIGURA 27-MECANISMO PROPOSTO PARA REACAO DE SN2 DO GRUPO TOSIL POR UMA

AMINA
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FONTE: O autor (2018).

Como estas reacdes sdao influenciadas pelo impedimento estérico, a
substituicdo dos grupos tosil em polissacarideos, ocorre preferencialmente e
exclusivamente nas hidroxilas primarias tosiladas (C6), como reportado para a
substituicdo nucleofilica de grupos azida e aminas na celulose (GERICKE et al., 2012;
HEINZE et al, 2001; SCHMIDT; LIEBERT; HEINZE, 2014) e por grupos azida na
agarose (HEUKO, 2015).
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2.6 COPOLIMERIZACAO DE ENXERTIA

A copolimerizagdo de enxertia (Graft) ¢ a produgdo de polimeros que
apresentam uma ou mais espécies de blocos conectadas a cadeia principal, constituindo
cadeias laterais. Adicionalmente, estas cadeias laterais apresentam caracteristicas
constitucionais e/ou configuracionais distintas da cadeia principal (IUPAC
Recommendations 1996).

Para que ocorra as reagdes de enxertia entre a cadeia polimérica e os blocos
laterais, formando redes poliméricas hibridas, sdo necessarios pelo menos dois grupos
funcionais reativos, que permitam a formagdo de ligagdes entre a cadeia principal e a
lateral (BERGER et al., 2004; GONSALVES etal, 2011).

A formagdo de polimeros de enxertia visa principalmente modificar
determinadas propriedades do biopolimero, tais como, estabilidade quimica e térmica,
rigidez estrutural, permeabilidade, eficiéncia em quelacdo, capacidade de imobilizagdo
proteica e celular ou ainda adicionar propriedades bioldgicas aos polissacarideos.

Adicionalmente, a produgdo de polissacarideos hibridos é bastante escassa e
inexpressiva na literatura, sendo apenas recentemente reportada este tipo de produgao.

O alginato ¢ um biomaterial que forma hidrogéis na presenca de fons divalentes
e tem sido frequentemente utilizado em abordagens de engenharia de tecidos. No
entanto, falta-lhe biofuncionalidade na forma de interagcdes com células e proteinas.
PARK e colaboradores (2017) reportaram a produg¢do de uma estrutura hibrida de
alginato e acido hialurdnico, ligado por meio da 1,2-etilenodiamina, com a finalidade de
regeneragdo de cartilagens. A reacdo ocorreu em duas etapas de amidagdo: na primeira
etapa as carboxilas do alginato (Alg) foram amidadas utilizando carbodiimida
(EDC/NHS) com a 1,2-etilenodiamina (Et), e a segunda etapa foi realizada a amidacao
das carboxilas do acido hialuronico (AH) com a extremidade da amina disponivel no
alginato amidado (Alg-Et), resultando no polissacarideo hibrido alginato-hialuronato
(AH). O hirido foi caracterizado por meio de analises de RMN de 'H e FT-IR.
Adicionalmente, foram investigados os potenciais condrogénicos de células ATDCS
encapsuladas pelo polissacarideo, sendo observado que o novo polissacarideo € capaz
de regular a diferenciagdo condrogénica, mantendo o fendtipo das células. Este
resultado abre a perspectiva para inimeras aplicacdes na area de regeneragdo de
cartilagens. A FIGURA 28 demonstra a reacdo de amidagdo para a formacgdo do

polissacarideo hibrido entre o alginato e o 4cido hialur6nico (AH).
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Outro estudo reportado a semissintese de hibridos foi realizado por COLODI
(2017), no laboratdério GLICAM da Universidade Federal do Parand. Foram produzidos
diferentes polissacarideos hibridos, a partir da ulvana e do produto de hidrélise acida
parcial da kappa-carragenana (carrabiose 4°-sulfato).

Inicialmente, foram realizadas a producdo dos polissacarideos hibridos a partir
das reagdes de amidagao-aminagdo redutiva. COLODI (2017), determinou que a ulvana,
extraida da Ulva fasciata, apresentava 15,7 mol % de diades Ulvanobiurdnico tipo A
(A3s), que ¢ constituida por unidades [24) -B-D-GlcAp-(1>4)-a-L-Rhap 3-sulfato-(1],
concluindo que 15,7% do polissacarideo era passivel de amidacdo na unidade GlcAp.
Apds esta determinagdo, foram realizadas duas reagdes de amidacdo com diaminas
distintas: 1,3-propanodiamina (DAP) e 1,6-hexanodiamina (HDA), sob as condigdes:
tampao MES 0,2 mol.L, pH 4,27, por 3 h, a 30 °C, com 8 mols de EDC, 11 mols de
NHS e 40 mols das diaminas DAP e HDA, produzindo respectivamente os
intermediarios Fd3 e Fd6, os quais apresentaram 46% e 20% das unidades de acido -D-
glucurdnico amidados respectivamente. Estes dados indicaram que 7,2% da ulvana
estava amidada com a DAP, enquanto apenas 3,14% estava amidado com HDA. Em
seguida estes dois intermediarios (Fd3 e Fd6) foram submetidos a reagdes de aminacao
redutiva com a carrabiose 4%-sulfato (Kb), sob as condi¢cdes: 17 mols de Kb, 3 mols de
acido acético, 10 mols de cianoborohidreto de soédio, pH 5, por 15 ha 55 °C, produzindo
os polissacarideos hibridos Fd3-Kb e Fd6-Kb. O hibrido Fd3-Kd apresentou 100% da
unidades de B-D-glucurdnico amidados, substituidas por Kb (7,2% do polissacarideo),
enquanto Fd6-Kd apresentou 58% das unidades de B-D-glucuronico amidados com
HDA substituidas por Kb (1,8% do polissacarideo). Nas FIGURAS 29 e 30 estdao
apresentadas as reagdes e estruturas hipotéticas dos produtos obtidos por COLODI,

2017, tanto os intermediarios, como os polissacarideos hibridos.
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Outro estudo reportando a semissintese de hibridos foi realizado por COLODI
(2017), no laboratério GLICAM da Universidade Federal do Parand. Foram produzidos
diferentes polissacarideos hibridos, a partir da ulvana e do produto de hidrdlise acida
parcial da kappa-carragenana (carrabiose 4°-sulfato).

Inicialmente foram realizadas a produgdo dos polissacarideos hibridos a partir
das reagdes de amidagao-aminagdo redutiva. COLODI (2017), determinou que a ulvana,
extraida da Ulva fasciata, apresentava 15,7 mol % de diades Ulvanobiurdnico tipo A
(A3s), que ¢ constituida por unidades [24) -B-D-GlcAp-(1>4)-a-L-Rhap 3-sulfato-(1],
concluindo que 15,7% do polissacarideo era passivel de amidacdo na unidade GlcAp.
Apoés esta determinagdo, foram realizadas duas reagdes de amidacdo com diaminas
distintas: 1,3-propanodiamina (DAP) e 1,6-hexanodiamina(HDA), sob as condigdes:
tampao MES 0,2 mol.L, pH 4,27, por 3 horas, a 30 °C, com 8 mols de EDC, 11 mols
de NHS e 40 mols das diaminas DAP e HDA, produzindo respectivamente os
intermediarios Fd3 e Fd6, os quais apresentaram 46% e 20% das unidades de acido B-D-
glucurdnico amidados respectivamente. Estes dados indicaram que 7,2% da ulvana
estava amidada com a DAP, enquanto apenas 3,14% estava amidado com HDA. Em
seguida estes dois intermediarios (Fd3 e Fd6) foram submetidos a reagcdes de aminagao
redutiva com a carrabiose 4%-sulfato (Kb), sob as condi¢cdes: 17 mols de Kb, 3 mols de
acido acético, 10 mols de cianoborohidreto de sddio, pH 5, por 15 horas a 55 °C,
produzindo os polissacarideos hibridos Fd3-Kb e Fd6-Kb. O hibrido Fd3-Kd apresentou
100% da unidades de B-D-glucuronico amidados, substituidas por Kb (7,2% do
polissacarideo), enquanto Fd6-Kd apresentou 58% das unidades de B-D-glucurdnico
amidados com HDA substituidas por Kb (1,8% do polissacarideo). Nas FIGURAS 30 e
31 estdo apresentadas as reacdes e estruturas hipotéticas dos produtos obtidos por

COLODI, 2017, tanto os intermediarios, como os polissacrideos hibridos.
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Adicionalmente, foram produzidos por COLODI (2017) mais dois
polissacarideos hibridos, a partir da ulvana e da carrabiose 4°-sulfato. Além das
unidades de acido urdnico, também estdo presentes na ulvana unidades de B-D-xilose, as
quais apresentam em sua estrutura hidroxilas vicinais. A presenca destas hidroxilas
vicinais tornam a xilose uma unidade passivel de sofrer oxidagdo com m-periodado de
sodio (m-NalO4), uma reagdo capaz de quebrar a ligagdo C-C entre estas hidroxilas,
dando origem a unidades dialdeidicas. Desta forma COLODI, 2017, realizou
inicialmente duas reagdes sequenciais, oxidacao seguida de aminagdo redutiva: a reagao
foi conduzida com m-NalO4 e 13 mols de m-NalO4 por 72 h a 55 °C. Em seguida foram
adicionados os reagentes da reagdo de aminagdo redutiva: 170 mols das diamina DAP
ou Hdm, 3 mols acido acético, 10 mols de cianoborohidreto de sddio. A reagdo foi
conduzida por 15 horas a 55 °C, gerando os intermediarios Fn3 e Fn6 aminados,
respectivamente, apresentando 36 e 26% de modificagdo a partir do polissacarideo
nativo.

Dando sequéncia a producdo dos polissacarideos hibridos, estes dois
intermediarios (Fn3 e Fn6) foram submetidos a reagdes de aminagdo redutiva com a
carrabiose 4°-sulfato (Kb). As reacdes foram conduzidas fazendo uso: 1 mol da ulvana-
aminada (Fn3 ou Fn6), 8 mols de Kb, 3 mols de acido acético, 10 mols de
cianoborohidreto, pH 5, por 15 h a 55 °C, gerando os produtos Fn3-Kb e Fn6-Kb,
respectivamente. Os polissacarideos hibridos Fn3-Kb apresentaram 100% de
substituicdo dos grupos amino pelo dissacarideo Kb (36% do polissacarideo), enquanto
Fn6-Kb teve 60% dos grupos amino substituidos por Kb (15% do polissacarideo). Nas
FIGURAS 31 e 32 estdo representadas as reacdes e estruturas hipotéticas dos produtos
obtidos por COLODI, 2017, através de reagdes de oxidagdo-aminacao redutiva e da
amidac¢ao.

Neste contexto, devido a baixa quantidade de biopolimeros hibridos produzidos
por semissintese relatados na literatura, e o grande potencial deste biomateriais, tanto
para aplicagdes biologicas (atividades), como para sua utilizagdo nas mais diversas
areas, principalmente na biomédica, foi proposto a produgdo de novos polissacarideos
hibridos a partir do alginato de sédio, kappa-carragenana, ulvana e agarose. Estes
polissacarideos foram selecionados por serem polissacarideos biodisponiveis, de baixo
custo, com elevadas taxas de biodegradabilidade e biocompatibilidade, além de nao
apresentarem, ou apresentarem baixas niveis de atividades quando testados

1soladamente ou sem modificacdes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

A alga vermelha Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex P.C.Silva, foi cultivada e

obtida comercialmente da empresa MM algas, Praia Grande — Angra dos Reis, Rio de Janeiro.
A alga verde Ulva fasciata Delile foi coletada em Bombinhas — Santa Catarina, identificada
pela Prof* Franciane Maria Pellizzari (UNESPAR, Paranaguid — Parand). O polissacarideo
comercial alginato de sodio (CAS 9005-38-3), agarose (CAS 9005-38-3), N,N-
dimetilformamida (DMF), cloridrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N -etilcarbodiimida (EDC),
I-ciclohexil-3-(2-morfolinoetil) (CMC), N-hidroxisuccinimida (NHS), 1,3-propanodiamina
(DAP), cianoborohidreto de sodio (NaBH3;CN), foram adquiridos da Sigma-Aldrich®. O
reagente 2-metil-2-buteno foiobtido da MERK (Alemanha).

3.2 EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS DA K. ALVAREZII

A alga K. alvarezii foi lavada em agua corrente, seca a temperatura de 60 °C e moida
em moinho de facas. A alga seca e moida foi submetida a extracdo em de solucao tampao
fosfato 0,025 molL! (pH 7,0), sob agitagdo mecanica a 65 °C, por 5 h. Os extratos foram
centrifugados (3500 rpm, 20 °C, por 30 minutos), para separagdo dos residuos de alga e do
sobrenadante. O sobrenadante foi tratado com etanol absoluto (3 volumes) para precipitacao
dos polissacarideos, os quais precipitaram na forma de longas fibras, que foram separadas da
solucdo etandlica com o auxilio de um bastdo de vidro. Apds ressolubilizacdo em agua
destilada, didlise sequencial contra agua destilada, NaCl 1 molL™' e 4gua destilada em

membranas de MWCO 12 — 14 KDa, e liofiliza¢ao originando a fragdo polissacaridica K.
3.3 SULFATACAO QUIMICA DA FRACAO K
3.3.1 Otimizagao da reacao de sulfatagdo da fracao K

A fracao K (600 mg) foi resolubilizada em dgua destilada e dialisada (em membranas
de MWCO 12 — 14 KDa) contra solucao de cloridrato de trietilamina (3% m/v) durante 12
horas, ¢ liofilizada. A dialise contra solugdo de cloridrato de trietilamina, visa obter
polissacarideos soluveis no solvente aprotico (DMF anidro), utilizado como solvente nas
reagdes de sulfatagdo (DE ARAUJO et al, 2013). Apos ser liofilizada, a fragio K foi

solubilizada em N, N-dimetilformamida anidro (DMF anidro) sob agitagdo e temperatura de 60
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°C. Ap¢s esta etapa a temperatura foi reduzida para 30 °C nas entradas KS1 e KS2, e mantida
a 60 °C na entrada KS3. Em seguida adicionou-se o 2-metil-2-buteno (apenas na entrada
KS1), e o agente sulfatante SO3-Py foi adicionado lentamente. A partir da adigdo do ultimo
reagente a reacdo seguiu sob agitacdo e temperatura por 7 horas, sendo interrompida com a
adicdo de uma solugio de NaHCO3 1,0 molL™" até pH 7, em banho de gelo sob constante
agitagdo, por aproximadamente 10 minutos. O polissacarideo foi precipitado com 3 volumes
de etanol absoluto, e centrifugado (3500 rpm, 5 °C, 30 minutos), e ressolubilizado em agua
destilada. Apos dialise sequencial contra dgua destilada, NaCl 1,0 mol.L™" e 4gua destilada

(MWCO 6-8 KDa), ¢ liofilizagdo, foram obtidas as fragdes KS1 — KS3.

3.3.2 Semissintese de KD-O

A fragdo K (9,6 g) foi separada em trés aliquotas (3,2 g) (KS-O1 — KS-03), e
realizadas simultaneamente as reagoes de sulfatagdo conforme a entrada KS3. Entretanto, a
fragdo K foi fracionada em aliquotas apenas nas etapas de rea¢do, neutralizagdo e
precipitacdo, pois para as etapas seguintes de tratamento (didlise e liofiliza¢do) as aliquotas
foram reunidas em uma unica fragao.

A reagdo preparativa foi realizada como descrita anteriormente, utilizando o
polissacarideo na forma de sal de trietilamonio, com SO3-Py, em DMFa a 60 °C por 7 horas.
Em seguida as reagdes foram interrompidas com solugdes de NaHCO3 1 mol.L™! em banho de
gelo até pH 7. Foram precipitadas com 3 volumes de etanol absoluto, centrifugadas (3500
rpm, 4 °C, por 30 min) e ressolubilizadas em agua destilada. As fracdes KS-O1 — KS-O3
foram reunidas, dialisadas sequencialmente contra 4gua destilada, cloreto de sédio 1 molL™" e

agua destilada ( MWCO 6-8 KDa) e liofilizadas, gerando a fracdo KS-O.
3.4 HIDROLISE ACIDA PARCIAL DA FRACAO K

A fracdo K (7,2 g) foi submetida a hidrdlise parcial 4cida. Esta fra¢do foidividida em
aliquotas (1,2 g), pois a hidrolise foirealizada em tubo com volume méximo de 200 mL.

A producdo da carrabiose 4-sulfato foi realizada conforme metodologia descrita por
DUCATTI e colaboradores (2009). Como ja era conhecida a metodologia para produgdo deste
dissacarideo a partir da k-carragenana, ndo foi necessario a realizagdo de uma etapa de
otimizag¢do. Cada aliquota da fracdo K (1,2 g) foi inicialmente solubilizada em dgua destilada
(90 mL), e incubada em banho termostatizado (80 — 90 °C). Apos a completa solubilizagao da

k-carragenana a temperatura foi mantida constante em 80 °C, em seguida adicionado TFA 1,0
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mol.L'" (10 mL), resultando em uma concentra¢io final de TFA no meio reacional de 0,1
mol.L™!. Os tubos permaneceram incubados por 3 h, e ao término os contetdos foram diluidos
(100 mL de adgua destilada), para cessar a reagao. As aliquotas foram reunidas originando uma
unica fracdo, que foi evaporada sob pressdo reduzida, posteriormente codestilada com

agua/tolueno e liofilizada originando a fra¢dao hidrolisada KD.
3.5 HIDROLISE ACIDA PARCIAL DA FRACAO KS-O

3.5.1 Curva de hidrdlise 4acida parcial da fracao KS-O

A fragdo KS-O (1,2 g) foi utilizada para realizar uma curva de hidrdlise variando os
tempos de reacdo. A fracdo KS-O foi solubilizada em agua destilada (90 mL) e incubada em
banho termostatizado (80 — 90 °C). Apds a completa solubilizagdo a temperatura foi mantida
constante em 80 °C, ¢ em seguida adicionado o TFA 1,0 mol. L' (10 mL). Foram retiradas
aliquotas de 10 mL nos intervalos dos tempos de 30, 45, 60, 90, 120, 180 e 240 minutos,
denominadas Frl, Fr2, Fr3, Fr4, Fr5, Fr6 e Fr7, respectivamente. Apds cada aliquota ser
retirada, foram diluidas com (10 mL de 4gua destilada), evaporadas sob pressdo reduzida,

codestiladas com agua e tolueno e liofilizadas.

3.5.2 Semissintese da fracdo KD-OS

A fracdo KS-O (8,4 g) foi dividida em sete aliquotas (1,2 g), pois a hidrolise foi
realizada em tubo de volume maximo de 200 mL. A producao do oligossacarideo a partir da
kappa-carragenana persulfatada foi realizada conforme metodologia descrita no item anterior,
utilizando o tempo de hidrolise igual a 45 min. Apds a adi¢do do TFA 1,0 mol.L™' (10 mL), os
tubos foram incubados em banho termostatizado a 80 °C, por 45 minutos, e em seguida
diluidos com 100 mL de agua destilada e as sete aliquotas foram reunidas. Apds a evaporagao
sob pressdao reduzida, codestilagdo (4gua e tolueno) e liofilizacdo, originando a fragdo

hidrolisada KD-OS.
3.6  MODIFICACAO QUIMICA DO ALGINATO DE SODIO
3.6.1 Producdo dos blocos BM e BG a partir do alginato de sédio

A obtencao de blocos homopoliméricos constituidos por dcido B-D-manurénico (BM)

e acido a-L-gulurdnico (BG), foi realizada de acordo com o método de hidrolise acida parcial
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comacido oxalico como descrito por HAUG, LARSENe SMIDSROD (1966), e demonstrado
no fluxograma da FIGURA 33.

O alginato de sodio (8,4 g) foi submetido ao primeiro tratamento com 200 mL de
acido oxalico 1 molL™" por 20 h a 100 ° C, em refluxo. Em seguida o material foi
centrifugado gerando duas fragcdes, uma resistente (insoltivel) e outra hidrolisavel (solavel),
denominadas FRI e FHI1. A fracdo FR1 foi novamente submetida a um segundo tratamento
semelhante ao primeiro com acido oxalico 1 mol.L™! por 20 ha 100 °C. Apds a centrifugagdo
foram geradas novamente duas fracdes: FR2 e FH2, a fragdo resistente e a hidrolisdvel
respectivamente. A fragdo FR2 foi dialisada sequencialmente em membranas de MWCO 6-8
KDa contra agua destilada, cloreto de soédio 1 mol L™, 4gua destilada ¢ em seguida foi
liofilizada. Esta fracdo foi novamente solubilizada em 4gua destilada e sob agitagdo seu pH
foi ajustado para 2,85 com HC10,1 mol L', levando a formagio de um precipitado. Apos
separagdo por centrifugacao (3500 rpm, 4 °C, por 30 min) foram obtidas uma fragdo solivel e
outra insoluvel Estas fragdes tiveram seus pH ajustados para 7, com solucdo de NaOH 1
mol. L', sendo posteriormente dialisadas, em membranas de MWCO 6-8 KDa, e liofilizadas

dando origem a duas fracdes: FS e FI, respectivamente.
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FIGURA 33 - FLUXOGRAMA DE PRODUCAO E PURIFICACA O DOS BLOCOS HOM OPOLIMERICOS
E HETEROPOLIMERICOS A PARTIR DO ALGINATO DE SODIO

[ Alg-Na 8.4g J

Acido Oxalico 1M
100°C, refluxo 20 h em atm. N,
Centrifugacio

FHI FR1
(tracfo hidrolisavel) (trago resistente)

Acido Oxdlico 1M
100 °C, refluxo 20 h em atm. I,
Centrifugaciio

FH2 FR2
(fragio hidrolisavel) (tracdo resistente)

Dialise MWCO 6-8 KDa
Liofilizacio

[ Solubilizado em H,O ]

pH285com HCLO.1 M
Centrifugacio

[ FS (soluvel) ] [ FI (mnsoluvel) ]

FONTE: O autor (2018).

3.6.2 Otimiza¢ao da reagdo de amidacdo dos grupos carboxilas do alginato de sdédio
utilizando derivados carbodiimidas

As reagdes de otimizagdo da amidagdo do alginato de sédio foram realizadas,
variando os pHs, o tampdo utilizado (MES ou carbonato de so6dio), a carbodiimida (N-(3-
dimetilaminopropil)-N -etilcarbodiimida (EDC) ou 1-ciclohexil-3-(2-morfolinoetil) (CMC)),
bem como as razdes molares de carbodiimida, N-hidroxisuccinimida (NHS) e 1,3-
propanodiamina (DAP). Adicionalmente, foram mantidas fixas as condi¢cdes de temperatura
(30 °C), concentracao do polisssacarideo em solucdo (1 % m/v), concentragdo do tampao (0,2

mol.L™") e tempo de reagdo (24 h).
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As fragdes foram solubilizadas (1% m/v) em solugio tampdo (0,2 molLL') em
diferentes pH (4,27; 6,5 ou9,5). Em seguida foi adicionado a DAP e o pH ajustado para o pH
especifico da reagio com HC11 mol L' (4,27; 6,5 ou 9,5). A carbodiimida (EDC ou CMC) e
o NHS foram pesados separadamente e solubilizados no respectivo tampao, e posteriormente
foram adicionados as solugdes polissacaridicas. O pH foi novamente ajustado para pH
especifico, e as reagdes permaneceram sob agitacdo, e temperatura controlada (30 °C) por 24
h. Os produtos das reagdes foram dialisadas exaustivamente e sequencialmente (em
membranas de 6-8 KDa) contra dgua destilada, cloreto de s6dio e adgua destilada e entdo

foram liofilizadas, originando as fracdes amidadas respectivas.
3.6.3 Semissintese de Alg-Dap

A reacdo preparativa de amidacdo do alginato de sodio foi realizada conforme a
condicio AO7 do item anterior. Foram utilizadas as relagdes de 20 mols da 1,3-
propanodiamina (DAP), 2 mols da carbodiimida EDC e 1 mol de NHS, para cada molde Alg-
Na. O alginato de sédio foi solubilizado (1% m/v) em solugdo tampdo MES (0,2 molL™") com
o pH 6,5. Em seguida foiadicionado a DAP ¢ o pH ajustado para 0 6,5 com HC11 molLL™'. A
carbodiimida EDC e o NHS foram pesados separadamente e solubilizados em tampao MES
(pH 6,5) e em seguida adicionados a solugdo polissacaridica. O pH foi novamente ajustado
para 6,5, e a reagdo permaneceu sob agitagdo e temperatura controlada (30 °C) por 24 h. Os
produtos da reagdo foi dialisada exaustivamente e sequencialmente (em membranas de 6-8
KDa) contra agua destilada, cloreto de so6dio e agua destilada e entdo foi liofilizada,

originando as a fragdo amidada Alg-Dap.

3.6.4 Semissintese de BM-Dap e BG-Dap

As reagoes de amidagao dos blocos BM e BG foram realizadas conforme a reacao de
producao do Alg-Dap no item 3.6.3, dando origem as fragdbes BM-Dap e BG-Dap,

respectivamente.
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3.7 SEMISSINTESE DE POLISSACARIDEOS HIBRIDOS CARBOXILADOS E
SULFATADOS VIA AMINACAO REDUTIVA UTILIZANDO OS DERIVADOS DO
ALGINATO

3.7.1 Semissintese de Alg-KD

A reacdo de aminagdo redutiva para produgcdo do polissacarideo hibrido Alg-KD,
utilizou a relagdo de 1 mol de Alg-Dap, para cada 10 mols de KD, e a mesma relagao para o
agente redutor (10 mols de cianoborohidreto de sodio NaBH3CN).

A fracdo Alg-Dap (0,98 mmols) foi solubilizada em dgua destilada (1% m/v) a 55 °C
sob agitacdo e em seguida foi adicionado a fragdo KD (9,8 mmols). Apds completa
solubilizagio o pH reacional foi ajustado para 6,0 com hidroxido de sédio 8 mol.L!, em
seguida adicionado acido acético até pH proximo a 4-5, permanecendo sob agitagdo por 2 h.
Posteriormente, foi adicionado o cianoborohidreto de sédio (9,8 mmols) e a reagdo
permaneceu sob agitacdo e temperatura controlada por 18 h. Apds o término da reacdo, o
produto da reagdo foi dialisado sequencialmente (em membranas de 6-8 kDa), contra agua
destilada, cloreto de sodio 1 mol L' e agua destilada e entdo foi liofilizada, gerando a fragdo

polissacaridica Alg-KD.

3.7.2 Semissintese de BM-KD1 e BM-KD2

A producdo dos polissacarideos hibridos a partir do Bloco BM, foi similar a
producao da fracdo Alg-KD, entretanto as relagdes molares entre o bloco BM amidado e o

KD foram distintos, conforme apresentado na TABELA 5.

TABELA 5— CONDICOES REA CIONAIS DE AMINACA O REDUTIVA DA FRA CAO BM -DAP E KD

Entrada BM-Dap KD NaBH;CN Temp. Tempo
(mmol) (mmol) (mmol) °C) (h)

BM-KD1 0,8 2,0 2,0 55 18

BM-KD2 1,1 11,1 11,1 55 18

FONTE: O autor (2018).

A reagdo de aminagao redutiva para produgdo do polissacarideo hibrido da BM-KDI,
utilizou a relacdo de 1 molde BM-Dap, para cada 2,5 mols de KD, enquanto a reacdo para
producao do polissacarideo hibrido BM-KD2, utilizou 1 mol de BM-Dap, para cada 10 mols
de KD.
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3.7.3 Semissintese de BG-KD1 e BG-KD2

A producdo dos polissacarideos hibridos a partir do Bloco BG, também foi similar a
produgdo da fracdo Alg-KD, entretanto as relagdes molares entre o bloco BG amidado e o KD

foram distintos, conforme apresentado na TABELA 6.

TABELA 6— CONDICOES REA CIONAIS DE AMINACA O REDUTIVA DA FRACAO AC. GUL-DAP E

KD
BM-Dap KD NaBH;CN Temp. Tempo
Entrada (mmol) (mmol) (mmol) ©C) (h)
BG-KD1 0,4 1 1 55 18
BG-KD2 0,7 7 7 55 18

FONTE: O autor (2018).

A reagdo de aminag¢ao redutiva para producdo do polissacarideo hibrido da BG-KDI,
utilizou a relagdo de 1 mol de BG-Dap, para cada 2,5 mols de KD, enquanto a rea¢dao para
produgdo do polissacarideo hibrido BG-KD2, utilizou 1 mol de BG-Dap, para cada 10 mols
de KD.

3.8 EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS DA U. FASCIATA

A Ulva fasciata foi extraida, caracterizada e a fragdo polissacaridica F cedida pela
Doutoranda Franciely Grose Colodi, para ser utilizada nas modificagdes quimicas neste

presente trabalho.

3.8.1 Otimiza¢ao da reacdo de amidacdo dos grupos carboxila da ulvana utilizando
carbodiimida

A fragdo F foi submetida a diferentes reagdes de amidagao as quais foram variadas os
pHs reacionais (4,27 e 6,5), a razio molar da carbodiimida EDC:NHS (2:1 e 4:6,6),
temperatura (30 e 50 °C) e tempo de reagdo (3 e 24 h). A concentra¢do de polissacarideo em
solugdo (1% m/v), a concentragdo do tampio MES (0,2 moLL™"), e o numero de mmols da
1,3-propanodiamina (DAP) (20 mmols), foram mantidos fixos.

A fragio F foi solubilizadas (1% m/v) em solugio tampdo (0,2 mol L") em diferentes
pH (4,27 ou 6,5). Em seguida adicionado a DAP e o pH ajustado para o pH especifico (4,27
ou 6,5) da reagio com HCl 1 molL'. A carbodiimida EDC e o NHS foram pesados

separadamente e solubilizados no respectivo tampdo, e posteriormente adicionados as
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solugdes polissacaridicas. O pH foi novamente ajustado para pH especifico, e as reacdes
permaneceram sob agitacdo e temperatura controlada (30 °C) por 3 ou 24 h. As reacdes foram
dialisadas exaustivamente e sequencialmente (em membranas de 6-8 kDa) contra agua
destilada, cloreto de sodio e agua destilada e entdo os materiais foram liofilizados, originando

a fracdes amidadas (fracao FO1 — F06)

3.8.2 Semissintese de F1D

A reacdo preparativa de amidacdo da ulvana (fracdo F) foi realizada conforme a
condicao FOI. Foram utilizadas as relagdoes de 20 mols da 1,3-propanodiamina (DAP), 4 mols
da carbodiimida EDC e 6,6 mol de NHS, para cada mol de ulvana (F). A ulvana foi
solubilizada (1% m/v) em solugdo tampdo MES (0,2 molLL ") com o pH 4,27. Em seguida
adicionado a DAP e o pH ajustado para o 4,27 com HC1 1 molLL". A carbodiimida EDC e o
NHS foram pesados separadamente e solubilizados em tampao MES (pH 4,27), e adicionados
em seguida a solu¢do polissacaridica. O pH foi novamente ajustado para 4,27 e a reagdo
permaneceu sob agitacdo e temperatura controlada (30 °C) por 3 h. O produto da reacdo foi
dialisada exaustivamente e sequencialmente (em membranas de 6-8 KDa) contra agua
destilada, cloreto de sddio e dgua destilada e entdo foi liofilizado originando a fragdo amidada

F1D.

3.8.3 Semissintese de F1IKDOS

A reacdo foiconduzida da seguinte forma: inicialmente a fracdo F1D (0,2 mmols) foi
solubilizada em 4gua destilada a 55 °C, em seguida adicionado a fragio KD-OS (2 mmols), e
o pH ajustado para 7 com hidréxido de sodio 8 mol.L™!. Posteriormente, o pH foi ajustado
para 4-5 com acido acético concentrado, tendo a reagcdo permanecido sob agitacdo e
temperatura controlada por 2 h. Em seguida foi adicionado o agente redutor cianoborohidreto
de sodio (2 mmols), que elevou o pH para 5-6. A reagdo permaneceu sob a mesma condigao
de temperatura e agitacdo por 18 h. O produto resultante foi dialisado (membranas de MWCO
6-8 kDa) contra agua destilada, cloreto de sodio 1 mol.L! e 4gua destilada novamente, e por

fim liofilizado, gerando a fracdo F1KDOS.
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3.9 MODIFICACAO QUIMICA DA AGAROSE
3.9.1 Semissintese de Aga-Tos

A agarose (30,3 mmols) previamente reduzida como descrita por HEUKO (2015), fo1
solubilizado (1 % m/v) em dgua a 90 °C, sob agitagcdo. A solugcdo foiresfriada a 30 °C e em
seguida foram adicionados 25 mL (3100 mmols), gota a gota, de solugdo de hidroxido de
sodio 8 mol.L' Apds a completa adicdo foi adicionado a solucdo de cloreto de tosila (303
mmols) dissolvidos em acetonitrila (184 mL), formando uma mistura heterogénea. A reagdo
permaneceu sob agitagdo a 30 °C por 14 h. Posteriormente o material foi precipitado com 3
volumes de etanol absoluto, centrifugado (3500 rpm, 5 °C, 30 min), resuspendido em agua
destilada, dialisado sequencialmente contra dgua destilada, NaCl I molL" e 4gua destilada

(MWCO 12-14 kDa) e liofilizado, gerando a fragdo Aga-Tos.

3.9.2 Semissintese de Aga-Dap

A agarose tosilada (Aga-Tos), foi submetida a reacao de aminagao em meio organico
anidro (DMFa) em presenga da DAP. Inicialmente 1,0 g da Aga-Tos (2,17 mmols) foi
solubilizada em DMFa a 100 °C. Em seguida foi adicionado a DAP (54,2 mmols) e a reacao
permaneceu sob agitagdo a 100 °C por 24 h. Apo6s o terminou da reacdo, o material foi
precipitado com 3 volumes de etanol absoluto, centrifugado (3500 rpm, 5 °C, 30 min),
ressuspendido em dgua destilada, dialisado sequencialmente contra dgua destilada, cloreto de
sodio 1 mol. L' e agua destilada (MWCO 12-14 kDa) e entiio foi liofilizado, gerando a fragdo
Aga-Dap.

3.10 METODOS ANALITICOS

3.10.1 Dosagens dos grupos O-sulfato

A determinagdo do teor de grupos O-Sulfato nos polissacarideos nativos e
modificados foi realizada pelo método de DODGSON e PRICE (1962), usando como
reagente a mistura gelatina-bario. As amostras foram hidrolisadas com HC1 1 mol.L"! por 5
horas a 105 °C, para liberacdo dos grupos sulfato. Ao adicionar a amostra a mistura de
gelatina-bario, ocorre a formagdao do composto insoluvel sulfato de bario, que se mant¢ém em

suspensdo devido a presenca do fluido gelatinoso no meio, resultando em uma turbidez,
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medida em espectrofotdmetro. A realizagdo da curva padrao consiste em uma solucdo de
sulfato de sodio diluida em HC11 mol.L™' (1 x 10 gL'!) e as leituras foram realizadas no
comprimento de onda de 360 nm. O método apresenta linearidade entre 20-200 pg de sulfato.
A curva padrao foi composta por concentragdes de 30, 60, 90, 150 e 190 pg de sulfato de
sodio. As amostras utilizadas para a dosagem tiveram suas massas entre 2 - 4 mg, e as analises
foram realizadas em triplicata.

O grau de substituicdo de sulfato (DS) no polissacarideo da kappa-carragenana e

seus derivados, foi calculado utilizando a equacao 1 (WHISTLER e SPENCER, 1964).

c_ _ 30627xS
3200 — (102x S)

Equacio 1

Onde: 306,27 referente a 1 mol da diade repetitiva (G-DA); 3200 ¢ a massa atomica do
enxofre (32 g) x 100; 102 ¢ referente a 1 mol do éster substituinte (SO3Na) e S representa o

teor de enxofre em porcentagem .

3.10.2 Determinacao dos teores de nitrogénio e carbono

Os teores de nitrogénio e carbono dos polissacarideos nativos e modificados foram
determinados pela técnica de andlise elementar utilizando entre 20 — 30 mg das amostras
liofilizadas. Os resultados foram expressos em g % ( m/m).

As determinagdes foram realizadas por combustio em analisador CN, marca
ELEMENTAR, modelo VARIO EL III, instalado no Laboratorio de Biogeoquimica e
Nutricdo de Plantas, do Departamento de Solos e Engenharia Agricola, Setor de Ciéncias
Agréarias (UFPR).

O grau de substituicdo de amida e amina (DA mol%) nos polissacarideos derivados
do alginato de sodio, seus produtos de hidrdlise acida parcial e da agarose, foram calculados

utilizando a equagdo 2 (TAUBNER; MAROUNEK; SYNYTSYA, 2017).

N.12.6

DA =
C.nl4—N.c.12

X 100 Egquacio 2

Onde: N e C sdo referentes ao percentual de nitrogénio e carbono; n e ¢ sdo referentes ao

numero de atomos de nitrogénio e carbono da amina utilizada; Além disso, a equagdo 2 leva
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em consideracdo as massas moleculares dos atomos de nitrogénio e carbono, sendo 14 e 12

g.mol, respectivamente.

3.11 METODOS CROMATOGRAFICOS

3.11.1 Cromatografia de esclusdo estérica de alta resolugdo acoplada a detector de indice
de refracdo e espalhamento de luz em multiangulos (HPSEC-IR-MALLS)

As andlises de cromatografia foram realizados em cromatdgrafo de exclusdo estérica
de alta pressao (HPSEC) WATERS, equipado com um detector de indice de refracao (IR)
diferencial WATERS modelo 2410 e com detector de espalhamento de luz em multidngulos
(MALLS) WATYT TECHNOLOGY, modelo DAWN DSP, com 18 detectores dispostos ao
redor da fotocélula em diferentes angulos. Foram utilizadas quatro colunas de gel permeagao
WATERS conectadas em série, com limites de exclusdo de 7x10°, 4x10°, 8x10* e 5x10° Da
(colunas Ultrahydrogel 2000, 500, 250 e 120, respectivamente). O eluente utilizado foi uma
solugdo em 4gua ultrapura de nitrito de sodio 0,1 moLL™! e azida de sédio 200 ppm, & pressio
de 920 psia 20°C.

Para analise de homogeneidade e determinagdo da massa molecular ponderal média
(Mw), foram preparadas solugdes dos polissacarideos na concentragio de 1 x 10° gL” em
solugdo de nitrito de sédio mol.L™! e azida de sodio 200 ppm dissolvidas em 4gua ultrapura. As
solugcdes resultantes foram filtradas em membranas de acetato de celulose (MILLIPORE) de 0,22
pm.

Para determinagdo da massa molecular ponderal média (Mw) das fragdes
polissacaridicas da fragdo K nativa e das sulfatadas quimicamente (KS1 — KS3 e KS-OS
tiveram a massa molecular ponderal média (Mw) estimadas por meio das galactanas
sulfatadas obtidas por COLODI (2011). Enquanto as fracdes polissacarideos do alginato de
sodio, seus derivados modificados quimicamente e os polissacarideos hibridos tiveram a
massa molecular ponderal média (Mw) estimadas por meio de curva padrao com dextranas
(Sigma-Aldrich).

Tanto os padroes de galactanas sulfatadas (Mw de 51,0 x 10° , 60,1 x 10°, 64,8 x 10° ,
86,8 x 10° e 114,0 x 10° g.mol'l), como os padrdes de dextrana de (Mw de 9,4 x 10%, 40,2 x
10°, 77,8 x 10°, 266 x 10° ¢ 487 x 10° g.mol'l) foram solubilizados no eluente de nitrito de
sodio (NaNO3 0,1 molL™") e azida de sodio (NaN3 200 ppm) em 4gua ultrapura, filtradas em
membranas de acetato de celulose (MILLIPORE) de 0,22 um e injetadas no sistema
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cromatografico. Os cromatrogramas foram analisados através do software ASTRA versao 450
(WATYT TECHNOLOGY).

As curvas padroes de dextrana e galactanas sulfatadas apresentaram os valores de
massas molares ponderais médias em escala logaritimica em fung¢do dos tempos de retencao.
A TABELA 7 apresenta os tempos de retengdo (min) e as massas molares ponderais médias
dos padrdes, bem como as equagdes de regressdo linear utilizadas para estimar as massas

molares ponderais médias relativas das moléculas de interesse.

TABELA 7MASSAS MOLARES PONDERAIS MEDIAS (MW), TEMPOS DE RETENCOES E EQUA CAO
DE REGRESSAO LINEAR DAS CURVA S PADROES

Padrao a 0 gMn‘;Vol'l) a Log My Tr.(min) Regressao linear b
Galactanas sulfatadas®
DSi-1 51,6 4,71 58,1
DSi-2¢ 60,1 4,78 56,0
y=- 0,02301x +6,4597
DSi-3 63,8 4,80 55,0 R™=0,970
DSi-4 86,8 4,94 493
DSi-5 114,0 5,06 47,6
Dextrana
D-5251 487 5,69 44,67
D-7265 266 5,42 45,17
D-4751 77,8 4,89 48,83 y=-0,1741x + 13,367
R*= 0,988
D-4133 40,2 4,60 49,92
D-9260 9,4 3,97 54,17

* Massas molares ponderais médias especificadas por COLODI (2011) (galactanas sulfatadas) e pelo fabricante
(dextranas); b As equacdes obtidas por regressdo linear expressam y = log Mw, x = tempo de reten¢do (min) e o
coeficiente de determinagdo (R?); ¢ COLODI, 2011. FONTE: O Autor (2018).

3.12 METODOS ESPECTROSCOPICOS

3.12.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier e reflectancia total
atenuada (ATR/FTIR)

A obtengdo dos espectros na regido do infravermelho foi realizada no espectrometro

ALPHA Bruker, com transformada de Fourier, no Departamento de Farmacia, Setor de
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Ciéncias da Satdes (UFPR). O processamento e interpretagdo dos espectros foram realizados

através do software Opus viewer (Bruker).

3.12.2 Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear

As analises de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizadas no Centro de
RMN da UFPR, instalado no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, no Setor de
Ciéncias Biologicas e Departamento de Quimica, no Setor de Exatas. Os espectros de RMN
foram obtidos em trés espectrometros: Bruker AVANCE III 600 de campo magnético de
14,095 Tesla (600 MHz); Bruker AVANCE 400 de campo magnético 9,4 Tesla (400 MHz) e
Bruker DPX 200 de campo magnético 4,7 Tesla (200 MHz).

Os espectros de carbono ('*C) foram obtidos nos equipamentos Bruker AVANCE 400
de 9,4 Tesla (400 MHz) e Bruker DPX 200 de 4,7 Tesla (200 MHz), operando na frequéncia
base de 100 e 50 MHz, respectivamente. Enquanto as analises d¢ RMN monodimensionais de
hidrogénio ('H) e bidimensionais (COSY 'H — 'H; TOSCY 'H — 'H; HSQC 'H - *C ¢
HSQC-editado 'H — '*C) foram realizadas nos espectrdmetros de Bruker AVANCE III 600 de
campo magnético de campo magnético 14,095 Tesla (600 MHz); Bruker AVANCE 400 de
campo magnético 9,4 Tesla (400 MHz). Todas as analises utilizaram tubos de 5 mm de
didmetro. Todas as fracdes derivadas da kappa-carragenana, alginato de sodio e ulvana foram
solubilizadas em agua deuterada 99% (D,0O) (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.). Os
deslocamentos quimicos expressos em ppm, foram determinados utilizando acetona como
padrio interno, 30,2/2,224 ppm para carragenanas e agarose, 31,45/2,10 ppm para o alginato
de sodio e seus derivados (HEYRAUD et al., 1996) e 31,45/2,225 ppm para ulvanas.
Enquanto a agarose reduzida (Aga-Reduzida) e a tosilada (Aga-Tos) foram solubilizadas em
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6) e os deslocamentos quimicos expressos em ppm,
foram determinados utilizando o proprio DMSO-d6 como padrio interno (41,53/2,696 ppm)
Adicionalmente, as analises foram realizadas a temperatura de 70 °C, e os dados de RMN

foram processados e analisados com o software TopSpin 3.1 (Bruker).

3.12.3 Analises de RMN monodimensionais

a) Ressondncia magnética nuclear de carbono (RMN de °C)
Os espectros de RMN de *C foram obtidos na freqiiéncia base de 100,16 MHz, com

intervalo de aquisi¢do de sinal de 0,6 segundos, sendo feitas de 4.000 — 70.000 aquisicdes,
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utilizando-se um intervalo de 0,1 segundo entre os pulsos. As amostras foram solubilizadas

em D,0, na concentragio de aproximadamente 50 mg.mL™'.
b) Ressondncia magnética nuclear de carbono (RMN de 'H)

Para os espectros de RMN de 'H foi necessario promover a troca dos hidrogénios das
hidroxilas por deutério e a completa remocao das moléculas de 4dgua presentes, através da
dissolugcdo das fracdes em D,0, congelamento e liofilizacdo (sendo esse processo foi repetido
por no minimo duas vezes), com a finalidade de diminuir a intensidade do sinal relativo ao
hidrogénio ligado a oxigénio, o qual prejudica a qualidade do espectro obtido. As amostras

foram solubilizadas em D, O pura na concentragio de aproximadamente 20 mg.mL™".

3.12.4 Analises de RMN bidimensionais

O preparo de todas as amostras para andlises de RMN bidimensionais(COSY,
TOSCY, HSQC, HSQC-editado ¢ HSQC-TOSCY) seguiram o mesmo protocolo de preparo

que as amostras analisadas em RMN de 'H.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Este topico foidividido em quatro itens:

» Kappa-carragenana — extracdo, caracteriza¢do, sulfatacdo quimica e produgdo de

oligossacarideos;

» Alginato de sodio — caracterizagdo, produgdo de blocos homopoliméricos, amidagao e

semissintese de polissacarideos hibridos;

» Ulvana — amidacao e semissintese de polissacarideo hibrido;

» Agarose — caracterizagdo, tosilagdo e aminagao.
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4.1 KAPPA-CARRAGENANA — EXTRACAO, CARACTERIZACAO, SULFATACAO
QUIMICA E PRODUC AO DE OLIGOSSACARIDEOS

A partir da macroalga marinha Kappaphycus alvarezii, foi obtida a fracdo
polissacaridica K com rendimento de 31 g (51,7% de rendimento em relagdo ao material de
partida seco). O rendimento de extragdo dos polissacarideos da K. alvarezii, esta de acordo
comos obtidos em outras extragdes a partir da K. alvarezii pelo grupo de pesquisa (COLODI,

2017; ARAUJO, 2012; COLODI,2017; DUCATTI, 2009; DOS SANTOS, 2015).

4.1.1 Caracterizagdo quimica e espectroscopica da fragdo K

A fracdo polissacaridica K, foi analisada por RMN de Be, 'He HSQC, fornecendo
espectros idénticos aos reportados na literatura para polissacarideos extraidos da K. alvarezzi
(COLODI, 2017; DOS SANTOS, 2015; DUCATTI, 2005; VAN DE VELDE et al, 2002;
VAN DE VELDE; PEREIRA; ROLLEMA, 2004; DE ARAUJO etal., 2013).

No espectro de RMN de 'H da fragio K (FIGURA 34), estdo presentes dois sinais o-
anoméricos, em 5,11 e 5,32 ppm correspondentes as unidades de 3,6-anidro-o-D-
galactopiranose (DA) e 3,6-anidro-a-D-galactopiranose 2-sulfato (DA2S), respectivamente
(VAN DE VELDE et al., 2002; CIANCIA et al, 1993). Através da andlise das proporgoes
obtidas pela integragio destes dois sinais no espectro de RMN de 'H, a fragdo K apresentou
87% de unidades DA e 13% de unidades DA2S, as quais constituem as diades da kappa-
carragenana (G4S-DA) e iota-carragenana (G4S-DA2S), respectivamente. Além disto, foi
identificado o sinal em 3,43 ppm atribuido aos protons metilicos de unidades 6-O-metil-B-D-
galactopiranose 4-sulfato (ESTEVEZ; CIANCIA; CEREZO, 2004; USOV, 1984).

No espectro de RMN de *C e HSQC (FIGURAS 35 ¢ 36) da fracio K, foram
assinalados os carbonos e hidrogénios da diade majoritdria que compdem a kappa-
carragenana. As correlagdes anoméricas, em 102,0/4,64 ppm e 94,7/5,10 ppm, correspondem
as unidades 3-O-substituidas de B-D-galactopiranose 4-sulfato (G4S) e 4-O-substituidas de
3,6-anidro-o-D-galactopiranose (DA), respectivamente (VAN DE VELDE et al., 2002).

Destaca-se que estes resultados estdo de acordo com os obtidos na literatura onde a
espécie Kappaphycus alvarezii sintetiza majoritariamente carragenanadas do tipo kappa, onde
ha a presenca de baixas porcentagens de diades de iota-carragenana e de unidades de B-D-

Galp parcialmente O-metiladas em C6.
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FIGURA 36— ESPECTRO DE RMN DE HSQC DA FRACAO K. (A) REGIAO ANOMERICA (B) REGIAO
DO ANEL (C2-C6)
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Solvente: D,O, 70 °C; acetona como padrao interno (30,2/2,224). Apos a nomenclatura de KNUSTEN et al.,
1996, o numero refere-se a posi¢do dos C/H da respectiva unidade. G4S, DA e DA2S = unidades de [-D-
galactopiranose 4-sulfato, 3,6-anidro- a-D-galactopiranose e 3,6-anidro- a-D-galactopiranose 2-sulfato,
respectivamente. FONTE: O autor (2018).
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Os assinalamentos dos C/H referente a diade [ 3)B-D-Galp-4-sulfato-(1->4)-3,6-

anidro-o-D-Galp-(12] (FIGURA 37) que constitui a kappa-carragenana, estdo apresentados

na TABELA 8. Adicionalmente, estes assinalamentos de RMN foram realizados com

diferentes valores para a referéncia interna (acetona), como demonstrado a seguir.

TABELA 8- ASSINALAMENTOS DOS "*C/'H DAS PRINCIPAIS UNIDA DES CONSTITUINTES DA

FRACAOF
Unidade C/H C/H
1 102,0/4,64 103,2/4,52
2 69,1/3,61 70,3/3,49
3 78,3/3,97 79,6/3,85
G4S [23)-B-D-Galp 4-sulfato-(1->]
4 73,6/4,83 74,8/4,71
5 74.,3/3,81 75.,6/3,69
6 60,8/3,81 62,0/3,69
1 94,7/5,11 96,0/4,99
2 69.,4/4,14 70,6/4,02
3 78,7/4,52 79.,9/4,40
DA [4)-3,6-anid ro-a-D-Galp-(1->]
4 77,9/4,62 79,1/4,49
5 76,4/4,64 77,6/4,52
6 69,0/4,06 ¢ 4,20 70,2/3,94 ¢ 4,08

P calibragdo do padrio interno acetona: 30,2/2,224 ¢ 31,45/2,10 ppm, respectivamente.

FIGURA 37— REPRESENTACA O ESTRUTURAL DA DIADE [ 3)-B-D-Galp 4-sulfato-(1-> 4)-3,6-anidro-a-

D-Galp-(1-2>]
OH
o]
O
OH

""h...h_o

HO

FONTE: O autor (2018).

Através da dosagens dos grupos O-sulfato foi determinado que a k-carragenana

isolada da K. alvarezii apresenta 22,1% de grupos sulfato, correspondentes a 7,9% de enxofre
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(TABELA 9). Através do calculo descrito por WHISTLER e SPENCER (1964), foi calculado
um DS total para fracio K de 1,01. Considerando que o valor tedérico de DS para k-
carragenana € 1, este valor de DS de 1,01 pode ser atribuido a presenca de diades

correspondentes a iota-(G4S-DA2S) presente em menor quantidade na fracao K.

TABELA 9— ANALISE DE SULFATO NA FRACAO K

S04°*" NaSO; S

b
%) %) %) DS

Fracao

K 22,1 237 7,90 1,01

a,b determinagdes de acordo comos métodos de Dodgson (1961) e W histler e Spencer (1964).

A FIGURA 38 ilustra o perfil de eluicio em HPSEC-MALLS-RI da fracdo
polissacaridica K. O perfil de eluicao detectado demonstra um carater polidisperso para este
polissacarideo, indicando a presenga de moléculas com diferentes massas moleculares,
inviabilizando a determinacao do Mw da fracdo K através da taxa de variagao do indice de
refracdo comrelacdo a concentragdo (dn/dc).

Desta forma a determinagdo do Mw da fracao K foi realizada através da curva padrao
de galactanas sulfatadas, pois o equipamento de HPSEC realiza a separagdo das moléculas
ndo apenas pela massa molecular absoluta, e sim levando em consideragdo o volume
hidrodindmico que as moléculas ocupam em solucdo (SPICHTIG; AUSTIN, 2008). Nao
sendo indicado a determinacio do Mw de carragenanas utilizando curvas padrdes de
dextranas ou pululanas (GOMEZ-ORDONEZ; JIMENEZESCRIG; RUPEREZ, 2012), pois
sdo polissacarideos lineares ligados através de ligagdes glicosidicas (12 6).

Deste modo a massa molar ponderal média (My) foi estimada em 1,5 x 10° g.mol’,
estando de acordo com os dados reportados na literatura para a k-carragenana calculados
através do espalhamento de luz: 2,1 x 10° gmol' (DE ARAUJO et al., 2013), 1,98 x 10°
gmol! (DOS SANTOS, 2015); 4,93 x 10° gmol' (KOHYAMA; SANO; NISHINARI,
1996); 5,2 x 10° g.mol'' (MYSLABODSKI; STANCIOFF; HECKERT, 1996).
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FIGURA 38— HPSEC-MALLS-RI DA FRACAO K
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O espectro de infravermelho da fragdo K (FIGURA 39) apresentou bandas
caracteristicas como: 3342,0 cm!' (O-H estiramento vibracional), 2918,6 cm' (C-H
estiramento vibracional), 1204,5 cm™ (O=S=0 estiramento vibracional assimétrico do grupo
sulfato), 994,7 cm' (ligagdo glicosidica), 907,5 cm™ (estiramento vibracional da ligagio C-O-
C das unidades de 3,6-anidrogalactose) ¢ a banda em 856,3 5 cm’' (C4-O-S estiramento
vibracional do grupo sulfato das unidades p-D-galactopiranose) (PRADO-FERNANDEZ et
al, 2003; SEKRAL; LEGRAND, 1993).
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FIGURA 39— ESPECTRO DE INFRA VERMELHO DA FRACAO K
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Desta forma, através das analises de RMN, teor de sulfato e FTIR, foi confirmado

que a fragdo K ¢ constituida majoritariamente por carragenana do tipo kappa.

4.1.2 Otimizagao da reacgdo de sulfatagdo da fracao K

A fracdo K foi submetida a sulfatagdo quimica utilizando o trioxido de enxofre-
piridina, com a finalidade de posterior obtencdo de oligossacarideos sulfatados, com
diferentes padroes de sulfatacao.

O trioxido de enxofre ¢ um reagente que vem sendo muito utilizado em reagdes de
sulfatagdo quimica. Entretanto por ser um reagente eletrofilo agressivo, reage rapidamente
com compostos que contenham grupos doadores de elétrons, além de produzirem reagdes
extremamente exotérmicas. A fim de diminuir a velocidade de reacdo e liberacao de calor,
este composto ¢ utilizado em conjunto com agentes complexantes (piridina, trietilamina, N,N -
diisoporpiletilamina), pois diminuem a reatividade do trioxido de enxofre por estarem
complexados a bases fracas, como ¢ o caso da piridina, no complexo piridina-trioxido de

enxofre (SO3-Py) (BEDINI et al, 2017; DE FREITAS et al,, 2015b).
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DE ARAUIJO e colaboradores (2013) realizaram reagdes de sulfatacdo da kappa-
carragenana em DMFa, utilizando dois agente sulfatantes diferentes (SO3-Py e SO3-MesN).
Foram variados os tempos de reacao (1, 7, 8 e 24 h), e o polissacarideo testado na forma de
sal de trietilamdnio e sodio. Além disto, as reagdes foram realizadas com o uso do reagente 2-
metil-2-buteno. Apos analise dos resultados obtidos, os autores constataram que a condi¢ao
reacional capaz de persulfatar a kappa-carragenana, foi o uso do polimero na forma de sal de
trietilamdnio, em DMFa, com SO;3-Py e 2-metil-2-buteno, por 7 h a temperatura ambiente.

E relatado na literatura que o reagente 2-metil-2-buteno em reacdes de sulfatacio é
capaz minimizar as reagdes de despolimerizacgdo e clivagem de grupos acidos labeis (PAPY-
GARCIA et al, 2005).

Embora seja relatado na literatura que a presenca da piridina complexada com o
trioxido de enxofre, possa limitar parcialmente o carater altamente acido deste reagente,
responsavel pelas multiplas reagdes secundérias, como a clivagem de grupos funcionais
acidos labeis e a despolimericacdao parcial. Desta forma, a introducdo de um eliminador de
acido com natureza neutra, 2-metil-2-buteno, na reacdo antes da adicdo do agente de
sulfatagdo, € supostamente responsavel por eliminar o 4cido livre produzido no sistema em
tempo habil e levaria a uma reacdo mais eficiente, com reagdes secundarias diminuidas
(PAPY-GARCIA et al, 2005; TU et al, 2011). Entretanto ndo se sabe se esta seria a Unica
fungdo do reagente 2-metil-2-buteno, pois além de evitar o processo de despolimerizagao,
poderia também facilitar o ataque do oxigénio nucleofilico das hidroxilas ao grupo sulfato
(eletrofilico).

Deste modo, com a condicdo de persulfatagdo previamente estabelecida por DE
ARAUJO e colaboradores (2013) para persulfatar a kappa-carragenana, no presente trabalho
foram realizadas trés novas reagdes, variando dois parametros ndo estudados pelos autores
(DE ARAUIJO et al, 2013) no processo de otimizagdo das condicdes de persulfatagdo da k-
carragenana, a temperatura e a presenga do reagente 2-metil-2-buteno. O aumento da
temperatura foi testado a fim de avaliar se o aumento da temperatura reacional poderia
facilitar o ataque nucleofilico. A presenga ouauséncia do 2-metil-2-buteno, foi realizada a fim
de avaliar sua fungcdo em minimizar a despolimerizacdo do material.

Desta forma as reagdes foram realizadas mantendo constante a quantidade de SOs-
Py, e o tempo reacional ja estabelecido por DE ARAUJO e colaboradores (2013). As reagdes

foram conduzidas como demonstrado na TABELA 10.
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Para os calculos estequiométricos utilizados nas reacdes de sulfatagcdo, foi
considerada a massa da diade [ 3)-B-D-Galp 4-sulfato-(1->4)-3,6-anidro-a-D-Galp-(1-=2>] na
forma sodica (409,0 g.mol™).

A fragdo K, na forma de sal de trietilamdnio foi solubilizada em DMFa com agitagdo
e temperatura de 60 °C. Apds esta etapa, a temperatura foi reduzida para 30 °C quando
necessario (entradas KS1 e KS2). Em seguida adicionou-se o 2-metil-2-buteno (apenas na
entrada KS1), e o agente sulfatante SO3-Py. A partir da adicdo do ultimo reagente a reagao
seguiu sob agitacdo e temperatura por 7 h, sendo interrompida com a adi¢do de uma solucio
de NaHCO; 1,0 molL™" at6 pH 7, em banho de gelo sob constante agitagio, por
aproximadamente 10 minutos. O polissacarideo foi precipitado com 3 volumes de etanol
absoluto, e centrifugado (3500 rpm, 5 °C, 30 min), e ressolubilizado em 4agua destilada. Apos
didlise sequencial contra agua destilada, cloreto de sodio 1,0 molL' e 4gua destilada

(MWCO 6-8 KDa) os produtos foram liofilizados, sendo obtidas as fragdes KS1 — KS3.

TABELA 10- OTIMIZA CAO DAS CONDICOES DE PERSULFATA CAO DA KAPPA-CA RRA GENANA

Entrad Fraciao K SO;-Py 2-metil-2-buteno Temp. Rend

ada (mmol) (mmol) (mL) °C) (%)

KS1 0,5 13 60 160,0
30°

KS2 0,5 13 - 121,1
30

KS3 0,5 13 - 60° 115,7

** DE FREITAS et al., 2015. FONTE: O autor (2018).

Nas trés reagdes foi obtido um aumento na massa final quando comparada com a
massa do polissacarideo inicial, sendo mais significativo na entrada KS1, onde foi utilizado o
reagente 2-metil-2-buteno a 30 °C.

Os produtos destas reacdes (KS1 —KS3) foram analisadas através de RMN de HSQC.
Na FIGURA 40 estdo apresentados simultaneamente os espectros da fracdo K nativa e as
fracdes sulfatadas quimicamente KS1 — KS3. Os espectros das trés amostras sulfatadas
quimicamente sdo muito similares, apresentando uma grande variagdo nos deslocamentos
quimicos quando comparados com o espectro da fracao K.

A sulfatacdo na posicdo C2 das unidades B-D-galactopiranose 4-sulfato, ocasionou
um deslocamento quimico de 69,1/3,61 para 76,6/4,40 ppm (efeito alfa +7,5/40,79 ppm). Os
sinais referentes as posicoes C1 e C3, desta mesma unidade sulfatada, apresentaram

deslocamentos quimicos de 100,4/4,84 ¢ 74,2/4,13 ppm, correspondentes ao efeito beta de
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-1,6/+0,2 e -4,1/4+0,16 ppm, respectivamente (DE ARAUIJO etal., 2013; THANH et al., 2001;
USOV, 1984). Adicionalmente, a sulfatacdo no carbono-6 gerou um deslocamento quimico de
60,8/3,81 para 67,6/4,29 ppm (efeito alfa +6.8/+0,48 ppm), o que ocasionou deslocamento no
C5/H5 de 74,3/3,81 para 72,2/4,07 ppm (efeito beta de -2,1/+0,26 ppm) (DE ARAUJO et al,
2013; LIAO et al, 1996; THANH et al., 2001; USOV, 1984). Na posicao C4/H4 houve
deslocamento do préton, de 73,6/4,83 para 73,5/5,00 ppm (THANH et al.,, 2001; USOV,
1984).

J& a sulfatacdo na posicdo C2/H2 das unidades 3,6-anidro-o-D-galactopiranose,
ocasionou um deslocamento quimico de 69,4/4,14 ppm para 73,2/4,71 ppm (efeito alfa de
+3,8/+0,58 ppm), enquanto as correlagdes referentes a C1/H1 e C3/H3 foram observadas em
94,5/5,40 e 77,3/4,86 ppm, respectivamente, correspondentes a um efeito beta de -0,2/+0,29 e
-1,4/+0,34 ppm, respectivamente (DE ARAUIJO et al,, 2013; THANH et al., 2001; USOV,
1984; VAN DE VELDE; ROLLEMA, 2008).

Destaca-se que a fragdo KS2, além das correlagcdes referente a diade G2S,4S,6S —
DAZ2S, ainda apresentava a correlacdo em 69,1/3,61 ppm correspondente os C2/H2 das
unidades des B-D-galactopiranose-4-sulfato, indicando que esta fracdo ndo estava persulfatada,
como as entradas KS1 e KS3 (DE ARAUIO et al, 2013; THANH et al, 2001; USOV, 1984;
VAN DE VELDE; ROLLEMA, 2008). Entretanto, todas as fracdes sulfatadas quimicamente
(KS1 — KS3) apresentam as correlagdes referentes a diade [23)-B-D-Galp 2.,4,6-trisulfato-
(1->4)-3,6-anidro-a-D-Galp 2-sulfato-(1->]. A TABELA 11 apresenta os assinalamentos dos
'He °C da diade G2S,4S,6S-DA2S.

Através das andlises de RMN foi possivel observar que a auséncia do reagente 2-
metil-2-buteno, ndo impede que a reacdo de sulfatacdo ocorra, ja que as entradas KS2 e KS3
foram realizadas sem este reagente. Entretanto quando as entradas KS2 e KS3 foram
realizadas em duas temperaturas diferentes, (30 °C e 60 °C) foi observado que na temperatura
mais branda ndo houve a persulfatacdo do polissacarideo (presen¢a de unidades -D-Galp nao
sufatadas na posigao C2), enquanto que na temperatura mais elevada, a k-carragenana foi
persulfatada. Deste modo o reagente 2-metil-2-buteno ndo ¢ necessario para que a reagao de
sulfatacdo da k-carragenana ocorra, pois a reacdo KS3 ocorreu eficientemente, mesmo sem
sua presenca.

As fracoes KS1 — KS3 foram analisadas através da cromatografia de HPSEC-
MALLS-RI (FIGURA 41) e suas massas molares ponderais médias (My) foram estimadas

pela curva padrao de galactanas.
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FIGURA 40 — ESPECTROS DE RMN DE HSQC DA FRACAO K E DAS FRACOES PERSULFATADAS
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Solvente: D,O, 70 °C; acetona como padrao interno (30,2/2,224). Apds a nomenclatura de KNUTSEN et al.,

(1994), o ntimero refere-se a posi¢ao dos C/H da respectiva unidade. GS4 (

DA2S (™) = unidades

), DA (

B-D-galactopiranose 4-sulfato, 3,6-anidro- a-D-galactopiranose,

), G2S,4S,6S (") e
B-D-galactopiranose

2,4,6-trisulfato e 3,6-anidro-a-D-galactopiranose 2-sulfato, respectivamente. FONTE: O autor (2018).
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TABELA 11— ASSINALAMENTOS DOS "*C/'H KAPPA-CARRA GENANA PERSULFATADA

Unidade [oh: |
T 100,474 .84
2 76,6/4,40
3 T4 2413
G2S,4S,6S
1 73,5/5,00
5 72,2/4,07
6 67,6/4,29
1 94.5/5,40
2 73,2471
3 77.3/4,86
DA2S
1 7847467
5 76,9/4,74
6 69,0/4,13

Solvente: D,0O, 70 °C; acetona como padrdo interno (30,2/2,224). Ap6s a nomenclatura de KNUTSEN et al.,
(1994), o ntmero refere-se a posicdo dos C/H da respectiva unidade. G2S,4S,6S e DA = unidades de [-D-
galactopiranose 2,4,6-trisulfato e 3,6-anidro- o-D-galactopiranose 2-sulfato, respectivamente. FONTE: O autor

(2018).
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RI: refiactive index; LS: Laser-light scattering. FONTE: O autor (2018).

Os perfis de eluigdo das fracdes sulfatadas quimicamente e nativa foram sobrepostos

(FIGURA 42), demonstram que a fracdo K (42,2 min) ¢ eluida quase que simultaneamente



121

com a fracdo KS1 (43,1 min), seguidas da fragdo KS2 (49,25 min) e da KS3 (50,8 min). As
massas calculadas (TABELA 12)

FIGURA 42— HPSEC DAS FRACOES K e KS1-KS3

Tempo (min)

RI: refractive index.. FONTE: O autor (2018).

TABELA 12— TEMPOS DE RETENCAO EMASSAS MOLARES PONDERAIS M EDIAS (Mw) DA
FRACAO K E DAS FRA COES QUIMICAMENTE SULFATADAS KS1 — KS3

Frach Tr? Mw. "
racao (min) (g.mol'™h)
K ) 1,5x 10°
KS1 43,1 1,4 x 10°
KS2 492 9,5x 10*
KS3 50,8 8,5x 10*

> Tempo de reten¢do ¢ massa molecular calculada através da curva padrdo de galactanas sulfatadas. FONTE: O
autor (2018).

A fragdo nativa K e a quimicamente sulfatada KS1 apresentaram perfis de eluigdo
similares, e a comparacdo das massas molares ponderais médias estimadas das fragdes K (1,5
x 10° g mol') e KSI (1,4 x 10° g.mol") se mostraram similares, apesar de ser esperado um
incremento no Mw pela adicdo de grupos sulfato. Entretanto supdem-se que na fracdo KSI
ocorreu despolimerizagdo, causada pelo rompimento das ligagdes glicosidicas mais labeis
(3,6-anidrogalactose), devido ao meio reacional conter o complexo de trioxido de enxofre que

apresenta carater acido.
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Desta forma ocorreu um equilibrio entre o ganho de massa devido ao grupo sulfato e
a perda de massa causada pela despolimerizacao, resultando em 6,3% na diminui¢do da massa
molar ponderal média. Este valor ¢ baixo quando comparado a diminuicdo de 34,7% obtida
por DE ARAUIJO e colaboradores (2013), para a k-carragenana nativa (214.000 g.mol') e
persulfatada quimicamente (74.300 g.mol™"), indicando que o processo de sulfatagio da fragdo
KS1 foi eficiente tanto no processo incremento de grupos sulfato, como no baixo percentual
de despolimerizagdao da molcula.

J4 quando correlacionadas as massas molares ponderais médias estimadas de KS1
(1,4 x 10° gmol™"), KS2 (9,5 x 10* g mol") e KS3 (8,5 x 10* g.mol"), ocorreu uma diminuigo
da massa de KS1 para KS2 de 1,5 vezes, provavelmente devido a auséncia do reagente 2-
metil-2-buteno durante a reagdo de sulfatagdo. Adicionalmente, quando comparados os Mw
de KS1 e KS3 esta diminui¢do foi de aproximadamente 1,6 vezes, devido ao efeito sinérgico
do aumento de temperatura em 30 °C, e a auséncia do reagente 2-metil-2-buteno. Na literatura
¢ reportado que a sulfatagdo quimica de polissacarideos geralmente promove a
despolimerizacdo parcial PETIT e colaboradores (2004) sulfataram quimicamente um
polissacarideo contendo apenas unidades de acido B-D-glucuronico 4-ligadas, reportando que
mesmo aumentando o teor de grupos sulfato, as amostras foram parcialmente degradadas,
apresentando uma massa molar ponderam média inferior a molécula precursora.

Esta etapa de otimizagdo da reacdo de sulfatacdo evidenciou que o reagente 2-metil-
2-buteno tem a func¢do de minimizar a despolimerizacdo do polissacarideo durante a reacao,
além de ndo ser necessario para que a sulfatagdo ocorra, ndo atuando como inicializador da
reagdo (catalizador). Apesar disto, foi verificado que a temperatura auxilia a reagdo de
sulfatacdo, através da diminui¢do da viscosidade do meio reacional, facilitando desta forma o
ataque nucleofilico ao complexo SO3-Py.

Um mecanismo para reagao de sulfatacdo da kappa-carragenana com o complexo
SOs-Py foi proposto e demonstrado na FIGURA 43. A reagdo de sulfatagcdo ocorre através de
uma reacdo de adicdo nucleofilica ao enxofre. A reacdo ¢ iniciada pela desprotonagdo da
hidroxila do polissacarideo (1) pela piridina (2), tornando o polissacarideo um bom nucléofilo
capaz de realizar o ataque nucleofilico ao enxofre (3), uma vez que os oxigénios (mais
eletronegativo) do trioxido de enxofre puxam os elétrons para longe do enxofre (menos

eletronegativo), tornando-se um bom eletrofilo.
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No presente trabalho, a persulfatagdo da kappa-carragenana teve como intuito obter
um polissacarideo com diferente padrao de sulfatacdo, o qual foi posterior hidrolisado
parcialmente, para obtengdo de oligossacarideos persulfatados. Desde modo, mesmo com
menor massa molar ponderal média a entrada KS3 foi selecionada para a realizacdo da reacao
preparativa de sulfatacdo, a qual tem a vantagem de ndo utilizar o reagente 2-metil-2-buteno,
devido principalmente a sua alta toxicidade: em lactantes pode prejudicar as criangas em fase
de amamentagdo; em pessoas em fase reprodutivas prejudicam a fertilidade além de causar a
ma formacdo dos bebés; em gravidas causam mutacdo genética nos fetos; além de causar

tonturas e ser carcino génico.

4.1.3 Semissintese de KS-O

A fragdo K (9,6 g) foi utilizada para realizar a sulfatagdo quimica em escala
preparativa. Entretanto uma tnica reagdo para esta grande quantidade de material, poderia
gerar problemas, dentre eles a ndo repetibilidade do resultado obtido na etapa de otimizagdo
da reagdo devido ao aumento da escala reacional em quase 50 vezes.

Desta forma a fragdo K foi separada em trés aliquotas (3,2 g)(7,8 mmols)(KS-O1 —
KS-03), e realizadas simultancamente as reacdes de sulfatacdo conforme a entrada KS3. A
fragdo K foi utilizada fracionada em aliquotas, apenas nas etapas de reacdo, neutralizagdo e
precipitacdo, pois para as etapas seguintes de tratamento (didlise e liofilizacdo) as aliquotas
foram reunidas em uma unica fragao.

A reagdo preparativa foi realizada como descrita anteriormente, utilizando o
polissacarideo na forma de sal de trietilamonio, com SO3-Py (20,3 mmols), em DMFa (350
mL) a 60 °C por 7 h. Em seguida as rea¢des foram interrompidas com solugdes de NaHCO3 1
mol.L"" em banho de gelo até pH 7. Foram precipitadas com 3 volumes de etanol absoluto,
centrifugadas, ressolubilizadas em &4gua destilada. As fragoes KS-O1 — KS-O3 foram
reunidas, dialisadas sequencialmente contra 4gua destilada, cloreto de sédio ImolL™! e 4gua
destilada (MWCO 6-8 KDa) e liofilizadas, gerando a fracdo KS-O (112,0% rendimento).

A fragdo KS-O obtida por sulfatagdo quimica da fragdo K foi analisada por RMN de
3¢, 'H e HSQC. Os espectros de KS-O apresentaram maior complexidade que os obtidos na
reagdo de otimizagdo KS3, apresentando maior numero de sinais. Na FIGURA 44, esta
apresentado o espectro de RMN de '°C da fragio nativa K e sulfatada KS-O. No espectro da
fragdo K foram observados apenas dois sinais anoméricos: 102,0 e 94,7 ppm referentes as

unidades  de B-D-galactopiranose  4-sulfato e  3,6-anidro-a-D-galactopiranose,
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respectivamente. A fracdo sulfatada quimicamente KS-O apresentou mais sinais anomeéricos
que a fracdo K, sendo os sinais de maior intensidade em 102,5 e 91,5 ppm. Estes sinais foram
atribuidos aos carbonos anoméricos das unidades de B-D-galactopiranose 4,6-disulfato e 3,6-
anidro-o-D-galactopiranose 2-sulfato, respectivamente, constituindo a diade G4S,6S — DA2S
(DE ARAUIJO etal., 2013; THANH et al., 2001).

Destaca-se, que no espectro da fragdo K ¢ observado o sinal correspondente ao C6
ndo substituido (60,8 ppm) das unidades de B-D-Galp, enquanto que, no espectro da fragdo
KS-O este sinal esta ausente, apresentando os sinais de C6 sulfatado (67,8 — 66,6 ppm). Este
resultado indica a total sulfatagio em C6 das unidades de B-D-Galp (DE ARAUJO et al,
2013; LIAO et al., 1996).

Na FIGURA 45 esta apresentado o espectro de RMN de HSQC da fragdo KS-O. Na
FIGURA 45 (A) as correlacdes em 100,4/4,84 e 93,4/5,38 foram atribuidas aos C/H
anoméricos das unidades de [-D-galactopiranose 2.,4,6-trisulfato e 3,6-anidro-o-D-
galactopiranose 2-sulfato, respectivamente, constituindo a diade G2S,4S,6S — DA2S (DE
ARAUJO et al., 2013; THANH et al., 2001). O espectro de RMN também apresentou
correlagdoes em 102,5/4,68 e 91,5/5,31 ppm atribuidas as unidades de -D-galactopiranose-
4,6-disulfato e 3,6-anidro-o-D-galactopiranose-2-sulfato, respectivamente (DE ARAUJO et
al, 2013; THANH et al., 2001; USOV, 1984), e em 102,2/4,66 e 94,7/5,10 ppm,
correspondentes as  unidades  B-D-galactopiranose-4,6-disulfato e  3,6-anidro-a-D-
galactopiranose, respectivamente (DE ARAUJO et al, 2013; USOV, 1984). Estas unidades
constituem as diades G4,6S — DA2S e G4,6S — DA, respectivamente.

Além destas diades descritas, foi possivel identificar as correlagdes em 89,1/5,26 ¢
90,1/5,02 ppm atribuidas aos C/H das unidades redutoras de 3,6-anidro-D-galactose 2-sulfato
(DA2S redutora) e 3,6-anidro-D-galactose (DA redutora), respectivamente (DUCATTI et al,,
2011; STORTZ; CEREZO, 1991), demonstrado que houve despolimerizagao parcial durante a
reagdo de sulfatacdo da fragdo K (PAPY-GARCIA et al,, 2005).

Alm disto ndo foi identificada a correlagdao referente ao C4 das unidades de B-D-
Galp dessulfatas (67,4/4,15 ppm) (MILLER; WONG, NEWMAN, 1982). Este resultado
indica que as unidades de B-D-Galp estao totalmente sulfatadas em C4.

Em resumo, a fracdo KS-O apresenta as unidades de B-D-Galp dissulfatadas em C4 e
C6, as quais podem estar adicionalmente sulfatadas em C2. Estes resultados demonstram que
a fracdo KS-O foi sulfatada quimicamente de maneira heterogénea e que houve
despolimerizacdo parcial das galactanas presente na fragdo KS-O durante este processo. Os

assinalamentos das diades presentes na fracao KS-O estdo apresentados na TABELA 13.
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Alm disto, os sinais referentes as unidades de 3,6-anidro-o-D-galactopiranose
foram integradas no espectro de RMN de 'H da fragdo KS-O (FIGURA 46), a fim de se
estimar as porcentagem das diades presentes nesta fracdo. Entretanto o sinal em 5,02 ppm
atribuido as unidades de 3,6-anidro-D-galactose redutora ndo foi utilizado no célculo de
porcentagem, uma vez que este proton estd sobreposto com outras unidades, sendo desta
forma desconsiderado pois poderia subestimar as unidades de DA redutora. Desta forma, a
fracdo KS-O ¢ composta por 47,3% de G2S,4S,6S — DA2S, 34,2% de G48S,6S — DA2S, 9,1%
de G4S,6S — DA € 9,16% de unidades DA2S redutoras.
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FIGURA 44— ESPECTROS DE RMN DE '*C DAS FRACOES POLISSA CARIDICAS KS-O e K
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Na FIGURA 47 estd a representagdo estrutural das quatro principais diades que
compdem esta fracdo sulfatada KS-O.

FIGURA 47— REPRESENTACA O ESTRUTURAL DAS PRINCIPAIS UNIDA DES DISSA CARIDICAS E
MONOSSACARIDICAS PRESENTES NA FRA CAO KS-O
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FONTE: O autor (2018).

Foram determinados os teores de sulfato, enxofre e calculado o DS da fracdo KS-O,

como demonstrado na TABELA 14.

TABELA 14— ANALISE DE SULFATONA FRACA O POLISSA CARIDICA KS-O

N S04 ? NaSO; S b
F D
ragio %) %) %) 5
K° 22.1 23,70 7,9 1,01
KS-O 48,2 51,71 17,24 3,66

& determinagdes de acordo com os métodos de Dodgson (1961) e Whistler e Spencer (1964). ¢ incluido para
comparagao.

A través do célculo descrito por WHISTLER ¢ SPENCER (1964), a fragdo KS-O
apresentou um DS de 3,66, cujo aumento se deve principalmente pela sulfatagdo no carbono 6
da B-D-galactopiranose, visto que ele foi totalmente substituido pelo grupo sulfato, e pela

sulfatagdao de C2 das unidades de 3,6-anidro-a-D-galactopiranose.
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A fragdo KS-O foi analisada por cromatografia de HPSEC-MALLS-RI (FIGURA
48) sendo eluida em 50,42 min e sua massa molar ponderal média (M) estimada pela curva
padrio de galactanas em 8,1 x 10* gmol'. Quando comparamos a massa molar ponderal
média estimada da fragdo KS-O com a fragdo nativa K (1,5 x 10° g.moI"), observou-se uma
diminuicao de 1,9 vezes, decorrente do processo de despolimerizagdo devido ao efeito

sinérgico da alta temperatura em meio acido e da auséncia do 2-metil-2-buteno.

FIGURA 48— HPSEC-MALLS-RI DA FRACAO KS-O
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RI: refractive index; LS: Laser-light scatterign. FONTE: O autor (2018).

O espectro de infravermelho da fragdo KS-O (FIGURA 49) apresentou um aumento
da intensidade da banda na faixa de 800 — 840 cm', quando comparado ao espectro da fragio
nativa K. Esta faixa corresponde aos estiramentos vibracionais caracteristicos de grupos
sulfatos nas unidades de p-D-galactopiranose, sendo em 850 -840 cm' (C4-S-0), 820 — 810
cm! (C6-0-S), e 830 — 825 cm! (C2-0O-S). Adicionalmente, a faixa em 805 — 800 cm’
corresponde a presenca de grupos O-sulfato no carbono 2 das unidades de 3,6-
anidrogalactose. Também foi observado um aumento da banda em 1220,0 cm'(O=S=0
estiramento vibracional assimétrico do grupo sulfato). Os aumentos de intensidade das bandas
confirmam os resultados obtidos através das andlises de RMN e da dosagem de sulfato,
indicando que as unidades de 3,6-anidrogalactose e B-D-galactose foram sulfatadas em C2 e
em C2/C6, respectivamente, além do sulfato ja presente em C4 das unidades de B-D-galactose.

(PRADO-FERNANDEZ et al., 2003; SEKRAL; LEGRAND, 1993).
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FIGURA 49— ESPECTRO DE INFRA VERMELHO DA FRACAO KS-O
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A partir dos resultados aqui apresentados e discutidos, conclui-se que a fracdo KS-O
obtida a partir da k-carragenana (fragdo K) corresponde a k-carragenana persulfatada,
apresentando o grupo éster de sulfato principalmente nas posi¢des C4 e C6 da unidade de B-D-
galactopiranose e na unidade C2 da unidade de 3,6-anidro-o-D-galactopiranose. Destaca-se
que, durante o processo de sulfatagdo ocorreu despolimerizacdo do polissacarideo, onde a
fracdo KS-O apresentou uma menor Mw quando comparado a sua fracdo nativa. Entretanto

esta reducdo da Mw ndo wra influenciar a produgdo dos derivados de menor massa

(oligossacarideos sulfatados).

4.1.4 Produgdo de oligossacarideos redutores a partir das fragdes K e KS-O

Para produgdo de oligossacarideos redutores a partir das fragdes K e KS-O, foram
realizadas hidrdlises parciais acidas. As condigdes de hidrolises que fazem uso de TFA
favorecem a quebra das ligagdes 3,6-anidro-[]-galactosidica, além de conservarem o anel
desta mesma unidade.

A metodologia para produgdo da carrabiose 4*-sulfato ja foi descrita em nosso grupo
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de pesquisa (DUCATTI et al., 2011). Entretanto a producao da carrabiose persulfatada nunca
foi descrita na literatura.

Desta forma, foi realizada a hidrélise acida parcial da fragdo K para producao da
carrabiose 4*-sulfato, conforme metodologia de DUCATTI e colaboradores (2009), além da
otimizagdo da reacdo de hidrolise acida parcial da fragdo KS-O, para obtencdo de
dissacarideos que apresentem um maior teor de sulfato que a carrabiose 4*-sulfato, levando
em consideragdo que o processo de hidrolise acida parcial pode ocasionar hidrolise dos grupos

sulfatos presentes na molécula (desulfatacdo).
4.1.4.1 Hidrolise acida parcial da fragao K

O produto de hidrdlise parcial acida, da kappa-carragenana, foi obtido com um
rendimento de recuperagdo de 90,3 % (KD).

A fracdo KD foi analisada por RMN de '*C, "H e HSQC. O espectro de RMN de
HSQC estd apresentado na FIGURA 50. Na regido anomérica (A) as correlagdes em
90,1/5,03 e 103,0/4,54 ppm foram atribuidas aos C1/HI das unidades 3,6-anidro-D-galactose
na forma redutora (diol geminal) e [p-D-galactopiranose 4-sulfato, respectivamente
(DUCATTI etal., 2011).

Os sinais da FIGURA 50 (B), em 73,2/3,67, 82,5/4,08, 86,9/4,29, 75,4/4,49 e
73,0/4,02 e 3,82 ppm sao referentes aos C2/H2, C3/H3, C4/H4, C5/H5 e C6/H6 das unidades
de 3,6-anidro-D-galactose, respectivamente. Adicionalmente, as correlagdes 71,1/3,58,
71,9/3,78, 76,4/4,69, 74,6/3,84 ¢ 61,0/3,83 ppm foram atribuidas aos C2/H2, C3/H3, C4/H4,
C5/H5 e C6/H6 das unidades de P-D-galactopiranose 4-sulfato, respectivamente. Estes
assinalamentos estdo de acordo com DUCATTI e colaboradores, 2011. Deste modo a fracao
KD ¢ constituida majoritariamente de carrabiose 4*-sulfato redutora. A TABELA 15
apresenta os assinalamentos de RMN da fragdo dissacaridica KD, utilizando diferentes

valores para o padrao interno adicionado (acetona).



136

FIGURA 50— ESPECTRO DE RMN DE HSQC DA FRACA O DISSACARIDICA KD. (A) REGIAO
ANOMERICA (B) REGIA O DO ANEL (C2-C6)
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TABELA 15— ASSINALAMENTOS DOS 'H/'*C DAS PRINCIPAIS UNIDADES CONSTITUINTES DA
CARRABIOSE 4°-SULFATO

Unidade (o3 8 C/H
1 103,0/4,54 104,2/4.,42
2 71,1/3,58 72,3/3,45
3 71,9/3,78 73,1/3,65
G4S [3)-B-D-Galp 4-sulfato-(1->]

4 76,4/4,69 77,6/4,57
5 74,6/3,84 75,8/3,72
6 61,0/3,83 62,2/3,71
1 90,1/5,03 92,2/4,91
2 73.,2/3,67 74.,4/3,55
3 82,5/4,08 83,7/3,95

DA red [4)-3,6-anidro-D-Gal redutora
4 86,9/4,29 88,1/4,17
5 75.,4/4,49 76,6/4,37
6 73,0/4,02 ¢ 3,82 74,2/3,90 e 3,70

ab calibragdo do padrio interno em 30,2/2,224 ¢ 31,45/2,10 ppm ,respectivamente.

A FIGURA 51 representa a estrutura da carrabiose 4-sulfato, constituinte da fragdo

KD.

FIGURA 51— REPRESENTACA O ESTRUTURAL DA CARRABIOSE 4>-SULFATO
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FONTE: O autor (2018).

A fracdo KD ndo foi analisada quando seu teor de sulfato e enxofre, pois a

metodologia utilizada (Dodgson, 1961) nao diferencia os grupos sulfatos livres e hidrolisados.

No espectro de infravermelho da fragio KD (FIGURA 52) foram observadas bandas

em 850,0 cm! (C4-O-S estiramento vibracional do grupo sulfato das unidades B-D-

galactopiranose), 917,7 cm’' (estiramento vibracional da ligagio C-O-C das unidades de 3,6-

anidrogalactose), além da banda 1213,0 cm™ (O=S=0 estiramento vibracional assimétrico do

grupo sulfato) (PRADO-FERNANDEZ etal, 2003; SEKRAL; LEGRAND, 1993).
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FIGURA 52- ESPECTRO DE INFRA VERMELHO DA FRACAO KD
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Os resultados obtidos demonstram que a fragdo KD ¢ composta majoritariamente
pela carrabiose 4°-sulfato, a qual foi obtida com o rendimento de recuperagdo de 90,3%. No
presente trabalho a carrabiose 4%-sulfato redutora, foi utilizada na produgio de polissacarideos
hibridos, a partir do poliurdnideo alginato de sodio e seus produtos de hidrolise de menor

massa molar denominados de blocos BM e blocos BG.

4.1.4.2 Hidrolise acida parcial da fragdo KS-O

4.1.4.2.1 Curva de hidrolise acida parcial da fragdo KS-O

Para determinar a condi¢do de hidrdlise que produz dissacarideos sulfatados a partir
da fragao KS-O (1,2 g), foi realizado uma curva de hidrolise variando os tempos de reagao.
Todas as fragdes geradas (Frl —Fr7) foram analisadas por RMN de 'H e HSQC.

Na FIGURA 53, estdo representados os espectros de RMN de HSQC das fragdes Frl
— F17. A fra¢do Frl, apresentou sinais anoméricos em 91,6/5,30, 89,9/5,02 e 89,3/5,26 ppm,

atribuidos a unidades 3,6-anidro-o-D-galactopiranose 2-sulfato, 3,6-anidro-D-galactose
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redutora e 3,6-anidro-D-galactose 2-sulfato redutora, respectivamente (DE ARAUJO et al,
2013; DUCATTI et al, 2011; STORTZ; CEREZO, 1991). Adicionalmente, o espectro de
HSQC apresenta a correlagdo em 71,5/4,92 ppm atribuida ao C4/H4 unidades de B-D-
galactopiranose 4,6-disulfato ligadas a unidades de 3,6-anidro-a-D-galactopiranose 2-sulfato
(DE ARAUIJO et al, 2013; THANH et al, 2001). Portando apesar de terem sido observadas
as correlacdes anoméricas das unidades DA e DA2S nas formas redutoras, a presenga das
unidades DA2S 4-ligadas as unidades de G4S,6S 3-ligadas indicam que 30 min de hidrolise
ndo foi suficiente para produzir somente dissacarideos a partir da fragdo KS-O.

Diferentemente da fracdo Frl, os espectros de RMN das fracdes Fr2 — Fr7, ndo
apresentaram a correlacdo anomérica referente as unidades de DA2S (91,6/5,30 ppm), porém
as correlacdes anoméricas atribuidas as unidades redutoras de DA e DA2S (89,9/5,02 e
89,3/5,26 ppm, respectivamente) foram observadas em todas as fragdes (STORTZ; CEREZO,
1991). De maneira semelhante nas fragcdes Fr2 — Fr7 foram observadas apenas correlagdes
referentes as unidades de [-D-galactopiranose 4-sulfato terminais ndo redutores (76,4/4,71
ppm) (DUCATTI et al, 2011).

Destaca-se que os espectros de todas as fragdes apresentaram as correlagdes em
67,7/4,23 ¢ 61,0/3,80 ppm atribuidas aos C6/H6 das unidades de B-D-galactopiranose 4,6-
disulfato e p-D-galactopiranose 4-sulfato, respectivamente (CIANCIA et al, 1993;
GONCALVES, 2005; LIAO et al., 1996; THANH et al,, 2001).

Desta forma, as fracdes Fr2 — Fr7 sdo constituidas principalmente por misturas de
dissacarideos sulfatados, podendo ser constituidas por diades de G4S — DA redutora, G4S —
DAZ2S redutora, G4,6S — DA redutora e G4,6S — DA2S redutora.

Através da integragdo dos sinais 5,02 ¢ 5,26 ppm nos espectros de RMN 'H das
fracdes Fr1 —Fr7 (FIGURA 54), foi possivel estimar os percentuais das unidades DA redutora
e DA2S redutora presentes nas fragcdes hidrolisadas (TABELA 16). Apds 30 minutos (Frl) de
hidrdlise, estavam presentes 57,3% de unidades DA2S redutoras e 42,7% de DA redutoras,
enquanto que, a partir de 45 min (Fr2 — Fr7), menos de 50% das unidades de DA2S redutoras
estavam presentes, mostrando a labilidade do grupo sulfato em carbono-2 das unidades de
3,6-anidro-D- galactose

Além disto, foram realizadas integragdes das correlacdes em 67,7/4,23 e 61,0/3,80
ppm nos espectros de RMN de HSQC (ndo demonstrado), permitindo estimar os percentuais
de unidades de G4S e G4,6S, respectivamente (TABELA 16). As unidades de B-D-
galactopiranose apresentaram um alto percentual de sulfatagdo no carbono-6, pois apds 30

min de hidrélise 92,3% de unidades estavam sulfatadas em C6, e mesmo apos 240 min de



FIGURA 53— ESPECTROS DE RMN DE HSQC DAS FRACOES HIDROLISADAS FR1 — FR7
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Solvente: D,0, 70 °C; acetona como padrdo interno (30,2/2,224). Ap6s a nomenclatura de KNUTSEN et al.,
1994, o numero refere-se a posicdo dos C/H da respectiva unidade. G4S-6 (), DA-1 redutor (), G4S,6S-6

(") e DA2S-1 redutor (") = unidades [-D-galactopiranose 4-sulfato, 3,6-anidro- o-D-galactopiranose
redutora, B-D-galactopiranose 4,6-disulfato e 3,6-anidro-a-D-galactopiranose 2-sulfato redutora,
respectivamente. TNR: Terminal ndo redutor. FONTE: O autor (2018).

hidrélise, mais de 60% desta posicdo C6 continuava sulfatado.

A dessulfatagdo em C2/C6 e C2 das unidades de B-D-galactopiranose e 3,6-anidro-o-
D-galactopiranose, respectivamente, ¢ reportada na literatura. GONCALVES (2005) observou
a dessulfatacdo em C2 das unidades de -D-galactopiranose ao produzir por hidrolise redutiva
parcial o carrabitol 2-sulfato a partir da theta-carragenana, obtendo o dissacarideo sulfatado
na posicdo C2 da unidade de 3,6-anidrogalactitol e dessulfatado em C2 da unidade de B-D-
galactopiranose. Além disto, NOSEDA e CEREZO (1993), ja haviam reportado uma maior
tendéncia de hidrolise dos grupos sulfatos na posicdo C2 destas unidades, quando comparada
a outras posi¢cdes na lambda-carragenana e theta-carragenanas.

Desta forma, pode-se concluir que os grupos sulfatos apresentam diferentes
labilidades, sendo dependentes da posi¢ao no anel piranosidico ao qual estdo ligados. O grupo
sulfato quando estd presente no carbono-2 torna-se mais labil do que no carbono-6 das

unidades de -D-galactopiranose nas condi¢des hidroliticas usadas no presente trabalho.
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FIGURA 54— INTEGRACOES DOS SINAIS DE RMN DE 'H DAS FRACOES FR1 — FR7
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Solvente: D,0, 70 °C; acetona como padrao interno (2,224). DA2S-1 ¢ DA-1 representam os hidrogénios
anoméricos das unidades e 3,6-anidro-oa-D-galactopiranose 2-sulfato e 3,6-anidro-a-D-galactopiranose,
respectivamente.
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TABELA 16— PORCENTA GENS DE UNIDADES SULFATADAS NAS FRACOES FR1 — FR7

Fracio DA redutora DA2S redutora G4S G4,6S *

(%) (%) (%) (%)
Frl 42,7 57,3 7,7 92,3
Fr2 53,2 46,8 16,6 83,4
Fr3 59,2 40,8 5,8 94,2
Fr4 55,9 44,1 13,7 86,3
Fr5 59,0 49,0 17,5 82,5
Fr6 53,2 46,8 224 77,6
Fr7 56,9 43,1 35,7 64,3

*Percentagem referente a sulfatagdo em C6 das unidades de G4S,6S. FONTE: O autor (2018).

A condi¢ao hidrolitica da fragcdo Fr2 apresentou um alto percentual de unidades
DA2S e G4S,6S sulfatadas no carbono-2 (46,8%) e no carbono-6 (83,4%), respectivamente.
Desta forma o tempo de hidrolise de 45 min foi selecionado para realizar em escala

preparativa a produgao de oligossacarideos, a partir da fragdo KS-O.

4.1.4.2.2 Semissintese de KD-OS

A fragdo polissacaridica KS-O (8,4 g) foi utilizada para reacdo de hidrolise acida
parcial em escala preparativa. A produgdo de oligossacarideos sulfatados foi realizada
conforme a condi¢do reacional da fragdo Fr2 (descrita no item anterior), gerando a fragdo KD-
OS (89,3% rendimento).

A fracio KD-OS foi analisada por RMN de '°C, '>C-Dept, 'H e HSQC. Na FIGURA
55, esta apresentado o espectro ampliado de RMN de '*C-Dept e °C da fragdo hidrolisada,
KD-OS. O smal Dept invertido em 60,8 ppm foi atribuido ao C6 das unidades de B-D-
galactopiranose desulfatadas, enquanto os sinais em 67,5, 67,7, 67,8 e 67,9 ppm foram
atribuidos aos C6 das unidades de B-D-galactopiranose 6-sulfato (DUCATTI et al, 2011;
KOLENDER; MATULEWICZ, 2004; LIAO et al, 1996; STORTZ; CEREZO, 1991; USOV,
1984).

O espectro de RMN de HSQC da fragao KD-OS esta representado na FIGURA 56 A,
B. O espectro de RMN de KD-OS na FIGURA 56 (B) mostrou que as unidades de B-D-
galactopiranose sdo todas sulfatadas em C4 (C4/H4 em 76,6/4,77 ppm) (DUCATTI et al,
2011; STORTZ; CEREZO, 1991), pois os deslocamentos quimicos de C4/H4 ndo sulfato
(66,7/4,14 ppm) estdo ausentes no espectro (USOV, 1984; VAN DE VELDE; PEREIRA;
ROLLEMA, 2004).
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Na FIGURA 56 (A), foram observadas as correlagdes em 89,0/5,26 e 89,9/5,03 ppm,
as quais foram atribuidas aos C1/H1 das unidades redutoras de 3,6-anidro-D-galactose 2-
sulfato e 3,6-anidro-o-D-galactose, respectivamente (DUCATTI et al, 2011; STORTZ;
CEREZO, 1991). Enquanto na FIGURA B, as correlacdes em 82,6/4,08 e 87,2/4,29 ppm
foram atribuidas aos C3/H3 e C4/H4 das unidades de 3,6-anidro-D-galactose redutoras
(DUCATTI etal., 2011; STORTZ; CEREZO, 1991).

Adicionalmente, as correlacdoes em 91,7/5,31 e 93,6/5,24 ppm foram atribuidas aos
C1/H1 das unidades de 3,6-anidro-a-D-galactose 2 sulfato (GONCALVES et al, 2005;
THANH et al, 2001; VAN DE VELDE et al., 2002). Também foi observado a correlacio em
94,7/5,11 ppm atribuida ao C1/H1 das unidades de 3,6-anidro-a-D-galactose (THANH et al,
2001; VAN DE VELDE et al, 2002).

O espectro de RMN de HSQC apresentou ainda as correlagdes em 102,9/4,65 ¢
102,6/4,63 ppm, as quais foram atribuidas a unidades de B-D-galactopiranose 4-sulfato e/ou -
D-galactopiranose 4,6-disulfato. (DE ARAUJO et al, 2013; LIAO et al., 1996; THANH et al.,
2001; USOV, 1984).

Através da integracdo dos sinais (ndo mostrado) de C6 das unidades de B-D-
galactopiranose 6-sulfato (67,7/4,29, 67,8/4,22 ppm) e B-D-galactopiranose (60,/3,81 ppm) no
espectro de RMN de HSQC, foi possivel estimar que 85,5% das diades presentes na fracao
KD-OS sdo constituidas por unidades de B-D-galactopiranose 4,6-disulfato, e 14,5% sao
constituidas por unidades de B-D-galactopiranose 4-sulfato.

Adicionalmente, foram realizadas integracdes no espectro de RMN de 'H da fragdo
KD-OS (FIGURA 57). Os sinais anoméricos referentes as unidades de 3,6-anidro-D-galactose
(5,03, 5,11, 5,24, 5,26, 5,31 e 5,38 ppm) foram integradas a fim de se estimar o tamanho do
oligossacarideo, além da relacdo de unidades sulfatadas e dessulfatadas em C2 das unidades
de 3,6-anidro-D- galactose. Entretanto, apesar do sinal em 87,6/5,38 ppm nao ter sido atribuido
a nenhuma unidade, supdem-se e considerou-se que o mesmo, seja referente a unidades
redutoras de 3,6-anidro-D-galactose 2-sulfato internas. Desta forma, através da integracao das
areas determinou-se que aproximadamente 50,8% das unidades de 3,6-anidro-D-galactose
presentes na fragdo KD-OS sdo terminais redutores, enquanto 49,5 sdo unidades internas.
Além disto, também foi determinado que 66,2% das unidades de 3,6-anidro-D-galactose estdo
sulfatadas em C2, e 33,8% dessulfatadas.

Desta forma, a fragdo KD-OS ¢ composta por uma mistura de oligossacarideos, a

qual apresentam um teor de grupos sulfato maior que a fracdo dissacaridica KD, devido
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principalmente a presenga de ¢ésteres de sulfato em C6 e C2 das unidades de B-D-
galactopiranose e 3,6-anidro-D-galactose, respectivamente

A FIGURA 58 apresenta o espectro de infravermelho da fragdo KD-OS, sendo
observado bandas caracteristicas do estiramento vibracional do grupo sulfato em unidades de
B-D-galactopiranose, em 850,9 cm’! (C4-0-S) e 820,3 cm' (C6-0O-S), além da banda em
1206,2 cm’' referente ao estiramento vibracional assimétrico do grupo sulfato O=S=0
(PRADO-FERNANDEZ et al., 2003; SEKRAL; LEGRAND, 1993).

Através desta andlise confirmou-se a presenga de unidades sulfatadas na posi¢do 6 da
B-D-galactopiranose, como demonstrado pela andlise de RMN de HSQC, indicando que
mesmo apoOs o processo hidrolitico 4cido € possivel observar e identificar grupos ésteres de

sulfato em C4 e C6, principalmente nas unidades de B-D-galactopiranose.
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FIGURA 58— ESPECTRO DE INFRA VERMELHO DA FRACAO KD-0S
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Wavenumber: nimero de onda; Transmitance: transmitancia. FONTE: O autor (2018).

Sendo assim, conclui-se que a fracdo hidrolisada KD-OS ¢ constituida por uma
mistura de oligossacarideos, apresentando sulfato nas posigcdes, C2 e C6 das unidades de 3,6-
anidro-D-galactose e B-D-galactopiranose, respectivamente.

Da mesma forma que a fracio KD, a fragdo KD-OS apresenta suas extremidades
redutoras. Estes oligossacarideos sulfatados, podem ser utilizados na produgdo de
polissacarideos hibridos a partir do polissacarideo neutro (agarose), poliuronideo (alginato) e
carboxilados sulfatados (ulvana), a fim de agregar caracteristicas quimicas e biologicas destes

materiais, aumentando o potencial bioldgico e farmacologico destes polissacarideos hibridos.

42 ALGINATO DE SODIO — CARACTERIZACAO, PRODUCAO DE BLOCOS
HOMOPOLIMERICOS, AMIDACAO E SEMISSINTESE DE POLISSACARIDEOS
HIBRIDOS

4.2.1 Caracterizacdo quimica e espectroscopica do alginato de sédio
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As analises de RMN de *C, 'H e HSQC do Alg-Na forneceram espectros similares
aos reportados na literatura para o alginato de so6dio. O espectro de HSQC (FIGURA 59 A)
apresenta duas correlagdes principais na regido anomérica, em 102,0/4,95 e 101,40/4,55 ppm,
correspondentes as unidades 4-ligadas de o-L-gulupiranosidurénico (G) e f-D-
manupiranosidurdnico (M), respectivamente, constituindo os blocos homopoliméricos (BG e
BM), respectivamente. Adicionalmente, a correlacdo anomérica em 102,4/4,58 ppm foi
atribuida a unidades de o-L-gulupiranosidurdnico, constituindo os blocos heteropoliméricos
(BGM). Estes assinalamentos estdo de acordo com o reportado na literatura (GRASDALEN,
1983; HAUG; LARSEN; SMIDSR@D, 1966; DUARTE; GORIN; DUARTE, 1991; TAKO;
YOZA; TOHMA, 2000).

Na FIGURA 59 (B), além das correlagdes C2/H2 — C5/HS referentes aos blocos
homopoliméricos BG ¢ BM, foi possivel identificar as correlagdes em 66,1/4,86, 81,4/4,10 ¢
68,8/4,61 ppm atribuidas aos C2/H2 C4/H4 e C5/HS, respectivamente das unidades de a-L-
gulupiranosidurdnico (o-L-GulAp), ligado a unidades de B-D-manupiranosidurdnico (B-D-
ManAp), constituintes dos blocos heteropoliméricos BGM (GRASDALEN, 1983)

O espectro de RMN de *C (FIGURA 60) apresenta cinco sinais na faixa de 176,6 —
176,0 ppm atribuidos aos carbonos carbonilicos do alginato de s6dio (DUARTE; GORIN;
DUARTE, 1991; TAKO; YOZA; TOHMA, 2000).

GRASDALEN (1983) descreve que além da estrutura primaria e das conformagdes
de cadeirra das unidades monossacaridica do polimero, uma contribui¢do na mudanga do
deslocamento quimico dos hidrogénios mnos blocos homopoliméricos para os
heteropoliméricos, pode surgir do efeito da blindagem nuclear devido a proximidade dos
hidrogénios a grupos eletronegativos. Em uma ligagdo [4)-0-L-GulAp—(1->4)-B-D-ManAp-
(1], o H-5 da unidade G est4 mais proximo (3 A) da hidroxila em C3 da unidade M, do que
em uma liga¢do [4)-a-L-GulAp-(12>4)-0 -L-GulAp-(1->], onde o H-5 da unidade G estd mais
distante (4 A) da hidroxila em C2 da unidade vizinha G, como demonstrado na FIGURA 61.
Desta forma, a proximidade do grupo eletronegativo (hidroxila em C2) da unidade M, afeta
mais significativamente o deslocamento quimico do H-5, do que quando a unidade vizinha ¢é
outra unidade G. De acordo com GRASDALEN (1983) os assinalamentos dos H-5, dos bloco
BG e BGM foramde 4,34 ¢ 4,61 ppm, respectivamente (TABELA 17)
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FIGURA 59— ESPECTRO DE RMN DE HSQC DO ALGINATO DE SODIO. (A) REGIAO ANOMERICA
(B) REGIA O DO ANEL (C2-C5)
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representam os C/H das unidades de a-L-GulAp e B-D-ManAp constituindo os blocos BG, BM, e BGM,
respectivamente. FONTE: O autor (2018).




155

FIGURA 60 — ESPECTRO DE RMN DE '°C DO ALGINATO DE SODIO
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Solvente: D,O, 70 °C; acetona como padrao interno (31,45 ppm).FONTE: O autor (2018).
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FIGURA 61— EFEITO DA BLINDA GEM NUCLEAR CAUSADA PELA PROXIMIDADE DOS
HIDROGENIOS AOS GRUPOS ELETRONEGATIVOS NOS BLOCOS HETEROPOLIMERICOS (GM) E
HOM OPOLIMERICOS (GG)

coo’ coo

OH

GM GG
FONTE: GRA SDALEN, 1983.

Na TABELA 17 estdo apresentados os assinalamentos das unidades de o-L-GulAp e
B-D-ManAp, quando compdem os blocos homopoliméricos GG e MM, e heteropoliméricos
GM no alginato de s6dio (Alg-Na). Na FIGURA 62 esta representada a estrutura quimica dos
blocos que constituem a fracdo Alg-Na.

TABELA 17— ASSINALAMENTOS DOS *c/'H DAS UNIDADES DE a-L-GULUPIRANOSIDURONICO
(G) E B-D-MANUPIRA NOSIDURONICO (M) NO A LGINATO DE SODIO

Unidade Blocos c H
1 102,0 4,95
2 66,1 3,79
[>4)-0-L-GulAp (1 ] BG ’ 71,3 3,91
4 81,2 4,02
5 68.8 4,34
6 176,2 -
1 101,4 4,55
2 72,7 3,61
[4)-p-D-ManAp-(1>] BM ’ 3 3,91
4 79,4 3,79
5 77,4 3,61
6 176,0 -
r 102,5 4,58
2’ 66,1 4,86
[54)-0-L-Gul Ap-(1> B ¥ n.d. n.d.
24)-B-D-ManAp~(1>]* & 81,2 4,10
5 68,8 4,61
6’ n.d. n.d.

n.d.= n2o determinado. BG, BM e BGM correspondem respectivamente aos blocos homopoliméricos e

heretopoliméricos da constituintes do alginato de sédio e * referente a unidades de a-L-GulAp. FONTE: O autor
(2018).



FIGURA 62— REPRESENTACA O ESTRUTURAL DO ALGINATO DE SODIO
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G1-G5, M1-M5, G’1-G’5 representam os C/H das unidades de a-L-GulAp e B-D-ManAp constituindo os blocos
BG, BM, e BGM, respectivamente da fragdo Alg-Na. FONTE: O autor (2018).

A relacdo dos monossacarideos M/G do Alg-Na foi determinada no presente
trabalho, a partir da integracio dos carbonos-4 presentes no espectro de RMN de '*C
(FIGURA 63). A relacdo resultante da integracdao dos sinais em 79,4 e 81,2 ppm (C4 do 4cido
B-D-manurdnico ¢ do acido o-L-gulurénico, respectivamente), ¢ de 1,44:1 de acido B-D-
manurdnico e acido o-L-gulurdnico. Estd metodologia de determinagdo de M/G para o
alginato de sodio foi descrita por IKEDA e colaboradores (2000), onde os autores reportaram
uma relagdo de 2,11:1 de 4&cido manurdnico e dcido gulurdnico, presentes no alginato de soédio
comercial da marca Nicca chemical CO., LTD (Japao).

Alginatos de diferentes espécies de macroalgas marinhas apresentam diferentes
percentagens de 4cido B-D-manurdnico e acido a-L-guluronico. A relagdo M/G pode ainda ser
alterada de acordo com a sazonalidade, local de coleta, bem como com a parte da alga
utilizada para suva extragdo. FERTAH e colaboradores (2017) relataram uma relacdo M/G de
2,11 para alga Laminaria digitata coletada no inverno a partir da costa atlintica do Marrocos
ocidental. PAPAGEORGIOU, KOUVELOS ¢ KATSAROS (2008), observaram uma relacao
de 1,5 para a mesma espécie coletada de areas costeiras da Franga, enquanto GRASDALEN,
LARSEN e SMIDSROD (1979), reportaram um M/G de 1,6 para mesma espécie. Outras
espécies de macroalgas pardas também apresentam esta variacdo na relacdo de acido
manurdnico e acido gulurdnico, como descrito por PENMAN e SANDERSON (1972), que
obtiveram a relagcdo de 1,36 — 1,67 para o alginato de Ascophyllum nodosum, NAI-YU e
colaboradores (1994), que para diferentes espécies de macroalga Sargassum, reportaram
distintos valores de M/G, entre eles 1,5; 1,27 e 1,22 para as espécies S. palladum, S.
thunbergii e S.kjellmanianum, respectivamente.

Alm da determinagdo da relacio de M/G obtida pela integragdo das areas dos C4

das unidades de M e G no espectro de RMN de '°C, existem outras metodologias para
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determinar a composicao de acidos urdnicos em polissacarideos. Uma delas ¢ o processo de
hidrélise, redugdo e acetilacdo, para obtencdo dos correspondentes acetatos de alditois
analisados por GC-MS. Porém durante o processo de hidrolise acida, o percentual de
liberacao dos 4cidos urdnicos ¢ baixo, apresentando como resposta uma relagdo subestimada.
Este baixo percentual de hidrolise do alginato de sodio € o resultado da alta resisténcia das
ligagdes glicosidurdnicas, aliado a maior velocidade de degradag¢do do 4cido o-L-guluronico
quando comparado a do 4dcido B-D-manurdnico (HAUG et al., 1962; DUARTE, 1990).

Outro método de determinacdo da relacdo M/G, que facilita a despolimerizagdo
quantitativa dos urdnicos poliméricos, em condi¢des de hidrdlises que ndo degradem os
monossacarideos, ¢ converté-los em ésteres utilizando carbodiimida e posteriormente reduzi-
los aos monossacarideos neutros, que sdo mais facilmente hidrolisaveis (TAYLOR e

CONRAD, 1972).
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A FIGURA 64 demonstra o cromatograma de HPSEC-MALLS-RI para o
polissacarideo Alg-Na. O perfil de indice de refracdo (RI) mostra a base simétrica (tempo de
retencdo 46,17 min) demonstrando um perfil homogéneo. A massa molar ponderal média
(M) foi estimada através da curva padrio de dextranas, resultando no Mw de 2,1 x 10° g.mo[
!, estando de acordo com o relatado na literatura. CHHATBAR e colaboradores (2012),
estimaram a massa molecular ponderal média do alginato de sodio extraido da macroalga
parda Sargassum tenerrimum (coletada em Guajarat na costa da India), através de curva
padrio de dextranas, reportando o Mw em 2,2 x 10° gmol'!, ¢ CHEJARA e colaboradores
(2013), estimaram a Mw do alginato de s6dio obtido comercialmente da empresa M/s Sisco

Research Laboratories (SRL), utilizando espalhamento de luz em 2.4 x 10> g.mol"

FIGURA 64— HPSEC-MALLS-RI DO ALGINATO DE SODIO

0.05
—

- LS (90 %)
= 0.034
O
=
w
=
== 0.014
14

-0.01

20 30
Tempo (min)

RI: refractive index; LS: Laser-light scattering. FONTE: O autor (2018).

No espectro de infravermelho do Alg-Na (FIGURA 65) foi possivel observar bandas
caracteristicas como: 3242,1 cm' (O-H estiramento vibracional), 2926,3 cm’' (C-H
estiramento vibracional), 1600,0 cm’! (O-C-O estramento vibracional assimétrico do
carboxilato), 1452,6 cm! (C-C deformagdo), 1046,4 cm (C-O-C estiramento vibracional),
938,6 cm’! (C-O estiramento vibracional de 4cidos urdnicos), 877,2 cm' (C1-H deformagio
vibracional do 4cido B-D-manurdnico) e 819,4 cm’' (caracteristico de acido manurdnico).

(CHHATBAR et al.,, 2012; LEAL et al, 2008; MATSUHIRO; VA; CHANDO, 2001)
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FIGURA 65— ESPECTRO DE INFRA VERMELHO DO ALGINATO DE SODIO

100
\

98
I

3242,1 cm! 2926,3 emt

1600,0 cm!

96
|
D 98E6 €—u

A L g

Transmittance [%]

1452,6 cm!

N\

8194 cm!

92

1046,4cm™
T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber crm-1
Wavenumber: nimero de onda; Transmitance: transmitancia. FONTE: O autor (2018).

4.2.2 Produgdo dos blocos homopoliméricos a partir de Alg-Na

No presente trabalho a obtengdo de blocos homopoliméricos constituidos por acido
B-D-manurdnico (BM) e acido a-L-gulurdnico (BG), foirealizada de acordo com o método de
hidrolise acida parcial com acido oxdlico como descrito por HAUG, LARSENe SMIDSROD
(1966). Embora os acidos a-L-gulurdonico e B-D-manurdnico sejam epimeros em C5/HS, eles
apresentam propriedades diferentes (HAUG e LARSEN, 1962), como a capacidade de formar
hidrogéis na presenca de cations divalentes apresentada pelo bloco BG (GRANT, MORRIS E
REES, 1973).

O alginato de sodio (Alg-Na) foi submetido ao processo de hidrolise acida parcial
com 4cido oxalico 1 molL’! por 20 h a 100 ° C, em refluxo, originando duas fracdes: FS
(12,4%) e F1(4,3%), sendo as fracdo solivel e insoluvel, respectivamente. Este rendimento de
recuperacdo, estdo de acordo com os obtidos por DUARTE, GORIN e DUARTE (1991), que
produziram blocos homopoliméricos, do tipo BG e BM, a partir da alga parda Laminaria

brasilienses (12,0% de recuperacdo na fracao soluvel, e 4,3% na fragdo insolavel).
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Embora os acidos urdnicos, constituintes do alginato de sdédio, apresentem constantes
de dissociagdo (pKa) diferentes com valores de 3,38 e 3,65, para o dcido B-D-manurdnico e
acido a-L-gulurdnico, respectivamente, esta precipitacdo em funcdo do pH ndo pode ser
explicada apenas pela diferenga de pKa (HAUG e LARSEN, 1962). Esta precipitacdo pode
ocorrer devido as diferentes disposi¢cdes espaciais dos monomeros M e G. Os blocos BM
apresentam-se na posicdo de cadeira *C; com ligagdes glicosidicas diequatoriais B(1->4),
enquanto os blocos BG, apresentam-se na posicdo de cadeira 'Cy4, com ligagdes glicosidicas
diaxiais a(1-=>4) (DUNFIELD; WHITTINGTON, 1974), fazendo com que os poligulurénicos
se organizem em forma de hastes (DAVIS; VOLESKY; MUCCI, 2003). Quando as
moléculas de 4cido o-L-gulur6nico estdio em solucdes acidas, abaixo do pKa, elas se
encontram totalmente protonadas, causando uma interagdo por ligagdes de hidrogénio através
das carboxilas protonadas, diminuindo sua solubilidade, e por consequéncia ocorrendo a
precipitacdo, como demonstrado na FIGURA 66, a intera¢do entre as unidades de acido o-L-
guluronico em diferentes pH, acima (pH 7) e abaixo do pKa (2,88).

Na FIGURA 67, ¢ demonstrado o espectro de RMN de HSQC da fragdo FS soluvel
Na regido anomérica (FIGURA 67 A), as correlagdes em 101,3/4,55 e 94,8/5,09 ppm
correspondem as unidades de 4cido B-D-manurdnico 4-ligadas e 4cido D-manur6nico terminal
redutor, respectivamente. As correlagdes em 71,3/3,91, 72,6/3,61, 79,2/3,79 ¢ 77,3/3,61 ppm
foram atribuidas aos C2/H2, C3/H3, C4/H4 e C5/HS5, respectivamente, das unidades de 4cido
B-D-manurdnico (BM). A FIGURA 68 apresenta o espectro de RMN de '*C da fracdo FS,
dando destaque ao sinal do carbono carboxilico do acido B-D-manurdnico em 176,0 ppm.
Estes assinalamentos estdo de acordo com o obtido por DUARTE, GORIN ¢ DUARTE
(1991).
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FIGURA 67— ESPECTRO DE RMN DE HSQC DA FRACAOFS (A) REGIAO ANOMERICA (B) REGIAO
DO ANEL (C2-C5)
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Solvente: D,O, 70 °C; acetona como padrdo interno (31,45/2,10). M-1 — M-5, M*-1, G-1- G5 e G’'1 - G’-5¢
G*-1representam os C/H das unidades de B-D-ManAp 4-ligada (BM), D-ManAp terminal redutor, a-L-GulAp 4-
ligada (BG), a-L-GulAp 4-ligada (BGM) e L-GulAp terminal redutor, respectivamente. FONTE: O autor (2018).
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Alm dos sinais caracteristicos de blocos homopoliméricos BM, os espectros de
RMN (FIGURA 67 e 68) da fragdo FS apresentaram adicionalmente sinais referentes ao acido
o-L-gulurénico. As correlagdes em 101,9/4,95, 102,5/4,58 e 94,9/4,77 ppm foram atribuidas
aos C1/HI de unidades do acido o-L-guluronico 4-ligada de blocos homopoliméricos (BG),
acido o-L-guluronico 4-ligada de blocos heteropoliméricos (BGM) e acido a-L-gulurdnico
terminais redutores, respectivamente (FIGURA 10) (GRASDALEN, 1983; DUARTE;
GORIN; DUARTE, 1991; ZHANG et al., 2004).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 69) apresentou sinais correspondentes as
unidades de acido D-manurénico e acido o-L-guluronico redutores (5,09 e 4,77 ppm,
respectivamente) e das unidades de 4cido B-D-manurdnico e acido a-L-gulurdnico (4,55 e 4,95
ppm, respectivamente). A integracdo destes sinais apresentou uma relagdo correspondente a
80,6:19,4 de acido PB-D-manurdnico e acido o-L-guluronico. Desta maneira, a fracao FS, ¢
constituida por 81% de unidades de 4cido B-D-manurdnico 4-ligadas, constituindo os blocos
hopoliméricos de acido B-D-manurdnico. Por esta razio a denominacao classica foi utilizada,
ou seja, a fragdo FS foi renomeada como blocos BM.

A relagao média do niimero de unidades de 4cido B-D-manurdnico constituintes do
bloco BM foideterminada através da integragao dos sinais anoméricos em 5,09 e 4,55 ppm no
espectro de RMN de 'H (FIGURA 69), correspondentes as unidades de 4cido D-manurdnico
redutoras e acido B-D-manurdnico 4-ligadas, respectivamente. Desta forma a cada 20 unidades

de 4cido B-D-manurdnico, 19 sdo 4-ligadas e uma ¢ redutora, como demonstrado na FIGURA

70.
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FIGURA 70— REPRESENTACA O DA ESTRUTURA DO BLOCO BM

M1*
OH
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MI-M5("")e M1*(" ) representamos C/H das unidades de f-D-ManAp 4-ligada e f-D-ManAp terminal
redutor, respectivamente. FONTE: O autor (2018).

O espectro de RMN de HSQC da fragdo insoluvel (FI) esta representado na FIGURA
71. Este apresenta majoritariamente sinais correspondentes as unidades de acido o-L-
gulurdnico 4-ligados. As correlagdes em 101,9/4,95 e 94,7/4,77 ppm foram atribuidas ao
C1/Hl do acido o-L-guluronico 4-ligados e terminal redutor, respectivamente.
Adicionalmente, ressonidncias em 66,4/3,78, 70,4/3,90, 81,1/4,02 e 68,5/4,37 ppm
correspondem aos C2/H2, C3/H3, C4/H4 e C5/HS5 das unidades de acido a-L-guluronico. O
sinal em 175,9 ppm (FIGURA 72), corresponde ao carbono carboxilico do 4cido o-L-
gulurdnico. Estes assinalamentos estdo de acordo com os obtidos por DUARTE, GORIN e
DUARTE (1991).

Além dos sinais caracteristicos de blocos homopoliméricos BG, os espectros de
RMN da fragao FI (FIGURA 71 e 72) apresentam sinais referentes ao acido -D-manurdnico.
A correlacdo em 101,3/4,57 ppm, foi atribuida ao C1/H1 de unidades do &cido B-D-
manurdnico. A partir da integragdo dos sinais referentes ao H1 (RMN de 'H na FIGURA 73)
das unidades de acido o-L-guluronico 4-ligada (4,95 ppm), acido L-gulurénico terminal
redutor (4,77 ppm) e acido B-D-manurdnico 4-ligada ( 4,57 ppm), obteve-se uma relagao das
unidades de 4cido o-L-gulurdnico e acido B-D-manurdnico de 95,7:4,3. Deste modo, a fracao
FI ¢ composta majoritariamente (95,7%) de unidades de 4cido o-L-gulurdnico 4-ligada
constituindo os blocos homopoliméricos de acido o-L-gulurdnico, e por esta razio a fragdo FI
foi renomeada para blocos BG.

A relagdo média do nimero de unidades de 4cido a-L-gulurdnico constituinte do
bloco BG também foi determinada através da integracao dos sinais anoméricos no espectro de
RMN de 'H (FIGURA 73) utilizando os sinais 4,95 e 4,77 ppm correspondentes as unidades
de 4cido L-gulurdnico terminal redutor e &cido a-L-guluronico 4-ligados, respectivamente,
obtendo-se a relacdo de 19:1. Deste modo a cada 19 unidades de acido a-L-gulurdnico, 18 sdo

4-ligadas e uma ¢ terminal redutor, como demonstrado na FIGURA 74.
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FIGURA 71— ESPECTRO DE RMN DE HSQC DA FRACAOFL (A) REGIAO ANOMERICA (B) REGIAO
DO ANEL (C2-C5)
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Solvente: D,0, 70 °C; acetona como padrdo interno (31,45/2,10). G-1 — G-5, G-1* ¢ M-1 representam os C/H

das unidades de o-L-GulAp (12>4), a-L-GulAp terminal redutor ¢ B-D-ManAp, respectivamente. FONTE: O
autor (2018).



“(8107) 10ine O :H INO "o1uaweArnadsar ‘sepedi|- dyuen

-d-g 9 101npal [eurid) dyno-1 n‘sepedi| - dy[nD-T1-0 9p sapeprun sep H/D SO wejuasardar [N 2 41D ‘9D-1D (S 1¢€) owrdur oeiped owod UL ), (L ‘O :9IUA[0S

041

wdd 0L Y] 08 g 06 56 00} wdd 6/}
. " ’ . | - 4 . " | . X - 4 | " ’ . X | " . " ’ | X L L L | ’ . n - | L . . . s &8 ¢ 1 ¢

A A

o o]
HO HO
IO. o) 0 O o
0 \ 4 OH
HO HO
HO
e S
Ho .oHo 0 o)
DODD NN~ ~ ~ 0 0 © o 5
S HOOOO B N = & 2e9 o
ROV ORIWOHO O N NN ~ 96% M
e & L2 1D TIN 19 99

110YOVId VA D, 4 NN 40 O¥1DddSd —TL VINDId



(8102) 101ne O :HILNOA Q1uaweanoadsar ‘epedi-f dyuey
-a-g 9 10Inpal [euruie) dynn-1-0 ‘epedi-f dy[nH-T1-0 9p sopeprun sep sorug30Ipry so wejudsardar [N 9 4D ‘1D (0] ‘7) owdlur oerped owod BUOIIE ), (L ‘O :9IUA[0S

wdd Sv oY L% 8Y 67 09 L'G [} €a
, , _ ! , _ , _ , ,

VASH
S6'v

NN
=]
£
I

&
—
&)

TIN *
4 OYOVdd vd H, Hd NINJ 3d Od41DddSd — €L VINDId

LLL



172

FIGURA 74— REPRESENTACAO DA ESTRUTURA DO BLOCO BG
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G1-G5 ¢ GI* representam os C/H das unidades de o-L-GulAp (124) e a-L-GulAp terminal redutor,
respectivamente. FONTE: O autor (2018).

Considerando os resultados de RMN dos blocos BM ¢ BG foi possivel determinar
que estes foram isolados com graus de pureza de 81% e 96%, respectivamente. HAUG,
LARSEN e SMIDSR@D (1967), obtiveram bloco BM com 85 % de pureza e o bloco BG com
90%. DUARTE, GORIN ¢ DUARTE (1990), obtiveram blocos BM ¢ BG com grau de
pureza, 92% e mais de 98%, respectivamente. Deste modo os blocos BM e BG foram obtidos
no presente trabalho com graus de pureza similar aos descritos na literatura.

Os assinalamentos de RMN das unidades majoritarias dos blocos BM e BG estao

apresentados na TABELA 18.

TABELA 18— ASSINALAMENTOS DOS *C/'"H DAS PRINCIPAIS UNIDADES CONSTITUINTES DOS
BLOCOS BM E BG

Unidade Blocos C "
) 101,3 4,55
2 713 3,91
[>4)-B-D-ManAp-(1>] BM : = o
4 79,4 3,79
5 774 3,61
6 176,0 -
1 102,1 4,95
2 66,4 3,78
3 70,4 3,91
[>4)-a-L-GulA p-(12> ] BG 4 81,1 4,01
5 68,5 3,34
6 175,9 -

FONTE: O autor (2018).
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As FIGURAS 75 e 76 demonstram os cromatogramas em HPSEC-MALLS-RI dos
blocos BM e BG, respectivamente. O perfil de eluicdo usando indice de refracdo (RI) como
detector do bloco BM mostrou-se simétrico, com tempo de retengao de 53,25 e 53,5 minutos,
respectivamente. Entretanto as duas fracdes ndo apresentaram espalhamento de luz
significativo, para que pudessem ter suas massas molares ponderais médias estimadas através
do espalhamento de luz. Sobrepondo os cromatogramas de HPSEC do polissacarideo nativo
(Alg-Na) e seus blocos BM e BG (FIGURA 77), fica evidenciado o aumento do tempo de
retengdo para os blocos, quando comparado ao alginato de sddio. Este aumento ¢ decorrente
da despolimerizagdo parcial durante o processo de hidrélise, originando os oligossacarideos
(blocos BM e BG). Desta forma a massa molar ponderal média (M) estimada foi calculada

através da curva padrio com dextranas. O bloco BM apresentou M, de 1,2 x 10* gmol' e

bloco BG 1,1 x 10* g mol'".

FIGURA 75— HPSEC-MALLS-RI DO BLOCO BM
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RI: refractive index; LS: Laser-light scattering. FONTE: O autor(2018).
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FIGURA 76— HPSEC-MALLS-RI DO BLOCO BG
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RI: refiactive index; LS: Laser-light scattering FONTE: O autor (2018).

FIGURA 77— HPSEC DO ALGINATO DE SODIO E DOS BLOCOS BM E BG

0.11{ — Bloco BM
1 == Bloco BG
1 = Alg -Na
0.07- §i

Tempo (min)

RI: refractive index. FONTE: O autor (2018).

A FIGURA 78 (A e B) apresenta os espectros de infravermelho do bloco BM e bloco
BG, respectivamente. Além das bandas presentes, ja citadas na caracterizagdo de FT-IR do
alginato de sodio, estes dois espectros se diferenciam com relagdo a duas bandas. No espectro
do bloco BM, ha a presenca da banda em 826,2 cm’! (caracteristica do acido manurdnico), e
auséncia da banda em 950,7 cm' (C1-H deformagio vibracional do acido a-L-gulurdnico),

enquanto que no espectro do bloco BG ocorre o inverso, auséncia da banda em 826,2 cm™ ¢
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presenga da banda em 950,7 cm’! (TUL'CHINSKY et al, 1976; CHEJARA et al, 2013;
LEAL et al., 2008).

Pela analise dos espectros de FT-IR, os blocos BM e BG se mostraram puros,
entretanto a partir da analise dos espectros de RMN, os mesmos nio se apresentam como

blocos homopoliméricos puros. Destaca-se que a andlise de RMN ¢ necessdria a fim de

determinar a identidade dos monossacarideos presentes na fragao.

FIGURA 78— ESPECTRO DE INFRA VERMELHO DO BLOCO BM (A) BLOCO BG (B)
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Em conclusdo foi possivel obter os blocos homopoliméricos com bons rendimentos e
com alto grau de pureza. Os blocos BM e BG juntamente com o alginato de s6dio, foram

utilizados para producdo de polissacarideos hibridos por meio de semissintese, com o

dissacarideo carrabiose 4°-sulfato como descrito a seguir.

4.2.3 Conversdo das carboxilas do alginato e seus derivados em amidas
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No presente trabalho a otimizag¢do da rea¢do de amidacdo dos grupos carboxilas do
alginato de sodio foi realizada utilizando diferentes derivados de carbodiimidas. As reacdes de
carbodiimidas com acidos carboxilicos sdo particularmente interessantes e tém sido
amplamente estudadas nas Ultimas décadas. Carbodiimidas soluveis em meio aquoso sdo
utilizadas para acoplar grupos carboxilicos com moléculas contendo aminas primarias ou
secundéarias, produzindo amidas (CHHATBAR et al, 2012; COLODI, 2017; KRAUS; LIU,
1995; KUNIOKA; FURUSAWA, 1997, ROWLEY; MOONEY, 2002; TAUBNER;
MAROUNEK; SYNYTSYA, 2017).

No presente trabalho foram estabelecidas novas condigdes para a amidagdo do
alginato de s6dio (Alg-Na)(TABELA 20), com excecdo das entradas AO7 e A10 as quais
foram realizadas como descritas por PARK e colaboradores (2017) e CHHATBAR e
colaboradores (2012), respectivamente.

Desta forma, o alginato de s6dio (Alg-Na) foi submetido a diversas reacdes de
amidacdo utilizando diferentes condigdes. Foram variados os pHs reacionais (4,27; 6,5 ¢ 9,5),
o tampao utilizado (MES e carbonato/bicarbonato de s6dio), a carbodiimida (EDC ou CMC),
como também as razdes molares de carbodiimida : NHS, carbodiimida : carboxila (COO"),
além da razdo molar de carboxila (COO") : 1,3-propanodiamina (DAP). Foram mantidas fixas
as condicdes de temperatura reacional (30 °C), concentracdo do polissacarideo em solugao
(1% m/v), concentragdo do tampdo (0,2 moLL™") e tempo de reagdo (24 h). As diferentes
condicdes utilizadas tiveram como objetivo otimizar a modificacdo das carboxilas deste
poliurénico.

As reagoes de amidacdo foram avaliadas quanto a formacdo de produto (amida) e
subprodutos (N-aciluréia e O-acilisouréia) com o auxilio de analises de RMN de 'H.

Para os célculos estequiométricos das reacdes, foi considerado que 1 mol do alginato
de s6dio equivale ao somatorio de duas unidades de 4cido urdnico (4cido @-L-gulurdnico e
acido B-D-manurdnico) na forma sédica (397,0 g.mol!).

Os valores referentes a 1 mol de cada reagente utilizado nestas reagdes de

otimizagdo estdo apresentados no TABELA 19.
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TABELA 19— VALORES DE MASSA MOLECULAR DOS REA GENTES UTILIZADOS NAS REACOES
DE OTIMIZACA O DE AMIDACAO VIA CARBODIIMIDA

Composto g. mol™
Alg-Na 397,0
EDC 191,7
CMC 423,6
NHS 115,1
DAP 74,12

FONTE: O autor (2018).

A FIGURA 79 mostra como exemplo o espectro de RMN de 'H do produto da
reacao de amidagdo do alginato de sédio conduzida conforme a entrada A07 (TABELA 20).
Os sinais integrados que foram utilizados para o cdlculo de formagao de produtos (amida) e
subprodutos da amidag¢do (N-aciluréia e O-acilisouré¢ia). O sinal em 1,81 ppm ¢ referente ao
C2’ da 1,3-propanodiamina no produto da reacao (R-CONHCH,CH,CH,;NH>). J& o sinal em
2,79 ppm ¢é atribuido aos 2 grupos metilicos da N-aciluréia e O-acilisoureia (R-NH'(CH3),)
(COLODI, 2017; INOUE; NAGASAWA, 1982). Os dois sinais anoméricos em 4,90 e 4,55

sdo respectivamente das unidades de a-L-GulAp e B-D-ManAp.
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A fim de se determinar a relagdo de produto (P):subproduto (SP) formado nas
reacodes, foi realizada uma relagdo entre a area de integracdo do sinal 1,81 e 2,79 ppm,
divididas pelo niimero de hidrogénios respectivo de cada sinal. Além disto, foi considerado
para o calculo que a area referente a DAP consiste em 1 unidade amidada, e que o somatorio
das areas dos H anoméricos correspondem a 100% do polissacarideo.

Considerando:

o 1CH;daDap - 1,000/2 H-> 0,500
o 2 CHj; da N-aciluréia e O-acilisouréia — 0,569/6H = 0,095
o 2 CH anoméricos da diade do Alg-Na— 1,709 + 0,619 - 2,328

A relacao de P:SP ¢ dado por:

0,095 x 1 unidade amidada
0,500

Subproduto = = 0,2 unidades de subprodutos

O percentual total de subproduto no polissacarideo ¢ dado por:

Suboroduto o < 2095 ¥ 100%
ubproduto % = 3328 =41%

O percentual total de amidagao no polissacarideo ¢ dado por:

Amidacio v = 250X 100%
midagdo % = 2328 =215%

O percentual total de modificag¢do no polissacarideo:

Modificagdo total = (4,1 + 21,5) = 25,6 %

Desta maneira, na rea¢do de amidagdo (entrada A07), a cada 1 unidade amidada com
a DAP estao presentes 0,2 unidades de subproduto, na forma de N-aciluréia ou O-acilisouréia.
No polissacarideo (Alg-Na), onde 100% das carboxilas podem sofrer a rea¢do de amidacao,
21,5% estdo amidadas com a DAP e 4,1% produziram subprodutos, resultando em 25,6% de
modificacao total do polissacarideo.

Na TABELA 20 estio apresentadas as condigdes reacionais utilizadas no processo de
otimizagdo da amidagdo via carbodiimida do alginato de sodio (entrada AO1 até AlO0).
Juntamente com os percentuais totais de: amidacdo, subprodutos e modificagdo do

polissacarideo, bem como a relagao de P:SP (calculos ja demonstrados).
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Na entrada AO1, a reagdo foi realizada em tampao carbonato-bicarbonato de sodio
empH 9,5, empresenca de 20 mmols da DAP, 2 mmol de EDC e 1 mmol de NHS. O pH 9,5
estd na faixa dos pKas da diamina utilizada, 8,88 e 10,55 (PERRIN, DEMPSEY e
SERJEANT; 1981). Nesta entrada A0l n3o foram observados a formacdo tanto do produto
amida, como dos subprodutos (N-aciluréia e O-acilisouréia), apresentando o espectro de RMN
de 'H similar ao da fragdo Alg-Na nativa.

O insucesso da reacdo A0l ¢ devido principalmente ao pH alcalino do meio. As
reagdes de amidacdo envolvem duas etapas: a carboxila ¢ ativada por meio da carbodiimida,
formando o intermediario O-acil, que em seguida sofre o ataque nucleofilico pela amina,
levando a formagao da ligagdo amida. No entanto, estas duas etapas de reagcdo sdo fortemente
dependentes do pH, além de apresentarem diferentes faixas de pH para cada etapa. A primeira
etapa apresenta melhores rendimentos quando realizada em um ambiente quimico acido,
apresentando um pH entre 3,5 — 4,5 (NAKAJIMA; IKADA, 1995), enquanto a formac¢do da
amida apresentam melhores resultados em altos pH, quando a amina estd desprotonada.
Entretanto em altos pH, o intermedidrio O-acilisouréia ¢ rapidamente rearranjado no
subproduto N-aciluréia, impedindo que ocorra o ataque nucleofilico da amina a carboxila
(INOUE; NAGASAWA, 1982; SCHANTE et al, 2011).

A fim de se realizar reagdes utilizando o tampao MES, no pH 4,27, proximo a faixa
de pH (3,5 — 4,5) 6tima para a primeira etapa da reacdo, a ativagdo da carboxila, foi realizada
a entrada A09, em presenga de 20 mmols da DAP, 2 mmols de EDC, 1 mmol de NHS, a pH
4,27, resultando tanto na formacgdo de amida (10,6%), como também de subprodutos (1,1%).
Comprovando que o pH mais acido é realmente mais favoravel a reagdo de amidagdo, como
reportado por NAKAJIMA e IKADA (1995).

Na tentativa de diminuir a formac¢do de subproduto, foi realizada a entrada A0S,
semelhante a entrada A09, entretanto fazendo uso de excesso de NHS com relagdo a
carbodiimida EDC (6 mmols de NHS e 3 mmols de EDC). Destacando-se que o uso de N-
hidroxissucinimida (NHS) em conjunto com a EDC, tende a formar intermedidrios mais
resistentes a hidrdlise e que ndo sofram rearranjos, levando a maiores graus de substituicao
(BULPITT, AESCHLIMANN; 1999). Desta forma, o aumento da quantidade de NHS em
relacdo a quantidade de EDC, gerou um aumento no percentual de formacdo de amida na
entrada A0S (13%) com relagdo a entrada A09 (10,6) neste pH 4,27, além de ndo ser
observado a formacao de subprodutos (N-aciluréia e O-acilisouréia) na entrada A0S.

Outra estratégia na tentativa de melhorar os rendimentos de amidagdo foi a troca da

carbodiimida EDC pela CMC, uma carbodiimida solivel em meio aquoso utilizada nos
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processos de reticulagdes de grupos carboxilicos com grupos amino (AHN et al, 2013).
Foram realizadas duas reagdes utilizando a carbodiimida CMC, entradas A04 e A08. Além
disto, estas duas reacdes foram conduzidas variando a propor¢ao de carbodiimida: NHS (3:6 e
2:1, respectivamente). Como resposta da troca da carbodiimida EDC pela CMC, foiobservada
a formacao de 2,6 ¢ 9,6% de amidacao em A04 e A0S, respectivamente. Apesar de nao serem
relatados na literatura a forma¢do de subprodutos durante a reacdo de amidag¢do com CMC,
estas cardodiimidas apresentam um maior impedimento estérico, devido a presenca de grupos
laterais mais volumosos (ciclohexil e 2-morfoninoetil) em sua estrutura, sendo necessario
tempos de reagdo mais longos (AHN etal, 2013).

A fim de se comparar os percentuais de amidagdo em um pH que fosse mais
favoravel ao ataque nucleofilico da diamina (pH mais bésico), em presenca do intermedidrio
derivado do NHS, que permite melhores rendimentos de acoplamento de aminas em pH
neutro ou levemente basico (pH 7,0 — 8,5) (BULPITT, AESCHLIMANN; 1999), foram
realizadas reagcdes em pH 6,5. Além disto, foram variadas tanto a porpor¢dao de
carbodiimida:NHS (3:6 ¢ 2:1), bem como a carbodiimida (EDC e CMC).

Comparando primeiramente as entradas as quais foram conduzidas fazendo uso da
propor¢ao 3:6 e 2:1 de EDC:NHS, para A03 e A07, respectivamente, foi observado uma
maior formagdo de amida na entrada A07 (21,5%), a qual fez uso de menor excesso de NHS,
quando comparada a formagdo de amida da entrada A03 (7%), que utilizou o dobro de
excesso de NHS com relagdo a carbodiimida. Apesar do aumento do percentual de amida,
também foram observado o aumento na formagao de subprodutos, 4,1 ¢ 2,1% nas entradas
A07 e A03, respectivamente.

Devido ao aumento de amidagdo com a elevagao do pH, tornando-se mais favoravel
a formacdo de produto, foram realizadas as entradas A02 e A06, fazendo uso das mesmas
varidveis que as entradas A03 e A07, entretanto foi utilizada a carbodiimida CMC para a qual
ndo existem relatos sobre a formagdo de subprodutos. Como resposta desta variagdo de
carbodiimida bem como a sua propor¢ao com relagdo ao NHS, obteve-se auséncia ou baixas
percentuais na formagdo de amida. Na entrada A02 a qual foi conduzida com a propor¢ao de
3:6 de CMC:NHS, ndo foi verificado a formacdo de amida, enquanto a entrada A06 que
utilizou uma menor propor¢do (2:1), apresentou 11,3% de amida. Desta forma, pode-se supor
que a utilizagdo da carbodiimida CMC em processos de amidagdo, gera maiores percentuais
de produto em pH mais acido, quando comparado a pH neutro, entretanto ndo ¢ mais eficiente

que a carbodiimida EDC na formagao de produto.
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Alm destas reacdes as quais fazem uso de grande quantidade de excesso do
nucledfilo amina (DAP), cerca de 20 vezes a quantidade de carboxilas, foi realizada a entrada
A10, a qual utilizou 0,5 mmol de excesso da diamina. Além disto a entrada A10 foiconduzida
utilizando a carbodiimida EDC, pH 6,0, com excesso de EDC com relacdo ao NHS (4,12:2,5).
Esta reacdo apresentou a formagao de 15% de amida e 3% de subprodutos.

Adicionalmente, o intuito da otimizacdo da reacdo de amidagdo, era conseguir
produzir a maior quantidade de amida, com uma reduzida taxa de subprodutos. Entretanto, foi
obtido um baixo rendimento de amidacao (0 — 21,5%), quando comparamos com os dados da
literatura.

CHHATBAR e colaboradores (2012), produziram através de reagdes de amidagdo
via carbodiimida, alginatos de sddio acoplados ao acido 4-aminobenzdico, com até¢ 74,0% de
ligacdes amida. Similar grau de modificacdo (71,4%) do alginato de sddio foi obtido com o
uso da 1-aminonaftaleno (CHEJARA et al., 2013).

Esta diferenca no grau de amidacdo reportada na literatura e do presente trabalho,
pode ser explicada a partir do pKa das aminas utilizadas, uma vez que estas aminas (DAP,
acido 4-aminobenzodico e 1-aminonaftaleno) apresentam pKas diferentes. A DAP apresenta
altos valores de pKa (10,55 e 8,88) quando comparados ao acido 4-aminobenzéico (pKa 4,9)
e ao l-aminonaftaleno (pKa 3,92). Em pH 6,5 as duas aminas (4-aminobenzodico e 1-
aminonaftaleno) estdo totalmente desprotonadas, sendo bons nucledfilo a este pH,
diferentemente da DAP, que nos pH testados (4,27 e 6,5) se apresentam totalmente
protonadas. Desta forma o grau de derivatizagao dos acidos urdnicos através de reagdes de
amidagdo via carbodiimida, apresentam uma forte dependéncia da natureza do nucleo6filo
utilizado a substituicdo (BULPITT, AESCHLIMANN; 1999).

Assim, a entrada AQ7 foi selecionada como a condigdo reacional para a produgao por
semissintese de hibridos constituidos por alginato de sdédio ou seus produtos de hidrolise (BM

e BG) como dissacarideo carrabiose 4*-sulfato obtido da kappa-carragenana.

4.2.4 Sintese de Alg-Dap

Uma reacdo em maior escala de amidagdo do alginato de sodio foi realizada
conforme a condicdo AO7, com 1,3-propanodiamina (DAP), resultando na fracdo Alg-Dap,
com um rendimento de recuperacio de 81,4 %.

Através da analise de RMN de HSQC da fragdo Alg-Dap, foi possivel assinalar os
C/H anoméricos das unidades de a-L-GulAp e B-D-ManAp constituintes dos blocos BG e BM,
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em 100,8/4,93 e 101,1/4,55 ppm, respectivamente, como demonstrado na FIGURA 80 (A).
Na FIGURA 80 (B), os sinais em 66,4/3,78, 71,2/3,91, 81,0/4,02 e 68,4/4,34 ppm, foram
atribuidos aos C2/H2, C3/H3, C4/H4 e C5/H5 das unidades de a-L-GulAp ligados (1->4), e
as correlacdes em 71,2/3,91, 72,6/3,61, 79,2/3,78 e 77,0/3,63 ppm, correspondem aos C2/H2,
C3/H3, C4/H4 e C5/H5 das unidades de e B-D-ManAp ligados (1>4), respectivamente.

O espectro de RMN de HSQC mostrou novos sinais, com relagdo ao espectro de
RMN de HQSC da fragdo Alg-Na, em 37,3/3,24, 38,5/2,93 ¢ 27,8/1,80 ppm, as quais foram
atribuidas aos C/H da 1,3-propanodiamina ligada. A correlagdo em 37,3/3,24 ppm
corresponde ao C1°/H1’ (CONHCH,;CH,;CH,;NH>) do grupo N-(3-aminopropil)-amida), e as
correlacdes em 38,5/2,93 e 27,8/1,80 ppm foram atribuidas ao
C3’/H3’(CONHCH,CH,CH;NH,) e C2’/H2’(CONHCH,CH,CHoNH,) do grupo N-(3-
aminopropil)-amida, respectivamente (CHHATBAR et al., 2011) Estes assinalamentos foram
confirmados pela analise d¢ RMN homonuclear '"H/'H de COSY (ANEXO 2, pg. 327), onde
tanto o préton 3,24 ppm como 2,93 ppm correlacionam com o préton 1,80 ppm.

Além disto, € possivel corroborar este assinalamento do préton H1” (3,24 ppm), com
o reportado por PARK e colaboradores (2017). Através da mesma reacdo de amidacdo via
EDC/NHS, PARK ¢ colaboradores amidaram as carboxilas do acido hialuronico com a 1,2-
etilenodiamina, e atribuiram o sinal em 3,2 ppm aos hidrogénios metilénicos de CI’
(CONHCH,CH,NH») da amida, o que esta de acordo com o assinalamento realizado para o
grupo N-(3-aminopropil)-amida), na fracao Alg-Dap.

No ANEXO 3 (pg327)esta apresentado o espectro de RMN de HSQC da 1,3-
propanodiamina livre em pH 7, podendo ser observado apenas duas correlagdes em 37,7/3,01
e 25,7/1,96 ppm atribuidas aos C1’ ¢ C3’ e ao C2’, respectivamente, evidenciando a diferenga
de deslocamento quimico que os protons apresentam quando a 1,3-propanodiamina esté livre,
e quando apresenta uma das extremidades ligada covalentemente a carboxila, formando uma
ligacdo amida.

Alm das correlagdes referentes ao grupo N-(3-aminopropil)-amida foram
observadas outras correlagdes atribuidas ao intermediario O-acilisouréia e ao subproduto N-
aciluréia (FIGURA 81 C). O deslocamento quimico em 44,2/2,78 ppm foi atribuido aos
grupos metilicos (NH'(CHj3),) tanto do intermediario como do subproduto. As correlagdes em
56,4/3,06, 24,7/1,94 e 14,6/1,07 ppm também foram atribuidas ao intermedidrio O-
acilisouréia e subproduto N-aciluréia (COLODI, 2017; INOUE; NAGASAWA, 1982).

O espectro de RMN de HSQC da fracdo Alg-Dap ndo apresentou deslocamentos
quimicos dos C5/HS5 e C4/H4 apds a formagao da (N-(3-aminopropil)-amida-alginato. Na
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literatura ¢ reportado, que a amidagdo do alginato de s6dio com a 1,2-etilenodiamina provoca
um deslocamento quimico em todos C/H da unidade amidada (CHEJARA et al, 2013;
CHHATBAR et al., 2011; CHHATBAR et al., 2012). Entretanto, sesgundo CHHATBAR e
colaboradore, este deslocamento quimico ¢ mais pronunciado na posigcdo C4/H4 das unidades
de B-D-ManAp, de 79,3/3,68 ppm na fracdo nativa de alginato, para 72,3/3,69 ppm para o
alginato amidado (efeito beta de -7,04/-0,01 ppm).

Através do espectro de RMN de '°C da fragdo Alg-Dap (FIGURA 81) ndo foi
possivel identificar os sinais referentes as carbonilas do o-L-GulAp e B-D-ManAp sem
modificagdes devido a grande quantidade de sinais na regido entre 176,1 - 175,6 ppm. Além
disto, foram observados 4 novos sinais (comparando com o espectro de RMN de '*C da fracdo
nativa Alg-Na) na regido das carbonilas, em 174,9, 173,2, 172,7 e 169,6 ppm, entretanto ndo
foi possivel identificar pelo espectro de RMN de HMBC quais sinais correspondem as
carbonilas amidadas das unidades de a-L-GulAp e do B-D-ManAp.

CHHATBAR e colaboradores (2011), realizaram reagdes de amidagdo no alginato de
sodio, utilizando diferentes diaminas. Ao realizar a amidagdo com a 1,6-hexadiamina, as
carbonilas das unidades de a-L-GulAp e do B-D-ManAp, deslocaram de 175,3 ppmpara 170,5
ppm apdés a amidacdo, e quando a amidacdo foi realizada com a 1,2-etilenodiamina, as
cabonilas amidadas apresentaram seus sinais em 174,7 ppm. Os autores relatam ndo haver
diferenca no sinal da carbonila amidada das unidades de a-L-GulAp e B-D-ManAp, indicando
que ocorre 0 mesmo deslocamento quimico nas carbonilas amidadas. Entretanto os autores
relatam que uma diamina de maior cadeia alifatica, causa um maior deslocamento quimico no
carbono carbonilico devido a maior influéncia de cargas positivas, reduzindo assim a
blindagem do carbono.

Em contrapartida, CHEJARA e colaboradores (2013) reportaram a amidagdo do
alginato de s6dio (C6 de B-D-ManAp e a-L-GulAp em 176,5 e 176,8 ppm, respectivamente)
com a 1-Naftilamina. Através do espectro de RMN de '*C relataram diferengas nos
deslocamentos quimicos das carbonilas das unidades de 4&cido manurdnico e acido guluronico.
Os deslocamentos de 162,8 e 179,1 ppm, apds amidacdo foram atribuidos as unidades de -D-

ManAp e a-L-GulAp, sendo observados efeitos alfa de +2,29 e -13,7 ppm, respectivamente.
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FIGURA 80— ESPECTRO DE RMN DE HSQC DA FRACAO ALG-DAP. (A) REGIAO ANOMERICA (B)
REGIAO DO ANEL (C2-C5) (C) REGIAO DO GRUPO [-(3-AMINOPROPIL)-AMIDA
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Solvente: D,O, 70 °C; acetona como padrdo interno (31,45/2,10). G-1 — G-5, M-1 — M-5, G’-1 — G’-5
representam os C/H das unidades de a-L-GulAp e B-D-ManAp constituindo os blocos BG, BM, e BGM,
respectivamente. Enquanto Cl’-C3 sao referentes aos C/H do grupo N-(3-aminopropil)-amida, e N’-N
representam os C/H do subproduto N-acilisouré¢ia. FONTE: O autor (2018).
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FIGURA 81— ESPECTRO DE RMN DE "*C DA FRACAO ALG-DAP
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Solvente: D20, 70 °C; acetona como padrdo interno (31,45). FONTE: O autor (2018).
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Os assinalamentos das unidades constituintes do polissacarideo amidado Alg-Dap
estdo apresentados na TABELA 21.

TABELA 21— ASSINALAMENTOS DOS "*C/'"HDAS UNIDADES CONSTITUINTES DA FRACAO ALG-

DAP
Unidade Bloco B3¢ TH
1 100,8 4,93
2 66,0 3,78
3 713 3,91
[24)-a-L-GulAp -(12>] BG 4 81,2 4,02
5 68,6 4,34
6 n.d. -
6 n.d. -
1 101,1 4,55
2 713 3,91
3 72,6 3,61
[>4)-B-D-ManAp-(1>] BM 4 79.4 3.78
5 773 3,63
6 n.d. -
6 n.d. -
I n.d. n.d.
2 66,0 4,86
3 n.d. n.d.
:S)B“DLM(:: :;’ ] ((11;’] BGM 4 81,2 4,10
5 68,8 4,61
6’ n.d. -
6" n.d. -
cr 373 3,24
DAP - c2 27.8 1,80
c3 38,4 2,93

n.d= Nao determinado. BG, BM, BGM correspondem 4as unidades dos blocos homopoliméricos e
heteropoliméricos, respectivamente. Enquanto os subscritos # sdo referentes as carbonilas C6 amidadas. DAP
corresponde a 1,3-propanodiamina ligada a carbonila dos 4cidos urénicos. FONTE: O autor (2018).

Através do espectro de RMN de 'H (FIGURA 82), foi estimado o teor de produto e
subproduto na fragdo Alg-Dap. Foi determinado através do calculo demonstrado
anteriormente, que 22,1% do polissacarideo foi modificado, sendo que 17,8% ¢ referente ao
grupo N-(3-aminopropil)-amida e apenas 4,3% se referem a formagao da O-acilisouréia, e N-
aciliuréia. Desde modo, a cada 1 unidade de N-(3-aminopropil)-amida formada, estdo

presentes 0,2 unidades de subprodutos.
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Outra maneira de ser calcular o percentual de amidagdo foi descrito por TAUBNER;
MAROUNEK e SYNYTSYA (2017), que realizaram reagdes de amidacdo com diferentes
aminas ¢ diaminas no alginato de sédio. As reagdes foram realizadas em duas etapas:
inicialmente uma esterificacdo com metanol em presenga de acido sulfirico, e posteriormente
em meio organico N,N-dimetilformamida (DMF), onde ocorreu a reacdo de amidagdo com as
diferentes aminas. A quantificagdo destas reacdes tiveram o auxilio da andlise elementar de
nitrogénio (N) e carbono (C) totais. A partir das percentagens de nitrogénio (N%) e carbono
(C%), as massas moleculares do N (14 g.mol) e do C (12 g.mol™"), junto com a relagdo do
nimero de atomos de carbonos e hidrogénios presentes em cada amina utilizada, os autores
descreveram a seguinte equacdo para determinar o grau de substituicdo das carboxilas por
aminas (DA):

B N.12.6
" C.n.14—N.c.12

DA X 100 (TAUBNER; MAROUNEK; SYNYTSYA 2017)

N e C - percentual de nitrogénio e carbono; n e ¢ —numero de &tomos de nitrogénio e de carbono da amina.

Os autores reportaram que através deste tipo de modificacdo quimica, para sintetizar
diferentes amidas de alginato, alcancaram graus de substituicdo que variaram entre 37,2 —
93,2 mol % (TAUBNER; MAROUNEK e SYNYTSYA 2017).

Desta forma foram realizadas andlises elementares de N e C do alginato de sédio
nativo, e o alginato de sodio amidado com a 1,3-propanodiamina. Fazendo uso dos resultados
da andlise elementar de N e C, e considerando os 2 4tomos de nitrogénio e 3 atomos de
carbono da 1,3-propanodiamina, foi possivel determinar o grau de substituicdo da reagdo de
amidagdo do alginato de soédio conforme a metodologia descrita por TAUBNER e
colaboradores (2017) , como estd demonstrado na TABELA 22. A fracdo Alg-Dap
apresentou um DA de 18,6 mol%, valor este proximo aos 22,1 mol% calculado através do

grau de substituicio do espectro de RMN de 'H (FIGURA 83) da mesma fracdo.
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TABELA 22— ANALISE ELEMENTAR DO ALGINATO DE SODIO E SEU DERIVA DO AMIDADO

(ALG-DAP)
Fracao N (%) C (%) DA (mol%)
Alg-Na 0,17 30,50 -
Alg-Dap 2,22 33,54 18,61

N% e C % corresponde aos percentuais de nitrogénio e carbono. DA grau de substitui¢do de amino a cada 1 mol
x 100. FONTE: O autor (2018).

A FIGURA 83 ilustra uma estrutura hipotética do alginato de sd6dio amidado via
EDC com a propanodiamina. Podem estar presentes na estrutura do polissacarideo, a 1,3-
propanodiamina ligada via carboxila gerando uma amida, bem como carboxilas livres

protonadas, além da presenca do intermedidrio O-acilisouréia e do subproduto N-aciluréia.

FIGURA 83— REPRESENTACA O ESTRUTURAL HIPOTETICA DA FRACAO ALG-DAP
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Hye” Wi gt ou e S Sy HN
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Os simbolos sao referentes a:* N-aciluréia e O-acilisouréia; a-L-GulAp ; B-D-ManAp; ~, " ¢ sdo

referentes a N-(3-aminopropil)-amida). FONTE: O autor (2018).

Apesar de ndo terem sido realizadas andlises quanto a viscosidade, apds a liofilizagao
e a resolubilizacdo a quente da fracdo Alg-Dap, ela apresentou visivelmente um cardter mais

viscoso, que a sua fragdo nativa (Alg-Na). Este aumento na viscosidade e formacdo de
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hidrogéis mais fortes apos reacdes de amidacdo do alginato de so6dio sdo reportados na
literatura.

CHHATABAR e colaboradores (2012), apos realizarem a reagdo de amidagao do
alginato com o 4cido m-aminobenzoico (MABA), na presenca da carbodiimida EDC,
observaram que o derivado amida formou um sistema de hidrogel viscoso, exibindo
comportamento tixotropico. Além disto, CHHATABAR e colaboradores (2012) relataram que
o aumento da viscosidade pode ser devido a formacdo de estruturas helicoidais duplas mais
fortes, através da participacdo do grupo carboxila (COOH) da MABA, na formagdo de pontes
de hidrogénio, aumento subsequentemente o nimero de zonas de juncdo no sistema de
tridimensional de rede do gel.

Comportamento semelhante foi obtido por CHEJARA e colaboradores (2013) apos
realizarem a amidacao do alginato com a 1-naftilamina em presenga de EDC. Além disto, o
aumento na viscosidade dos derivados amidas também foi atribuido a formagao das estruturas
helicoidais duplas mais fortes, devido a participagdo de uma por¢ao hidrofébica do 1-
naftilamina e as por¢des hidrofilicas (ndo modificadas) do alginato de s6dio, aumento desta
forma o niimero de zonas de jungdo na rede de gel.

Devido aos relatos na literatura, supdem-se que o aumento da viscosidade do alginato
amidado com a DAP, no presente trabalho, ¢ devido a formacdo espontaneas de estruturas de
dupla hélice através de pontes de hidrogénio entre os grupos —OH, COO™ e a DAP.

A fracdo Alg-Dap foi analisada por HPSEC-MALLS-RI (FIGURA 84) tendo sua
massa molar ponderal média (M) estimada através da curva padrio de dextrana em 2,1 x 10°
gmol'. O cromatograma detectado pelo indice de refragio mostrou um pico de base alargada
com46,25 min de retencao.

O perfil de eluicdo das fragdes: Alg-Na e Alg-Dap (FIGURA 85), apresenta
similaridade quanto o tempo de retencdo em 46,17 e 46,25 min, respectivamente.
Adicionalmente, as massas ponderais estimadas médias (Mw) calculadas também sdo
similares, indicando que mesmo com o incremento de massa (adicdo da DAP), ndo ocorre
um aumento de massa significativo, devido provavelmente a processos de despolimerizacao

que ocorreram durante a reagdo de amidagao.
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FIGURA 84— HPSEC-MALLS-RI DA FRACAO ALG-DAP
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RI: refractive index; LS: Laser-light scattering. FONTE: O autor(2018).

FIGURA 85— HPSEC DASFRACOES ALG E ALG-DAP
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RI: refractive index. FONTE: O autor (2018).

Na FIGURA 86 esta apresentando o espectro de infravermelho da fragdo Alg-Dap.
Comparando o espectro desta fracdo amidada com sua fragdo de origem (Alg-Na), foi
identificado o alargamento da banda em 1600,0 cm’!, presente no alginato de sodio, referente
ao estiramento vibracional assimétrico do carboxilado O-C-O. Foram observadas duas bandas
uma em 1643,5 cm! e 1603,3 cm!, as quais sdo caracteristicas da fung¢do amida
(SILVERSTEIN, BASSLER E MORRILL, 1991). Estes assinalamentos estdo de acordo com
o reportado na literatura, onde CHHATBAR e colaboradores (2011), assinalaram as bandas
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referente a fungdo amida nos espectros de FT-IR do alginato amidado, com a hidrazina, 1,2-

etilenodiamina, 1,6-hexanodiamina e trans-1,4-ciclohexanodiamina, em 1540 cm’', 1635 cm

11596 cmi! ¢ 1600 o' respectivamente.

FIGURA 86— ESPECTRO DE INFRA VERMELHO DA FRACAO ALG-DAP
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4.2.5 Semissintese de BM-Dap e BG-Dap
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As reagoes de amidagdo dos blocos BM ¢ BG foram realizadas utilizando as mesmas

condigdes reacionais que a reacdo preparativa para produgdo do Alg-Dap.

Da mesma forma como a massa de 1 mol de alginato de s6dio foi considerado na

sec¢ao de otimizacdo da reagdo, considerou-se 1 mol do bloco BM e do bloco BG o

equivalente a: 216,0 g, massa esta equivalente a uma unidade monossacaridica.

Sendo assim, as duas reagdes de amidacao dos blocos BM e BG foram realizadas

utilizando as razdes estequiométricas de 1 mol do bloco, em tampdo MES (0,2 molL™"), pH

6,5, comarelagao de 2 mols de EDC:1 mol de NHS e 20 mols de 1,3-propanodiamina (DAP).
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As amostras foram amidadas, dialisadas sequencialmente e exaustivamente contra
agua destilada, NaCl 1 mol L', 4gua destilada em membranas de MWCO 6-8 KDa, e
liofilizada, resultando nos produtos amidados reduzidos BM-Dap e BG-Dap, com
rendimentos de recuperacdo de 78,5 e 81,7%, respectivamente. Ressalta-se que a fragdo BG-
DAP foi reduzida com borohidreto de sodio overnight e dialisada novamente contra dgua
destilada e liofilizada antes da realizacdo das andlises quimicas e espectroscopicas.
Diferentemente, a fragdo BM-Dap foi analisada na sua forma redutora, sem realizar a reducao
com borohidreto de sodio.

De acordo com a andlise de RMN de HSQC da fragdo BM-Dap foi possivel assinalar
os C/H das unidades de 4cido B-D-manurdnico que constituem o bloco BM (C1/H1 — C5/HS
em 101,1/4,55, 71,2/3,91, 72,6/3,64, 79,2/3,80 e 77,2/3,64 ppm, respectivamente) (FIGURA
87 A e B). Na FIGURA 87 (C), foram assinaladas trés novas correlagcdes, em 37,5/3,24,
27,7/1,80 e 38,5/2,93 ppm, atribuidos a C1’/H1’, C2°/H2’ e C3’/H3’, respectivamente,
correspondentes ao N-(3-aminopropil)-amida, E da mesma forma como na fracao Alg-Dap, o
espectro de BM-Dap ndo apresentou deslocamentos quimicos, causados pela nova ligacao
amida, nos C1-C5/H1-H5 das unidade amidadas.

Além das correlagdes referentes as unidades de p-D-ManAp e do grupo N-(3-
aminopropil)-amida, foram identificadas correlacdes referentes a O-acilisouréia e N-
acilisouréia (FIGURA 87 C), da mesma forma como identificados e assinalados na reagdo de
amidacao do alginato de sddio (fragdo Alg-Dap).

Através do espectro de RMN de '°C da fragio BM-Dap, foi possivel identificar o
sinal em 171,6 ppm referente a carbonila das unidades de B-D-ManAp amidadas com a DAP,
além da presenca da carboxila sem modificagdo nesta mesma unidade em 175,8 ppm.
Adicionalmentes os sinais em 176,6 e 172,3 ppm so referentes as carbonilas das unidades de

2-1-GulAp antes e apds amidacdo, respectivamente. Estes assinalamentos foram realizados

com base na comparacido dos espectros de RMN de '°C do bloco BM antes e ap0s

modificagdo (BM-Dap), como apresentado na FIGURA 8§8.



197

FIGURA 87— ESPECTRO DE RMN DE HSQC DA FRACA O BM-DAP (A) REGIAO ANOMERICA (B)
REGIAO DO ANEL (C2-C5) (C) REGIAO DO GRUPO N-(3-AMINOPROPIL)-AMIDA.

g » ~100
G1 i
101.3.--4,94/ I

102,5/459 —105

| | | | | | ~110

» \L,, ww&w opr

1’ 2
:} B G’-2 _ 60
| 68,6/4,66 i
j G5 .
70
i; .
3 :
— 80
i 81.1/4,12 i
I s S S S B S

5.0 4.5 4.0 3.5 ppm



198

JMU Iiwlw_b Wl . ppm

C N N6 F
NS 251194 148107 -20
31,45/2,10 ? :
31.45/2, ! c
37,5/3.24 Acetona Q (__32_:. E_ 30
cr 5 38,52,93 AT :
Mﬁ:{’ =40
3,5/3,70 N1 :
44,2/2,79 E
56,3/3,0 : 50
~ 2 ) i
T | T T N

S I I I I I
40 35 30 25 20 15 1.0 ppm
Solvente: D,O, 70 °C; acetona como padrao interno (31,45/2,10). M 1-M5, M1*, G1, G’l e GI* representam os
carbonos das unidades de B-D-ManAp 4-ligada (BMM), D-ManAp terminal redutor, a-L-GulAp 4-ligada (BGG),

o-L-GulAp 4-ligada (BGM) e L-GulAp terminal redutor, respectivamente. C1’-C3 sao referentes aos C/H do
grupo N-(3-aminopropil)-amida, e N’representa os C/H dos subproduto N-acilisouréia. FONTE: O autor (2018).
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A analise de RMN de HSQC da fracido BG-Dap (FIGURA 89 (A e B) permitiu
assinalar os C/H do bloco BG. O sinal em 101,9/4,96 ppm ¢ referente ao C1/H1 do o-L-
GulAp (1>4), e os sinais em 66,4/3,78, 70,3/3,91, 81,1/4,01 e 68,5/4,34 ppm correspondem
aos C2/H2, C3/H3, C4/H4 ¢ C5/H5 da mesma unidade. Adicionalmente, as correlacdes em
37,3/3,24, 27,8/1,80 e 38,5/2,93 ppm foram atribuidas aos C1’/H1’, C2’/H2’ e C3°/H3’,
respectivamente do grupo N-(3-aminopropil)-amida.

Diferente dos espectros de RMN das fracdes amidadas Alg-Dap e BM-Dap, o
espectro de RMN da fragdo BG-Dap apresentou deslocamento quimico em C4/H4 e C5/HS,
quando o grupo carboxila do 4cido gulurénico foi amidado. Através da analise do espectro de
RMN de COSY 'H-"H (ANEXO 35, pg. 329 ), a correlagio em 101,6/5,04 ppm foi atribuida ao
C1/HI do o-L-GulAp amidado com a DAP. As correlagdes em 79,4/4,08 e 68,3/4,50 ppm
correspondem aos C4/H4 e C5/HS desta unidade amidada, as quais apresentaram um
deslocamento quimico de -1,7/40,07 ppm e -0,02/+0,16 ppm, respectivamente, em
comparagdo com seus correspondentes valores no bloco BG. Estes deslocamentos quimicos
observados nas posicdes C4 e C5, estdo de acordo com o descrito na literatura. O efeito
causado nestas duas posicoes nas unidades de a-L-GulAp, quando o alginato ¢ amidado com
uma diamina de 6 carbonos (1,6-hexadiamina - HDA) sdo de aproximadamente -1,45/+0,00
ppm e -1,19/40,03 ppm, respectivamente (CHHATBAR et al., (2011). O deslocamento em
maior intensidade observado na fragdo BG-DAP, pode ser devido a influéncia do tamanho da
cadeia alifidtica da diamina. A DAP tem apenas trés carbonos, tendo um efeito mais
pronunciado sobre o anel piranosidico, desta forma sua densidade eletronica promove um
maior efeito nas unidades 4 e 5 da a-L-GulAp, enquanto que a HDA por apresentar o dobro de
carbonos, influenciando menos o anel piranosidico.

Outra diferenca observada na fragdo BG-Dap, quando comparada com as fragdes
Alg-Dap e BM-Dap, estd no espectro de RMN de HSQC (FIGURA 89 C). Nao foram
observadas correlacdes atribuidas aos subprodutos da reacdo (O-acilisouré¢ia e N-aciluréia).
De modo diferente, no espectro de RMN de 'H foram observados alguns sinais em baixa
intensidade referente aos subprodutos, os quais foram quantificados como descrito a seguir.

A comparacdo dos espectros de RMN de '°C (FIGURA 90) da fragdo BG-Dap e do
bloco BG, permitiu identificar o deslocamento quimico do carbono carbonilico sem
modificacao (176,3 ppm) e da carbonila amidada com a DAP (172,1 ppm). Apos a amidagao,
C6 das unidades de acido a-L-GulAp apresentou um efeito alfa de -4,2 ppm.
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FIGURA 89— ESPECTRO DE RMN DE HSQC DA FRACA O BG-DAP (A) REGIAO ANOMERICA (B)
REGIAO DO ANEL (C2-C5) (C) REGIAO DO GRUPO N-(3-AMINOPROPIL)-AMIDA
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Solvente: D,0O, 70 °C; acetona como padrdo interno (31,45/2,10). G-1— G-5, e G'-1-— G#-S, representamos C/H
das unidades de o-L-GulAp e a-L-GulAp amidados, respectivamente, constituindo o bloco BM. Enquanto C1°-
C3¢sdo referentes aos C/H do grupo N-(3-aminopropil)-amida. FONTE: O autor (2018).
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Os assinalamentos de 'H e '*C das unidades constituintes das fragdes polissacaridicas

amidadas: BM-Dap e BG-Dap estdo apresentados na TABELA 23.

TABELA 23— ASSINALAMENTOS DOS "*C/'"HDAS FRA COES BM-DAP E BG-DAP

Unidades Blocos BM-Dap BG-Dap
1 101,3/4,55 -
2 71,3/3,91 -
3 72,6/3,64 -
[>4)-B-D-ManAp-(1>] BM 4 79,2/3,80 -
5 77,2/3,64 -
6 175,8 -
6" 171,6 _
1 - 101,9/4,96
I’ - 101,6/5,04
2 - 66,4/3,78
3 - 70,3/3,91
4 - 81,1/4,01
[24)-a-L-GulAp-(1->] BG Vi - OAA08
S - 68,5/4,34
5 - 68,3/4,50
6 - 176,3
6" - 172,1
cr 37,5/3,24 37,3/3,24
1,3-propanodiamina DAP cr 27,7/1,80 27,8/1,80
c3 38,5/2,93 38,5/2,93

n.d.= Nao determinado. # sdo referentes as posigdes das unidades com as carbonilas C6 amidadas ¢ DAP
corresponde a 1,3-propanodiamina acoplada a carbonila dos acidos urénicos. FONTE: O Autor (2018).

O mesmo calculo utilizado na quantificagdo do grau de substituicdo nas reacdes de
otimizacdo e da fragdo Alg-Dap, foi realizado para as fracdes BM-Dap e BG-Dap através dos
espectros de RMN de 'H (FIGURA 91 e 92) para se calcular através de integracio a
porcentagem de produto formado (amidagdo), e de subproduto e/ou produto secundario (N-
aciluréia ou O-acilisouréia). O sinal em 1,81 ppm ¢ referente ao C2’ da 1,3-propanodiamina
no produto da reacdo (R-CONHCH,CH,;CH;NH>). J& o sinal em 2,79 ppm, ¢ atribuido aos 2
grupos metilicos da N-aciluréia e O-acilisouréia (R-NH'(CHj),). Além disto, o somatorio dos
principais sinais anoméricos nas fragdes BM-Dap e BG-Dap também foram utilizados. Desta
forma, a fim de se determinar a relagdo de produto (P):subproduto (SP) formado nas reagdes,
foi realizada uma relacdo entre a area de integragdo do sinal 1,81 e 2,79 ppm, divididas pelo

nimero de hidrogénios respectivo de cada sinal. Além disto, foi considerado para o céalculo
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que a area referente a DAP consiste em 1 unidade amidada, e que o somatorio das areas dos H
anoméricos correspondem a 100% do polissacarideo.

Através da integragdo dos sinais do espectro de RMN, 11,0% da fragdo BM-Dap esta
amidada, e 3,4% como subproduto. Desta forma 76,4% do total de carboxilas modificadas,
referem-se ao grupo N-(3-aminopropil)-amida. J& para a fragdo BG-Dap 20,8% da fracao esta
amidada, e apenas 0,5% como subproduto, ou seja 97,6% do total de carboxilas modificadas
referem-se ao grupo N-(3-aminopropil)-amida.

E possivel fazer uma relacio de moléculas amidadas e das nio modificadas, onde a
cada 10 moléculas de acido B-D-manurdnico na fragdo BM-Dap, uma estd amidadas com a
DAP, enquanto que na fragdo BG-Dap a cada 10 moléculas de acido @-L-guluronico, duas
unidade estdo amidadas com a DAP.

Adicionalmente, o grau de substituicdo foi determinado como descrito por
TAUBNER; MAROUNEK; SYNYTSYA (2017) através da analise elementar de N e C. A
TABELA 24 apresenta os resultados das analises elementares de nitrogénio e carbono dos

blocos BM e BG e de seus respectivos produtos modificados.

TABELA 24 ANALISE ELEMENTAR DAS FRACOES NATIVAS EMODIFICADAS VIA AMIDACA O
DOS BLOCOS BM E BG

Fracao N (%) C (%) DA (mol %)
Bloco BM 0,07 36,19 -

BM-Dap 1,91 32,93 16,1
Bloco BG 0,06 30,66 -

BG-Dap 2,66 34,88 21,8

N% e C % corresponde aos percentuais de nitrogénio e carbono. DA grau de substituicdo de amino a cada 1
mol. FONTE: O autor (2018).

Comparando os resultados da determinagdo do grau de substituicao através das
andlises de RMN de 'H com os resultados a partir das analises elementares de N e C conclui-
se que estdo relativamente proximos os valores, pois foram obtidos os percentuais de 14,4% e
16,1% de modificacdo para a fragdo BM-Dap, através das técnicas de RMN e andlise
elementar, respectivamente. Do mesmo modo para a fracdo BG-Dap, foram obtidos 21,3% e

21,8% de modificagdo, pelas andlises de RMN e elementar, respectivamente.
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Estruturas hipotéticas das fragoes BM-Dap e BG-Dap estio representadas na
FIGURA 93. A fragdo BM-Dap pode apresentar carboxilas livres, na forma de derivado

amida ou N-aciluréia /ou O-acilisouréia (subprodutos da reacao de amidagao).

FIGURA 93— REPRESENTACAO ESTRUTURAL HIPOTETICé DAS FRA COES BM-DAP ¢ BG-DAP

3
w R
H4e R 0~ -
e o NH | 2 CH
NH N CHj /\/\ + 13
Hyg \H/ Mo ou H3c/\NH i HI\|I
N1* G HSC
o N . iy
N-acilureia O-acilisoureia
>
3
HoN
— =24
Os simbolos sdo referentes a:* N-aciluréia e O-acilisouréia; " B-D-ManAp e a-L-GulAp ; e sdo

referentes ao grupo N-(3-aminopropil)-amida. FONTE: O autor (2018).

As fracdes BM-Dap e BG-Dap foram analisadas por HPSEC-MALLS-RI (FIGURAS
94 e 95) tendo suas massas molares ponderais médias estimadas através da curva padrdo de

dextrana, resultando em 1,0 x 10%e 6.6 x 10° g.mol'l, respectivamente.



209

FIGURA 94— HPSEC-MALLS-RI DA FRACAO BM-DAP
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RI: refractive index; LS: Laser-light scattering. FONTE: O autor (2018).

FIGURA 95— HPSEC-MALLS-RI DA FRACAO BG-DAP
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RI: refractive index; LS: Laser-light scattering. FONTE: O autor(2018).

Comparando os perfis de elui¢do do bloco BM e da fragdo BM-Dap (FIGURA 96),
foi observado um tempo de retengdo menor para o bloco BM (53,25 min) em relagdo ao seu
produto amidado (53,83 min), o que condiz com o cédlculo da massa molar ponderal média

estimada da fragdo amidada ser menor que sua precursora.
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FIGURA 96— HPSEC DO BLOCO BM E DA FRACAO BM-DAP

0.114 — BM-Dap
1— BM

Tempo (min)

RI: refractive index. FONTE: O autor (2018).

De modo similar, o perfil de eluicdao da fragdo BG-Dap também foi comparado ao
bloco BG (FIGURA 97), sendo possivel observar um tempo de retengdo menor para o bloco
BG (53,5 min) do que para seu correspondente produto amidado BG-Dap (54,8 min), o que
condiz com o calculo da massa molar ponderal média estimada da fracdo amidada também ser

menor que o da sua fracdo de origem.

FIGURA 97— HPSEC DO BLOCO BG E DA FRA CAO BG-DAP
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RI: refractive index. FONTE: O autor (2018).

Os espectros de infravermelho das fragdes BM-Dap e BG-Dap representadas na

FIGURA 98, ndo apresentaram grande variagdo com relagdo a seus respectivos espectros
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nativos. Exceto pelo alargamento da banda em 1602,0 — 1596,2 cm’' indicando uma

modificagdo no estiramento vibracional da carbonila, sugerindo a presenca da fun¢do amina

(SILVERSTEIN, BASSLER E MORRILL, 1991).

FIGURA 98— ESPECTRO DE INFRA VERMELHO DAS FRA COES BM-DAP e BG-DAP
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Wavenumber: niimero de onda; Transmitance: transmitancia. FONTE: O autor (2018).

Em resumo no presente trabalho foi possivel produzir e caracterizar os
polissacarideos amidados com a 1,3-propanodiamina (Alg-Dap, BM-Dap, ¢ BG-Dap), com
graus de amida¢do que variaram entre 14,4 — 21,8 mol%. Estes materiais podem ser utilizados
para produgdo de polissacarideos hibridos inéditos através reagdes de aminag¢ao redutiva com

os dissacarideos de carrabiose 4°-sulfato produzidos anteriormente.

4.2.6 Semissinte de de polissacarideos hibridos carboxilados e sulfatados via aminagao
redutiva dos derivados do alginato

As proximas etapas para producdo dos polissacarideos hibridos fordo realizadas a
partir dos polissacarideos amidados (fragoes Alg-Dap, BM-Dap ¢ BG-Dap), via aminagdes

redutivas com k-carrabiose, oligossacarideo sulfatado obtido a partir de kappa-carragenana.
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A carrabiose 4°-sulfato apresenta em sua extremidade o grupo aldeido, ¢ as fracdes
modificadas (Alg-Dap, BM-Dap e BG-Dap), possuem amina primdria livre, oriunda do grupo
N-(3-aminopropil)-amido, sendo capaz de realizar o ataque nucleofilico a carbonila da k-
carrabiose, produzindo o ion iminio, que em seguida serd reduzido pelo agente redutor.

Para que ndo houvesse competicao entre as extremidades redutoras dos blocos BM e
BG com as da k-carrabiose, foi necessario realizar reducdo das pontas aldeidicas dos blocos
BM e BG antes de realizar a reagdo de aminacdo redutiva. Entretanto a fragdo BG-Dap foi
reduzida com borohidreto de sédio overnight, logo apdés a reacdo de amidacdo, sendo
necessario a redugcdo apenas do bloco BM-Dap nesta etapa. Desta forma a fragdo BM-Dap foi
reduzida com borohidreto de sédio overnight e dialisada contra 4gua destilada (membrana de
WMCO 6-8 kDa) e liofilizada.

Foram considerados para os calculos estequiométricos das reagdes que 1 mol da
fragdo Alg-Dap, BM-Dap, BG-Dap e KD correspondem a 482,2 g.mol!, 250,1 g.mol', 2501

gmol' e426,0 gmol!, respectivamente.
4.2.6.1 Semissintese de Alg-KD

A fragdo Alg-Kd foi obtida a partir da reagdo de aminacdo redutiva utilizando a
fracdo Alg-Dap com a fracdo KD. Foram utilizados para cada 1 mol da fracdo amidada, 10
mols de dissacarideos redutores, proporcionando um excesso de unidades aldeidicas passiveis
do ataque nucleofilico da amina primaria presente na fracdo Alg-Dap. Este excesso de
aldeido foi utilizado a fim de deslocar o equilibrio da reac¢do para formagao iminas.

O rendimento de recuperacdo do produto (Alg-KD) foide 167,5% e como a massa
recuperada foi maior que a massa inicial, € possivel sugerir que moléculas presentes na fragao
KD foram ligadas covalentemente a fragdo Alg-Dap. Destaca-se que os oligossacarideos
presentes na fragdo KD sdo moléculas pequenas e apos a didlise elas seriam eliminadas pelos
poros da membrana de didlise, permanecendo retido somente moléculas que apresentem uma
massa molecular maior que MWCO 6-8 KDa.

Através da andlise de RMN de HSQC-editado foi possivel assinalar e identificar
novas correlacdes, além das ja apresentadas para a fragdo Alg-Dap. No espectro de RMN de
HSQC-editado da regido anomérica (FIGURA 99 A) uma nova correlacdo em 104,2/4,42 ppm
foi atribuida ao C1/HI das unidades B-D-Galp 4-sulfato, da k-carrabiose. Adicionalmente as

correlagcdes em 101,9/4,94 ¢ 101,3/4,56 ppm correspondem as unidades de @-L-GulAp e B-D-

ManAp, respectivamente.
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Foram observadas (FIGURA 99 B), trés correlacdes em fase negativa, referente a
grupo -CH,-. Estas correlacdes foram assinaladas como sendo os C6/H6 das unidades
constituintes da carrabiose 42-sulfato, em 62,2/3,70 e 74,4/3,91/3,77 ppm, atribuidas ao C6
das unidades de B-D-Galp 4-sulfato e 3,6-anidro-D- galactose, respectivamente. As correlagdes
em 72,2/3,45, 72,7/3,66, 77,7/4,56 e 75,8/3,74 ppm foram atribuidas aos C2/H2, C3/H3,
C4/H4 e C5/HS das unidades de B-D-Galp 4-sulfato, respectivamente. Apo6s a ligacdo do
dissacarideo, os deslocamentos quimicos de C1-C6/H1-H6 da unidade de galactose 4-sulfato
ndo apresentaram grandes diferengas em seus deslocamentos quimicos quando comparados ao
dissacarideo na forma redutora (KD livre). Ja os C2-C5/H2-HS5 das unidades de 3,6-anidro-D-
galactose, antes da ligacdo com a amina, apresentavam valores de 74,4/3,55, 83,7/3,96,
88,1/4,17, e 76,6/4,37 ppm, que apés a ligagdo com o grupo amino exibiram novos
deslocamentos em 67,4/4,07, 85,2/3,81, 87,8/4,08 ¢ 76,6/4,40 ppm, respectivamente. Além
disto, foi identificado uma nova correlagdo (FIGURA 99 C), em 51,1/3,15 ppm, atribuida ao
C1/H1 aminado das unidades de 3,6-anidro-D-galactose. Através das analises dos espectros de
RMN homonucleares COSY e TOCSY 'H-'H (ANEXO 8 ¢ 9, pg. 332 e 333) foi possivel
confirmar os assinalamentos dos prétons Hl, H2 e H3 das unidades de 3,6-anidro-D-
galactose, onde o sinal em 3,15 ppm correlaciona-se com 4,07 ppm, e este com o sinal em
3,81 ppm (C1/H1 C2/H2 e C3/H3, respectivamente).

Esta variagdo dos deslocamentos quimicos das unidades da carrabiose 4*-sulfato em
ambientes quimicos diferenciados (amino e aldeidico), estd de acordo com relatos da
literatura. Tanto ORSATO (2007), como DUCATTI (2009), sintetizaram e caracterizaram
derivados da carrabiose 4°-sulfato inserindo grupos amino, produziram o aminocarrabiitol ¢ a
4-O-sulfonato-B-D-galactopiranosil-(1—4)- 1-desoxi- 1 -pentilamino-3,6-anidro-D-galactito.Os
assinalamentos realizados pelos autores para carbono-1 das unidades de 3,6-anidro-D-Galp
foram 42,0 e 49,6 ppm, respectivamente. Além destes assinalamentos, COLODI (2017)
também aminou redutivamente este dissacarideo, apresentando o C1 em 51,1 ppm, com a
mesma amina utilizada no presente trabalho. Desta forma os assinalamentos aqui realizados
estdo coerentes com os determinados por COLODI (2017).

Na FIGURA 99 (C) foram observadas outras correlacdes em fase negativa (CHy)
além do sinal em 51,1/3,15 ppm. Trés das correlagdes apresentadas ja foram assinaladas
anteriormente na fracdo Alg-Dap, 37,5/3,24, 26,7/1,81 e 38,4/2,93 ppm, referentes a C1°, C2’
e C3° do grupo N-(3-aminopropil)-amida, respectivamente, entretanto a correlacio em
38,4/2,93 apresentou uma menor intensidade que as outras duas correlagdes (37,3/3,24,

26,7/1,81). Alkm disto, foram observadas outras duas novas correlacdes 46,8/3,03 ppm e
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26,4/1,86 ppm. Através do espectro de RMN de COSY 'H-'H (ANEXO 8, pg 332) foi
possivel determinar que o proton em 3,03 ppm correlaciona-se com 1,86 ppm. Desta forma, ¢
possivel afirmar que apos a ligacao da fracdo KD na extremidade (C3’) da DAP, tanto o C3’
como o C2’ sofremdeslocamento quimico. O sinal de C3’ em 38,4/2,93 ppm, desloca-se para
46,8/3,03 ppm ap6s a reacdo de aminagao redutiva, enquanto C2’ vaide 26,7/1,81 ppm para
26,4/1,86 ppm.

Além destas correlagdes identificadas em fase negativa (CH,) (FIGURA 99 C), uma
outra correlacdo anteriormente ja observada em 44,2/2,78 ppm foi atribuida como sendo os
dois grupos metilicos (-CHz) dos subprodutos formados (N-aciluréia e O-acilisouréia).

Além disso, € possivel estimar através da integragcdo das correlagdes referentes a C3’
e C3” no espectro de HSQC-editado (ndo demonstrado) que estdo presentes para cada
unidade C3’°, 3 unidades de C3”’. Desta forma ¢ possivel afirmar que 75% das unidades de
alginato amidadas com a 1,3-propanodiamina estdo ligadas com a carrabiose 4°-sulfato, ou
ainda que 75% do polissacarideo amidado, estd na forma o hibrido Alg-KD.

Adicionalmente, foram identificadas e assinaladas as correlacdes C1/H1 — C5/H5 das
unidades @-L-GulAp e B-D-ManAp. Destaca-se que nao foi possivel assinalar os sinais
referentes as carbonilas dos acidos uronicos. Na TABELA 26, estdo apresentados os
assinalamentos de C/H das principais unidades constituintes do hibrido Alg-KD, entre eles as
unidades de acido @-L-guluronico, dcido B-D-manurdnico, -D-galactopiranose 4-sulfato, 3,6-
anidrogalactose, além da Dap.

A estrutura hipotética do polissacarideo hibrido Alg-KD estd representado na
FIGURA 100, por uma cadeia principal constituida de unidades B-D-ManAp e a-L-GulAp,
comenxertos da 1,3-propanodiamina, com uma das extremidades amidadas nas carbonilas do
polissacarideo da cadeia principal, podendo ainda ter a sua outra extremidade substituida ou

ndo por unidades de carrabiose 4>-sulfato.
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FIGURA 99— ESPECTRO DE RMN DE HSQC DO POLISSA CARIDEO HiIBRIDO A LG-KD (A) REGIA O
ANOMERICA (B) REGIA O DO ANEL (C2-C5) (C) REGIAO DO GRUPO N-(3-AMINOPROPIL)
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Solvente: D,O, 70 °C; acetona como padrdo interno (31,45/2,10). (), M (") e GS4 (") e DA ()
representam os C/H das unidades de o-L-GulAp, B-D-ManAp, B-D-Galp 4-sulfato e 3,6-anidro-D-Gal,

respectivamente. Enquanto que C1’-C3’ ¢ C2”’- C3”’ sdo referentes aos C/H do grupo N-(3-aminopropil), e N1’
referente ao produto secundario de amidagdo N-aciluréia e O-acilisouréia. FONTE: O autor (2018).
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TABELA 25— ASSINALAMENTOS DOS '*C/'"HDAS PRINCIPAIS UNIDADES CONSTITUINTES DO
POLISSA CARIDEO HiBRIDO ALG-KD

Unidade Sigla c 'H
1 101,9 4,94
2 66,3 3,79
3 71,3 3,92
[©4)-0-L-GulAp (1] BG 2 S Y
5 68,6 4,39

6 n.d. -
1 101,3 4,56
2 713 3,92
[>4)-B-D-ManAp-(1->] 3 72,7 3,66
M 4 79,3 3,79
5 76,6 3,69

6 n.d. -
I n.d. n.d
2 66,1 3,86
[>4)-a-L-GulAp-(1> B ¥ n.d. n.d.
24)-B-D-ManAp-(1->] ¥ 81,1 4,12
5 68.6 4,75

6’ n.d. -
1 104,2 4,42
2 72,2 3,45
3 72,7 3,66
[B-D-Galp 4-sulfato-(1>] G4S 2 _ 5
S 75.8 3,74
6 62,2 3,70
1 51,1 3,15
2 67,4 4,07
3 85,2 3,81

[4)1-desoxi-3,6-anidro-D-galactose DA
4 87,9 4,08
5 76,6 4,40
6 74,4 3,39 ¢ 3,77

cr 37,5 3,24
cz 26,7 1,81
NN -propil DAP 27 26.4 1,86
Cc3 38,4 2,93
3~ 46,8 3,03

n.d.=ndo determinado. BG, BM e¢ BGM correspondem aos blocos homopoliméricos e heteropolimérico
respectivamente. G4S, DA e DAP correspondem a unidades de -D-galactopiranose 4-sulfato, 3,6-anidro-D-
galactose e 1,3-propanodiamina, respectivamente. FONTE: O autor (2018).
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Foram realizadas determinacdes de N e C total por analise elementar, tanto na fragao
Alg-KD, como nas suas precursoras ( Alg-Na, Alg-Dap, Kappa e KD) (TABELA 27).

Quando houve a inser¢ao do dissacarideo KD ao Alg-Dap, os valores de N total
apresentaram uma diminui¢do significativa, indo de 2,22% para 1,90%, enquanto que o C
total aumentou de 33,5% para 35,2%. Este diminui¢do de N ¢ devido a massa do dissacarideo
adicionada ao polimero, uma vez que este polissacarideo ndo apresenta em sua constituicao
nitrogénio na sua forma nativa, sem modificagdes. Desta forma, ao aumentar a massa do
polissacarideo, mantendo o mesmo teor de nitrogénio o percentual tende a diminuir, como
pode ser observado na TABELA 10. A mesma analogia pode ser feita para os percentuais de
C. Quando aumentar a massa do polissacarideo devido a adigdo do KD, aumentou-se os teores
de carbono, aumentando assim o percentual de C na Fragao Alg-KD.

Alm disto ndo foi possivel realizar a determinagao dos teores de enxofre (S) e
sulfato de s6dio nos polissacarideos de alginato, devido a presenca de interferentes no
método. As determinagdes de sulfato sdo realizadas através do método descrito por
DODGSON (1961), utilizando meio acido tanto no processo de hidrélise (HCI), como na
formagdo do composto insoluvel de sulfato de bario (TCA). Desta forma, este meio acido
transforma o alginato em 4cido alginico, causando a precipitagdo do polissacarideo,

interferindo nas leituras, pois este método de dosagem de enxofre ¢ turbidimétrico.

TABELA 26— DOSA GEM DE CARBONO E NITROGENIO NO POLISSA CARIDEO HIBRIDO ALG-KD E

SEUS PRECURSORES
Fracao N (%) C (%) DA (mol %)
Alg-Na 0,17 30,50 -
Alg-Dap 2,22 33,55 18,61
K 0,35 24,76 -
KD - - -
Alg-KD 1,90 35,18 -

N% e C % correspondem respectivamente aos percentuais de nitrogénio e carbono. DA ¢ o grau de substitui¢ao
de amino a cada 1 mol. FONTE: O autor (2018).

A fragdo Alg-KD foi analisada pelo seu perfil de eluigdo em HPSEC-MALLS-RI
(FIGURA 101), tendo sua massa molar ponderal média (M,,) estimada, através de curva
padrdo de dextrana, em 1,0 x 10° g.mol'. Esta fracdo polissacaridica hibrida também teve seu
perfil de elui¢do comparado com as duas fragdes precursoras, a Alg-Na e Alg-Dap (FIGURA

102). A fragdo hibrida apresentou um maior tempo de retencao (48,0 min), seguida da fracao
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Alg-Dap (46,3 min) e da nativa Alg-Na (46,2 min), indicando que mesmo durante o processo

produgao do hibrido, houve depolimerizagdo parcial da fracao Alg-KD.

FIGURA 101 — HPSEC-MALLS-RI DO POLISSA CARIDEO HIBRIDO A LG-KD
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RI: refractive index; LS: Laser-light scattering. FONTE: O autor(2018).

FIGURA 102 — HPSEC DAS FRACOES ALG-NA, ALG-DAP E DO POLISSACARIDEO HIBRIDO ALG-
KD
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RI: refractive index. FONTE: O autor (2018).

No espectro de infravermelho da FIGURA 103, podem ser evidenciadas bandas
caracteristicas da carrabiose 4°-sulfato, principalmente as bandas em 924,7 cm™' referente ao
estiramento da ligagdo C-O-C na unidade de 3,6-anidrogalactose, em 810,5 cm™' o estiramento

do grupo C-O-S na unidade de galactose, além da banda em 1228,8 cm™' ocasionada pelo
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estiramento vibracional assimétrico do grupo sulfato (O=S=0) (PRADO-FERNANDEZ et al.,
2003; SEKRAL; LEGRAND, 1993).

FIGURA 103 — ESPECTRO DE INFRA VERM ELHO DO POLISSA CARIDEO HiBRIDO ALG-KD
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Wavenumber: nimero de onda; Transmitance: transmitancia. FONTE: O autor (2018).

4.2.6.2 Semissintese de BM-KD1 ¢ BM-KD2

Os blocos de acido B-D-manurdnico amidados (BM-Dap) foram submetidos a
aminacdo redutiva utilizando o dissacarideo carrabiose 4*-sulfato..

Na primeira condi¢ao de reagdo utilizou-se 2,5 mols de oligossacarideo redutor, para
cada 1 mol da fracdo amidada, que resultou na fragdo BM-KDI (137,0% de rendimento). Ja
na segunda condicdo de reagdo, foi utilizado um excesso de 10 mols de oligossacarideo
redutor para cada 1 mol da fracio amidada, gerando a fracio BM-KD2 (169,0% de
rendimento). Deste modo, variando apenas o excesso da fragdo KD no meio reacional,
obtemos dois rendimentos de recuperacao diferenciados, que podem indicar um maior

percentual de ligacdes nitrogénio-carbono (N-C) acontecendo via aminagdo redutiva. Desta
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forma foram realizadas as caracterizagdes quimicas destas duas novas fragdes, a fim de
esclarecer quais as diferengas quimicas que apresentam.

Através da andlise de RMN de HSQC-editado da fragdo BM-KDI1 foi possivel
assinalar correlacdes ja apresentadas na fracdo BM-Dap, além de novas correlagdes. O
espectro de RMN de HSQC-editado da regido anomérica (FIGURA 104 A), apresentou o
sinal em 101,4/4,58 ppm, atribuido aos C1/H1 das unidades de f-D-ManAp 4-ligados e uma
nova correlacdo anomérica em 104,2/4,42 ppm atribuida as unidades B-D-Galp 4-sulfato, da
carrabiose 4*-sulfato.

Na regido B da FIGURA 104, além das correlagcdes referentes as unidades de p-D-
ManAp, o espectro apresenta trés correlagdes em fase negativa, referente a grupos -CH;-,
sendo elas atribuidas aos C6/H6 das unidades de B-D-Galp 4-sulfato (62,3/3,70 ppm) e 3,6-
anidro-D-galactose (74,4/3,93 e 74,4/3,76 ppm).

Na fragdo BM-KDI, as correlagdes em 72,7/3,45, 72,7/3,64, 77,7/4,57 ¢ 76,3/3,74
ppm foram atribuidas aos C2/H2, C3/H3, C4/H4 e C5/HS5 das unidades de B-D-Galp 4-sulfato,
enquanto as em 67,4/4,07, 85,2/3,81, 87,8/4,08 e 76,3/4,40 ppm aos C2/H2, C3/H3, C4/H4 ¢
C5/H5 das unidades da 3,6-anidrogalactose, respectivamente. Estes sinais demonstraram que
unidades de 3,6-anidrogalactose estdo ligadas redutivamente aos blocos de 4cido [B-D-
manurdnico. Estes assinalamentos foram similares aos obtidos para a fragdo Alg-KD.

Apo6s a aminagdo redutiva o espectro de HSQC-editado da fragdo BM-KDI1
apresentou sinais invertidos em 51,2/3,17 ppm os quais foram atribuidos as CI/HI das
unidades de 3,6-anidro-D- galactose (COLODI, 2017; DUCATTI, 2009, ORSATO, 2007).

Nesta mesma FIGURA 104 (C), a correlagdo em 38,5/2,96 ppm refere-se ao C3’ da
extremidade livre do grupo N-(3-aminopropil), e a em 27,7/1,82 ppm atribuido ao C2’ vizinho
a esta extremidade C3’ livre. Apds a reagdo de aminagdo redutiva outras duas novas
correlacdoes, em 46,8/3,05 e 26,4/1,86 ppm, foram atribruidas aos C3” e C27,
respectivamente. Estas duas novas correlagdes sdo resultados do deslocamento quimico
causado pela ligacdo covalente entre o dissacarideo KD e o grupo N-propil. Estes
assinalamentos estdo de acordo com os reportados por ORSATO (2007), DUCATTI (2009) e
COLODI (2017).

A integracdo das correlagdes de C3’ e C3” no espectro de HSQC-editado (nio
demonstrado), permitiu estimar que ha aproximadamente 1 unidade de C3’ para outra unidade
C3”’. Desta forma 53,8% das unidades de B-D-ManAp 4-ligadas (modificadas) estao apenas
amidadas com a 1,3-propanodiamina, enquanto que 46,2% estdo amidadas e aminadas

redutivamente com o dissacarideo KD.
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Na TABELA 29, estao apresentados os assinalamentos das unidades constituintes do
hibrido BM-KD1 (B-D-ManAp, B-D-Galp 4-sulfato, 3,6-anidrogalactose) além da DAP.
Destaca-se que as ressondncias das carbonilas amidadas ou amidadas e aminadas com o KD
ndo foram assinaladas.

A estrutura hipotética do polissacarideo hibrido BM-KDI1 estd representada na
FIGURA 105, constituida por uma cadeia principal de unidades 4cido B-D-manurdnico 4-
ligadas, com inser¢des da 1,3-propanodiamina, com uma das extremidades amidadas nas
carbonilas do polissacarideo da cadeia principal, podendo ainda ter a sua outra extremidade

substituida ou ndo por unidades dissacaridicas carrabiose.4*-sulfato.



224

FIGURA 104 — ESPECTRO DE RMN DE HSQC-EDITADO DO POLISSA CARIDEO HiBRIDO BM -KD1
(A) REGIAO ANOMERICA (B) REGIAO DO ANEL (C2-C5) (C) REGIAO DO GRUPO N-(3-
AMINOPROPIL)
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Solvente: D0, 70 °C; acetona como padrio interno (31,45/2,10). M("“") e GS4 (") e DA () representam os
C/H das unidades de B-D-ManAp, B-D-Galp 4-sulfato e 3,6-anidrogalactose, respectivamente. Enquanto que C1°-
C3’ e C27’-C3” sao referentes aos C/H do grupo N-(3-aminopropil), e N’ ao produto secundario de amidagdo N-
aciluréia e O-acilisouréia. FONTE: O autor (2018).
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TABELA 27— ASSINALAMENTOS DOS '*C/'"H DAS PRINCIPAIS UNIDADES CONSTITUINTES DO
POLISSA CARIDEO HiBRIDO BM-KD1

Unidade | Sigla c | 'H
1 101,4 4,58
2 71,2 3,93
3 72,7 3,64
[24)-B-D-ManAp-(1->] BM 4 79,3 3,82
5 76,9 3,69
6 175,6 -
6" n.d. -
1 104,2 4,41
2 72,70 3,45
[>B-D-Galp 4-sulfato-(1->] G4S 3 727 2.0
4 71,7 4,57
5 76,3 3,74
6 62,3 3,70
1 51,2 3,17
2 67.4 4,07
[4)1-desoxi-3,6-anidro-D-galactose DA 3 85,2 281
4 87,8 4,08
5 76,3 4,40
6 74,4 3,93 ¢ 3,76
cr 37,5 3,25
Ccy 27,7 1,82
N’N-propil DAP c2” 26,4 1,86
c3y 38,5 2,96
Cc3” 46,8 3,05

n.d.=ndo determinado. BM corresponde a unidades de B-D-ManAp ligadas através de ligagdes (124 ); G4S, DA
e DAP correspondem a unidades de PB-D-galactose 4-sulfato, 3,6-anidro-galactose e 1,3-propanodiamina,

respectivamente. FONTE: O autor (2018).
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O espectro de RMN de HSQC na regido de carboidratos da fracio BM-KD2
(FIGURA 106 A), ¢ muito similar ao espectro de da fragdo BM-KDI1, sendo assinalado os
sinais das unidades de B-D-ManAp, B-D-Galp 4-sulfato e das unidades de 3,6-anidrogalactose
(C1/HI em 51,2/3,17 ppm).

A regido C da FIGURA 106, apresenta as correlacdes e em 46,7/3,05 e 26,4/1,86
ppm referentes aos C3”” ¢ C2”’ do grupo N-(3-aminopropil) quando ligada a carrabiose 4*-
sulfato. Este resultado juntamente com a auséncia dos sinais em 38,5/2,96 ¢ 27,7/1,82 ppm
(presentes na fragdo BM-KDI1) indica que todas unidades modificadas via amidacdo, estdo
também aminadas redutivamente com a carrabiose 4>-sulfato, na fracio BM-KD2.

Na TABELA 30, esta demonstrado os assinalamentos das unidades constituintes da
fragdo BM-KD2. Da mesma maneira que na fracdo BM-KDI, a carboxila amidada substituida
pelo KD, nio foi assinalada no espectro de RMN de °C.

A estrutura hipotética do polissacarideo hibrido BM-KD2 estd representada na
FIGURA 107, como sendo constituido por uma cadeia principal de unidades acido B-D-
manurdnico 4-ligadas, com inser¢des da 1,3-propanodiamina, a qual apresenta uma das
extremidades amidadas nas carbonilas do polissacarideo da cadeia principal, € a outra

aminada com a carrabiose 4°-sulfato.
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FIGURA 106 — ESPECTRO DE RMN DE HSQC DO POLISSACA RIDEO HIBRIDO BM-KD2 (A) REGIA O
ANOMERICA (B) REGIA O DO ANEL (C2-C5) (C) REGIAO DO GRUPO N-(3-AMINOPROPIL
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Solvente: D0, 70 °C; acetona como padrio interno (31,45/2,10). M(*") e GS4 (") e DA () representam os
C/H das unidades de B-D-ManAp, B-D-Galp 4-sulfato e 3,6-anidrogalactose, respectivamente. Enquanto que C1’,
C2” e C3” sao referentes aos C/H do grupo N-(3-aminopropil), respectivamente. FONTE: O autor (2018).




231

TABELA 28— ASSINALAMENTOS DOS 'H/'*C DAS PRINCIPAIS UNIDADES CONSTITUINTES DO
POLISSA CARIDEO HiBRIDO BM-KD?2

Unidade Sigla B3¢ 'H
1 101,4 4,56
2 713 3,92
3 72,6 3,63
[>4)-B-D-ManAp-(1->] BM 4 79,3 3,81
5 77,1 3,65
6 175,8 -
6" n.d. -
1 104,2 4,41
2 72,1 3,46
[ B-D-Galp 4-sulfato-(1->] G4S 43; 720 3,63
71,7 4,57
5 75,8 3,75
6 62,2 3,69
1 51,2 3,17
2 69,8 4,03
[24)-1-desoxi-3,6-anidro-D-galactose DA ’ 852 3,81
4 87.8 4,08
5 76,9 4,40
6 743 3,93¢3,76
cr 37,5 3,24
c2 ] i
NN -propil DAP c2” 26,4 1,86
C3 ) i
c3” 46,7 3,05

n.d.=ndo determinado. BM corresponde a unidades de B-D-ManAp ligadas através de ligagdes (124 ); G4S, DA
e Dap correspondem a unidades de [-D-galactose 4-sulfato, 3,6-anidro-galactose e 1,3-propanodiamina,
respectivamente. FONTE: O autor (2018).
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Foramrealizadas as determinagdes de N e C total para as fragdes hibridas BM-KDI1 e
BM-KD2, como em suas precursoras (Bloco BM, BM-Dap, kappa-carragenana e KD) como
descrito na TABELA 31.

Analisando a TABELA 35, ¢ observado a diminui¢@o do percentual de nitrogénio nas
fracoes BM-KD1 e BM-KD2, quando comparadas a fragdo BM-Dap. Entretanto, as
determinacdes de sulfato através do método descrito por DODGSON (1961) ndo puderam ser
realizadas devido a interferéncia detectada, pela transformacdo das moléculas em acidos e
consequentemente causando precipitagdo, interferindo nas leitura da turbidimetria.

Entretanto correlacionando os resultados obtidos pelas analises de RMN das fragdes
BM-KDI e BM-KD2, juntamente com esta maior diminuicao do teor de nitrogénio da fracao
BM-KD2, confirma-se que ocorreu uma maior substituicdo do dissacarideo na fragdo BM-

KD2 como ja descrito anteriormente.

TABELA 29— DOSA GEM DE CARBONO E NITROGENIO NOS POLISSACA RIDEOS HIBRIDOS MB-
KD1MB-KD2 E SEUS PRECURSORES.

Fracio N (%) C (%) DA (mol %)
K 0,35 24,76 -
Bloco BM 0,08 36,19 -
BM-Dap 1,91 32,93 16,1
BM-KDI1 1,79 33,61 -
BM-KD2 1,70 34,17 -

N e C correspondem respectivamente aos percentuais de nitrogénio e carbono. DA € o grau de substituicdo de
amino a cada 1 mol. FONTE: O autor (2018)..

Corroborando os resultados das analises de RMN e das determinagdes de N e C foi
observado que ao utilizar um excesso de 2,5 mols de KD em relagdo a fracio BM-Dap, ndo
foi obtido total substituicdo das unidades amidadas com o KD. Entretanto, quando o excesso
de KD foiaumentado 4 vezes (10 mols), ocorreu substituicao de 100% das unidades amidadas
dos acidos urdnicos da fragdo BM-Dap. Desta forma uma quantidade maior de KD, melhora o
rendimento de substituicdo dos grupos N-(3-aminopropil) via aminac¢do redutiva. Estes
resultados indicam que uma maior quantidade de unidades aldeidicas no meio melhora o
rendimento reacional de aminagdo redutiva devido a maior quantidade do dissacarideo com
relagdo ao Bloco BM, deslocando o equilibrio da reagao.

As fragdes polissacaridicas BM-KD1 e BM-KD2 foram analisadas por HPSEC-
MALLS-RI (FIGURAS 108 e 109, respectivamente), e tiveram suas massas molares
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ponderais médias (M) estimada em 8,6 x 10> ¢ 9,9 x 10° gmol' , respectivamente. Esta
diminuicdo do My na fragdo BM-KD1 mesmo durante a reagdo de amidacao redutiva, apos a
inser¢do do dissacarideos ao bloco BM-Dap, pode estar ocorrendo devido ao processo de
degradacao parcial do polissacarideo, devido as condigdes reacionais (levemente acidas pH 5-
6 a 55 °C). Enquanto na fragdo BM-Dap ocorreu um aumento da massa, devido ao maior grau

de substituicao de KD, e possivelmente uma menor degradacao do polissacarideo.

FIGURA 108 — HPSEC-MALLS-RI DO POLISSA CARIDEO HiBRIDO BM-KDI
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RI: refractive index; LS: Laser-light scattering. FONTE: O autor (2018).

FIGURA 109 — HPSEC-MALLS-RI DO POLISSA CARIDEO HIBRIDO BM-KD2
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RI: refractive index; LS: Laser-light scattering. FONTE: O autor (2018).
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Os espectros de infravermelho das fragcdes dos oligossacarideos hibridos BM-KDI e
BM-KD2 sdo similares e estdo apresentados na FIGURA 110. Em ambas as fragdes ocorre o
aparecimento de bandas na regido de 924,6 — 925,2 em'e 12264 — 1227,2 cmi! referentes ao
estiramento da ligagdo O-C-O em unidades de 3,6-anidrogalactose e ao estiramento
vibracional assimétrico do grupo sulfato (O=S=0), respectivamente. Estas duas faixas sao
caracteristicas de grupos quimicos pertencentes a unidade carrabiose 4*-sulfato (PRADO-

FERNANDEZ et al., 2003; SEKRAL; LEGRAND, 1993).

FIGURA 110 — ESPECTROS DE INFRA VERMELHO DAS FRA COES DOS POLISSACA RIDEOS
HIBRIDOS BM-KD2 E BM-KDI
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4.2.6.3 Semissintese de BG-KD1 e BG-KD2

As fragdes BG-KD foram obtidas a partir da reacdo de aminagdo redutiva da fragao
BG-Dap e KD. Similar a produgdo dos polissacarideos hibridos BM-KD, foram utilizadas
duas condi¢des para producao do oligossacarideo hibrido BM-KD. Na primeira condicao de

reagdo utilizou-se 2,5 mols de oligossacarideo redutor, para cada 1 mol da fragdo amidada,
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que resultou na fracio BG-KDI com um rendimento de recuperacdo de 128,0%. Ja na
segunda condi¢cdo de reacdo foi utilizado um excesso de 10 mols de oligossacarideo redutor
para cada 1 mol da fracdo amidada, gerando a fragdo BG-KD2 com rendimento de 180,0%.

Desta forma foram realizadas as caracteriza¢des quimicas destas duas novas fracdes,
a fim de esclarecer quais as diferencas quimicas que apresentam. Através da analise de RMN
de HSQC-editado da fragdo BG-KDI1 foi possivel assinalar correlagdes ja apresentadas na
fracdo BG-Dap, além de novas correlagoes.

O espectro de RMN de HSQC-editado da regido anomérica (FIGURA 111 A),
apresentou as correlagdes em 101,9/4,95 e 101,6/5,04 ppm atribuidas aos C1/H1 das unidades
de o-L-GulAp 4-ligados e a-L-GulAp amidados 4-ligados, respectivamente, a nova correlagdo
anomérica em 104,1/4,42 ppm foi atribuida as unidades p-D-Galp 4-sulfato, da carrabiose 4°-
sulfato.

Na regido B da FIGURA 111, além das correlagdes referentes as unidades de a@-L-
GulAp, o espectro apresenta trés correlagdes em fase negativa, referente a grupos -CHs-,
sendo elas atribuidas aos C6/H6 das unidades de B-D-Galp 4-sulfato (62,2/3,70 ppm) e 3,6-
anidro-D-galactose(74,4/3,91 e 74,4/3,77 ppm).

Na fracdo BG-KDI, as correlagdes em 72,2/3,46, 72,7/3,67, 77,7/4,57 ¢ 75,9/3,72
ppm foram atribuidas aos C2/H2, C3/H3, C4/H4 e C5/H5 da unidades de B-D-Galp 4-sulfato,
e as em 67,7/4,07, 85,2/3,81, 87,8/4,08 e 76,6/4,40 ppm aos C2/H2, C3/H3, C4/H4 e C5/H5
das unidades da 3,6-anidrogalactose, respectivamente. Estes sinais s3o similares aos
determinados para as fragdo Alg-KD, BM-KDI1 ¢ BM-KD2, demonstrando que unidades de
3,6-anidrogalactose estdo ligadas redutivamente aos blocos de dcido @-L-gulurdnico.

De forma semelhante as fragdes hibridas ja caracterizadas, o C/H do terminal redutor
do dissacarideo KD ao se ligar na amina redutivamente, desloca de 91,4/4,91 ppm para
51,2/3,15 ppm, como observado na FIGURA 111 (C), a correlagao referente ao C1/H1 da 3,6-
anidrogalactose em fase negativa. Este assinalamento foi confirmado pela analise de RMN
homonuclear de COSY 'H-'H (ANEXO 12, pg. 336), onde o hidrogénio Hl (3,15 ppm)
correlaciona-se com H2 (4,07 ppm), das unidades de 3,6-anidrogalactose.

Nesta mesma FIGURA 111 (C), as correlagdes observadas ja foram assinaladas
anteriormente nos hibridos Alg-KD e BM-KD. A correlagdo em 38,3/2,93 ppm refere-se ao
C3’ da extremidade livre do grupo N-(3-aminopropil), e em 27,7/1,81 ppm foi atribuida ao
C2’ vizinho a esta extremidade C3’ livre. Duas novas correlagdes surgiram apos a reagdo de

aminagdo redutiva em 46,9/3,03 e 26,5/1,86 ppm, atribruidas aos C3” e C27,
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respectivamente. Estas novas correlagdes sdo resultados do deslocamento quimico causado
pela insercdo do dissacarideo ao grupo N-propil. Estes assinalamentos estdo de acordo com os
reportados por ORSATO (2007), DUCATTI (2009) e COLODI (2017).

Além dos assinalamentos das unidades da carrabiose 4°-sulfato, foram identificadas
as correlagdes em 66,4/3,78, 70,4/3,91, 81,2/4,04 e 68,5/4,40 ppm, atribuidas aos C2/H2,
C3/H3, C4/H4 e C5/HS, respectivamente das unidades de o-L-GulAp sem modificacdo. As
correlagcdoes em 79,5/4,08 e 68,5/4,50 ppm foram atribuidas respectivamente ao C4/H4 e
C5/HS das unidades de @-L-GulAp amidado coma DAP.

Como nos outros polissacarideos hibridos, a integracao das correlagdes de C3’ e C3”’
no espectro de HSQC-editado (n3o demonstrado), permitiu estimar que ha aproximadamente
2 unidades de C3’ para 1 unidade C3’°. Desta forma 64,9% das unidades de a-L-GulAp 4-
ligadas (modificadas) estdo apenas amidadas coma 1,3-propanodiamina, enquanto que 35,1%
estdo amidadas e aminadas redutivamente com o dissacarideo KD.

Na TABELA 30, estdo apresentados os assinalamentos das unidades constituintes do
hibrido BG-KD1 (a-L-GulAp, B-D-Galp 4-sulfato, 3,6-anidrogalactose) além da DAP
Destaca-se que as ressonancias das carbonilas amidadas ou amidadas e aminadas com o KD
ndo foramassinaladas.

A estrutura hipotética do polissacarideo hibrido BG-KDI1 estd representada na
FIGURA 112, constituida por uma cadeia principal de unidades acido a-L-gulurénico 4-
ligadas, com inser¢des da 1,3-propanodiamina, com uma das extremidades amidadas nas
carbonilas do polissacarideo da cadeia principal, podendo ainda ter a sua outra extremidade

substituida ou ndio por unidades dissacaridicas carrabiose 4>-sulfato.

FIGURA 111 — ESPECTRO DE RMN DE HSQC-EDITADO DO POLISSA CARIDEO HiBRIDO BG-KDI
(A) REGIAO ANOMERICA (B) REGIA O DO ANEL (C2-C5) (C) REGIAO DO GRUPO N-(3-
AMINOPROPIL)
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Solvente: D,0, 70 °C; acetona como padrdo interno (31,45/2,10). G (), G ("), GS4 (") e DA ()
representam os C/H das unidades de o-L-GulAp, a-L-GulAp amidada com a DAP, B-D-Galp 4-sulfato e 3,6-
anidrogalactose, respectivamente. Enquanto que C1°- C3” ¢ C2”’- C3’’ sdo referentes aos C/H do grupo N-(3-
aminopropil). FONTE: O autor (2018).
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TABELA 30— ASSINALAMENTOS DOS '*C/'"H DAS PRINCIPAIS UNIDADES CONSTITUINTES DO
POLISSA CARIDEO HiBRIDO BG-KD1

Unidade | Sigla C H
1 101,9 4,95
1" 101,6 5,04
2 66,4 3,78
3 70,4 3,91
[©4)-0-L-GulAp (1] BG 4 81,2 4,04
4 79,5 4,08
5 68,5 4,40
5" 68,3 4,50
6 .
6" -
1 104,2 4,42
2 72 3,46
[>B-D-Galp 4-sulfato-(1>] G4S 3 2,7 3,67
4 71,7 4,57
5 75,9 3,72
6 62,2 3,70
1 51,2 3,15
2 67,7 4,07
[>4)-1-desoxi-3,6-anidro-D-galactose DA 3 85,2 3,81
4 87,8 4,08
5 76,6 4,40
6 74 4 3,91 e 3,77
cr 37,3 3,23
Cc2 27,7 1,81
N'N-propil DAP c2” 26,5 1,86
Cc3 38,3 2,93
C3” 46,9 3,03

n.d.=ndo determinado. Bloco BG corresponde a unidades de a-L-GulAp (1-6), a-L-GulAp amidada com DAP
(1# - 6#) ligadas através de ligacdes (12>4); G4S, DA e DAP correspondem a unidades de f-D-galactopiranose 4-
sulfato, 3,6-anidrogalacttose e 1,3-propanodiamina, respectivamente. FONTE: O autor (2018).
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O espectro de RMN de HSQC na regido de carboidratos da fragdo BG-KD2
(FIGURA 113 A e B), ¢ muito similar ao espectro de da fragdo BG-KDI, sendo assinalado os
sinais das unidades a-L-GulAp e a-L-GulAp amidada, bem como as unidades da B-D-Galp 4-
sulfato e da 3,6-anidrogalactose. Entretanto, a regido C do espectro de RMN (FIGURA 113)
se diferencia do espectro de RMN da fragdo BG-KDI1, devido a auséncia de duas correlagdes,
38,3/2,93 e 27,7/1,81 ppm, apresentando somente as correlacdes em 37,3/3,23, 26,5/1,86 ¢
46,9/3,03 ppm referentes aos C1°°,C2”’ e C3”’ do grupo N-(3-aminopropil) quando ligado a
carrabiose 4°-sulfato. Este assinalamento indica que todas unidades modificadas via
amidagio, estdo também aminadas redutivamente com a carrabiose 4°-sulfato, na fragio BG-
KD2.

Na TABELA 31, esta demonstrado os assinalamentos das unidades constituintes da
fracdo BG-KD2. E da mesma maneira que na fracgdo BG-KDI1, a carboxila amidada
substituida pelo KD nio foiassinalada no espectro de RMN de '°C.

A estrutura hipotética do polissacarideo hibrido BG-KD2 estd representada na
FIGURA 114, como sendo constituido por uma cadeia principal de unidades acido o-L-
guluronico 4-ligadas, com inser¢des da 1,3-propanodiamina, a qual apresenta uma das
extremidades amidadas em C6 do polissacarideo da cadeia principal, e a outra aminada com a

carrabiose 4%-sulfato.
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FIGURA 113 — ESPECTRO DE RMN DE HSQC DO POLISSACA RIDEO HiBRIDO BG-KD2 (A) REGIAO
ANOMERICA (B) REGIA O DO ANEL (C2-C5) (C) REGIA0 DO GRUPO N-(3-AMINOPROPIL)
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representam os C/H das unidades de o-L-GulAp, o-L-GulAp amidada com a DAP, B-D-Galp 4-sulfato e 3,6-
anidrogalactose, respectivamente. Enquanto que C1’’- C3’’ sdo referentes aos C/H do grupo N-(3-aminopropil).
FONTE: O autor (2018).
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TABELA 31— ASSINALAMENTOS DOS '*C/'"HDAS PRINCIPAIS UNIDADES CONSTITUINTES DO
POLISSA CARIDEO HiIBRIDO BG-KD2

Unidade Sigla B¢ 'H
1 101,9 4,95
1" 101,6 5,03
2 66,6 3,78
3 70,4 3,91
[>4)0-L-GulAp (1] BG 4 81,2 4,04
4 79,5 4,08
5 68,5 4,40
5" 68,5 4,50
6 .
6" -
1 104,2 4,42
2 7.2 3,46
[>B-D-Galp 4-sulfato-(1- ] G4S 3 2.7 3,67
4 71,7 4,57
5 75,9 3,72
6 62,2 3,70
1 51,2 3,15
2 67,7 4,07
[>4)-1-desoxi-3,6-anidro-D-galactose DA 3 85,2 3,81
4 87,8 4,08
5 76,6 4,40
6 74 4 3,91 ¢ 3,77
cr 37,3 3,23
Cc : .
N’N’-propil DAP c2” 26,5 1,86
C3 - .
C3” 46,9 3,03

n.d.=ndo determinado. Bloco BG corresponde a unidades de o-L-GulAp (1-6), a-L-GulA p amidada com a DAP
(1# - 6#) ligadas através de ligacdes (1-2>4); G4S, DA ¢ Dap correspondem a unidades de f-D-galactopiranose 4-
sulfato, 3,6-anidrogaalctose e 1,3-propanodiamina, respectivamente. FONTE: O autor (2018).
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Foram realizadas as determinagdes de N e C total, além dos teores de sulfato e
enxofre tanto para as fracdes hibridas BG-KD1 e BG-KD2, como em suas precursoras (bloco
BG, BM-Dap, kappa-carragenana e KD) como descrito na TABELA 32.

Analisando a TABELA 32, ¢ observado o mesmo comportamento que para as
fracdes hibridas Alg-KD e BM-KD, uma diminuigdo do percentual de nitrogénio nas fragdes
BM-KDI e MB-KD2, quando comparadas a fragio BM-Dap. E de modo semelhante as
determinagdes dos teores de sulfato nao foram realizadas devido a interferéncia no método de

DODGSON (1961).

TABELA 32 DOSA GEM DE CARBONO E NITROGENIO NOS POLISSACA RIDEOS HiBRIDOS BG-KDI
BG-KD2 E SEUS PRECURSORES.

Fracao N (%) C (%) DA (mol%)
K 0,35 2476 -
Bloco BG 0,058 30,66 -
BG-Dap 2,66 34,64 21,8
BG-KD1 2,26 34,88 -
BG-KD2 1,92 36,39 -

N e C correspondem respectivamente aos percentuais de nitrogénio e carbono. DA é o grau de substituicdo de
amino a cada 1 mol. FONTE: O autor (2018).

Foi observado um comportamento similar as reagdes dos polissacarideos hibridos
BM-KD, onde um maior excesso (mols) de KD favore a reagdo de aminagdo redutiva, sendo
100% das amidas substituidas pela carrabiose 4°-sulfato.

As fragcdes polissacaridicas BG-KDI e BG-KD2 foram analisadas em HPSEC-
MALLS-RI (FIGURAS 115 e 116, respectivamente), e tiveram suas massas molares
ponderais médias (M) estimada em 1,2 x 10% e 1.9 x 10* g.mol'l, respectivamente. Este
aumento da massa molar média estimada esta de acordo, pois a fragdo BGI-KD2 teve um

maior percentual de carrabiose 4°-sulfato ligada que a fragdo BG-KDI.
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FIGURA 115 - HPSEC-MALLS-RI DA FRACA O DO POLISSA CARIDEO HIBRIDO BG-KDI
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RI: refractive index; LS: Laser-light scattering. FONTE: O autor(2018).

FIGURA 116 — HPSEC-MALLS-RI DA FRACA O DO POLISSA CARIDEO HIBRIDO BG-KD2
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RI: refractive index; LS: Laser-light scattering. FONTE: O autor (2018).

Analisando os espectros de infravermelho das fragdes polissacaridicas hibridas BG-
KDI1 e BG-KD2 (FIGURA 117), destaca-se a banda presente nas duas fragdes em 1227,4-
1234,7 e’ referentes ao estiramento vibracional assimétrico do grupo sulfato (0=S=0)
(PRADO—FERNANDEZ et al., 2003; SEKRAL; LEGRAND, 1993), comprovando a inser¢ao

do dissacarideo carrabiose 4%-sulfato através da reacdo de aminacio redutiva.
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FIGURA 117 — ESPECTROS DE INFRA VERM ELHO DOS OLIGOSSA CARIDEOS HIBRIDOS BG-KD1 E
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FONTE: O autor(2018).

Ap0s a caracterizagdo das reacdes de semissinteses, fica provado que as reacdes de
amina¢ao redutiva com o dissacarideos carrabiose 4*-sulfato, foram realizados com sucesso,
produzindo tanto o polissacarideo hibrido do alginato-Kappa, como de blocos menores com
diferentes estruturas e teores de grupo sulfato como os hibridos acido manurdnico-kappa,
como com o acido gulurdnico-kappa.

Devido o amplo estudo de modificagdes quimicas e funcionaliza¢des do alginato na
lietratura, para o desenvolvimento de novos biomateriais com potenciais aplicacdes
biotecnologicas, a produgcao por semissinteses de polissacarideos hibridos que apresentem
tanto galactanas sulfatadas, como monossacarideos que apresentem diferentes esterioquimicas
nas estruturas (blocos BM e BG, acido manuronico e acido gulurdnico, respectivamente), se
mostram como interessantes materiais para aplicacdo bioldgica, devido ao conhecimento

prévio que galactanas sulfatadas apresentam-se como potenciais compostos bioativos.
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43 SEMISSINTESE DO POLISSACARIDEO HIBRIDO DE ULVANA-
OLIGOSSACARIDEO DERIVADO DA KAPPA-CARRAGENAN A PERSULFATADA

4.3.1 Caracterizagdo quimica e espectroscopica da Ulvana

COLODI (2017) determinou através da composicdo monossacaridica (CLG-EM),
carboxirredugdo com borohidreto de s6dio (NaBH; e NaBD,) e permetilagdo, tanto do
polissacarideo nativo como do dessulfatado, que a cadeia principal da ulvana ¢ constituida por
unidades de rammnose, xilose, acido glucur6nico e acido idurdnico. Adicionalmente, os
derivados da a-L-ramnose 4-ligadas totalizam aproximadamente 50 mol %, do polissacarideo
nativo, da mesma forma que o somatorio dos derivados 4-ligados de B-D-xilose, B-D-acido
glucuronico e a-L-idurdnico. Entretanto, considerando que o somatério das diade A3S e B3S
(38,3 + 17,5) resulta em 56,8 mol % e que 50% deste valor é referente aos 4cidos ur6nico
(glucuronico e idurdnico), a ulvana F apresenta 28,4 mol % de acidos ur6nico. Desta forma
COLODI (2017) determinou que estas unidades monossacaridicas estdo distribuidas por

diades, como proposto por LAHAYE (1998), nas proporg¢des apresentadas na TABELA 33.

TABELA 33— PROPORCOES DAS DIADES PRESENTES NA ULVANA DE U. fasciata

Diade® Monossacarideos constituintes Proporg:ﬁob (%)
Ass [24)-a-L-Rhap 3-sulfato-(1-> 4)- B-D-GlcAp-(1>] 393
Bss [24)-a-L-Rhap 3-sulfato-(1>4)-a-L-IdoAp-(1->] 17,5
Uss [4)-a-L-Rhap 3-sulfato-(1->4)-B-D-xylp-(1->] 30.8

Uz 35 [4)-a-L-Rhap 3-sulfato-(1-> 4)-B-D-xylp 2-sulfato-(1->] 12,0

* As¢ Ulvanobiurdnico 3-sulfato tipo A; Bss: Ulvanobiurdnico 3-sulfato tipo B; Usg: Ulvanobiose 3-sulfatoUy 3
Ulvanobiose 2’3-dissulfato; ° Proporgao de diades (em mol %) obtidas por metilagdo, ajustada para 100 %.
FONTE: COLODI, 2017.

A fragio polissacaridica F, foi analisada através de RMN de '*C, 'H e HSQC,
fornecendo espectros idénticos aos reportados por COLODI (2017). Os assinalamentos foram
realizados conforme COLODI (2017), os quais foram baseados nos dados na literatura
(LAHAYE et al, 1999; LAHAYE; BRUNEL; BONNIN, 1997, LAHAYE; INIZAN;
VIGOUREUX, 1998).

No espectro de RMN de HSQC (FIGURAS 118) da fracao F, foram assinalados os

carbonos e hidrogénios das quatro principais diades que compdem a ulvana. As correlagdes
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anoméricas (FIGURA 118 A) em 101,1/4,83 e 104,3/4,64 ppm foram atribuidas as unidades
a-L-ramnose 3-sulfato e 4cido B-D-glucurdnico, respectivamente, constituindo a diade Ass.
Enquanto as correlagdes em 102,1/4,91 e 104,3/5,11 ppm foram atribuidas as unidades de o-
L-ramnose 3-sulfato e 4cido o-L-idurdnico, respectivamente, constituindo a diade Bsg
(COLODI, 2017, LAHAYE, 1998; LAHAYE; BRUNEL; BONNIN, 1997) Adicionalmente
as correlacdes em 98,8/4,91 e 99,3/4,91 ppm foram atribuidas as unidades de a-L-ramnose 3-
sulfato, ligadas a unidades de B-D-xilose (104,7/4,64 ppm) e B-D-xilose 2-sulfato (100,3/4,96
ppm), constituindo as diades Usg e U35 respectivamente (COLODI, 2017; LAHAYE, 1998;
LAHAYE; INIZAN; VIGOUREUX, 1998). Além destas diades descritas, foi possivel
identificar as correlagdes em 98,8/4,86 ppm atribuidas aos C/H das unidades de a-L-ramnose
3-sulfato presente entre unidades de P-D-xilose e B-D-xilose 2-sulfato (Xylp — Rhap3S —
Xylp2S) (COLODI, 2017; LAHAYE, 1998).

O espectro de RMN de '>C (FIGURA 119) apresenta dois sinais na regido de
carboxila, 175,4 e 174,7 ppm atribuidos aos carbonos carbonilicos do B-D-GIlcAp e o-L-
IdoAp, respectivamente. Adicionalmente, também foram observados os sinais em 63,7 e 63,5
ppm atribuidos aos C5/H5 das unidades de B-D-xylp e B-D-xylp 2-sulfato, respectivamente.

Na TABELA 34, estdo apresentados os assinalamentos das diades (Ass, Bss, Uss e

U,-35) presentes na fracao F.
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FIGURA 118 — ESPECTRO DE RMN DE HSQC DA FRACAO F. (A) REGIAO ANOMERICA (B) REGIA O
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FIGURA 119 — ESPECTRO DE RMN DE *CDA FRACAO F
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A fragdo F, apresentou 24,0% de grupos sulfatos (TABELA 35), valor este proximo
ao determinado por COLODI, 2017 para mesma fracao F (21,4%).

TABELA 35— ANALISE DE SULFATONA FRACAOF

Fraci SO4°? NaSO; S
aeao (%) (%) (%)
K 22.4 24,0 8,0

* determinacdes de acordo com os métodos de Dodgson (1961).

O espectro de infravermelho da fragdo F (FIGURA 120) apresentou uma intensa
banda de transmitdncia em 1216,5 cm™' e outra mais fraca em 1420,0 cm’!, as quais foram
atribuidas ao estiramento assimétrico ¢ ao alongamento simétrico dos grupos carboxilas,
respectivamente. Entretanto a banda em 1216,5 cm' também foi atribuida ao estiramento
vibracional assimétrico dos grupos sulfato (O=S=0). Adicionalmente a banda em 844,5 cm’’
corresponde ao estiramento vibracional caracteristico de grupos sulfatos, presente nas
unidades de a-L-ramnose e -D-xilose (LAHAYE; ROBIC, 2007; ROBIC et al, 2009).

ROBIC e colaboradores (2009) relataram a presenca da banda de absorbancia em
torno de 1055 cm’l, sendo caracteristica de ulvanas, provavelmente devido a presenga dos
monossacarideos ramnose e acido glucuronico. No presente trabalho esta banda foi observada

em 1028,9 cm’!.



FIGURA 120 — ESPECTRO DE INFRA VERMELHO DA FRACAO F
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Devido a caracterizacdo realizada por COLODI, 2017 e a presente caracterizacdo

quimica da fracdo F, permitiu identificar e quantificar a presenca das diades Ajs e Bss

(FIGURA 121),as quais apresentam 28,4% de acidos urdnicos (4cido B-D-glucurdnico e

acido a-L-idurdnico), passiveis de modificagdo quimica, bem como o alto grau de pureza

desta fracdo. Desta forma, a fracdo F foi funcionalizada com a 1,3-propanodiamina, e

utilizada para produgao de polissacarideos hibridos por semissintese, com o oligossacarideo

KD-OS como descrito a seguir.
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FIGURA 121 — ESTRUTURA QUIMICA DAS DIADES A s E Bss
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FONTE: O autor (2018).

4.3.2 Otimizacao da reagdo de amidacdo dos grupos carboxilas da ulvana utilizando
carbodiimida

Algumas reagdes de amidacdo da fragdo F, ja foram realizadas e testadas por
COLODI (2017), entretanto nao tinham como objetivo promover a amidagdo total dos acidos
urdnicos, tendo em vista que as carboxilas também constituem grupos interessantes para
atividade bioldgica. Diferentemente no presente trabalho, as reacdes de amidagdo, foram
conduzidas a fim de se promover o maior percentual de amida¢do, com a menor quantidade
de subprodutos formados (N-aciluréia e O-acilisouréia).

Novas reagdes de amidagdo da ulvana (fragdo F) foram estabelecidas, baseadas nas
reacoes realizadas por COLODI, 2017 e PARK e colaboradores, 2017. Desta forma, a fragao
F foi submetida a diferentes reagdes de amidagao, nas quais foram variados os pHs reacionais
(4,27 € 6,5), a razdo molar da carbodiimida EDC:NHS (2:1 e 4:6,6), temperatura (30 e 50 °C)
e tempo de reagdo (3 e 24 h). Sendo mantido fixo a concentragdo de polissacarideo em
solugdo (1% m/v), a concentra¢do do tampio MES (0,2 molLL™"), e o nimero de mmols da
1,3-propanodiamina (Dap) (20 mmols).

As reagdes de amidacdo foram avaliadas quanto a formagdo de produto (amida) e
subproduto (N-aciluréia e O-acilisouréia) com o auxilio da analise de RMN de 'H. Além
disto, para tal avaliagdo, foi considerado que a fracdo F ¢ composta por 50% de a-L-ramnose
3-sulfato e 28,4% de acidos urdnicos (acido B-D-glucurdnico e acido a-L-idurdnico).

Para os célculos estequiométricos das reagdes, foi considerado que 1 mol da ulvana
(fracado F), equivale ao somatorio das duas diades que apresentam acidos urdnicos
(carboxilas): Ulvanobiurdnico 3-sulfate tipo A + Ulvanobiurdnico 3-sulfate tipo B (826

g.mol") nas formas sodicas.
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Os valores referentes a 1 mol de cada reagente utilizado nestas reagdes de otimizagao

estdo apresentados na TABELA 36.

TABELA 36— VALORES DE MASSA MOLECULAR DOS REA GENTES UTILIZADOS NAS REA COES
DE OTIMIZACA O DE AMIDACAO VIA CARBODIIMIDA DA ULVANA

Composto g. mol™
Fragdo F 826,0
EDC 191,7
NHS 115,1
DAP 74,12

FONTE: O autor (2018).

A FIGURA 122 mostra como exemplo o espectro de RMN de 'H da reacio de
amidacao da fracdo F, conduzida conforme a entrada FO1 (TABELA 36). As integracdes dos
sinais no espectro de RMN de 'H, foram utilizados para o cilculo de formagdo de produtos
(amida) e subprodutos da amidacdo (N-aciluréia e O-acilisouréia). O sinal em 1,94 ppm ¢
referente ao C2’° da 1,3-propanodiamina no produto da reagdo (R-CONHCH,CH,CH,;NH,). Ja
o sinal em 2,92 ppm, ¢ atribuido aos 2 grupos metilicos da N-aciluréia e O-acilisouréia (R-
NH'(CH3),) (COLODI, 2017; INOUE; NAGASAWA, 1982). O sinal em 1,31 é referente ao
C6/H6 das unidades de o-L-ramnose 3-sulfato. Este sinal foi selecionado para esta
quantificagdo indireta de amidacdo, pois todas as diades presentes na fracdo F apresentam
unidades de a-L-Rhap 3-sulfato, a qual ndo ¢ passivel de modificacdo quimica por amidagao,
além das posi¢des C6/H6 ndo apresentarem deslocamento quimico e sobreposicao com outros
sinais (no espectro de RMN de 'H), sendo possivel estimar o percentual de amidagio do

polissacarideo.
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A fim de se determinar a relagdo de produto (P):subproduto (SP) formado nas
reacdes, foi realizada uma relagdo entre a area de integracdo do sinal 1,94 e 2,92 ppm,
divididas pelo niimero de hidrogénios respectivo de cada sinal. Além disto, foi considerado
para o calculo que a area referente a DAP consiste em 1 unidade amidada, e que a area dos H
metilicos da ramnose 3-sulfato correspondem a 50% do polissacarideo.

Considerando:

o 1 CH, daDAP - 1,000/2H - 0,500
o 2 CHj; da N-aciluréia e O-acilisouréia — 0,380/6H = 0,063
o 1 CHj; da ramnose 3-sulfato da ulvana (F) — 10,120/3H - 3,37

A relacao de produto:subprodutos (P:SP) ¢ dado por:

0,063 x 1 un.amidada
0,500

Subproduto = = 0,1 un.de subprodutos

O numero de unidades monossacaridicas amidadas no polissacarideo a cada 10 unidades
monossacaridicas de Rha-3S ¢ dado por:

0,50 x 10 un.monossacaridica de Rha — 3S

Un.amidadas = 337 = 1,5 un.

Considerando que 10 unidades monossacaridicas de Rha 3S sdo 50% do polissacarideo, 100%
seriam 20 wunidades monossacaridicas. Desta forma o percentual de amidagdo no
polissacarideo total é dado por:

1,5 un.amidadas x 100 %

Amidacgao total da ulvana % = — =7,4%
20 un.monossacaridicas

Admitindo que o polissacarideo apresenta 28,4% de acidos urOnicos, o percentual total de
acidos urdnicos amidados ¢ dado por:
7,4 % do poli x 100 %

Uréni idados % = = 26,19
rémicos amidados % 38.4 % de uronicos %

O ntimero de unidades monossacaridicas modificadas por subprodutos (SP) no polissacarideo
a cada 10 unidades monossacaridicas de Rha-3S ¢ dado por:

0,0,63 x 10 un. monossacaridica de Rha — 3S

Un.subprodutos = 314 = 0,2 un.
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Considerando que 10 unidades monossacaridicas de Rha 3S sdo 50% do polissacarideo, 100%
seriam 20 unidades monossacaridicas. Desta forma o percentual de subproduto no
polissacarideo total ¢ dado por:

0,2 un. subprodutos x 100%

Subproduto total % = — =0,9%
20 un.monossacaridicas

Desta forma o polissacarideo apresenta 0,9% de subprodutos. Admitindo que o polissacarideo

apresente 28,4 % de acidos uronicos:

e ——— 0/_0,9%d0polix100%_330/
ronicos subprodutos % = 28 4% de uronicos 0

O percentual total de modificagdo no polissacarideo:

Modificagao total % = (7,4% + 0,9%) = 8,3%

E o percentual de modifica¢do dos urdnicos totais €:

Modificagio total % = (26,1% + 3,3%) = 29,4%

Desta maneira, na reagdo de amidagdo (entrada FO1), a cada 1 unidade amidada com
a DAP estdo presentes 0,2 unidades de subproduto, na forma de N-aciluréia ou O-acilisouréia.
Adicionalmente 7,4% do polissacarideo estao amidadas com a DAP e 0,9% estdo modificados
como N-aciluréia ou O-acilisouréia, resultando em 8,3% de modificagdo total do
polissacarideo. Considerando que 7,4% do polissacarideo total foram amidados e que a ulvana
possui 28,4% de carboxilas passiveis de modificagdo quimica, conclui-se que 26,1% das
carboxilas foram amidadas coma DAP.

Na TABELA 37 estdo apresentadas as condigdes reacionais utilizadas no processo
de otimizacdo da amidagdo via carbodiimida da ulvana (entrada FOl até FO06).
Adicionalmente, estdo apresentados os percentuais de amidag¢do, subprodutos e de
modificagdo total do polissacarideo, tanto em relagdo ao polissacarideo (100%), como
também em relacdo ao percentual de urdnicos (28,4%). Além disto, estdo apresentadas as
relagdes entre produto e subprodutos (P:SP) formado em cada reagdo (cdlculos ja

demonstrados).
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Na entrada FO1, a reagdo foi realizada em tampao MES, no pH 4,27, proximo a faixa
de pH 6tima para a primeira etapa da reagdo (3,5 — 4,5), a ativagdo da carboxila (NAKAJIMA,;
IKADA, 1995). A reacdo foi conduzida em presenga da DAP, 4 mmols de EDC e 6,6 mmols
de NHS, a 30 °C durante 3 h. Foram observados a formagdo tanto de amida (26,1% em
relagdo aos acidos urdnicos), como também de subprodutos (3,3% em relacdo aos acidos
urdnicos).

Em seguida foi realizada a reacdo de acordo com a entrada F02, a qual apresentava
as mesmas condigdes reacionais que a entrada FO1, com excessdo do tempo de reagdo, que foi
alterado de 3 horas para 24 horas, na tentativa de se aumentar o percentual de amidacao.
Como resultado desta reacao (entrada F02), foram obtidos menores percentuais de amidagao
que a entrada FO1: 18,7% de amidagdo e 2,7% de subprodutos, ambos em relagdo aos acidos
urdonicos, indicando que reagdo conduzida com excesso de NHS (6,6 mols de excesso),
apresenta melhores resultados de amidacao da ulvana, quando realizadas em tempos mais
curtos de reagao.

Baseando-se nas condicdes de otimizacdo realizadas para amidac¢do do alginato de
sodio, no presente trabalho, o qual apresentava melhores rendimentos quando utilizado
excesso de EDC em relagao ao NHS (na entrada A07), foram realizadas reagdes de amidagao
da ulvana com esta mesma relagdo de EDC:NHS (2:1). Além disto, a fim de se comparar os
percentuais de amidagdo em um pH que seja mais favoravel ao ataque nucleofilico da diamina
(pH mais basico), em presenca do intermediario derivado NHS, que permite melhores
rendimentos de acoplamento de aminas em pH neutro ou levemente basico (pH 7,0 — 8,5)
(BULPITT, AESCHLIMANN; 1999), foram realizadas rea¢des em pH 6,5 em conjunto a
reacoes em pH 4,27, para fins comparativos.

As entradas FO3 e F04, as quais foram conduzidas fazendo uso da proporg¢ao 2:1 de
EDC:NHS, a 30 °C, durante 24 horas, utilizando diferentes pHs: 4,27 para entrada F03 e 6,5
para entrada FO4. Desta forma, foi observado um maior percentual de amidag¢@o na entrada
F03 (44,5% em relacdo aos acidos urdnicos), a qual apresenta um pH reacional mais acido
(4,27) que na entrada F04, (que apresentou 23,4% de amidagdo em relagdo aos acidos
urdnicos), comprovando que o pH mais acido ¢ realmente mais favordvel a reacdo de
amidacdo, como reportado por NAKAJIMA e IKADA (1995). Entretanto, apesar do aumento
do percentual de amida, também foram observados o aumento na formagdo de subprodutos
(29,3 e 15,6% de subprodutos em relagdo aos acidos urdnicos para as entradas FO3 e F04,

respectivamente).
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Para amidagdo dos acidos urdnicos da ulvana (4cido o-L-idurdnico e acido B-D-
glucurdnico), o pH acido (4,27) favorece a primeira etapa da reagdo, a ativa¢ao da carboxila
por meio da carbodiimida EDC, formando o intermedidrio O-acil (NAKAJIMA; IKADA,
1995). Este resultado ¢ diferente do observado para a amidacao do alginato de sodio, o qual
apresenta melhores percentuais de amidagao em pHs mais altos (6,5).

Além da varia¢do da relagdo EDC:NHS e o pH, também foi variado a temperatura
reacional, que foi aumentada de 30 °C para 50 °C.

Inicialmente, foi realizada a entrada F05, a qual foi conduzida com a relagao de 2:1
de EDC:NHS, por 24 horas, a 50 °C em pH 4,27. Esta entrada apresentou um percentual de
34,1% de amidacgao e 25,2% de subprodutos, em relagdo aos acidos urénicos. Indicando que o
aumento da temperatura da reagdo em pH 4,27, desfavorece a formagdo tanto de amida, como
de subprodutos, quando comparada a entrada FO03, que apresenta as mesmas condigdes
reacionais, exceto pela temperatura menor (30 °C).

Adicionalmente, foi realizada a entrada F06, conduzida com a relacao de 2:1 de
EDC:NHS, por 24 horas, a 50 °C em pH 6,5, a qual apresentou maiores percentuais de
amidacao (28,9% em relagdo aos acidos urdnicos) que a entrada F04 (23,2% em relagcao aos
acidos urdnicos), a qual apresenta as mesmas condigdes reacionais, exceto pela temperatura
menor (30 °C). Entretanto apesar do aumento do percentual de amida, também foram
observados o aumento na forma¢do de subprodutos (24,1% em relacdo aos acidos urdnicos),
quando comparado a entrada F04 (15,6% em relacdo aos acidos ur6nicos).

Assim destaca-se que a entrada FO1 apresentou o maior percentual de amidagdo do
polissacarideo (7,4% do polissacarideo amidado, representando 26,1% dos acidos urdnicos),
com o menor percentual de subprodutos formados (0,9% do polissacarideo, representando
3,3% dos éacidos urdnicos), sendo selecionada como a condicdo reacional para a
funcionalizagdo da ulvana via amidacao, a qual foi utilizada para produgdo por semissintese
de polissacarideos hibridos constitudos por ulvana e o produto de hidrélise acida parcial

obtido da kappa-carragenana persulfatada.

4.3.3 Semissintese de F1D

Uma reagdo em maior escala de amidagdo da ulvana foi realizada conforme a
condicdo FO1, com 1,3-propanodiamina (DAP), resultando na fragdo F1D (85,2% de

rendimento).
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A fracdo amidada FID foi analisada através de RMN de 'H, '*C de HSQC,
apresentando novos sinais, com relacao aos espectros de RMN da fracao F.

No espectro de HSQC (FIGURA 123) foram assinaladas as novas correlagdes em
37,5/3,36, 27,7/1,94 e 38,5/3,05 ppm, as quais foram atribuidas aos C/H da 1,3-
propanodiamina ligada. A correlagdo em 37,3/3,36 ppm corresponde ao CI°/HI’
(CONHCH;CH,CH;NH») do grupo N-(3-aminopropil)-amida), e as correlagdes em 38,5/3,05
e 27,7194 ppm  foram atribuidas ao C3’/H3’(CONHCH,CH,CH;NH,) e
C2’/H2’(CONHCH,CH,CH;NH,) do  grupo  N-(3-aminopropil)-amida, respectivamente
(CHHATBAR et al, 2011; COLODI, 2017).

Além das correlagdes referentes ao grupo N-(3-aminopropil)-amida foram
observadas outras correlagdes atribuidas ao intermedidrio O-acilisouréia e ao subproduto N-
aciluréia. O deslocamento quimico em 44,2/2,94 ppm foi atribuido aos grupos metilicos
(NH'(CH3),) tanto do intermediario como do subproduto (COLODI, 2017; INOUE;
NAGASAWA, 1982). Adicionalmente, na regiao do anel (FIGURA 123 B), foi observado o
desaparecimento da correlacdo em 77,0/3,82 ppm, atribuida aos C5/HS das unidades de B-D-
GIlcAp presentes na fragdo F (COLODI, 2017; LAHAYE; BRUNEL; BONNIN, 1997). No
entanto, uma nova correlagdo em 75,8/4,02 ppm foi observada e atribuida ao C5/HS das
unidades de B-D-GlcAp amidados (efeito beta -1,2/4+ 0,2 ppm) (COLODI, 2017).

Na regido anomérica do espectro de RMN de HSQC (FIGURA 123 A), também
foram observados novas correlagdes. O sinal em 101,5/4,74 ppm, foi atribuido ao C1/H1 das
unidades de a-L-Rhap 3-sulfato ligadas as unidades de B-D-GlcAp amidado com a DAP.
(COLODI, 2017). Além disto, um deslocamento quimico nos C1/H1 das unidades de B-D-
GlcAp, foram observados em 104,3/4,70 ppm e atribuido a estas unidades amidadas
(COLODI, 2017). Entretanto, apesar de terem sido observados sinais referentes a amida, e
deslocamentos quimicos na diade ulvanobiuronico 3-sulfato tipo A, nao foram identificados
sinais que indiquem a modificagdo quimica nas unidades de o-L-IdoAp (diade +
ulvanobiurdénico 3-sulfato  tipo B), sendo uma evidéncia que a amidacdo ocorreu
principalmente nas carboxilas das unidades de B-D-GlcAp.

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por COLODI (2017), que realizou a
amidacao via EDC/NHS com a DAP, desta mesma fragao F.

Através do espectro de RMN de '*C da fracio F1D (FIGURA 124) foi identificado
um novo sinal em 173,6 ppm, o qual foi atribuido a carbonila do acido B-D-glucurdnico,

amidada com a DAP.
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FIGURA 123 — ESPECTRO DE RMN DE HSQC DA FRACAO F1D. (A) REGIAO ANOMERICA (B)
REGIAO DO ANEL (C2-C6) (C) REGIAO DO GRUPO N-(3 AMINOPROPIL)
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FIGURA 124 — ESPECTRO DE RMN DE *CDA FRACAO F1D
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Através do espectro de RMN de 'H (FIGURA 125), foi estimado o teor de produto e
subproduto na fracdo F1D. Foi determinado através do cdlculo demonstrado no item 1.4, que
8% do polissacarideo foi modificado, representando 28,2% das acidos uronicos, estdo na
forma de N-(3-aminopropil)-amida e apenas 1,5% do polissacarideo (5,3% dos acidos
urdnicos) estdo na forma de O-acilisouréia, e N-aciliuréia. Desde modo, a cada 1 unidade de
N-(3-aminopropil)-amida formada, estdo presentes 0,2 unidades de subprodutos.

Além disto, também foram realizadas as analises elementares de N e C das ulvanas
nativa (fracdo F) e amidada (Fra¢do F1D) com a 1,3-propanodiamina, como demonstrado na

TABELA 38.

TABELA 38— ANALISE ELEMENTAR DA ULVANA E SEU DERIVA DO AMIDA DO

Fracao N (%) C (%)
F 0,64 29,65
FID 1,35 31,65

N% e C % corresponde aos percentuais de nitrogénio e carbono. FONTE: O autor (2018).

O aumento do percentual de nitrogé€nio da fracdo F1D confirma os dados de RMN de

'H referente a amidacdo da fracdo F.
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A FIGURA 126 ilustra uma estrutura hipotética da diade Ulvanobiurdnico 3-sulfate

tipo A, amidada coma 1,3-propanodiamina.

FIGURA 126 — ESTRUTURA HIPOTETICA DA DIADE ULVANOBIURONICO 3-SULFATO TIPO A
AMIDADA COM A DAP

NH,

FONTE: O autor (2018).

Apesar de ndo terem sido realizadas analises quanto a viscosidade, ap6s a liofiliza¢ao
e a resolubilizacdo a quente da fracdo F1D, ela apresentou visivelmente um carater mais
viscoso, que a sua fracdo nativa (F). Este aumento na viscosidade e forma¢do de hidrogéis
mais fortes apds reacdes de amidacdo sdao reportados na literatura para diferentes
polissacarideos como o alginato de s6dio (CHEJARA et al., 2013; CHHATBAR et al, 2012)
e 0 4cido hialuronico (PARK et al., 2017; POUYANI; PRESTWICH, 1994),

A FIGURA 127 apresenta o espectro de infravermelho da fracdo F1D. Comparando
o espectro desta fragdo amidada com sua fragdo de origem (F), foi observado um discreto
alargamento na banda de absorbancia entre 1610,7 — 1652,0 cm',a qual é caracteristica da
fungdo amida (SILVERSTEIN, BASSLER E MORRILL, 1991).

Adicionalmente a banda de transmitancia relatada como caracteristica da presenga
dos monossacarideos ramnose e acido glucuronico em ulvanas (ROBIC et al, 2009), foi
observada como uma forte e tinica banda em 1028,9 cm’™!, o que fez desaparecer a banda em

981,2 cm’'.
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FIGURA 127 — ESPECTRO DE INFRA VERMELHO DA FRACAO FID
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Em resumo foi possivel produzir e caracterizar a ulvana amidada com a 1,3-
propanodiamina, a qual apresenta 8 mol % de amidag@o. Este material pode ser utilizado para
funcionalizagdo com compostos, produzindo biomateriais com inimeras aplicagdes e
caracteristicas. No presente trabalho este material (F1D), foi utilizado para produgdo do
polissacarideo hibrido inédito FIKDOS, através da reagdo de aminagdo redutiva com os
oligossacarideos KD-OS, produzidos anteriormente a partir da kappa-carragenana

persulfatada.

434 Semissintese de FIKDOS

Os oligossacaridicos KD-OS, apresentam extremidades aldeidicas, e a fracdo
amidada F1D, possuem aminas primarias livres, oriunda do grupo N-(3-aminopropil)-amida,
sendo capaz de realizar o ataque nucleofilico a carbonila dos oligossacarideos KD-OS,

produzindo o ion iminio, que em seguida sera reduzido pelo agente redutor.
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Para os calculos estequiométricos da reacdo de aminagdo redutiva entre a fracdo
amidada (FID) e a mistura oligossacaridica (KD-OS), foram considerados que 1 mol da
fragio F1D e KD-OS correspondem a 993 gmol' (somatério da massa molecular das duas
diades Ass e Bss amidadas com a DAP, nas formas sodicas) e 730,5 g.mol'l(referente a diade
(G2S4S6S-DA2S, na forma sodica), respectivamente.

Além disto, foram utilizados para cada 1 mol da fracdo amidada, 10 mols dos
oligossacarideos redutores, proporcionando um excesso de unidades aldeidicas passiveis do
ataque nucleofiilico da amina primaria presente na fracdo F1D. Este excesso de aldeido foi
utilizado a fim de deslocar o equilibrio da reagdo para formagao iminas.

O rendimento de recuperacdo da reagdo foi de 167,5% e como a massa recuperada
foi maior que a massa inicial, sendo possivel sugerir que moléculas presentes na fragdo KD-
OS foram ligadas covalentemente a fracdo F1D. Destaca-se que, os oligossacarideos presentes
na fracdo KD-OS sdo moléculas pequenas e apos a didlise elas seriam eliminadas pelos poros
da membrana de didlise, permanecendo retido somente moléculas que apresentem uma massa
molecular maior que MWCO 6-8 KDa.

A fracdo FIKD-OS, foi analisada por RMN de 'H, '*C, ¢ HSQC. No espectro de
RMN de HSQC (FIGURA 128 C) apresentou quatro correlagdes ja assinaladas anteriormente
na fragdo F1D, 37,5/3,36, 27,7/1,94 e 38,5/3,05 ppm referentes a C1°, C2’ ¢ C3’ do grupo N-
(3-aminopropil)-amida. Também foram observadas duas novas correlagdes de baixa
intensidade, em 46,7/3,14 ¢ 27,5/1,96 ppm, atribuidas aos C/H da extremidade da DAP ligada
covalentemente a fracdo KDOS. O sinal de C3* em 38,5/3,05 ppm, desloca-se para 46,7/3,14
ppm ap6s a reagdo de aminagdo redutiva, enquanto C2’° vaide 27,7/1,94 ppm para 27,5/1,96
ppm.

Através dos espectros de HSQC (FIGURA 128 A) e RMN de '*C (FIGURA 129 e
130) foi observado o sinal em 92,7/5,31 ppm, o qual foi atribuido ao C1/H1 das unidades de
3,6-anidro-o-D-galactopiranose 2-sulfato. Adicionalmente, o sinal em 103,7 ppm (FIGURA
129 B) presente na fragdo F1IKD-OS, e ausente na fracdo F1D (FIGURA 123 A), foiatribuido
a unidades de B-D-galactopiranose 4,6-disulfato (DE ARAUIJO et al,, 2013; THANH et al,
2001).

A presenca das unidades P-D-galactopiranose, foi confirmado pelos sinais
observados tanto no espectro de RMN de '*C (FIGURA 130 B), como pelo espectro de RMN
de HSQC (FIGURA 128 B). O espectro de RMN de '*C apresentou novos sinais na faixa de
68,8 — 67,7 ppm, quando comparado a fragdo F1D. Além disto, foi observada no espectro de
RMN de HSQC (FIGURA 129 B) uma correlagdo centrada em aproximadamente 68,4/4,22
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ppm. Desta forma estes sinais foram atribuidos aos C6/H6 das unidades de [-D-
galactopiranose 6-sulfato (DE ARAUIJO et al., 2013; THANH et al, 2001). Adicionalmente,
também foram identificados os C6/H6 (62,2/3,81 ppm) das unidades de B-D-galactopiranose
ndo substituidas no carbono-6. (VAN DE VELDE et al., 2002). Desta forma, a identificagdo
dos sinais referentes as unidades de 3,6-anidro-a-D-galactopiranose 2-sulfato (interna) e -D-
galactopiranose e a presenga da correlacdo em 46,7/3,14 ppm indicam que, a reacdo de
aminacdao redutiva entre a fragdo FD1 e KDOS acorreu. Entretanto, a baixa intensidade do
sinal, bem como a ndo observacdo dos outros sinais do oligossacarideo, indicam que a reagdo
ocorreu em baixos percentuais.

Foram realizadas determinacdes de nitrogénio, carbono, sulfato de sédio e enxofre

tanto da fragdo FIKD-OS, como nas suas precursoras (F, F1D e KS-O) (TABELA 47).

TABELA 39— DOSA GEM DE CARBONO, NITROGENIO, SULFATO E ENXOFRE NO
POLISSA CARIDEO HiBRIDO F1KD-OS E SEUS PRECURSORES (F, FID E KS-0)

Fracio N? Cc? NaSO;" sP
¢ (%) (%) (%) (%)
KS-0O 0,25 16,59 51,7 17,4

F 0,64 29,65 21,2 7,1
F1D 1,36 31,65 29,0 9,6
F1KD-OS 0,82 25,64 46,1 15,3

N%, C % e S % correspondem respectivamente aos percentuais de nitrogénio, carbono e enxofre. * andlise
elementar; ® determinagdes de acordo com os métodos de DOGSON (1961). FONTE: O autor (2018).

Através das determinagdes de N, C e S, foi observado que apds a reagao de aminagao
redutiva, os percentuais de N e C da fragdo F1KD-OS diminuiram, de modo oposto ocorreu
com o percentual de S. A fragdo nativa apresentava 7,1% de enxofre, apds a ligacdo do
oligossacarideo KD-OS, este percentual de aumentou para 15,3%. Apresentando-se como

mais uma evidéncia da ligagao de KD-OS coma fragao F1D.
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FIGURA 128 — ESPECTRO DE RMN DE HSQC DA FRACAO FIKD-0S. (A) REGIAO ANOMERICA (B)

REGIAO DO ANEL (C2-C6) (C) REGIAO DO GRUPO N-(3-AMINOPROPIL)
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A0 DO ANEL (C2 - C6) DA FRACAO FID(A) E DA FRA CAO FIKD-OS (B)

FIGURA 130 — ESPECTRO DE RMN DE "*C DA REGI
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Na FIGURA 131 apresenta o espectro de infravermelho da fracdo FIKD-OS.
Comparando este espectro, com o espectro da sua fragdo precursora (FIGURA 58), observa-se
o aumento da intensidade das bandas em 827,0 cm’!, caracteristica do estiramento vibracional
do grupo sulfato (C6-O-S) das unidades de B-D-galactopiranose. Adicionalmente também foi
observado o aumento significativo da intensidade da banda em 1220,5 cm’' referente ao
estiramento vibracional assimétrico do grupo sulfato 0=S=0 (PRADO-FERNANDEZ et al,
2003; SEKRAL; LEGRAND, 1993).

Estas atribui¢des as bandas confirmam a andlise de RMN, indicando a presenca das
galactanas sulfatadas, e consequentemente sugerindo a ligacdo dos oligossacarideos a ulvana

amidada com a 1,3-propanodiamina.

FIGURA 131 — ESPECTRO DE INFRA VERMELHO DA FRA CAO FIKDOS
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O insucesso da producdo do polissacarideo hibrido FIKD-OS pode ter ocorrido
devido ao somatdrio de alguns fatores, como o baixo percentual de dcidos urdnico na fracao F

(28,2 mol %), e consequentemente o baixo percentual de amidagdo destas carboxilas. Aliados
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a isto, foi a utilizagdo de uma mistura de oligossacarideos (KD-OS), o que dificulta a

caracteriza¢do do produto final.
4.4 FUNCIONALIZACAO DA AGAROSE
4.4.1 Caracterizagdo quimica e espectroscopica da agarose

A agarose (Aga) utilizada neste trabalho foi obtida comercialmente da marca Sigma-
Aldrich (CAS 9005-38-3). Para iniciar o processo de modificacdo quimica do polissacarideo
da agarose, se fez necessario reduzir as extremidades redutoras com borohidreto de sodio
(NaBHy), a fim de se evitar “peeling” no polissacarideo. A reducdo foi realizada conforme
descrito por HEUKO (2015). Esta primeira etapa gerou a fragdo Aga-red (93% de
rendimento).

As andlises de RMN de '°C, 'H e HSQC da agarose reduzida (Aga-red), forneceram
espectros similares aos reportados na literatura para a agarose (HEUKO, 2015;
KONDAVEETI; PRASAD; SIDDHANTA, 2013; OZA et al, 2010; SU et al., 2013; USOV;
YAROTSKY; SHASHKOV,1980). No espectro de RMN de '*C e HSQC (FIGURAS 132 e
133) da fragao Aga-red, foram assinalados os carbonos e hidrogénios da diade que compdem
a agarose. As correlagdes anoméricas, em 103,6/4,49 ppm e 98,7/5,28 ppm, correspondem as
unidades 3-O-substituidas de B-D-galactopiranose (G) e 4-O-substituidas de 3,6-anidro-o-L-
galactopiranose (LA), respectivamente (GAMINI et al. 1997; HEUKO, 2015; USOV;
YAROTSKY; SHASHKOV,1980).

Os assinalamentos dos C/H referente a diade [ 3)-B-D-Galp-4-sulfato-(1->4)-3,6-
anidro-o-L-Galp-(12>] (FIGURA 134), que constitui a agarose reduzida, estdo apresentados
na TABELA 41. Destacando-se que os assinalamentos foram realizados utilizando DMSO-d6

tanto como solvente, como referéncia interna (41,53/2,696 ppm).
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FIGURA 133 — ESPECTRO DE RMN DE HSQC DA AGAROSE REDUZIDA. (A) REGIAO ANOMERICA
(B) REGIAO DO ANEL (C2-C6)

- 90
. - 95
98,7/5,28

LA-1 [
- 100

G-1 I
103.4/4.4 —105
! I ! I : I : I : I ’ I : 110
56 54 52 5.0 4.8 46 44  ppm
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2.0/3.73 G0 r

B 62.0/3.73 _ 60

3,78 %

- 65
70.0/4,09 69,3/4,02 r
A6 NG 71,3/3,64 |

Lo o o@f G2 - 70
~6.3/4.55 /LA-2 [

77,6/4,73 I/Lm;“" 71,5/4,02 L 75
LA =G5 _
76,7/3,64 |

B LA Ll
81.4/4.41 NG3 _ i

82,4/3,70 " 85

k I : I : I * I : I : I * I : I J
50 48 46 44 42 40 38 36 34 ppm
Solvente: DMSO-d6, 70 °C; DM SO-d6 como padrdo interno (41,53/2,696). Ap6s a nomenclatura de KNUSTEN

et al., 1996, o numero refere-se a posicdo dos C/H da respectiva unidade. G e LA = unidades de [-D-
galactopiranose e 3,6-anidro-o-L-galactopiranose, respectivamente. FONTE: O autor (2018).
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TABELA 40— ASSINALAMENTOS DOS "*C/'"HDAS UNIDADES PRESENTES NA A GAROSE

REDUZIDA
Unidade c H
I 103,4 3,49
2 713 3,64
3 824 3,70
G [3)-B-D-Galp-(1>] . — 0
5 76,7 3,64
6 62,0 3,73 ¢ 3,78
I 98,7 5,28
2 71,5 4,02
LA [>4)-3,6-anid ro-0-L-Galp-(1-] ; s e
7 776 173
5 76,3 4,55
6 70,0 4,0

Solvente: DM SO-d6, 70 °C; DMSO-d6 como padrdo interno (41,53 ppm). FONTE: O autor (2018).

FIGURA 134 — REPRESENTACAO ESTRUTURAL DA DIiADE [3)-B-D-Galp-(1-> 4)-3,6-anidro-a-L-Galp-

(1]
HO OH O
O -~
O \ﬂ \_\\‘
@]
o
OH OH

FONTE: O autor (2018).

O espectro de infravermelho da agarose reduzida (FIGURA 135) apresentou bandas
caracteristicas como: 3362,1 cm’' (O-H estiramento vibracional), 2900,2 cm’ (C-H
estiramento vibracional), 1151,6 cm™ (C-O estiramento vibracional) ¢ 931,2 cm™' (estiramento
vibracional da ligagio C-O-C das unidades de 3,6-anidrogalactose) ¢ 888,0 cm’' (C-H
deformacao angular do carbono  anomérico) (GARCIA et al., 2000).
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FIGURA 135 - ESPECTRO DE INFRA VERMELHO DA AGAROSE REDUZIDA
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Wavenumber: nimero de onda; Transmitance: transmitancia. FONTE: O autor (2018).

Desta forma, a agarose reduzida e devidamente caracterizada foi utilizada para as

reacdes posteriores.

4.4.2 Semissintese de Aga-Tos

Reagdes de tosilagdo sdo utilizadas a fim de se transformar o polissacarideo agarose,
em um intermediario versatil para a preparagdo de derivados. Os grupos tosil quando ligados
aos oxigénios das hidroxilas de polissacarideos, tornam-se excelentes grupos de saida em
reacoes de substituicdo nucleofilica (SN), podendo ser substituidos por inumeros grupos,
como por exemplo, azida ou aminas (ELCHINGER et al., 2012; GERICKE et al, 2012;
GERICKE; HEINZE, 2015; HEINZE et al., 2001; SCHMIDT; LIEBERT; HEINZE, 2014).

HEUKO (2015) descreveu a reacdo de tosilagio da agarose em meio aquoso
(heterogéneo), fazendo uso do &cido p-toluenosulfonico e acetonitrila. O autor (2015), obteve
diferentes graus de substituicdo do grupo tosil (DS;.s), desde 0,04 até¢ 0,86. Adicionalmente,
HEUKO (2015) observou substituicdes pelo grupo tosil, principalmente nas hidroxilas
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primarias (C6 das unidades de B-D-galactopiranose).

Este maior grau de susbtituicdo das hidroxilas primarias esta de acordo com o
relatado na literatura. A agarose possui quatro hidroxilas passiveis de tosilacdo, as quais
apresentam diferentes reatividades: G-6 (hidroxila primaria) > LA-2 e G-4 (hidroxilas
secundarias e axiais) > G-2 (hidroxila secundéria e equatorial) (GERICKE; HEINZE, 2015).
GERICKE e HEINZE (2015), tosilaram a agarose em meio homogéneo, fazendo uso do
solvente organico DM A na presenca de cloreto de litio (LiCI), obtendo um DS;,sde 1,81, onde
a tosila¢@o foi principalmente nas hidroxilas G-6 e LA-2.

Entretanto, mesmo apresentando um DS;,s menor, a condigdo reacional descrita por
HEUKO (2015), apresenta vantagens emrelagdo a descrita por GERICKE e HEINZE (2015),
devido principalmente a ndo utilizagdo tanto de solvente orginico, como também do cloreto
de litio. Desta forma, a metodologia de tosilacao descrita por HEUKO (2015) foi utilizada no
presente trabalho para produzir o intermedidrio agarose-tosil.

Para os calculos estequiométricos da reagdo, foi considerada a massa da diade [ 3-
B-D-Galp-(1->4)3,6-anidro-o-L-Galp-(1>], sendo referente a 307,3 g, equivalente a 1 molde
agarose.

A reacdo de tosilacdo foi realizada em meio heterogénio (meio aquoso), resultando
na fragdo Aga-Tos (56,5% rendimento). Esta fracdo tosilada foi analisada por RMN de °C,
"H, HSQC, HSQC-editado, COSY, TOCSY e HSQC-TOCSY, a fim da identificacio das
posicdes que foram tosiladas na agarose.

No espectro de RMN de '°C e HSQC (FIGURAS 136 e 137) da fracdo Aga-Tos,
foram assinalados os carbonos e hidrogénios dos grupos tosil. Foram observadas quatro
correlagoes: 129,2/7,99, 129,3/8,05, 131,6/7,60 ¢ 131,8/7,67 ppm referentes aos C/H do anel
fenil. Adicionalmente, o sinal em 22,7/2,61 ppm, foi atribuido ao grupo metilico presente no
grupo tosil (GERICKE; HEINZE, 2015; HEINZE et al., 2001; HEUKO, 2015; SCHMIDT;
LIEBERT; HEINZE, 2014). No espectro de HSQC (FIGURA 138), além duas correlagdes ja
descritas anteriormente em 103,6/4,50 e 98,8/5,28 ppm, como sendo as unidades de B-D-
galactopiranose (G) 3,6-anidro-a-L-galactopiranose (LA), foi observada uma nova correlacdo
anomérica em 97,0/5,46 ppm, a qual foi atribuida aos C1/HI das unidades de 3,6-anidro-o-L-
galactopiranose tosiladas na posi¢do C2. Além disto, C2/H2 substituido foi observado em
78,0/4,83 ppm (efeito alfa +7,0/0,81 ppm). Adicionalmente, um efeito beta (-7,8/+0,05 ppm)
nas posi¢des C3 das unidades de 3,6-anidro-o-L-galactopiranose tosilada em C2 também foi
observado (GERICKE; HEINZE, 2015; HEUKO, 2015). Estes assinalamentos foram
confirmados através do espectro de RMN de COSY (ANEXO 14, pg. 339).
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Através das andlises de RMN de HSQC-TOSCY (ANEXO 15, pg. 340) e *C-DEPT
(ANEXO 16, pg. 341), foram identificados os CH referentes a tosilagdo da hidroxila primaria
(C6) das unidades de B-D-galactopiranose. As correlagdes em 70,7/4,36 ¢ 4,22 ppm foram
atribuidas aos C6/H6 das unidades B-D-galactopiranose tosiladas em C6 (efeito alfa de
+8,7/40,58 e 0,49 ppm). Adicionalmente, um efeito beta de -3,5/+0,3 ppm foi observado nos
C5/HS5 das unidades P-D-galactopiranose tosiladas em C6 (GERICKE; HEINZE, 2015;
HEUKO, 2015). Entretanto, ainda foram observados sinais referentes aos C6/H6 e C2/H2 das
unidades de [-D-galactopiranose e 3,6-anidro-o-L-galactopiranose sem tosilagdo, em
62,0/3,78/3,73 e 71,0/4,01 ppm, respectivamente (GAMINI et al 1997; HEUKO, 2015;
aUSOV; YAROTSKY; SHASHKOV,1980).
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FIGURA 138 — ESPECTRO DE RMN DE HSQC DA AGA-TOS (A) REGIAO ANOMERICA (B) REGIAO

DO ANEL (C2-C6)
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Solvente: DMSO-d6, 70 °C; DMSO-d6 como padrdo interno (41,53/2,696 ppm). Apds a nomenclatura de

KNUSTEN et al., 1996, o numero refere-se a posicdo dos C/H da respectiva unidade. G (

) e LAC ),

correspondem as unidades de B-D-galactopiranose e 3,6-anidro-o-L-galactopiranose sem modificagdo quimica

respectivamente. G (e LA" (

) correspondem as unidades de B-D-galactopiranose e 3,6-anidro-o-L-

galactopiranose tosiladas nas hidroxilas G-6 e LA-2, respectivamente. FONTE: O autor (2018).

Os assinalamentos das unidades constituintes do polissacarideo agarose tosilada Aga-

TOS estdo apresentados na TABELA 43.
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TABELA 41 — ASSINALAMENTOS DOS "*C/'H DAS PRINCIPAIS UNIDADES PRESENTES EM A GA -
TOS

Unidade e 'H
1 103,6 4,50
2 71,3 3,64
N N 3 82,4 3,73
G 3)-B-D-Galp-(1
=318 b-(12] 4 69,3 4,02
5 76,7 3,64
6 62,0 3,73 ¢ 3,78
" 5* 73,2 3,94
G [3)-B-D-Galp-6-p-toluenosulfonato-(1->]
6* 70,7 4,36 ¢ 4,22
1 98.8 5,28
2 71,0 4,02
3 81,4 4,42
LA [4)-3,6-anid ro-a-L-Galp-(1->]
4 76,3 4,55
5 77,6 4,73
6 71,0 4,08
1" 97,0 5,46
“ [>4)-3,6-anid ro-a-L-Galp -2-p-toluenosulfonato-
LA 27 78,0 4,83
(1]
3 79,3 4,47

Solvente: DM SO-d6, 70 °C; DMSO-d6 como padrdo interno (41,53 ppm)G, G, LA ¢ LA” correspondem as
unidades de P-D-galactopiranose, B-D-galactopiranose tosilada em C6, 3,6-anidro-o-L-galactopiranose e 3,6-
anidro-ao-L-galactopiranose tosilada em C2, respectivamente. FONTE: O autor (2018).

O caélculo do grau de substitui¢do (DSt,s) foi determinado pelo espectro de RMN de
"H (FIGURA 139), através da relaco entre a 4rea de integracdo dos grupos aromaticos (do
grupo tosil) e do H1 das unidades de 3,6-anidro-o—L- galactopiranose, divididas pelo nimero
de hidrogénios de cada sinal. Este cdlculo foi baseado na equagao descrita por ZHAO e
colaboradores (2012), para se determinar o DSt,s da celulose. Adicionalmente foram
calculadas as relacdo entre as unidades tosiladas e ndo tosiladas em: C2 de 3,6-anidro-o—L-

galactopiranose e C6 de B-D-galactopiranose.

Considerando:

CH aromaticos = (2,786 + 3,279)/4H - 1,52

CH anomérico de 3,6-anidro-a—L-galactopiranose = 1,00

CH anomérico de 3,6-anidro-o—L- galactopiranose-2-tosil 2 0,301
CH de C6 de B-D-galactopiranose = 1,060

CH de C6 de B-D-galactopiranose 6-tosil > 1,292

o O O O O
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Destaca-se que através do calculo de DSt a fracdo Aga-Tos apresentou um DS de
1,13. O valor de DSt,s obtido no presente trabalho, foi superior aos valores reportados por
HEUKO, 2015, entretanto menor que o de GERICKE et al 2015.
1,41

DStos = G001 00 7 0242~ 13

Adicionalmente, através das relagcdes das areas de integracdo dos sinais referentes as
unidades de 3,6-anidro-o—L-galactopiranose ¢ [-D-galactopiranose, foram obtidas as relagdes
o percentual de unidades tosiladas em C2 e C6 das unidades de 3,6-anidro-o—L-
galactopiranose e [-D-galactopiranose , respectivamente. Desta forma, a cada 8 unidades
monossacaridicas (4 diades de G-LA), uma esta tosilada em C2 e duas estdo tosiladas em C6,
apresentando 25 e 50% de tosilacdo aproximadamente.

A FIGURA 140 ilustra uma estrutura hipotética da agarose tosilada, principalmente
nas posicoes C6 e C2 das unidades de B-D-galactopiranose e 3,6-anidro-a-L- galactopiranose,

respectivamente.
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O espectro de infravermelho da fragcdo Aga-Tos (FIGURA 141) apresentou uma
mudanca no perfil da absorbancia da banda em 1173,9 cm™, quando comparado a agarose
nativa (Aga). Esta banda foi atribuida ao estiramente simétrico do grupo (O=S=0) referente

ao grupo tosil (GERICKE et al., 2012; GERICKE; HEINZE, 2015; HEUKO, 2015).

FIGURA 141 — ESPECTRO DE INFRA VERMELHO DA A GAROSE TOSILADA
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Wavenumber: niimero de onda; Transmitance: transmitancia. FONTE: O autor (2018).

A partir dos resultados aqui apresentados e discutidos, conclui-se que a agarose foi
tosilada, principalmente nas posigdes C2 e C6 das unidades 3,6-anidro-o-L- galactopiranose e
de B-D-galactopiranose, respectivamente, transformando a agarose em um bom intermediario

para producdo de biomateiras funcionalizados com diferentes grupos quimicos.

4.4.3 Semissintese de Aga-Dap

As reagdes de substituicdo nucleofilicas sdo comumente utilizadas em sintese
organica. No presente trabalho foi utilizado a diamina D AP (1,3-propanodiamina)(nucle6filo)
para realizar a substituicdo do grupo tosil (grupo abandonador). Este tipo de reagdo ocorre

através de um processo SN, no qual a velocidade de reagao € proporcional a concentragao do
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substrato e do nucle6filo, bem como a temperatura. Reagdes com temperaturas mais elevadas
ocorrem mais rapidamente, devido a energia de ativagdo necessaria para ocorrer a substitui¢do
do grupo tosil.

Na literatura existem trabalhos que realizaram a substituicdo do grupo tosil por
aminas, azida e 1,2-ctilenodiamina (GERICKE; HEINZE, 2015; SCHMIDT; LIEBERT,;
HEINZE, 2014; HEUKO 2015), 1,2-etilenodiamina (GERICKE; HEINZE, 2015; SCHMIDT;
LIEBERT; HEINZE, 2014).

Desta forma, a agarose tosilada foi submetida a reacdo de substitui¢do nucleofilica
(SN3), com a DAP. Para os célculos estequiométricos da reacdo, foi considerada a massa de
uma diade (G-LA) tosilada, onde 1 mol equivale a 461,5 g.

A reacdo de aminag¢do foi realizada em meio homogéneo (meio orgdnico DMFa),
resultando no produto Aga-Dap (62,0% rendimento de recuperacdo). A fracdo aminada da
agarose (Aga-Dap) foi analisada por RMN de *C, 'H, HSQC ¢ COSY. A substitui¢do
nucleofilica dos grupos tosil pela DAP, conferiu solubilidade em meio aquoso ao material
(Aga-Dap), sendo possivel realizar as andlises de RMN em D,O e acetona como padrdo
interno.

Através da analise de RMN de HSQC da fracdo Aga-Dap, foi possivel assinalar os
C/H anoméricos das unidades de P-D-galactopiranose e 3,6-anidro-a-L-galactopiranose
constituintes da diade G-LA, em 102,7/4,61 e 98,6/5,19 ppm, respectivamente, como
demonstrado na FIGURA 11 (A).

O espectro de RMN de HSQC (FIGURA 142 C) mostrou novos sinais, com relagao
ao espectro de RMN de HQSC da fragdo Aga-Tos. O sinal em 49,3/3,06 ¢ 2,94 ppm foi
atribuido ao C6 das unidades de [-D-galactopiranose aminados com a DAP. Estes
assinalamento estd de acordo com valores de C/H reportados para unidades primarias
aminadas (DUCATTI, 2009; GERICKE; HEINZE, 2015; ORSATO, 2007).

Adicionalmente, os sinais em 46,7/2,85, 38,9/3,10 e 26,8/1,93 ppm foram atribuidos
aos C/H da 1,3-propanodiamina ligada. A correlacdo em 46,7/2,85 ppm corresponde ao
C1’/HI” (agarose-NHCH,CH,CH,;NH,) do grupo N-(3-aminopropil)-amina), e as correlagdes
em 38,9/3,10 e 26,8/1,93 ppm foram atribuidas ao C3’/H3’(agarose-NHCH,CH,CH,;NH,) e
C2’/H2’ (agarose-NHCH,CH,CH,NH,) do grupo N-(3-aminopropil)-amina, respectivamente
(GERICKE; HEINZE, 2015). Estes assinalamentos foram confirmados pela andlise de RMN
homonuclear "H/'H de COSY (ANEXO 17, pg. 342), onde tanto o proton 3,10 ppm como

2,85 ppm correlacionam com o proton 1,93 ppm.
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Ainda foram observadas (FIGURA 142 A e B) correlagdes referentes a substituicdo
de grupos tosil na agarose, em 96,7/5,25 e 77,4/4,84 ppm, as quais foram atribuidas
respectivamente aos CI1/H1 e C2/H2, das unidades de 3,6-anidro-o-L-galactopiranose,
tosiladas em C2. Entretanto ndo foram observadas correlacdes referentes a tosilagdo em C6
nas unidades de -D-galactopiranose, indicando a completa substituicdo dos grupos tosil nesta
posicdo. Além disto, nos espectros das FIGURAS 143 e 144, foram observadas os sinais
referentes ao grupo tosil, 128,7/7,93, 131,0/7,56 e 22,7/2,51 ppm, os quais foram atribuidos
aos C/H aromadticos e ao grupo metilico, respectivamente (GERICKE; HEINZE, 2015;
HEUKO, 2015).

Os assinalamentos das unidades constituintes de Aga-Dap estdo apresentados na

TABELA 45.
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FIGURA 142 — ESPECTRO DE RMN DE HSQC DA A GA -DAP. (A) REGIAO ANOMERICA (B) REGIAO
DO ANEL (C2-C6) (C) REGIA O DO GRUPO N-(3-AMINOPROPIL)-AMINA
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Solvente: D,O, 70 °C; Acetona como padrio interno (30,2/2,224 ppm). Apds a nomenclatura de KNUSTEN et
al, 1996, o ntimero refere-se a posigio dos C/H da respectiva unidade. G (') e LA( ), correspondem as
unidades de B-D-galactopiranose e 3,6-anidro-o-L-galactopiranose sem modificagdo quimica, respectivamente.
G* () correspondem as unidades de 6-amino-6-desoxi-B-D-Galp com a Dap e LA” () correspondem as
unidades de 3,6-An-o-L-Galp-2-p-toluenosulfonato. FONTE: O autor (2018).
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TABELA 42— ASSINALAMENTOS DOS "*C/'"HDAS PRINCIPAIS UNIDADES PRESENTES EM A GA -

DAP
Unidade B¢ H
1 102,7 4,61
2 70,5 3,67
3 82,5 3,81
G [©3)-B-p-Galp-(1>] . 550 i
5 75,9 3,76
6 61,7 3,85¢3,31
G* [ 3)-6-amino-6-desoxi-B-p-Galp-(1-2>] 6" 49,3 3,06 €2,94
1 98,6 5,19
2 70,2 4,16
LA [>4)-3,6-anidro-a-L-Galp- (1] ; 504 8
4 76,1 4,60
5 77,6 4,70
6 69,7 426¢4,06
A¥ [>4)-3,6-anidro-o-L-Galp-2-p- 1 96,7 5,25
toluenosulfonato-(1->] 27 77,4 4,84
cr 46,7 2,85
DAP N’N’-propil c2’ 26,8 1,93
C3’ 38,9 3,10

Solvente: D,0O, 70 °C; Acetona como padrdo interno (30,2/2,224 ppm) G, G, LA e LA? correspondem as
unidades de B-D-galactopiranose, 6-amino-6-desoxi-B-D-galactopiranose, 3,6-anidro-o-L-galactopiranose e 3,6-
anidro-a-L-galactopiranose-2-p-toluenosulfonato, respectivamente. DAP corresponde a 1,3-propanodiamina.
FONTE: O autor (2018).

O percentual de aminac¢do da agarose foi calculado utilizando a equagdo descrita por
TAUBNER; MAROUNEK e SYNYTSYA (2017). Apesar da equacao ter sido descrita para o
percentual de amidagdo do alginato de sddio, a equagdo contempla tanto o numero de
carbonos e nitrogénios presentes na amina inserida no polissacarideo, como o nimero de
carbonos e presente nos monossacarideos. Adicionalmente, os monossacarideos presentes no
alginato de sodio e na agarose, possuem 6 carbonos, sendo possivel a aplicagdo deste calculo
para a agarose aminada.

Desta forma, a quantificacdo desta reacdo de aminagdo teve o auxilio da andlise
elementar de nitrogénio (N) e carbono (C) total A partir das percentagens de nitrogénio (N

%) e carbono (C %), as massas moleculares do N (14 gmol") e do C (12 gmol"), junto com
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a relacdo do numero de dtomos de carbonos e hidrogénios presentes em cada amina utilizada,

a seguinte equacado, foi utilizada para determinar o grau de substitui¢do por aminas (DA):

N.12.6

DA =
Cnld—N.cl12

X 100 Eguacio 2

N e C — percentual de nitrogénio e carbono; n e ¢ — nlimero de a&tomos de nitrogénio e de carbono da amina.

Foram calculadas as determinagdes do DA, tanto da fragdo aminada (Aga-Dap),
como as precursoras (Aga e Aga-Tos) como descrito na TABELA 46. Destaca-se a auséncia
de DAam para as fracdes nativa e tosilada da agarose, e a diminui¢do do percentual de carbono
da fracdo Aga-TOS, ¢ devido a inser¢do dos grupos tosil, os quais apresentam enxofre e
oxigénio, diminuindo desta maneiro o percentual de carbono. Adicionalmente a fragdo
aminada apresentou 15,6 mol % de substituigdo, condizente com o percentual de tosilagao da
fracdo Aga-Tos, pois 0 DSt era de 1,13 sendo referente a aproximadamente 28,3 mol % do
polissacarideo tosilada. Apos a reacdo de aminagdo, dos 28,3 mol % das hidroxilas tosiladas,
15,6 mol % foram substituidas pela DAP, e os 12,7 mol % restante dos grupos tosil ou foram
substituidos por hidroxilas ou continuam na forma de tosil, uma vez que as analises d¢ RMN
mostraram a presenca de tosil remanescente.

Adicionalmente, os 15,6 mol % de aminacdo estdo presentes majoritariamente na
posicdo C6 das unidades de [-D-galactopiranose uma vez que ndo foram observadas
correlagdes referentes a substituicdo na posicdo C2 das unidades de 3,6-anidro-o-L-

galactopiranose.

TABELA 43 - ANALISE ELEMENTAR DA A GAROSE AMINADA (A GA-DAP) E SEUS PRECURSORES
(AGA, AGA-TOS)

Fracao N (%) C (%) DA (mol %)
Aga 0,02 40,34 -

Aga-Tos 0,05 20,82 -

Aga-Dap 2,32 41,15 15,6

*N% e C % corresponde aos percentuais de nitrogénio e carbono. DA grau de substituigdo de amino a cada 1
mol. FONTE: O autor (2018).

A FIGURA 145 ilustra uma estrutura hipotética da agarose aminada
majoritariamente na posi¢ao C6 das unidades de B-D-galactopiranose e tosiladas nas posicoes

C2 das unidades de 3,6-anidro-o-L- galactopiranose.
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O espectro de infravermelho Aga-Dap (FIGURA 146) ndo apresentou
mudancas significativas nas bandas de transmitancia, quando comparadas as amonstras
precursoras (Aga e Aga-Tos). Este resultado pode ser devido ao baixo grau de
substituicdo da molécula pelo grupo amino (DAP), ndo sendo significativo estas

mudangas nas bandas de absorbancia.

FIGURA 146 — ESPECTRO DE INFRA VERMELHO DA A GAROSE AMINADA

2920,7 cmrt
1640,4 cm!

13674 co!

92
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82
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Wavenumber: nimero de onda; Transmitance: transmitancia. FONTE: O autor (2018).

A partir dos resultados aqui apresentados e discutidos, conclui-se que a agarose
aminada apresenta 15,6 mol % da 1,3-propanodiamina substituida majoritariamente na
posicdo C6 das unidades de [-D-galactopiranose. Este material funcionalizado com a
DAP pode ser utilizado para producdo de polissacarideos hibridos a partir de
semissinteses, produzindo biomateriais com ampla aplicagao.

A agarose funcionalizada ¢ um excelente material para producdo de novos
biomateriais, entretanto foram realizadas diversas tentativas de ligar covalentemente
diferentes estruturas (ndo demonstrados) tanto na Aga-Tos, como na Aga-Dap.

A partir da Aga-Tos, foram realizados reagdes de substitui¢do nucleofilica com

aminoacidos (arginina e alanina) e monossacarideos (glucosamina). Entretanto, os
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espectros de RMN de HSQC (dados ndo demonstrados) se mostraram complexos, de
dificil andlise e interpretacao com as reagdes utilizando os aminoacidos. J& nas reagdes
de substituicdo pela glucosamina, ndo foram observados sinais nos espectros de RMN
que indicassem a ligagao entre a glucosamina e a agarose.

Adicionalmente, foram realizados experimentos preliminares de reagdes de
aminacio redutiva utilizando a fracdo Aga-Dap ¢ a carrabiose 4%-sulfato (KD) (dados
ndo demonstrados). A reagdo entre KD de Aga-Dap, apresentava sinais referentes a C1
das unidades de 3,6-anidro-L-galactose aminada (50,2/3,32 ppm). Entretanto, apesar da
evidéncia de ligagdo, ndo foi possivel reproduzir esta reagao.

Apesar de nao ter sido produzido polissacarideos hibridos a partir da amino-
agarose, este intermedidrio pode ser utilizado como suporte, ou como resinas em

colunas cromatograficas, devido a presenga de cargas positivas.

5 CONCLUSOES

No presente trabalho diferentes tipos estruturais de polissacarideos, obtidos de
macroalgas marinhas, foram modificados quimicamente através de rea¢des de hidrolise
parcial acida, sulfatacdo quimica, amidacao, aminagdo redutiva, tosilagdo e aminagao.
As principais conclusdes do presente trabalho estdo listadas a seguir.

A reagdo de sulfatagdo quimica da kappa-carragenana obtida da macroalga
Kappaphycus alvarezii, se mostrou eficiente mesmo na auséncia do reagente 2M-2B,
originando um produto persulfatado, mas com maior taxa de despolimerizagdo em
comparagdo com a reagdo em presenca de 2M-2B.

A reagdo de sulfatacio quimica em escala preparativa ocorreu
preferencialmente nas hidroxilas primarias (C6) das unidades de B-D-galactopiranose
(100%), e mnas hidroxilas secundarias (C2) das unidades de 3,6-anidro-o-D-
galactopiranose (aproximadamente 90 %).

A partr da hidrolise 4acida parcial da kappa-carragenana e da kappa-
carragenana sulfatada quimicamente foi obtida a carrabiose 4*-sulfato e uma mistura de
oligossacarideos sulfatados, respectivamente.

Produtos de menor massa molecular, blocos homopoliméricos constituidos por
unidades de 4cido B-D-manurdénico (BM) e acido a-L-gulurdnico (BG) foram obtidos a

partir do alginato de s6dio, com alto grau de pureza e bons rendimentos de recuperagao.
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Reagdes de amidacdo do alginato de sodio, utilizando a DAP, permitiram a
obtencdo deste poliuronideo com 22% dos grupos carboxilas modificados.

O percentual de amidagao do bloco BG foi similar ao obtido para o alginato de
sodio e 1,5 vezes maior que o obtido para o bloco BM.

A partir do alginato de sédio, blocos BM e BG amidados foram obtidos os
correspondentes derivados hibridos, através da reacdo de aminagdo redutiva com a
carrabiose 4°-sulfato.

Através da otimiza¢ao da reagdo de amidagdo da ulvana de Ulva fasciata
(fracao F), foram obtidos entre 18,7 — 44,5% de amidacdo das carboxilas, com
diferentes percentuais de subprodutos. A reagdo preparativa de amidacao da ulvana,
selecionada com base no maior percentual de amidagdo e menor percentual de
subprodutos, permitiu a obtengdo de 28,2 % das carboxilas modificadas. A amidacao das
carboxilas presentes na ulvana ocorreu preferencialmente nas unidades de acido B-D-
glucurdnico. A produgdo do polissacarideo hibrido a partir da ulvana amidada e os
oligossacarideos obtidos a partir da kappa-carragenana sulfatada quimicamente, através
da reacdo de aminagdo redutiva, ocorreu em baixos percentuais, devido provavelmente
ao baixo teor de grupos carboxilicos presentes na fracdo F (7% do polissacarideo, e
28,2% dos acidos urdnicos). Andlises de RMN demonstraram a presenga de sinais
referentes aos produtos de hidrolise da kappa-carragenana sulfatada quimicamente,
indicando que a reacdo de aminagao redutiva ocorreu, porém em baixa intensidade.

Tanto o derivado tosil da agarose como o derivado amino, foram sintetizados
com sucesso. A tosilagdo apresentou substituicdo (DStos = 1,13) preferencialmente em
C2 e C6 das unidades de 3,6-anidro-o—L-galactopiranose e [-D-galactopiranose,
respectivamente, enquanto a substituicdo pela amina (DA - 0,16) ocorreu
exclusivamente em C6 das unidades de -D- galactopiranose.

Desde modo no presente trabalho foram obtidos novos produtos amidados e/ou
aminados com a DAP, como: Alginato-Dap, Bloco BM-Dap, Bloco BG-Dap, Ulvana-
Dap e Agarose-Dap.

Adicionalmente, foram produzidos diferentes polissacarideos hibridos e blocos
BM e BG hibridos. Estes apresentaram motivos estrututurais inéditos com ligacao a
oligossacarideos e dissacarideos sulfatados obtidos a partir da kappa-carragenana.
Destaca-se ainda que o presente trabalho abre novas fronteiras para a ligacdo aos

produtos amidados e/ou aminados de outros tipos de compostos e/ou oligossacarideos
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redutores 0s quais juntamente com os obtidos neste estudo apresentam potenciais

aplicacdes biotecnologicas.
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ANEXO 1 - ESPECTRO DE '*C DA FRA CAO KD-OS
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Solvente: D,0, 70 °C; acetona como padrao interno (2,224). FONTE: O autor (2018).
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ANEXO 2 - ESPECTRO DE RMN DE COSY DA FRACAO ALG-DAP
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Solvente: D,O, 70 °C; acetona como padrao interno (2,10). FONTE: O autor (2018).

ANEXO 3 - ESPECTRO DE RMN DE HSQC DA DAP
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Solvente: D,O, 70 °C, pH 7; acetona como padrdo interno (31,45), pH 7. FONTE: O autor (2018)
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ANEXO0 5~ ESPECTRO DE RMN DE COSY DA FRACA O BG-DAP
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Solvente: D,O, 70 °C; acetona como padrao interno (2,10). FONTE: O autor (2018).
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ANEXO 7 - ESPECTRO DE RMN DE *C DO POLISSA CARIDEO HIBRIDO A LG-KD
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Solvente: D,0, 70 °C; acetona como padrao interno (31,45). FONTE: O autor (2018).
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ANEXO 8 — ESPECTRO DE RMN DE COSY DO POLISSA CARIDEO HIBRIDO A LG-KD
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Solvente: D,O, 70 °C; acetona como padrao interno (2,10). FONTE: O autor (2018).
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ANEXO 9 - ESPECTRO DE RMN DETOSCY DO POLISSA CARIDEO HIBRIDO A LG-KD
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Solvente: D,O, 70 °C; acetona como padrao interno (2,10). FONTE: O autor (2018).



335

ANEXO 10 — ESPECTRO DE RMN DE "*C DO POLISSACA RIDEO HIBRIDO BM-KD1
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Solvente: D,0, 70 °C; acetona como padrao interno (31,45). FONTE: O autor (2018).
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ANEXO 11 — ESPECTRO DE RMN DE "*C DO POLISSACA RIDEO HIBRIDO BM-KD2
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Solvente: D,0, 70 °C; acetona como padrao interno (31,45). FONTE: O autor (2018).
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ANEXO 12 — ESPECTRO DE RMN DE COSY DO POLISSACA RIDEO HiBRIDO BG-KD1
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Solvente: D,O, 70 °C; acetona como padrio interno (2,10). FONTE: O autor (2018).
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ANEXO 13 — ESPECTRO DE RMN DE "*C DO POLISSACA RIDEO HIBRIDO BG-KD2
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Solvente: D,0, 70 °C; acetona como padrao interno (31,45). FONTE: O autor (2018).
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ANEXO 14 — ESPECTRO DE RMN DE COSY DA FRACAO AGA-TS
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Solvente: DM SO-d6, 70 °C; DMSO-d 6 como padrio interno (2,696). FONTE: O autor (2018).
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ANEXO 16 — ESPECTRO DE RMN DE "°C (A) E '*C DEPT (B) DA FRACAO AGA-TS
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Solvente: DM SO-d6, 70 °C; DMSO-d 6 como padrio interno (41,53 ppm). FONTE: O autor (2018).
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ANEXO 17 — ESPECTRO DE RMN DE COSY DA FRACAO A GA-DAP
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Solvente: D,0, 70 °C; Acetona como padrio interno (2,224 ppm). FONTE: O autor (2018).



