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RESUMO
As galactanas acidas isoladas de glândulas de al

bumen de Pomaoea lineata foram purificadas por precipitação 
fracionada, usando-se cetavlon (brometo de hexadeciltrimetila_ 
mônia) em pH 7 e em pH 8,5, na presença de tampão borato. Am 
bos os polissacarídeos isolados (F.A e F.B, respectivamente), 
contêm unidades de 8-P-galactopiranose, grupo acetil e ace- 
tal de ãcido pirüvico 0-(1-carboxietilideno), numa relação 
molar de 23:5:1. A análise de metilação demonstrou que o 
grupo d-(1-carboxietilideno) foi ligado, numa proporção de 3% 
a 0-3 e 0-4 das unidades terminais não redutoras de F.AeF.B. 
Estes polímeros são altamente ramificados, tendo 38% de unida 
des terminais não redutoras de Z?-galactopiranose, unidades
3,6-di-d-substituídas (41%) e de alguns segmentos lineares de 
unidades mono-substituídas em <7-3 (11%) e em 0-6 (6%) . Estu 
dos de degradação seqüenciada, tipo .Smith, envolvendo três su 
cessivas etapas, demonstraram que os núcleos dos polissacarí 
deos são relativamente ricos em unidades 3-d-substituídas. As 
unidades resistentes â oxidação corn periodato das frações de- 
sacetiladas de F.A e F.B, as quais contêm acetais, tanto po
dem ser cadeias laterais de unidades simples como partes de 
cadeias laterais mais longas, não suscetíveis ã oxidação com 
periodato. No decorrer das sucessivas degradações, oxidação 
seletiva ocorre em cadeias laterais relativamente longas, cujas 
componentes terminais são 6-0-substituidQS.
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Os polímeros de Marisa eomuav-ietis diferem daque_ 
les de P. lineata, por conterem, em adição à Z?-galactopirano 
se, unidades de L-fucopiranose nas unidades terminais não re 
dutoras.

Com a finalidade de se determinar a configuração 
absoluta dos acetais de ãcido pirúvico dos polissacarídeos de 
P. lineata, vários derivados de 3,4-0-(1-carboxietilideno) de 
metil (3-P-galactopiranosideos e de metil 3-P-fucopiranosídeos 
foram preparados, cada um deles em ambas as formas configura- 
cionais. Os espectros de ressonância nuclear magnética de 
C-13 e de próton destes derivados continham sinais configura- 
cionalmente dependentes, e, deste modo, puderam ser comparacbs 
com os sinais equivalentes no espectro da galactana ácida. 
Com relação ao tamanho do anel do acetal, os desvios químicos 
do sinal, correspondendo aos carbonos acetãlicos, não protona 
dos, do polissacarídeo (S-109,0) situam-se na região de anéis 
de 5 membros (5 107-109,5) e não na de 6 membros (£ 100,5r-102,4) .

Os sinais de C-3 dos acetais de 3,4-(1-carboxieti 
lideno) são típicos, sendo <5c ^ 81, tanto na forma de ãcidós 
livres como na forma de sais de bário do derivado de metil 
8-P-galactopiranosídeo. No entanto, o valor exato, depende 
da configuração, sendo ô 81,1 no derivado I e de 6^ 80,4 no 
derivado II. Os sinais de CH^ do acetal dos espectros de 
n.m.r. de próton são também bastantes úteis neste particular, 
apresentando valores de 5 1,97 e de 6 2,07 para I e II. (Os 
valores dos deslocamentos químicos, anteriormente citados,
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são dependentes do pH). Com o auxílio dos sinais de n.m.r. 
da galactana, contendo acetal de acido pirúvico, foi possível 
demonstrar a presença de algumas unidades com substituição 
acetãlica e configuração semelhante aquelas do .isômero I.

0 composto I (sal de bârio) ê de interesse em vir
13tude de faltar no seu espectro de C-n.m.r. as ressonâncias 

do carbono acetãiico e carbonílico não protonado, quando obti 
do pelos processos usuais. Enquanto i'sto ê devido, principa_l 
mente, aos altos valores de T^, os sinais do carbono acetã- 
lico não protonado, por sua vez, são comparativamente largos, 
por causa de leves mudanças configuracionais. No caso da
ressonância do carbonil, a falta de sensibilidade é atribuída 
ao baixo valor de n.O.e. de 1,4 aproximadamente a metade do 
valor dos outros átomos de carbono da molécula.



Acidic galactans isolated from the albumen glands of Pomaeea 
lin-gata were purified by fractional precipitation using 
Cetiavlon (cetyltrimethylammonium bromide) at pH 7 and at pH 
8.15 in the presence of borate buffer. Both of the

saccharides isolated (F.A and F.B, respectively) 
obtained units of 8-D-galactopyranose', acetyl groups, and 
pwprwic acid acetal [o-(carboxyethylidene)-substituent] in a 
Mxdiar ratio of 23:5:1. Methylation analyses showed that the 
0" ̂ carfaoxyetliylidene) -groups was linked, to the extent of 3%, 
ta $-3 and 0-4 of the nonreducing end-units of F.A and F.B. 
Tki:?se polymers are highly branched, having 38% of nonreducing 
essfr-unlts of P-galactopyranose, 3,6-di-0-substituted (41%) 
aartd some linear segments of 3-0 (11%) and 6-0-substituted (6%) 
f§~ i>> ga’Laetopyranosi 1 units. Smith degradation studies 
i$fs?3!Olving 3 successive steps demonstrated that the nuclei of 
the polysaccharides are relatively rich in 3-0-substituted 
units. The periodate-resistant residues of deacetylated 
F.A and F.B, which contain acetals, are either principally 
single-unit side-chains or are part of longer side-chains not 
oxidized by periodate. In the course of the successive 
degradations, selective oxidation took place in relatively 
longer side-chains whose components were terminal and 
6-0-substituted.

The polymers of Marisa oornuarietis differ from those of
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P. lineata, at least in that they have terminal units of 
L-fucopyranose.

\In order to determine the absolute configuration of the
pyruvic acid acetals of the P, lineata polysaccharide a
number of 3,4-0-(1-carboxyethylidene)-derivatives of methyl
g-P-galactopyranoside and methyl g-P-fucopyranoside were
prepared, each of them in both configurational forms. Their
carbon-13 and proton n.m.r. spectra contained.
configurationally-dependent signals that were compared with
equivalent signals in the spectra of the acidic galactan. In

13terms of the ring size of the acetal, the C chemical 
shift of the signal corresponding to the non-protonated 
acetal carbons of the polysaccharide (6c 109.0) was in the 
region of 5-membered (6^ 107-109.5) rather than 6-membered 
rings (<5 100.5-102.4).* C

The C-3 signals of 3,4-(1-carboxiethylidene) acetals are
typical, being at 6 'v 81 and in the case of the barium saltc

-of the methyl g-P-galactopyranoside derivative. The exact
value depends on the configuration, whether it is as in I
(6c 81.1) or II <6c 80.4). The CH3 signals of proton-n.m.r.
spectra are also diagnostically useful, falling at 6 1.97 and
2.07 respectively. (The foregoing shift-values are
pH-dependent). The pyruvic acid acetal-containing galactan
from P. lineata, with the aid of its n.m.r. signals was shown
to contain some residues that could be assigned a structure 
corresponding, in the positions of acetal substitution and 
acetal configuration, to structure of the componed I.
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Compound (barium salt) is of interest as its C-n.m.r.13

spectrum lacks non-protonated carbonyl and acetal carbon
resonances, when obtained by the usual procedures. While this

\is principally because of long values, the non-protonated 
acetal carbon signals are comparatively broad, possibly 
through slow conformational interchange. In the case of the 
carbonyl resonance the lack of sensitivity is because of a 
low n.O.e. value of 1.4, approximately one half of other 
carbon atoms in the molecule.

OH
I II



ABREVIATURAS

mA - miliampere
d.i - diâmetro interno
g.l.c. - cromatografia líquida e gasosa
TflS - tetrametilsilano
p/p - peso por peso
T - tempo de retenção em g.l.c.
p.c. - cromatografia em papel
t.l.c. - cromatografia em camada delgada
F.A - fração de galactana obtida em pH 7,0 do

fracionamento com cetavlon do polissacarI- 
deo de P. lineata.

F.B - fração de galactana obtida em pH 8,5 do
fracionamento com cetavlon do polissacarí- 
deo de P. lineata.

s

F.AC - fração de fucogalactana obtida em pH 7,0
do fracionamento com cetavlon do polissaca 
'rídeo de M. oornuarietis.

F.BC - fração de fucogalactana obtida em pH 8,5
do fracionamento com cetavlon do polissaca 
rídeo de 11. oornuarietis.

F.AD-1 - fração de galactana pH 7,0 da primeira de
gradação tipo Smith.

F.AD-2 - fração de galactana pH 7,0 da segunda de
gradação tipo Smith.

F.AD-3 - fração de galactana pH 7,0 da terceira de
gradação tipo Sr.iith.

F.BD-1 - fração de galactana pH 8,5 da primeira de
gradação tipo Snith.

V - volts
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F.BD-2 - fração^de galactana pH 8,5 da segunda de
gradação tipo Smith.

F.BD-3 - fração^de galactana pH 8,5 da terceira de
gradação tipo Smith. ~

nm - nanômetro
u.v. - ultravioleta
i.v. - infravermelho
g - grama
mg - miligrama
yg - micrograma
cm - centímetro
ml - mililitro
Eg - equivalente
vol - volume
sol - solução
v/v - volume a volume
sob. - sobrenadante
res. ~ resíduo
M - molar
N - normal
yl - microlitro
5 - segundo
p.f. - ponto de fusão
Fig. ' - Figura
p.p.m. - partes por milhão

"f*NAD e NADH - nicotinamida adenina dinucleotídeo
h - hora, horas.
m/e - massa por carga de íon
n.O.e. - "nuclear Overhause enhancement" ~ efeitonuclear de Overhause
6 - deslocamento químico do sinal (p.p.m.) em

H-n.m.r.
ô - deslocamento químico do sinal (p.p.m.) em
c - 1 3 C-n.m.r.

T-̂ - tempo de relaxamento longitudinal ("Spin
lattice relaxation time").

T„ - tempo de relaxamento traverso ("Spin-spin■2 relaxation time").



INTRODUÇÃO

O polissacarídeo de molusco foi estudado pela pri 
meira vez por Hammars.fcan (52) quando, em 1885, extraiu um po
lissacarídeo de glânchsla de albümen de Helix pomatia, o qual 
diferia do glicogênicv entre outras propriedades biológicas, 
por não ser digerido por amilase salivar.

May, em .1932 (78) , reinvestigando o polissacarí
deo da glândula de alibümen de H. pomatia, verificou que, por 
hidrólise ácida, polímero fornecia apenas galactose e
por analogia com cr çellicogênio, denominou-o de galactogênio, o
qual será referido presente trabalho como galactana. Po£
teriormente, May (39? verificou que o polissacarídeo, isolado 
da massa de ovas de ifl-, pomatia, era semelhante ao polímero 
isolado da sua glsndMxla de albümen. As investigações de May 
(78-80) sobre galacJlfHna de molusco, embora valiosas, não fo 
ram suficientes para, esclarecer certos aspectos da estrutura 
fina desses polímeros:..

/Os estudas de metilação em galactana de molusco 
foram realizados, inicialmente, por Schlubach et al. (90) que 
demonstraram que a galactana isolada das partes moles totais 
de H. pomatia, quando metilada, era formada de quantidades 
equimoleculares de di- e tetra-0-metil-galactopiranoses. Tais 
compostos foram posteriormente identificados por Baldwin e
Bell (10) como sendo 2,3,4,6-tetra-0- e 2,4-di-0-metil-galac-
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topiranoses. Esses autores, baseados nesses dados, propuse
ram dois modelos alternativos para a estrutura da galactana 
de H. pomat-La. Ambos os modelos apresentavam uma cadeia li
near formada por unidades de galactopiranose, substituídas em
0-3, e 0-6, com cadeias laterais simples em 0-6, no primeiro 
modelo (I) e em 0-3, no segundo (II). Bell e Baldwin (13), 
estudando mais detalhadamente o produto de hidrólise ácida da 
galactana de H. pomatia, na forma de derivado benziminazõlico 
(2-Z>L-galactobenziminazol) , verificaram que o polímero era 
formado de unidades de D e L-galactopiranoses, numa relação' 
molar de 6:1. Numa tentativa de localizar as unidades de
1-galactose no polímero, estes autores reinvestigaram o produ 
to de hidrólise ácida da galactana metilada. Da fração de me 
til tetra-0-metil galactopiranosídeo, por um processo laborio 
so, envolvendo cristalização e redestilação a vácuo, obtive 
ram duas subfrações, sendo uma õticamente ativa (metil 2,3,
4,6-tetra-0-metil-B-Z>~galactopiranosídeo) , e outra, óticamen- 
te inativa. O componente desta última subfração, por trata
mento apropriado, forneceu um derivado anilídeo, óticamente 
ihativo, semelhante ao anilídeo obtido de uma amostra sintêti 
ca de 2 , 3 ,4 , 6-tetra-<9-metil-Z?L~galactopiranose. Como não foi 
encontrada evidência de presença de L-galactose na fração de 
metil di-d-galactopiranosídeo, Bell e Baldwin (13) sugeriram 
que as .unidades de L-galactose localizavam-se exclusivamente 
nas extremidades não redutoras do polímero, numa relação mo 
lar, deduzida a partir dos dados de rotação ótica, de 3:1 en 
tre D e L galactose.
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Bell e Baldwin (13), guando reinvestigaram os pro 
dutos de metanõlise da galactana de E. pomatia, após metilação, 
concluíram que a relação, entre tetra-0- e di-0-metil-Z>-galac 
topiranose, ao invés de 1:1, era de 4:3. A alteração desta 
relação, foi devido ao fato de a percentagem do derivado de 
tri-d-metil-d-galactopiranose (considerado incompletamente me 
tilado) ter sido acrescida à fração de tetra-0-metil-galacto- 
piranose. Baseados nestas novas evidências, sugeriram os au 
tores outra possibilidade estrutural para o polímero de H. po_ 
matia, a qual era representada por um agregado molecular com
posto de sete unidades de galactose. Tal agregado era forma 
do de uma cadeia linear de três unidades de galactose com qua 
tro cadeias laterais simples, uma das quais era constituída 
de L-galactose. Esta concepção estrutural coadunar-se-ia,~ 
apenas com um polímero de baixo peso molecular, segundo os 
próprios autores.

Recentemente, Bretting et al. (22) demonstraram 
que as galactanas de Arianta arbustorum e de Cepea nemovalis 
também apresentavam unidades de D e L-galactose em sua compo 
sição.

Aplicando a degradação seqüenciada tipo Barry (II) 
à galactana de H. pomatra, 0'Colla (84) verificou que, após 
quatro degradações sucessivas, o polissacarldeo degradado cor 
respondia apenas a 6% do polímero original. Foi verificado, 
ainda, que, a cada etapa oxidativa, 50% do polímero eram de
gradados. Estes dados estão em desacordo com a estrutura su
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gerida por Baldwin e Bell (10, 13), pois o polímero, com es
trutura I, seria suscetível, apenas, a uma etapa degradativa, 
enquanto o polímero, com a estrutura II, seria completamente 
degradado após duas sucessivas etapas degradativas. Assim
sendo, 0'Colla considerou improváveis tais modelos (I e II) e, 
com base nos resultados da degradação tipo Barry, propôs um 
novo modelo estrutural para a galactana de H. pomatia. Segun 
do este modelo, o polímero (III) era altamente ramificado, 
apresentando estrutura dicotômica, onde todas as unidades in
ternas (galactopiranose) eram di-0- substituídas em C-3 e C-6, 
fornecendo uma relação equimolecular entre unidades terminais 
não redutoras e unidades dissubstituídas no polímero.

Correa et al (28), aplicando o processo degradati 
vo, tipo Barry, ã galactana isolada da glândula de albúmen de 
Biomphataria glabrata e controlando o processo pelo peso seco
do polímero recuperado após cada etapa degradativa, obtiveram/
resultados condizentes com o modelo proposto por 0'Colla, pa
ra a galactana de _H. pomatia.

A degradação de Barry forneceu informações valio
sas sobre a estrutura das galactanas de moluscos (28 , 84), mas 
muitos aspectos da estrutura fina deste polímero não foram e£ 
clarecidos em virtude de este processo degradativo não in
cluir a análise de metilação do polímero degradado.

Um estudo mais detalhado de metilação em galacta
na de molusco (Stvophocheilus obl-ongus) foi realizado por
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Duarte e Jones (32) , através da análise por cromotografia li
quida gasosa (g.l.c.) dos produtos de metanélise de polímero 
metilado (OMe 44,96%). Nestes estudos, obtiveram-se quanti
dades equimoleculares de 2,4-di-D- e 2,3,4 , 6-tetra-O-metil-D- 
galactopiranose (43 moles %) e ainda 2,4,6-tri-O- (11 moles

2,3,4-tri-O- (2,5 moles %) e vestígios (0,5 moles %) de 
2,3,6“tri-0-metil-Z)-galactopiranose. Este último derivado 
foi devido à metilação incompleta do polissacarídeo (8, 109). 
Estes resultados de metilação não se ajustavam a nenhum dos 
modelos estruturais, ati então propostos, para galactana de 
molusco e, embora insuficientes para estabelecer um modelo es 
trutural, eram indicativos de uma molécula altamente ramifica 
da e contendo segmentos lineares formados de unidades de D-ga 
lactopiranose, substituídas nos oxigênios 0-3 ou 0-6.

Com a finalidade de se investigar a estrutura fî  
na de galactana de molusco, Diaz-Segura e Duarte (29) submete 
ram a galactana de S. oblongus à degradação seqüenciada tipo 
Smith e, apés três sucessivas etapas degradativas, recupera- 
~ram 6% do polímero. A análise de metilação do polissacarí 
deo, apés cada etapa degradativa, mostrou um aumento na per 
centagem de 2,4,6-tri-D- e diminuição na percentagem 2,3,4,6- 
tetra-0- e 2,4-di-d-, além de grande oscilação na percentagem 
de 2,3,4-tri-O-metil-D-galactose. Estes dados, em conjun
ção com o isolamento de glicosídeos de baixo peso molecular 
nos produtos de hidrólise ácida, levaram os autores a postula 
rem que a oxidação degradativa processa-se via grupos terirvi 
nais não redutores e através de algumas unidades internas lo-



3

calizadas nas camadas mais periféricas do polímero. Deste mo 
do, os grupos terminais não redutores que são formados e as 
novas unidades de D-galactopiranose substituídas em 0-6 que 
são expostas, após uma etapa degradativa, são degradados du 
rante a etapa subsequente do processo. Estes resultados in 
dicam que a galactana de S. oblongus é altamente ramificada, 
apresentando, porém, estrutura distinta daquela proposta por 
0*Colla {84) e Corria (28) para galactanas de moluscos.

As galactanas de moluscos também foram investiga
das por hidrólise ácida parcial, por vários autores (62, 106). 
Os oligossacarídeos obtidos de hidrólise ácida parcial da ga- 
lactana de Megalobulimus paranaguensis, por Honda e Duarte 
(62), enquadram-se bem numa estrutura semelhante aquela pro
posta por Diaz-Segura e Duarte (29) para a galactana de 
S. oblongus. Os produtos de hidrólise foram separados por 
cromatografia em coluna e por cromatografia em papel e identi^ 
ficados por oxidação com meta-periodato, análise por metila*. 
ção e rotação ótica. Assim foram caracterizados os deriva 
dos 3-0- 8-0-galactopiranosil-D-galactose, 6-0-8-D-galactopira 
nosil-D-galactose, 0-8-D-galactopiranosil- (l-»-3) -0-8~0-galacto 
piranosil- (l->3)-D-galactose, 0-8 -D-galactopiranosil- (l->6) -0- 
8-D-galactopiranosil- (l-»-3)-D-galactose, 0-8~0-galactopirano- 
sil- (l-M5)-0-[j3_0-galactopiranosil- (l-*-3f] -O-galactose, 0-3-0-
galactopiranosil- (l-*-3) -0-8-0-galactopiranosil- (l-*3) -0-8~0-ga- 
lactopiranosil-(l-»-3)-O-galactose. Nesta investigação, também 
foram caracterizadas duas séries homólogas de oligossacarí
deos, uma linear e outra ramificada. A série linear era for
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mada de tri-, tetra-, penta- e hexassacarídeos, cujos oligos- 
sacarídeos eram constituídos de unidades de $-Z?-galactopirano 
se. com substituição em 0-3, exceto a unidade terminal não re
dutora que apresentava ligação g-(l-*6). A série ramificada 
era composta de tetra-, penta-, hexa- e heptassacarídeos, os 
quais apresentavam uma cadeia principal formada de unidades 
de 3~#~galactopiranose substituídas em 0-3, mas apresentando 
uma ünica cadeia lateral simples de 3 -O-galactopiranose em 
0-6 (ponto de ramificação em 0-6). Estes dados adaptam-se a 
uma estrutura de galactana altamente ramificada, como sugeri
da por Diaz-Segura e Duarte (29). Weinland (106), anterior 
mente jã havia, caracterizado vários oligossacarídeos, obti
dos também da hidrólise ácida parcial da galactana de H. poma 
tia, os quais eram semelhantes aqueles isolados por Honda e 
Duarte (62) Weinland (106) também identificou entre os produ
tos de hidrólise ácida um dissacarídeo formado de unidades de
D- e L-galactose, como sendo o 6-0-a-£-galactopiranosil-0-ga-

/lactose. Corrêa et al. (28) identificaram dois oligossacarí_
deos nos produtos de hidrólise ácida parcial de galactana de 
B". glabrata como sendo 3-0-3-0-galactopiranosil-0-galactose e 
6-0-3-O-galactopiranosil-O-galactose.

Moretto et al. (81), aplicando a degradação seqüen 
ciadatipo Smith ã galactana de M. paranaguensis e analisando 
os polímeros degradados por processos de metilação, obtiveram 
resultados semelhantes aos obtidos por Diaz-Segura e Duarte 
(29) para a galactana do S. oblongus. Após três sucessivas 
degradações oxidativas, o polímero degradado (1% em relação
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ao polímero original) apresentou 72 moles % de 2,4,6-tri-0- 
metil--Z)-galactose, 12 moles % de grupos terminais não reduto
res, além de 2,4-di-0- (12 moles %) e 2,3,4-tri-<9-metil-£>-ga- 
lactose (4 moles %). Estes dados demonstram que o polímero 
degradado se torna mais linear e rico em unidades de 3-D-ga- 
lactopiranose, dissubstituldas em 0-3 e 0-6. O mecanismo d es 
ta degradação oxidativa enquadra-se bem naquele jã descrito 
por Diaz-Segura e Duarte (29).

Os fragmentos de baixo peso molecular obtidos da 
degradação seqüenciada do tipo Smith da galactana de M. pava- 
naguensis foram estudados, em detalhes,’ por Iacomini et àl.. 
(64), e os glicerol-glicosídeos (glicéril-glidosidéos) obtidos 
do processo degradativo (segunda degradação) adaptam-se bem â 
estrutura proposta por Diaz-Segura e Duarte (29) para a galac 
tana de S. oblongus. Duas séries de glicosídeos de baixo pe 
so molecular foram identificadas, sendo uma ramificada e ou 
tra, linear. A série linear era formada de 0-3-Z)-galactopi 
ranosil- (1^1) -glicerol, O-B-D-galactopiranosil- (l-*6) -0- B-O-ga 
lactopiranosil- (1-̂ 1) -glicerol, d-3-ZJ-galactopiranosil- (l-*3) - 
0-3-P-galactopiranosil- (l-*-3) -O-B-D-galactopiranosil- (l-*-l) -gli 
cerol, 0-3-Z)-galactopiranosil- (l-*-6) -0-B-Z)-galactopiranosil- 
(l-*-6) -0-3“í,-galactopiranosil- (1->1) -glicerol, 0-3-.D-galactopjL 
ranosil- (1+3) -0~3~0-galactopiranosil- (1+6) -0-3”£”galactopira- 
nosil- (1+1) -glicerol ou 0-3-£_galactopiranosil-(1+6)-0-3-0-ga 
lactopiranosil- (1+3) -3-D-galactopiranosil- (1+1) -glicerol. A 
série ramificada era composta de vários glicosil-gliceróis com
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peso molecular médio de 1.067 e com um grau médio de polimeri 
zação de 7. A análise de metilação demonstrou que os oligos 
sldeos desta fração eram ainda bastante ramificados, como tess 
tado pela percentagem de grupos terminais não redutores e de 
unidades dissubistituídas em 0-3 e 0-6 (23 moles %) e conten
do em adição 2,4,6-tri-O- (39 moles %) e 2,3,4-tri-O-metil-Z?- 
galactose (6 moles %). Estes dados, aliados aos de oxidação 
com meta-periodato, sugerem que os oligossldeos desta fração 
apresentam ..uma cadeia principal formada de unidades de $-D-ga 
lactopiranose substituída era 0-6, contendo algumas unidades 
substituídas em 0-3 por cadeias laterais de comprimento variá 
vel.

Recentemente, Iacomini et al. {65), estudando as 
galactanas de moluscos do género Biomphalavia, não observaram 
diferenças significativas entre os polímeros isolados, tanto 
da glândula de albümen como da massa de ovas das três espé
cies investigadas {B. glabvata} B. tenagoph-ila e. b. stvam-î  
nea). Os dados de metilação, análise tipo Smith dos grupos 
terminais, degradação seqüenciáda tipo Smith (condição de hi
drólise suave) e oxidação com meta-periodato sugerem uma seme 
lhança estrutural entre os polímeros vetores do Sehistosoma 
mansoni e aqueles de glândula de albümen do S. oblongus (29) 
e M. pavanaguensis (81).

Um estudo comparativo, realizado entre as galacta 
nas de massas de ovas de B. glabvata, recêm-coletadas e cole
tadas cinco dias após a oviposição, demonstrou um decréscimo
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da percentagem dos grupos terminais não redutores de 43 para 
34 moles %, paralelo à das unidades de 8-Z?-galactopiranose 
dissubstituídas em 0-3 e 0-6. Também foi evidenciado um au
mento das unidades de f3-D-galactopiranose substituídas em 0-3 
e 0-6.

Estes resultados indicam que, durante o desenvol
vimento embrionário, a galactana de massas de ovas de B. gla- 
bvata i degradada enzimaticamente a partir de suas unidades 
terminais não redutoras. Tal mecanismo envolveria a remoção 
de uma das unidades terminais de Z>-galactose, glicosiLada em 
0-3. ou 0-6 das unidades- dissubstituídas, localizadas 
nas camadas periféricas do polímero. Os autores (65)\ basea
dos nestes dados sugeriram que a galactana da massa de ovas 
funcionasse, portanto, como um polímero de reserva para o mo
lusco, durante o desenvolvimento embrionário.

/

Diferenças estruturais têm sido observadas nas ga 
lactanas de vários moluscos. Embora tenha sido observada 
uma semelhança estrutural entre as galactanas isoladas de mo
lusco de -gênero Bí.omphalari-a (65) e aquelas do gênero Megalo- 
bulinus (= Strophocheilus) (29, 81), o mesmo não ocorre com
os moluscos do gênero (Ampullavius=Pomacea). Feijé e Duarte 
(3?) isolaram um heteropolissacarídeo de massas de ovas de 
uma espécie de Ampullarius (Morretes, PR.), correspondendo a 
6,4% do material original (peso seco) e era formado de unida
de de D-galactopiranose (98 moles %) e I-fucopiranose (2 mo
les %). Análise tipo Smith dos grupos terminais demonstrou
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uma predominância de glicerol (72 moles %) sobre £>-galactopi- 
ranose. A ausência de treitol excluiu a possibilidade de 
unidades de Z?-galactopiranose com substituição em 0-4, neste 
polímero. A alta percentagem em glicerol indicava, entre ou 
tras, a presença de ligação (l-*2)-g-O-galactopiranose, a qual 
foi confirmada pela análise de metilação que apresentava 11 
moles % de 3,4,6-tri-0-metil-D-galactopiranose nos produtos 
de metanõlises do polissacarídeo metilado. A análise de me
tilação também demonstrou que este polímero contém 29 moles % 
dos grupos terminais não redutores e que todas as unidades de 
L-fucopiranose estavam localizadas nas extremidades não redu 
toras do polímero.

Duarte (30) isolou dois polissacarídeos ácidos de, 
glândulas de albúmen de Pomacea lineata, (SPIX, 1827) (75) (an
teriormente Ampullavius sp, Recife, PE), por precipitação fra 
cionada, em presença de bases quaternárias (brometo de hexade 
ciltrimetilamônia^ cetavlon) sendo uma em pH..7,0 e outra em 
pH 8,5 (em presença de tampão borato), respectivamente. Ambos 
os polímeros eram formados de unidades de P-galactopiranose, 
acetal de ácido pirúvico e grupo acetil, numa relação molar 
de 17:1:4, respectivamente. Embora a posição e a configura
ção do acetal de ácido pirúvico não tenham sido completamente 
esclarecidos, a análise por infravermelho demonstrou absorção 
em 6,2y, (típica de íon carboxílico) e em 8,5y e 9,5y, sendo 
estas últimas absorções correlacionadas a uma estrutura cícli 
ca, típica de um acetal. Foi demonstrada a ausência de 1,3-
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0- (1-carboxietilideno)-treitol, nos produtos de hidrólise ãc_i 
da suave (ãcido sulfúrico, 0,5 M, â temperatura ambiente) e 
de treitol livre nos produtos de hidrólise total destes polí
meros, quando submetidos previamente ao processo de oxidação 
com meta-periodato e redução com boridreto de sódio, como des 
crito por Sloneker e Orentas (94). Estes dados em conjunto 
indicavam que o ãcido pirúvico não estava ligado aos oxigi- 
nios 0-4 e 0-6 das unidades de galactopiranose terminais.

Em 1977, Petiz (87) realizou uma investigação na 
galactana de massa de ovas de P. lineata (Recife, PE). Sub 
metendo este polissacarídeo â degradação seqüenciada ' tipo 
Smith (três degradações oxidat.ivas) e analisando os polissaca 
rídeos degradados por processo de metilação, observou um au
mento da percentagem do derivado 2,6-di-0-metil-0-galactopira 
,nose nos produtos de metanõ3ise de cada polímero metilado. A
percentagem molar deste derivado nos produtos de metanõlise

/

dos polissacarídeos, correspondia aproximadamente â do acetal 
de ãcido pirüvico, quantificada por processo enzimãtico em 
cada polímero degradado, não metilado. Durante o processo 
de metilação, o ãcido pirúvico, em forma de acetal, resiste 
bem ao meio alcalino de reação, mas ê liberado durante o pro
cesso de metanólise, gerando, deste modo, o derivado metil
2,6-di-0-metil-P-galactopiranosídeo. Não foi evidenciado se 
este grupo acetal se localizava nas extremidades não reduto
ras do pòlímero ou nas unidades internas do polímero.

Um polissacarídeo contendo acetal de ãcido pirúvi
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co também foi observado na glândula de albúmen de uma espécie 
de Ampullarius coletada em Santo Antonio da Platina, PR, por 
Borges (17), o qual se diferenciava dos polímeros isolados de 
outros moluscos do gênero Ampullarius (30, 39) por não conter 
L-fucose e grupo acetil. Neste polímero, a relação molar do 
2?-galactopiranose e acetal de ácido pirúvico era de 20:1.

Em 1957, Hirase (57) isolou dos produtos de meta- 
nélise parcial do ágar um dissacarideó contendo um acetal de 
ãcido pirúvico por molécula. Este dissacarideó, obtido como 
dimetil acetal e de formula (OCH^) 2COOH, quando subme
tido a novo processo de metanõlise originou o derivado 3,6- 
anidro-L-galactose dimetil acetal e um metil éster, metil 
glicosídeo. Este último derivado, por hidrólise ácida, deu 
origem â R-galactose e ãcido pirúvico em quantidades equimole 
culares. Estes dados jã evidenciavam que o ãcido pirúvico - 
se ligava ás unidades de D-galactose pelo seu grupo carboni- 
la.

Posteriormente, Hirase (58), reestudando o deriva 
do metil éster metil galactosídeo por técnica de metilação e 
submetendo o produto metilado â destilação â baixa pressão, ob 
teve um composto que, por hidrólise ácida, liberava ácido pi
rúvico e o derivado 2,3-di-d-metil-í>-galactose, o qual foi ca 
racterizado na forma de anilídeo. Os resultados de metila
ção indicavam que o ãcido pirúvico se ligava aos oxigêniós 
0-4 e 0,-6 das unidades de £>-galactose do composto investiga
do. Com base nos dados de metilação e nos valores de rota



ção ótica, foi possível estabelecer a estrutura do composto 
de fórmula C-^^l(OCH^)2COOH, isolado dos produtos de metanõ- 
lise parcial do ágar, como sendo 4-0-£4 ' , 6' -0- (l-carboxietil_i 
deno) -0-0-galactopiranosil£[-3 , 6-anidro-l-galactose dimetil 
acetal.

Após as investigações pioneiras de Hirase (57, 58), 
polissacarídeos contendo acetal de acido pirúvico foram isola 
dos de vários microorganismos. Slonéker e Orentas (94), de
monstraram que o polissacarídeo extracelular isolado de Xan 
thomonas campestris NRRL B-1459, continha, em adição ao áci
do pirúvico (3-3,5%), 0-glucose, P-manose, ácido glucurôni 
co e grupo acetil, numa relação de 2,8:3,0:2,0:1,7. A liga
ção acetãlica neste polímero foi estabelecida por uma série 
de reações envolvendo: oxidação com meta-periodato, redução
com boridreto de sódio e hidrólise ácida suave (HC1 por 24 
horas e â temperatura ambiente). Após tratamento com hidró
xido de bário, obteve-se o derivado de fórmula (C^H^Og^Ba,

o qual, por hidrólise ácida, forneceu ácido pirúvico e eritrjl 
tol em quantidades equimoleculares. Estes dados indicam 
que o composto isolado do polissacarídeo B-1459 (na forma de 
sal de bário) ê 1 ,3-0- (1-carboxietilideno)-eritritol e portan 
to, o ácido pirúvico no polímero B-14 59 ê ligado a certas unî  
dades de P-glucose (terminais), constituindo o grupo' 4,6-0- 
carboxietilideno.

Os espectros de infravermelho (absorção em 6,2y e 
7,ly, do íon carboxílico) e em 8,5y e 9,4y, características
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de estrutura cíclica contendo o grupo _c_ò_C-0-C e de 
espectroscopia dé ressonância nuclear magnética de próton 
(̂ Ií-in.m.r.) (CH3 em ô 1/4, -CH-0 e CH2~0 em 218 e 226 e -OH
em 332 c.p.s.) confirmam a ligação acetãlica para o ácido pi
rúvico no polímero B-1459.

Gorin e Spencer (46) caracterizaram, por métodos 
químicos e por espectroscopia de ressonância nuclear magnéti
ca de próton (^H^n.m.r.), tris compostos ácidos entre os pro
dutos de hidrólise âcida parcial do polissacarídeo de Coryne- 
baeterium insidt-osumj os quais apresentavam acetal de ácido 
pirúvico. 0 primeiro composto foi identificado como sendo
4,6-0- (1-carboxietilideno) -£>~galactose com sinal de <5 1,65 em

1espectroscopia de H-n.m.r», correspondendo aos protons desaco,.. 
piados de grupo metil do acetal. Este composto foi converti 
do no derivado 4,6-0-(1-carboximetiletilideno)-P-galactitol -
por tratamento com boridreto de sódio e diazometano. O éster/

Ĉ10H18°9' 104-105°), consumiu, dois moles de perioda-...,
to e liberou 1 mole de ácido fõrmico. O espectro de resso
nância dos dois acetais do ácido pirúvico, cujas estruturas 
foram identificadas como sendo 3-0- [4 ,6-0- (1-carboxietilideno) 
-a-P-galactopiranosil^ -L-fucose e O-fS-D-glicopiranosil-(l->-4)- 
[4, 6-0- (1-carboxietilideno) -cc-C-galactopiranosil- (l->-3[] -L-fuco 
se, também apresentam sinais de 6 1,55 e 1,54, respectivamen
te, e típicos de protons desacoplados do grupo metil do ace
tal .

As duas possibilidades configuracionais do anel
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acetãlico de 4 , 6-0- (1-carboxietilideno) a-Z)-galactose ' foram 
primeiramente estabelecidas por Gorin e Ishikav/a (47) e basea 
das principalmente na determinação da rotação molecular dos 
estereoisSmeros de metil 4,6-0-(1-carboxietilideno)-a-D-galac 
tosídeos e de metil 4 , 6-0- (1-carboxietilideno)-a-P-glucosídaDS 
e secundariamente, nos valores das pontes de hidrogênios in- 
tramoleculares dos estereoisôrneros de metil 4,6-0- (1-hidroxi- 
isopropilideno) -2, 3-di-d-metil-a-Z?~glucopiranosídeos. Estes 
autores admitiram que os acetais 4,6-Ó-substituídos estives
sem com os aneis piranosídicos (anéis de seis membros) numa 

4conformação (Ĉ  de Reeves) e que os aneis 1,3-dioxana -
estivessem numa conformação de cadeira. Inicialmente, o
4 , 6-0- (1-carboxietilideno) -£>~galactose, obtido do bacto-ágar, 
foi convertido em um derivado de mais fácil obtenção por sín 
tese, ou seja o metil 4 , 6-0- (hidroxiisopropilideno) -ct-£>-galac 
■tosideo. Este composto e seu diasteroisômero também foram
preparados, a partir do derivado metil 2,3-di-0~acetil-4,6-0-

/

benzilideno-a-P-galactosídeo, com l-acetoxi-2-propanona e na 
presença de ácido sulfúrico. Após tratamento apropriado, ob 
teve-se ura xarope contendo os dois estereoisôrneros, sendo que 
um estereoisômero obtido por cristalização fracionada, apre
sentou sinal em espectroscopia de ^H-n.m.r. de ô 1,91 de 
C-CH^. O isômero não cristalino foi transformado num deriva 
do tribenzoato que era idêntico ao derivado tribenzoato do 
isômero obtido do bacto-agar. Debenzoilaçao do composto - 
sintético forneceu o derivado metil 4,6-0-(hidroxiisopropili
deno) -a-D-galactosideo com signal em espectroscopia de
^H-n.m.r. de <5 1,83 de C-CH^. Deste modo, obtiveram-se por
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síntese dois diasteroisômeros, com um deles idêntico ao obti
do do bacto-ãgar.

Para comprovar as configurações acetãlicas dos 
dois possíveis diasteroisômeros do metil 4,6-0-(hidroxiisopro 
pilideno) -ct-C-galactosídeos, aqueles autores oxidaram, com me 
ta-periodato, entre outros compostos, 2,8-anidro-l-desoxi-0- 
glicero-8-L-gulo-octulopiranose, seguindo de redução com bori 
dreto de sódio. Desta reação obteve-se o derivado 1,3-0-(hi 
droxiisopropilideno)-L-treitol o qual também ê obtido do me 
til 4,6-0-(hidroxiisopropilideno)-8-P-galactosldeo e de seu 
correspondente diastereoisômero. Tratamento semelhante, 
realizado no composto 2,8-anidro-l-desoxi-0-glicero-0-gulo-oc 
tulopiranose, originou o derivado 1,3-0-(hidroxiisopropilide- 
no)-L-eritritol, o qual é-também obtido dos dois possíveis 
diasteroisômeros do metil 4,6-0-(hidroxiisopropilideno)-$-D- 
glucopiranoses.

/
Para correlacionar a configuração dos acetais, pe 

lo método de rotação molecular, aqueles autores preferiram in 
vestigã-los na forma de derivados de metil 4,6-0-(1-carbometo 
xietilideno)-fB-D-hexapiranosídeos e consideraram que o siste
ma de anéis fundidos dos acetais de 0-glucose e P-galactose a 
presentam anéis de 1,3-dioxana em duas formas alternativas de 
cadeira. Deste modo, a rotação do isômero com substituinte 
axial no acetal, menos a rotação de seu correspondente este- 
reoisômero poderia dar valores iguais, mas de sinal oposto, 
nas séries de ot-0-glucopiranosídeo e de a-P-galactopiranosí- 
deo. Foi demonstrado que o diasteroisômero do metil 4,6-0-
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(l~carbometoxietilideno) -cx-0-glucopiranosídeo que contêm um 
grupo axial ê o que apresentou um valor de rotação positiva 
e menor (+31°) que seu correspondente estereoisômero (+103°). 
Assim, foi comprovado que o diasteroisômero do rnetil 4,6-0- 
(1-carbometoxietilideno)-a-Z?-galactopiranosídeo com um valor 
de rotação positiva e superior (+113°) ao do seu corresponden 
te diastereoisômero (+107°) contivesse também um grupo metil 
axial no anal acetãlico. Deste modo foi concluído que o de
rivado metil 4,6-0- (l-carbometoxietiTideno) -0-galactopirano 
sídeo, obtido do bacto-ágar e do 0. -ínsidiosum, apresenta um 
grupo metil equatorial no anel acetãlico, desde que este aeri 
vado comporta-se de modo semelhante ao estereoisômero (sinté
tico) do metil 4 , 6-0-(l-carbometoxietilideno)-tx-0-galactopira 
nosídeo, que por sua vez apresenta valor de rotação menor
(+107°) do que seu correspondente estereoisômero (+133°).

A configuração do acetal dq ácido piruvico liga-
/

do ao 4,6-0das unidades terminais da 0-glucose, no polissaca- 
rídeo de Xanthomonas campestris NRRL B-1459, foi estabelecida 
por Gorin et al. (48). O polímero, quando submetido à oxi
dação com o meta-periodato de sódio e redução com boridreto 
de sôdio, liberou, por hidrólise ácida suave, o derivado 1,3- 
0-(1-carboxietilidenc)-A-eritritol. Este composto foi este- 
rificado com diazometano e o derivado 1,3-0- (1-carbometoxiet^L 
lideno)-A-eritritol resultante, por redução com boridreto de 
sÔdio, deu origem a um derivado mais apropriado para estudos 
conf iguracionais, ou seja 1, 3-0- (hidroxiisopropilideno) -L-erjl 
tritol. Os valores de rotação õtica e de espectroscopia de
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Hl-n.m.r. (sinal de C-CH^ em <5 1,86) deste último derivado 
eram semelhantes ao do estereoisômero com C-CH^ equatorial e 
distintos dos valores do estereoisômero com C-CH^ axial (si
nal de C-CH^ em ô 1,95).'

\

Após os estudos pioneiros sobre a configuração do 
acetal de ãcido em polissacarídeo realizados por Gorin et al. 
(47, 48), foi constatada a presença de acetal de ãcido pirúvi. 
co em vãrios polissacarídeos isolados, de microorganismos. Des; 
te modo, BjÔrndal et al. (19) investigaram um polissacarídeo 
ácido extracelular produzido pelo Rhizobium melilotis o qual 
era formado de unidades de P-glucosey D-galactose, acetal- 
de ãcido pirúvico e grupo acetil, numa relação molar de 
"7:1:1:1. Estudos de metilação demonstraram, entre outros de 
rivados metilados, o 2,3-di-O-metil-D-glucose, o qual indica 
que o grupo acetal do ãcido pirúvico se ligava a 0-4 e 0-6 
das unidades de Z>-glucose. Não foi relatada a configuração 
do 4 , 6-0- (1-cárboxietilideno) -Z>-glucosil nestes polímeros.

Âcetais de ãcido pirúvico ligados a duas unidades 
distintas de um mesmo polissacarídeo demonstrou-se que ocor
re: com polissacarídeo ãcido de Rhizobium tvifolii, TA-1 por
Chaudhari et al. (26). Nas investigações de metilação, nes
te polímero foi demonstrado que o derivado metilado 2,3-di-d- 
metil-Z?~galactose origina-se das unidades de 4 ,6-0- (l-carboxi_ 
etilideno)-P-galactose que estão localizadas como unidades 
terminais não redutoras do polímero. Por outro lado, a pre
sença de 2-d-metil-P-glucose, entre os produtos de hidrólise
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ãcida do polissacarldeo original e metilado, mas ausente nos 
produtos de hidrólise do polissacarídeo metilado após remoção 
do ácido pirüvico, sugere que o derivado mono-0-metil repre
senta a unidade de 4 , 6-0- (1-carboxietilideno) -0-glucopiranose 
substituída em 0-3. Estas sugestões são consubstanciadas pe 
lo aparecimento dos derivados 2 ,4 ,6-tri-0-metil~0-glucose e
2,3,4,6-tetra-0-metil-0-galactose entre os produtos de hidró
lise ãcida do polímero metilado, após remoção do grupo acetal. 
0 polissacarldeo extracelular da Xanthomonas campestris foi 
reinvestigado por Jansson et a h  (66). Os dados de metila- 
ção do polímero demonstraram que a soma dos derivados metila- 
dos 2 , 3-di-0-metil-D-manose e 2 , 3 , 4 , 6-tetra-0-metil-£>-manose 
apresentava um valor correspondente ao do derivado 2,6-di-O- 
metil-0-glucose. Estes éteres metllicos de D-manose deri
vam, portanto, das unidades terminais do polímero, em parte 
substituídas com acetal de ácido pirúvico. Deste modo, o de 
rivado 1,3-0-(1-carboxietilideno)-eritritol, observado por 
Siddiqui (93) na degradação de Smith deste polímero, não pode 
ria derivar da unidade 4 , 6-0- (1-carboxietilideno) -£>-glucose 
terminal, a qual originaria, por metilação, o derivado 2,3- 
di-0-metil-0-glucose. Os resultados, portanto, indicam que, 
no polissacarldeo extracelular de X. campestris, o acetal de 
ácido piruvico se liga ao 0-4 e 0-6 das unidades terminais de 
C-manose e não âs unidades de D-glucose. A determinação da 
configuração absoluta do átomo de carbono acetálico realizada 
previamente por Gorin et al. (48) não é invalidada por esta -
revisão.
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Ao contrário dos polissacarídeos ácidos já inves
tigados, o polissacarídeo capsular de Pneumoooous tipo IV 
apresenta uma alta percentagem do grupo acetal, conforme de
monstraram Lew e Heidelberger, em 1976, (73). Os produtos de 
hidrólise ácida do polímero metilado apresentavam 79 moles % 
de 6-0-metil~0-galactose e 21 moles % de 2,3,6-tri-0-metil-0- 
galactose e traços de 4,6-di-0-metil-Z)-galactose. Sob as mes 
rnas condições de hidrólise do polímero desacetalizado e meti
lado, as percentagens do derivado eram: 98 moles % de
2.3.6-tri-0-metil-0-galactose e 2 moles % de 2,3.,4,6-tetrà-0-me 
til-P-galactose. Estes dados, portanto, indicam que este po 
lissacarídeo ê formado, em sua maior parte, por unidades de 
2, 3-0- (1-carboxietilideno)-Z?-galactose, com interligação gli- 
cosídica (l->4) .

Acetal de ácido pirúvico também foi demonstrado 
em polissacarídeo, contendo 6-desoxi-hexose, por Bebault etal. 
(12) que investigaram um polissacarídeo de Klebsiella serotipo 
K 32 que continha acetal de ácido pirúvico ligado às posições 
0-3 e 0-4 das unidades de L-ramnose, que glicosidava em 0-2. 
Esta evidência foi obtida pela análise dos produtos de hidró
lise ácida do polissacarídeo original e metilado, a qual de 
monstrou a presença de 2,3-di-0- e 2,4-di-0-metil-L-ramnose,
2.4.6-tri-0-metil-0-galactose e L-ramnose. Por outro lado, 

após remoção parcial do ácido pirúvico, análise dos pro
dutos de hidrólise ácida do polissacarídeo apresentava 
uma diminuição acentuada da percentagem de L-ramnose e uma 
alta percentagem de 3,4-di-0-metil-L-ramnose. Estes dados
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eram suficientes para comprovar o posicionamento do grúpo ace 
tal. As características principais deste polímero eram a 
presença de B-L-ramno.s© _ e a' grande labilidade do grupo ace 
tal a ácido. Aproximadamente 70% do grupo acetal foi remo
vido por tratamento do polissacarídeo com resina trocadora 
de íon [Amberlite IR-120 (forma H+)J e a temperatura ambien 
te.

Esta suscetibilidade do grupo acetal de ácido pi- 
rúvico e explicada, em parte, pelo acetal se ligar aos grupos 
hidroxílicos vicinais, transdiequatoriais das unidades de
A-raninopiranpse,_ . na conformação . Acetais de ácido pirú 
vico ligados às hidrõxilas vicinais transdiequatoriais ocor
rem também nos polissacarídeos capsulares de Pneumocoocus ti
po IV, (73) e de Klebsiella tipo 1, investigado por Erbing et 
al. (38). Em todos estes casos, o grupo acetal era facilmen

- te removido por hidrólise ácida suave. Vale ainda ressaltar
/

que, no polímero de F.lebsiella tipo 1, a ligação acetálica se 
faz com as hidrõxilas em C-2 e C-3 das unidades do ácido D-

' glucurônico, cujo posicionamento foi estabelecido por um pro
cesso de, metilação do polímero reduzido. Para este fim, o 
polímero foi inicialmente tratado com l-cicloexil-3-(2-morfo- 
linoetil)-carbodiemida e NaBD^ afim de reduzir as hidrõxilas 
das unidades do ácido urônico. 0 derivado 6-0-metil-Z)-gluco 
se, obtido na análise de metilação do polissacarídeo reduzido, 
foi deuterado em C-6 e isto ê uma indicação de que este composto 
deriva das unidades de ácido P-glucopiranosilurônico. Por ou 
tro lado, o polissacarídeo carboxil reduzido, do qual o ácido
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pirüvico foi removido por hidrólise ácida suave, deu, entre 
outros derivados metilados, o 2,3,6-tri-0-metil-Z)-glucose . Is 
to indica que ácido urónico ê glicosilado em 0-4 e acetaliza- 
do em 0-2 e 0-3.

Recentemente, Garegg et al. (43) reestudaram a con
figuração acetálica de ácido pirüvico, por. espectroscopia de 
13C-n.m.r. em modelos preparados como descritos previamente por 
Gorin e Ishikawa (47) . A diferença observada nos deslocamen
tos químicos dos carbonos dos CH^ acetãlicos, em pares este- 
reoquímicos de 4,6-acetais examinados, e ampla e suficiente 
para determinar a estereoquímica de carbonos 4,6-acetãlicos 
nas correspondentes unidades de monossacarídeos em polissaca- 
rideos. Assim, os valores médios observados para os carbonos 
de CH- equatoriais eram de S 24,4-26.17 e para aqueles de car
bonos CH_ axiais eram de <5 15,0-18,3. Os correspondentes des3 C
locamentos químicos para os grupos CH^ dos 3,4-acetais, em es_

13 .pectroscopia de- C-n.m.r», embora pequeno, eram ainda de si£
nificância. Em adição, os deslocamentos dos sinais de prótons 
de CH^ em espectroscopia de ^H-n.m.r. eram suficientes para 
identificar o arranjo esterico do carbono acetálico do ácido 
pirüvico ligado a <7-3 e 0-4 das unidades de galactopiranosil 
em polissacarídeo; principalmente após redução aos correspon
dentes derivados hidroxiisopropilidênicos» Nesta investiga
ção, a configuração do carbono acetálico foi expressa pelo 
sistema S-R. Posteriormente, Garegg et al. (44) , estabelece 
ram a configuração do carbono acetálico em vários polissacarí^ 
deos de bactérias por comparar os sinais por espectroscopia
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13 1de C- e "H-n.m.r. destes polissacarldeos com aqueles das 
substâncias modelos. A configuração S foi demonstrada em 
oito polissacarldeos, nos quais o ãcido pirüvico ê ligado a 
0-4 e 0-6 de unidades de Z?~glucopiranose ou D-rnanopiranose, en 
quanto a configuração R foi demonstrado em quatro polissaca 
rídeos nos quais o acido pirüvico e ligado a 0-4 e 0-6 de uni
dades de Z)-galactose. Em todos estes acetais, que formam
anéis 1,3-dioxana, o grupo metil ê equatorial e o grupo car
boxílico i axial. A forma S foi observada era quatro polissa 
carídeos nos quais o acido pirüvico é ligado a 0-3 e 0-4 das 
unidades de £>-galaetopiranose.

Recentemente, Gorin et al. (49), reestudaram a
configuração acetálica de âcido pirüvico. .no polissacarldeo do

1 13C. insidiosum por espectroscopia de H- e C-n.m.r. No es
pectro de ^H-n.m.r., os polissacarldeos têm sinais de ô 1,24 
(6H) e (5 1,41 (3H) e foram'atribuídos aos prótons dos grupos
metil das unidades de L-fucopiranose e. acetal de ãcido pirüvi

13 <co. Ja no espectro de C-n.nnr. do polissacarldeo, os si.
nais, em §? 27,1, foram atribuídos ao carbono do grupo metil
do acetal de âcido pirüvico, em configuração R. Neste mesmo 
espectro, o sinal em 6 17,3 foi atribuído ao carbono do gru
po metil da unidade de L-fucopiranose e não a um acetal com 
configuração S cujo sinal aparece em 6 17.

A função dos acetais de ãcido pirüvico ligados a 
polissacarldeos tem sido investigada por vãrios autores. Hi- 
rase, (58), em 1957, sugeriu que o grupo carboxílico do ãcido



27

pirüvico pudesse estar relacionado com o comportamento•gelifi
ycante do agar. Os resultados das investigações de Duckworth 

e Yaphe (34) mostraram que o conceito de o agar ser consti
tuído de dois polissacarídeos, um neutro, agarose e outro, 
ácido, agaropectina é uma simplificação. Segundo estes auto 
res o ãgar ê uma mistura complexa de vários polissacarídeos, 
contendo todos a mesma estrutura básica, com graus variáveis 
de substituintes ácidos. Pelo menos três frações distintas 
de polissacarídeos foram caracterizadas, sendo uma rica em 
sulfato, outra em ãcido pirüvico e uma terceira, formada, 
principalmente, de unidades de 3,6-anidro-L-galactopiranose.

Foi observada uma diminuição do poder gelificante 
nas frações com alta percentagem de unidades sulfatadas e com 
baixa percentagem de 3,6-anidro-L-galactose e que as frações 
.ricas em ãcido pirüvico apresentavam baixo poder gelificante.
Estas observações estão de acordo com o conceito de Rees

/

(88), de que a capacidade de formar gel do âgar ê devido 
aos três átomos de hidrogênio equatoriais das unidades de
3,6-anidro-L-galactose que compelem o polissacarídeo a assu
mir a conformação helicoidal e as interações das hélices são 
as'responsáveis pela formação do gel.

As investigações de Dudman e Heidelberger (36) e 
de Heidelberger et al. (56) indicam que o acetal de ãcido pi
rüvico do polissacarídeo seja um determinante imunolõgico. 0 
anti-soro de polissacarídeo de Pneumocoeous tipo 27 dava rea
ção cruzada com polissacarídeo de R. meliloti e R. trifolií.
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0 ácido pirüvico presente eiri todos estes polímeros explicaria 
a reatividade destas cruzadas reações.

A remoção do ácido pirüvico de um polissacarídeo 
de uma espécie de Rhizobium tornava-o inativo para seu anti- 
soro homólogo e para o anti-soro de Pneumocoocus tipo 27, mas 
era ativo para anti-soros de outros tipos de Pneumocoocus, pa 
ra os quais o polímero original não apresentava nenhuma reatî  
vidade, O acetal de ácido piruvico foi também conside 
rado ser determinante imunolõgico em polissacarídeos de
Klebsiella K 32, Pneumocoocus tipo IV e de várias cepas de 
Rhizobia.

Segundo Garegg et al. (43) o acetal de ácido pirú 
vico de polissacarídeos bacterianos, faz parte do determinan 
te imunolõgico, e Õ muito provável que a configuração absolu
ta destes acetais esteja correlacionada com a atividade imuno

/

lõgica de tais polímeros. Portanto, a determinação de confi_ 
guração absoluta do acetal de ácido pirúvico em polissacarí- 
deos ê de grande relevância.

Um estudo comparativo entre polissacarídeos extra 
celulares elaborados por Rhizobium meliloti U 27, AIcaligenes 
faecalis var. myxogenes 10C3 eAgvobactevium radiobacter} IFO 
1266S foi realizado por Harada et al. (53). Os espectros de 
^H-n.m.r. destes polissacarídeos demonstraram a presença de 
acetal de ácido pirüvico (sinal de 6 1,48) éster de ácido sue 
cínico ("multiplet" em 6 2,59) e grupo acetil (6 2,15). Pela 
primeira vez, foi comprovada a presença de ácido pirüvico em



29

polissacarídeo de R, meliloti, o qual contêm, em adição, gru

po acetil.

Estes polímeros quando tratados com uma enzima 
extracelular, a • succinoglicana despolimerase de uma espécie 
de Flavobacter-ium, liberaram unidades de octassacarídeos as 
quais por sua vez são hidrolizados em duas unidades de tetras^ 
sacarídeos por uma enzima intracelular, a 3-£>-glicanase, tam
bém isolada da mesma Flavobaoterbum. Os dados da metilação e

13 «pde espectroscopia de C-n.m.r., demonstram que esses políme
ros apresentam a mesma estrutura básica, ou seja são formados 
de unidades repetidoras de octassacarídeos contendo 4,6-ace- 
tal de ácido piruvico ligado apenas na extremidade não redu
toras do polímero,

Hisamat.su et al. (59) obtiveram uma mutante (mu
tante 22) por tratamento, do Alcaligenes faecali-s ou myxoge_ 
nes 10C3, com /.;~metil-//-nitro~#-nitrossoguanidina. Esta mu- 
tante acumulava, no meio sintético de cultura, não sõ succino 
glicana, como também um oligossacarídeo, (octassacarídeo li
vre) principalmente, quando ao meio de cultura era acrescenta 
da•penicilina ou bacitracina. 0 octassacarídeo livre apre
senta uma estrutura semelhante ao octassacarídeo derivado da 
succinoglicana, por hidrólise, com o succinoglicana despolime 
rase. Os autores sugerem que os oligossacarídeos que acumu
lam nos meios, de cultura, não derivam da hidrólise enzimãti- 
ca da succinoglicana, mas são devidos a mudanças no sistema 
de biossíntese da succinoglicana. Foi comprovada, por anâli_ 
se de metilação, a presença de 4-6-acetal do ácido piruvico.
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ligada âs unidades terminais (Z>-glucose) de todos os octassa- 
carídeos livres, do meio de cultura. Os octassacarídeos li
vres, além de acetal de ãcido pirúvico, continham ésteres do 
ácido succínico, cuja localização ê ainda incerta. Isto dife 
rencia os octassacarídeos livres daqueles obtidos da succino- 
glicana por hidrólise enzimática específica. A análise do 
produto de hidrólise ácida dos octassacarídeos (livres) raeti- 
lados, demonstrou entre os derivados metilados, 2,3-di-d-me- 
til-D-glucose que ê originado das unidades de 4,6-0-(1-carbo- 
xietilideno)-D-glucopiranose, localizadas nas extremidades 
não redutoras do oligossacarídeos. Análise semelhante, nes
tes oligossacarídeos, dos quais o ácido pirúvico foi previa
mente removido, suas unidades terminais não redutoras origi
nam por metilaçio, os derivados 2,3,4,6-tetra-d-metil-D-gluco 
se. A função de ácido pirúvico e do ãcido succínico, nestes 
octassacarídeos livres, não foi discutida.

Posteriormente Hisamatsu et al. (60) demonstraram
que esta unidade repetidora de octassacarídeo, era comum não 
sõ' âs succinoglicanas de A. faecalis var. myxogenes 10C3 e de 
i?. meliloti como também aos polímeros de Âgrobacterium radio- 
bacter3 Âgrobacterium rhizogenes e Âgrobacterium tumefaciens.

Os polissacarídeos contendo acetal de ácido pirú
vico, até então investigados, foram isolados de microorganis
mos. Pela primeira vez, foi comprovada por Duarte (30) a 
presença de polissacarídeo contendo acetal de ácido pirúvico 
no polissacarídeo de molusco, Pomacea lineata.



A finalidade da presente investigação é, portan- 
to, esclarecer certos aspectos estruturais dos polissacarí- 
deos isolados de glândulas do albümen de Pomaoea lineata (Re
cife, PE), bem como estabelecer a configuração do acetal de 
ãcido piruvico nos polímeros de P. lineata.



MATERIAL E MÉTODOS

MÉTODOS GERAIS

As rotações óticas foram obtidas com polaríme- 
tro Perkin-Elmer, modelo 141, â temperatura de 25°. A ele- 
troforese em fitas de papel acetilado (14 x '25,cm) (cellogel) 
das amostras de polissacarídeos foi realizada, corando-se pre 
viamente os polissacarídeos com azul de "Procion", segundo o 
método descrito por Diidman e Bishop (37), utilizando-se câma 
ra de imersão da Chainetron, fonte estabilizadora da Fanen 
Ltda., a 250 mA, e 7V e tampão borato 0,025 M, pK 9,3. As so 
luções contendo os polissacarídeos foram liofilizadas em apa 
relhos Virtis, modelo 10-145 MR~Ba. As leituras espectrofo- 
tomêtricas foram feitas em espectrofotômetro Varian 635 D, a 
30 -- 0,1° e Colleman Junior, modelo 6A. Os espectros de in
fravermelho dos polissacarídeos foram realizados em espectro
fotômetro, modelo 735, da Perkin-Elmer.

A cromatografia em papel foi realizada com papel 
Whatman n9 1 ou 3MM pelo método descendente, com os seguintes 
sistemas de solventes: (v/v) (a) benzeno-n-butanol-piridina-
água (1:5:3:3) fase superior; (b) n-butanol-piridina-ãgua 
(4:3:4); (c) n-butanol-etanol-âgua (4:1:5); (d) butanona-

âgua-amônia (200:17:1) fase superior; (e) n-butanol-etanol- 
ãgua (5:1:4); (f) éter-ãcido fôrmico-ãgua (5:2:1); (g) 1-bu-
tanol-etanol-ãgua (40:11:19).
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Os açucares foram visualizados com nitrato de pra 
ta alcalino (101) ou com cloridrato de p-anis.idi.na (açúcar re 
dutor) (67) e a migração dos produtos de hidrólise ãcida das 
galactanas foi relacionada à da P-galactose (R^^), enquanto a 
migração dos produtos de hidrólise ãcida dos polissacarídeos 
meti lados foi relacionada ao 2,3,4,6-*tetra-d-metil-Z)~glucopi“ 
ranose. A hidrazoria do ãcido pirúvico foi visualizada com or 
tofenilenodiamina 0,05% em ãcido tricloroacêtico 20% (21) e 
seu Rj foi referido ao das hidrazonas 'do ãcido pirúvico e do 
ãcido alfa-cetaglutãrico, usadas como referência.

A cromatografia em camada delgada (t.l.c.) foi u~ 
tilizada neste trabalho, principalmente, para acompanhar o pro 
cesso de metilação, usando-se placas de cromatofolhas Al de 
sílicagel (20x20 cm) (Merck) e, como solventes, foram utiliza 
dos os seguintes sistemas; (v/v) (h) benzeno-acetato de eti-
la (20:1); (i) benzeno-etanol-ãgua-ãcido acético (200:47:15:
1); (j) benzeno-acetato de etila-metanol (3:1:1); (k) ben-
zeno-metanol (9:10); (1) clorofórraio-metanol (5:1); (m) aceta

- tó de etiia-êter de petróleo-clorofôrmio (3:2:1); (n) cloro-
fórmio-etanol (9:1); (o) clorofõrmio-metanol (50:1); (p) cio
rofórmio-etanol (12:1); (q) clorofôrmio-etanol (4:1). Os
açúcares foram visualizados com solução de ãcido sulfúrico 
10% em metanol (v/v), seguido de aquecimento em estufa â 
temperatura de 1500. A migração dos açúcares metilados foi
relacionada à do 2,3,4,6-tetra-d-metil-R-glucopiranose (R ).y
Os acetados de alditõis parcialmente metilados foram visuali 
zados com uma solução de roolibdato de amónia 0,5% e sulfato
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de cêrio 0,5% em etanol contendo ácido sulfúrico 0,5% (v/v),
seguido de aquecimento em estufa a 1509.

A cromatografia em fase gasosa (g.l.c.) dos açúca 
res, metilados foi realizada em croraatografo (modelo JCG-20K) 
da Jeol, com detector de ionização de chama, usando-se hélio 
como gás de arraste, com um fluxo de 45 ml/min. (as temperatu 
ras da câmara de ionização e do detector eram de 200 e 2809, 
respectivamente). As colunas utilizadas foram as seguin
tes: (r) 14% (p/p) de LAC-4R-886 de 80-100 mesh sobre Chro-
mosorb w (coluna de 100 x 0,4 cm d.i.) à temperatura de 1369; 
Cs) 3% (p/p) de ECNSS-M sobre Chrom Q de 100-120 mesh (coluna 
120 x 0,2 cm d.i.); (t) 3% (p/p) de OV-225 sobre Chrom de 0
de 100-120 mesh (coluna de 120 x 0,2 cm d.i.) à temperatura 
cie 170° ou com temperatura programada (130-180°), com uma va
riação de 4° por minuto. A coluna (r) foi usada para deter
minação quantitativa dos produtos de metanolise dos polissaca 
rldeos metilados, sendo T relativo ao do metil-2,3,4,6-tetra- 
d-metil-8-P-glucox^iranosídeo, e a composição molar foi calcu
lada a partir da área registrada para cada componente através 
do método de triangulação de acordo com Stephen et al. (99). 
As colunas (s) e (t) foram utilizadas para a determinação 
quantitativa dos acetatos de alditõis e acètatos de alditois 
parcialmente metilados, e seus tempos de retenção foram rela
cionados ao do xilitol pentacetato e 1,5-di-0-acetil-2,3,4,6 
-tetra-O-métil-D-glucitol, respectivamente.

O açúcar total foi determinado pelo método fenol-
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ácido sulfúrico (33) e c açúcar redutor, pelo método Somogyi 
(95). A determinação quantitativa de proteínas foi reali
zada com o reagente de Folin-Ciocalteau segundo o método 
de Lowry et al. (76) e pelo processo de micro-Kjeldahl (68), 
usando-se o fator de conversão de 6,25 para converter nitrogê 
nio proteico em proteína (^x 6,25).

Os ácidos urônicos foram dosados segundo o proces 
so de Anderson e Cree (4) no hidrolisado ácido (ácido sulfúri. 
co 1 N a 100°, durante 4 horas). O hidrolisado ácido foi pas_ 
sado em resina trocadora de íon [í)owex 50w x 8, 200-400 mesh 
(eluição cora água) e Amberlite IR 4E (eluição com água e 
ácido acético 1 i7)J. Foi realizado um experimento visando a 
estabelecer a percentagem de descarboxilação do ácido urônico 
durante o processo de hidrólise ácida (I-̂ SÔ  1 N, durante 4 
,horas a 100°). Também foi utilizado um tubo de referência,
contendo P-galactose com o mesmo teor que os hidrolisados

/
dos polímeros analisados, na tentativa de minimizar a interfe 
rência da R-galactose do hidrolisado nestas determinações.

O ácido fõrmico foi dosado por titulação com hi
dróxido de sódio 0,01 N , em atmosfera de nitrogênio, de acor
do com Baker e Somers (9). 0 ácido siálico foi determinado
nos polímeros através de processos químicos, após uma hidró
lise com ácido sulfúrico 0,1 N f durante uma hora ã temperatu 
ra de 80°. Após neutralização com carbonato de bário, cen
trifugação e filtração, o hidrolisado foi desionizado em resi

Jrna Dowex 50W x 8, 200-400 mesh, forma H" (eluição com agua)
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e Dov/ex 2 x 3, 200-400 mesh, forma acetato (eluição com água 
e ácido acético 1 N) . O eluato ácido foi concentrado sob
pressão reduzida ã temperatura de 359 e no resíduo obtido 
foi dosado o ácido siálico, pelos processos descritos por 
Svennerholra (92) e de Warren (.105) . O ácido siálico também 
foi dosado no produto de hidrólise enzimãtica dos políme
ros, utilizando-se a W-acetil-neuraminidase (Sigma) de acordo 
com o processo descrito por Brunetti (23).

O acetal do ácido pirüvico foi determinado nos po 
límeros originais F. A e F.B e ainda nos polímeros degradados 
da primeira (F.AD-1, F.BD-1), da segunda (F.AD-2 e F .BD-2) e 
da terceira (F.AD-3 e F.BD-3) degradação seqüenciada tipo
Smith (55), O acetal do ácido pirüvico também foi determina 
do nas frações F.AC e F.AB de M. cornuarietis e na fucogalac- 
.tana isolada de uma espécie de Ampullarius de Morretes, PR. 
Inicialmente, uma amostra de cada polímero (10 mg) foi subme
tida ã hidrólise ácida com ácido oxâlico 0,04 N (3 ml), duran 
te 4 horas, a 100° em ampolas de vidro fechadas no bico de 

- Bunsen. Após neutralização com carbonato de cálcio e fil
tração, o volume da solucao foi completado para 10 ml com água 
destilada. Numa alíquota dessa solução, foi determinado o 
ácido pirüvico por método enzimatico, usando~se desidrogenase 
láctica de müsculo de coelho, tipo VII da Sigma. Foram usa 
dos os seguintes sistemas de incubaçao: a)tampão í^HPO^Kí^PO^

0,1 N , PH 7,4 0,5 ml, 5 ]il da solução de enzima diluída 1:20

com o tampão fosfato <3,1 M pH 7,4, 15 ylde NADH a 1% e 0,3 ml
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do hidrolisado; b) 0,5 ml do hidrolisado, 0,3 ml de trieta 
nolamina 1 N , lr5 yl de NADH a 1% e 5 yl de solução de desidroge 
nase láctica, diluída 1:20, segundo o método de Duckworth e 
Yaphe (34). . O teor de ácido pirúvico foi expresso em per
centagem (peso de ácido pirúvico era relação a um gramo de he- 
xose anidra) e em moi de ácido pirúvico por mol de hexose 
anidra.

O fósforo total foi pesquisado nas cinzas obtidas 
por tratamento de uma amostra de polissacarídeo com ácido sul. 
fúrico e ácido nítrico concentrados e aquecimento apropriado, 
segundo o processo de Chen et al. (2?).

O grupo sulfato foi determinado no hidrolisado 
ácido (ácido férmico 25%, durante 24 horas a 1009) dos polis 
sacarídeos, na forma de complexo de benzidina-sulfato, segun- 

- do o processo descrito por Antonopoulos (6).

O grupo acetil nos polissacarídeos foi determina- 
- dò na forma de complexo aceto-hidroxâmico pelo método de
McComb e McCready (82) e expresso era percentagem (peso do ãci 
do acético em relação a um grama de hexose anidra) e mol de 
ácido acético por mol de hexose anidra.

O conteúdo de éster metoxil nas galactanas foi 
determinado através do reativo de Hinton, de acordo com o mé
todo descrito por Schultz (91).
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Para determinação das hexosaminas, os polímeros 
.(10 mg de cada) foram submetidos à hidrólise ácida com ácido 
sulfúrico 6 /1/ (1 ml) durante 8 horas a 100°. Após esfrianen 
to, o volume foi completado para 10 ml com água destilada, e
passado através de coluna Dowex 50W x 8 , 200-400 mesh, forma
4* #0 «v»H , (coluna 10 x 1 cm d.i.). Após eluição com água (10 ml),
a fim de eliminar as substâncias interferentes, as hexosami
nas foram eluídas da coluna com ácido clorídrico 2 N e  anali
sadas com o reagente de Elson-Morgan, segundo o processo des
crito por Boas (15) .

Para determinação do equivalente ácido dos polis- 
sacarídeos, estes foram previamente desacetilados por trata
mento com hidróxido de sódio 0,01 N, durante 3 horas a 
509. Após diâlise, em água corrente, por 72 horas, seguida 
de liofilização, os polímeros, quando testados pelo método de 
McComb e McCready (82), mostravam ausência do grupo acetil. 
Uma solução de polissacarídeo desacetilado (1.00 mg em 10 ml
de água destilada) foi passada através de coluna de resina
^ 4”trocadora de íons Dowex 50W x 8, 25-50 mesh, forma H , (colu
na 30 x 2 cm d.i.), seguida de eluição com água. Os eluatos 
foram concentrados para um volume de 25 ml em evaporador ro 
tatório a 509. Uma alíquota do concentrado (20 ml) foi ti
tulada com hidróxido de sódio 0,01 N, sob atmosfera de ni
trogênio, usando-se como indicador a fenolftaleína. A solu
ção restante (5 ml) foi utilizada para dosar o teor de açúcar 
total na amostra pelo método do fenol-ácido sulfúrico (33).
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Ds equivalentes ácidos foram referidos ao teor de açúcar ani 
dro utilizando-se a seguinte formula:

P x 1000E q  = ---------------------------

V x N x f

Eq = equivalente
p = peso do açúcar anidro da amostra determinado pelo pro

cesso do fenol-ãcido sulfúrico (33) e expresso em gra
ma. '

N = normalidade da solução de hidróxido de sódio (0,01 N).
V = volume gasto da solução de hidróxido de sódio (0,01 N) . 
f = fator de correção da normalidade da solução de hidró

xido de sódio.

O formaldeldo liberado na oxidação do periodato 
foi determinado pelo método colorimêtrico, como descrito por - 
Vaskowsky e ,-Ysay (103) .

O peso seco dos polímeros foi obtido com amostras 
mantidas na estufa a 1009, até atingir peso constante. As
cinzas foram determinadas em mufla ã temperatura de 8009, até 
peso constante. O ponto de fusão do 2,4-dinitrofenilidrazo- 
na do piruvato extraído dos polissacarídeos de P. lineata e 
M. cornuari-etis foi determinado com o aparelho KMK 69-268-L, 
usando-se termômetro de Anschuzt da American Optical Company. 
Como referência, foram preparados derivados de 2,4-dinitrofe- 
nilidrazona . de alfa-cetoglutarato_ e de piruvato, de acordo 
com o método descrito por Block (21).



PREPJiRAÇÃO DE $-£>-GLUCOSE PENTACETATO

Uma amostra de D~glucose anidra (10 g) (Merck) foi 
acetilada com anidrido acético e acetato de sódio como catal_i 
sador, segundo o processo descrito por Wolfrom e Thompson
(108). O produto cristalino (15 g) em etanol (3 vezes) apre

~ r n tSsentou ponto de fusao de 1359 e LaJD + 59 (c, 0.5 em cloro
fórmio) . Vvolfrom e Thompson obtiveram ponto de fusão de 

r t 251329 e [aJD + 49 (cloroforraio) para o pentacetato de $-D- 
glucopiranose. Uma amostra de pentacetato de 8-D-glucopira- 
nose (0,5 g) foi metilada três vezes em solução de tetraidro- 
furano (25 inl) com sulfato de metila (6 ml) e hidróxido de só 
dio pulverizado (seco a 70° sob pressão reduzida, em aparelho 
de Abderhalden), de acordo com o processo de Adams e Bishop 
(1) . Após neutralização com âcido acético glacial, à tempe 
ratura de 0-2°, o produto foi extraído com clorofórmio e 
lavado com ãgua destilada (6 vezes) em funil separador. 0 xa 
rope obtido, após evaporação do solvente (evaporador rotatõ- 
çio sob pressão i*eduzida a 2 59) , foi fracionado em coluna 
(30 x 20 cm d.i.) de sílica gel, 60-120 mesh (Merck), utili- 
zando-se como eluente uma mistura de clorofõrraio-metanol 5:1 
(1 litro). Purificação posterior da fração foi realizada 
por t.l.c. preparativa em placa de sílica gel, usando-se o 
solvente (i). A sílica gel, contendo o produto, foi remo 
vida da placa e tratada com clorofórmio e filtrada em funil
de placa porosa para eliminar a sílica gel.. O produto me

2 5 -tilado apresentou [a] + 25° (c, 0,1 em água). Bell (14)
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obteve [a]p + 18,7° para metil-2 ,3, 4 , 6-tetra-0-metii-f3-Z?-glu 
copiranosxdeo, contendo traços do a-isômero correspondente.

PREPARAÇÃO DE XILITOL PENTACETATO

Uma amostra de Z?-xilose (0,5 g) dissolvida em 50 
ml de água destilada e tratada com ura excesso de boridreto de 
sõdio (1 g) à temperatura ambiente, até a reação ser negati
va para açücar redutor (Somogyi-iodomêtrico). O excesso de 
boridreto de sõdio foi eliminado da preparação por tratamen
to com ácido acético 2 N. Após tratamento com resina troca-

+dora de cation (Dowex 50W x 8, 200-400 mesh, forma H ), o acji 
do bõrico resultante foi eliminado da preparação por co-desti 
lação com metanol. O xilitol, assim obtido, foi seco sob 
pressão reduzida (aparelho de Abderhalden) e em seguida ace 
tilado com anidrido acético e acetato de sõdio como catalisa 
dor, segundo o processo descrito por Wolfrom e Thompson 
(J)9) . , O produto, cristalizado em etanol (3 vezes), apresen 
tou ponto de fusão de 60°. Hough e Richardson (63) obtive 
ram ponto de fusão de 609 para xilitol pentacetato. Essa 
preparação, quando analisada por cromatografia em papel (sol 
vente d), e g.l.c. (colunas é t) demonstrou a presença 
apenas de um componente, com migração no papel e T seme
lhante ao do xilitol pentacetato.
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PREPARAÇÃO DE GALACTITOL HEXACETATO

Uma amostra de D-galactose (1 g) foi reduzida com 
boridreto de sõdio (2 g) e, apõs tratamento apropriado, como 
descrito anteriormente, foi acetilado com anidrido acético e 
acetato de sõdio. A preparação demonstrou apenas um compo
nente, quando analisado por cromatografia em papel (solvente 
j), por cromatografia em camada delgada (solvente h) e por 
g.l.c. (colunas s e t ) .  0 produto cristalizado em etanol - 
(3 vezes) apresentou ponto de fusão de 1699. Hough e Richard 
son (63) obtiveram ponto de fusão de 1689 para o galactitol - 
hexa cetato.

PREPARAÇÃO DE 1# 5-DI-0-ACETIL-2 , 3 , 4 , 6-TETRA-0-METIL-0-GIÍJCITCL

Uma amostra de metil-2 , 3 ,4 ,.6-tetra~0-metil-B~Z?- 
glucopiranosídeo (100 mg) foi tratada com ãcido clorídrico 
0,5 M (10 ml) durante 4 horas â temperatura de 100°. Apõs neu 
tralização com hidróxido de sõdio, o material metilado foi 
extraído com clorofórmio e lavado com água em funil de separa 
ção. 0 xarope obtido apõs evaporação do solvente foi croma- 
tografado em coluna de sílica gel (Iíerck) , usando-se uma mis
tura de clorofõrmio-metanol 5:1 (1 litro) como eluente. Uma
fração elulda da coluna, principal componente apresentou
r t 25[aj + 124° -*• 112°. Duarte e Jones (31) obtiveram o valor 

r t 25de [aJD + 108° para o 2,3,4,6-tetra-0-metil-0-glucose.
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A fração eluxda da coluna (50 mg) foi reduzida com boridreto 
de sódio como jã descrito e, em seguida, acetilada com uma 
mistura de anidrido acético-piridina 1:1 (1 ml) durante 12 ho 
ras â temperatura ambiente, seguido de aquecimento (100°) du 
rante 10 minutos. Análise por t.l.c. (solvente m) e g.l.c. 
(coluna t) demonstrou a presença de um unico componente (1,5- 
di-d-acetil-2,3,4, 6-tetra-d-metil-D-glucitol) .

PREPARAÇÃO DO DERIVADO 2,4-DINITROFENILIDRAZONA DO ACETAL DE 
ÃCIDO PIRÚVICO EXTRAÍDO DOS POLISSACARÍDEOS DE GLÂNDULA DE AL 
BÜI-ÍEN DE P. lineata e M. cornuavietis.

O acetal de ácido pirúvico foi liberado das fra
ções de polissacarídeos (1,0 g) por tratamento com ácido oxá 
lico 0,04 N (250 ml) durante.4 horas a 1009, de acordo com o 
método descrito por Duckworth e Yaphe (34). Após neutraliza 
ção do ácido com carbonato de cálcio (pH 7,0) e centrifuga
ção, o sobrenadante foi passado através de coluna (30 x 2 cm 
d.i.) de resina trocadora de íons (Dowex 1 x 8 ,  200-400 mesh, 
forma acetato). A fração neutra foi eluxda da coluna com 
água destilada até reação negativa com o reagente fenol-ãcido 
sulfúrico (33). A fração ácida foi eluxda da coluna com 
ácido acético 2 N (3 vezes o volume da coluna). Esta fração 
foi concentrada sob pressão reduzida para o volume de 5 ml, ao 
qual foi adicionado solução de 2,4-dinitrofenilidrazina 0,5% 
em ácido clorídrico 6 N (5 ml) para obtenção do derivado -
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coletados na região do Pantanal do Mato-Grosso do Sul. ' Os po 
lissacarídeos isolados da glândula de albúmen de M. cornuarie 
tis foram submetidos ao mesmo processo de purificação descri
to para os polissacarídeos da glândula de albúmen P. Iineata, 
utilizando-se base quaternária em pH 7,0 e em pH 8,5 (tampão 
borato). Duas frações também foram obtidas da glândula de 
albúmen de M. cornuarietis, as quais foram denominadas cfe F.AC 
(pH 7,0) e F.BC (pH 8,5), cujos rendimentos em polissacari- 
deo (peso seco) foram respectivamente,' de 8,4% (1,9 g) e 3,5? 
(0,8 g), quando relacionados ao põ cetônico das glândulas de 
albúmen.

O polissacarxdeo (fucogalactana, F.G.) isolado de 
uma espécie de Ampullarius sp. coletada em Morretes, PR. foi 
purificada por Feijõ e Duarte (39) pela precipitação fraciona 
da com brometo de hexadeciltrimetilamônia em presença de tam
pão borato pH 8,5. Uma amostra deste polímero nos foi cedi-/
da pelos autores para ser investigada no que concerne ao
teor de acetal de ácido pirúvico.

HIDRÕLISE ÃCIDA DOS POLÍiíEROS ISOLADOS DE GLÂNDULAS DE ALBÚ- 
MEN DE P. lineata.

Uma amostra (50 mg) de cada polissacarideo das 
frações F.A e F.B foi hidrolisada cora ácido sulfúrico 1 N 
(5 ml) durante 4 horas, â temperatura de 100^ em ampola- de vi_
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dro, fechada no bico de Bunsen. A solução ácida foi tratada 
com carbonato de bário (pH 4,5) e o filtrado foi concentra
do sob baixa pressão a 40° (evaporador rotatório) até um volu 
me de 'v 5 ml. Essa fração foi desionizada pela passagem se 
quencial em coluna (10 x 1 cm d.i.) de íons de Dowex 50W x 
8, 200-400 mesh, forma H+ e Amberlite IR-4B, 25-50 mesh, for 
ma OH , usando-se água como eluente. A solução desionizada 
foi concentrada sob pressão reduzida (evaporador rotatório) a 
um volume de 1 ml. Os produtos de hidrólise ácida das 
frações F.A e F.B foram analisados por cromatografia descen-- 
dente em papel Nhatman n9 1 (p.c.) (solvente a) e visualiza
dos com nitrato de prata alcalina (T0l):e cloridrato de p- 
anisidina (67)/ que revelaram apenas"a presença de um compo
nente de migração semelhante a Z?-galactose. Análise por cro
matograf ia em papel (solvente j) dos hidrolisados ácidos das 
frações F.A e F.B, sem prévio tratamento com resinas trocado
ras de lons, demonstrou, em adição á hexose, um componente de 
RGa  ̂de 0,05 que era visualizado por nitrato de prata alcalj. 
no e por o-fenilenidiamina de acordo com o processo de Wei- 
lãnd, descrito por Block (21).

Uma amostra das frações F.A e F.B (1 g de cada 
fração) foi hidrolisada com ácido sulfúrico 1 N como descrito 
anteriormente. Após neutralização com carbonato de bário e 
centrifugação, os produtos de hidrólise ácida de cada fração 
foram passados através de uma coluna (30 x 2 cm d.i.) de car- 
.vão-celite (2:1, p/p) e eluldas com água. A rotação õtica-

~ r i 2 5do eluato aquoso das frações F.A e F.B era de + 799
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(c, 0,3 em água). Parte do eluato aquoso ('v 100 mg de cada
fração) foi concentrada a xarope e o produto cristalizado em

~ r -I 2 5etanol apresentava uma rotaçao otica de [ajn + 30,59 (c,0,25
em ãgua) para ambas as frações.

Uma amostra do eluato aquoso das frações F.A e
F.B 100 mg de cada fração) foi tratada com um excesso de
boridreto de sõdio com a finalidade de converter o monossaca 
rideo no alditol correspondente. A 'reação foi interrompida 
com ácido acético 2 N e o ácido bórico resultante foi eli
minado da preparação na forma de borato de metila pelo procejs 
so convencional já descrito. O acetato de alditol, cristali 
zado em etanol, apresentava em cromatografia em camada delgada 
uma migração semelhante ao do galactitol hexacetato, (sol
vente h), e apresentou ponto de fusão de 171-1729; Duarte e 
.Jones (31) obtiveram o valor de 169° para galactitol hexaceta 
to.

HIDRÓLISE ÁCIDA DOS POLISSACARÍDEOS ISOLADOS DA GLÂNDULA DE 
ALBÚMEN DE M. cornuavietvs

As frações F.AC e F.BC da glândula de albúmen de 
M. oornuarietis foram hidrolisadas com ácido sulfúrico 1 N 
(10 mg de cada polissacarldeo com 1 ml de solução ácida) du 
rante 4 horas, â temperatura de 100°, em ampolas de vidro fe
chadas em bico de Bunsen. O hidrolisado ácido de cada fra-
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ção foi tratado com carbonato de bário centrifugado, e os res 
pectivos sobrenadantes foram desionizados ap5s tratamentos su 
cessivos em coluna (10 x 1 cm d.i.) de resinas trocadoras de 
xons (Dowex 50W x 8, 200-400 mesh, forma H+ e Amberlite IR-4B, 
25-50 mesh, forma OH ). Os açúcares foram eluídos dessas co 
lunas com água. Apos concentração dos eluatos sob pressão 
reduzida (evaporador rotatório), os produtos de hidrólise - 
ácida de F.AC e F.BC foram analisados por cromatografia des
cendente em papel vrhatman n9 1 (solvente a) , (visualização 
com nitrato de prata alcalino e p-anisidina. Essa análise 
revelou a presença de dois componentes com migração semelhan
te ã da D-galactose e da L-fucose, usados como açúcar de refe 
rência.

.REDUÇÃO E ACETILAÇÃO DOS PRODUTOS DE HIDRÓLISE ÃCIDA DOS PO- 
LISSACARÍDEOS ISOLADOS DE GLÂNDULAS DE ALBÚMEN DE P. lineata 
e M. cornuarietis

Uma amostra das frações F.A e F.B (20 mg de cada 
polissacarideo) foi hidrolisada com ácido sulfúrico 1 N, neu 
tralizada com carbonato de bário e desionizada com resinas 
trocadoras de lons, segundo os processos já descritos ante
riormente. Os açúcares redutores de cada amostra foram redu 
zidos com um excesso de boridreto de sódio (50 mg), â tempe
ratura ambiente por 6 horas. Após esse período de redução, 
o excesso de boridreto de sódio foi eliminado através da adi
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ção de ácido acético 2 /V. Para eliminar o cãtion (sódio) de 
cada preparação utilizou-se coluna (10 x 1 cm d.i.) de resina
trocadora de cãtion, Dowex 50W x 8, 200-400 mesh, forma . H+.\
Os eluentes aquosos eluldos da coluna foram concentrados em 
evaporador rotatório a 40° até secura. O ácido bórico for 
mado a partir desse tratamento foi eliminado na forma de bora 
to de metila por co-destilação (8 vezes) com metanol (10 ml).

Os alditóis resultantes fóram submetidos á aceti- 
lação com 1 ml de uma mistura de piridina-anidrido acético 
numa relação de 1:1 (v/v), â temperatura ambiente por 12 ho
ras, sendo o processo de acetilação interrompido pela adição 
de uma mistura de gelo e água. Os acetatos de alditóis fo
ram extraídos da solução aquosa com.. clorofórmio, utilizando- 
se funil de separação. A solução clorofórmica foi exausti
vamente lavada com água (8 vezes) e, em seguida, o clorofór
mio foi eliminado de cada preparação por destilação, sob pres 
são reduzida a 40°. A piridina residual de cada preparação 
foi eliminada por co-destilação com tolueno, sob pressão redu 
zida.

Os acetatos de alditóis de F.A e F.B foram anali
sados por g.l.c. (coluna t), demonstrando a presença de ape
nas um componente em cada fração de T = 2,1, relativo ao xi- 
litol pentacetato, que foi utilizado como padrão interno. Es 
se valor de T era compatível com o do galactitol hexacetato.

Uma amostra de cada fração de - polissacarídeo de
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glândula de albúmen de M. cornuavietis (F.AC e F.BC) (20 mg) 
foi hidrolisada com ácido sulfúrico 1 N, reduzida com boridre 
to de sódio e acetilada,. de acordo com os processos já des
critos .

A análise por g.l.c. de cada amostra na forma 
de acetato de alditol (coluna t) demonstrou a presença de 
dois componentes na F.AC e F.AB de T = 0,6 e T = 2,1 com rela 
ção ao xilitol pentacetato, utilizado'como padrão interno. Es_ 
ses valores de T eram compatíveis com os- de L-fucitol pentace
tato e de galactitol hexacetato.

DETERMINAÇÃO ENZIMÃTICA DA D-GALACTOSE NOS PRODUTOS DE HIDRÓ
LISE ÃCIDA DOS POLISSACARÍDEOS DE GLÂNDULA DE ALBÚMEN DE P. 
lineata e M. oornuarietis

Para a determinação de Í>-?galactose nos polissacaJ 
rídeos de P. lineata e de M. oornuarietis, 10 mg de cada amos 
tra (F.A, F.B, F.AC e F.BC) foram hidrolisadas com ácido sul
fúrico 1 'N, durante 4 horas a 1009. Após tratamento com hi
dróxido de bário e desionização por resina trocadora de íons 
(Dowex 50W x 8, 200-400 mesh, forma H+), os hidrolisados fo
ram submetidos â análise enzimática. A enzima utilizada 
foi a D-galactose oxidase de Dactylium dendroides, com o se 
guintes sistema de incubação: 200 yg de P-galactose oxidase,
1,6 ml de 0-dianisidina-peroxidase (reagente cromogênico) e



55

0,4 ml de hidrolisado, contendo de 20 a 30 pg de açúcar redu
tor de acordo com a técnica descrita por Amaral et al. (3). O 
sistema de incubação foi mantido a 379 por 60 minutos. A ab- 
sorbância foi determinada em 420 nra, utilizando-se padrões 
que variavam de 18 a 54 pg de P-galactose. Nas frações F.A, 
F.B, F.AC e F.BC toda galactose (previamente dosada pelo rea
gente fenol-ãcido sulfúrico) foi transformada em galacto-hexo 
dialdose.

DETERMINAÇÃO ENZIMÃTICA DA L-GALACTOSE E L-FUCOSE NOS PRODU
TOS DE HIDRÓLISE ÃCIDA DOS POLISSACARÍDEOS DE GLÂNDULA DE 
ALBÚMEN DE P. tineata e M. cornuavi-eti-s.

A enzima L-fucose desidrogenase obtida de células 
de Pullulavia pullulans (50) foi utilizada para determinação 
da L-galactose e L-fucose, nos produtos de hidrólise ácida 
das frações F.A, F.B, F.AC e F.BC, em virtude de sua especifi. 
cidade para esses açúcares. O sistema de incubação para a 
determinação da L-galactose e L-fucose foi o seguinte: 50 p 
moles de tampão glicina/hidrõxido de sódio, pH 10,0; 3 p mo-

-fles de NAD , 0,1 a 0,2 unidades de enzima purificada, 0,1 a 
0,2 ml do hidrolisado ácido dos polissacarídeos (25 a 50 pg de 
hexose), sendo o volume total do sistema de 1 ml. A deter
minação da atividade enzimâtica foi realizada em espectrofotô 
metro 635 D da Varian, a 340 nm com a temperatura termostati. 
zada a 30+0,19. No hidrolisado das frações F.A e F.B,
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nenhuma atividade enzimãtica foi observada, e quanto às fra
ções F.AC e F.BC foi verificada uma variação na absorbância 
correspondente a 8% do açúcar total, compatível com a presen
ça de ü-fucose nesses polissacarídeos.

DETERMINAÇÃO DA CONFIGURAÇÃO ANOMÉRICA DAS UNIDADES DOS POLIS 
SACARÍDEOS DE GLÂNDULA DE ALBÚMEN DE P. lineata PELO PROCESSO 
DE OXIDAÇÃO COM TRIÕXIDO DE CROMO.

Urna amostra da fração F.A e- F.B (100 mg) de cada' 
fração foi dissolvida em formamida (5 ml)' e acetilada com umá 
mistura de anidrido acêtico-piridina numa. relação de (v/v)
4:3 à temperatura ambiente, durante 24 horas. A reação foi 
.interrompida por adição de água gelada, e a mistura de rea 
ção foi dialisada contra água corrente, por 24 horas. A fra 
ção não dialisãvel foi liofilizada e os pClímeros acetilados 
foram submetidos à oxidação com triõxido de cromo, de acordo 
com o processo descrito por Hoffman et al. (61). As frações 
F.A e F.B acetiladas foram adicionados ácido acético glacial 
(10 ml), triõxido de cromo (400 mg) e xilitol pentacetato (20 
mg) como padrão interno. A mistura de reação foi colocada - 
em banho-maria a 50°, e alíquotas foram removidas em dife 
rentes intervalos de tempo (0, 12, 24 e 36 horas). Essas alí. 
quotas foram tratadas com água (0-29) para interromper o pro
cesso de oxidação, e a solução aquosa dé cada amostra foi
transferida para funil de separação e -extraída com clorofõr-
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mio. 0 solvente foi tratado com sulfato de sódio anidro e o 
filtrado foi evaporado sob pressão reduzida â temperatura de
35°. Em seguida, o resíduo foi tratado com ácido sulfúrico\
1 N, em ampola de vidro por 4 horas, a 409, seguido de trata
mento com carbonato de bário (pH 4,5). O filtrado foi pas
sado em coluna (20 x 2 cm d.i.) de resina trocadora de íons 
(Dowex 50W x 8, 200-400 mesh, forma H+) ('v 20 ml), seguido de
redução com boridreto de sódio e acetilação com uma mistura - 
de piridina-anidrido acético 1:1 (v/v), como já descrito. Os 
acetatos de alditóis, obtidos das amostras de 0, 12, 24 e 35 
horas de oxidação, foram analisados por g.l.c. (coluna t) e 
quantificados em relação ao padrão interno.

CONSUMO DE META-PERIODATO E ÃCIDO FÕRMICO LIBERADO DOS POLIS- 
SACARÍDEOS DE GLÂNDULA DE ALBÚMEN DE P. lineata.

A determinação do consumo de meta-periodato e ãcjL 
do fórmico foi realizada nas amostras F.A e F.B originais e 
desacetiladas. 0 processo de desacetilação desses políme
ros foi semelhante ao descrito anteriormente (ver determina
ção do equivalente ácido dos pòlissacarídeos). Uma amostra 
de F.A e F.B originais e desacetiladas (75 mg de cada fração) 
foi submetida â oxidação com meta-periodato de sódio 0,05 M 
(150 ml), na ausência de luz, durante 96 horas, ã temperatura 
de 0-29. Alíquotas de 1 ml das soluções oxidantes foram re
tiradas em intervalos de tempo diferentes para determinar o
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consumo de periodato (§3) e o teor de ácido fõrmico libera 
do (5). Apõs 96 horas de reação, o excesso de meta-perioda-
to foi eliminado pela adição de etileno glicol (5 ml). A so

\

lução contendo o polissacarldeo oxidado foi colocada em diãli 
se contra água corrente, por 12 horas. Ap5s diálise, o volu 
me de solução contendo o polissacarídeo oxidado foi reduzi
da em evaporador rotatório até ^ 10 ml, sendo seguido de tra 
tamento com boridreto de sódio (150 mg) durante 12 horas. - 
Após eliminação do excesso de boridreto de sódio por tratamen 
to com ácido acético 2 //, a solução contendo o polissacarídeo 
reduzido foi submetido novamente ã diálise contra água corren 
te, durante 12 horas.

Com a finalidade de averiguar a eficiência da oxi 
dação do polissacarídeo, duas amostras de cada polissacarídeo, 
.previamente oxidado, foram reinvestigadas; uma foi novamente 
oxidada com meta-periodato de sódio e a outra foi submetida a 
uma sequência de reações envolvendo redução com boridreto de 
sódio e oxidação com meta-periodato de sódio, de acordo com 
sugestões descritas por Painter (86) e Goldstein et al (45) .
Nenhum aumento significativo foi observado no consumo do me
ta-periodato em ambos os experimentos.

0 valor do consumo de meta-periodato de cada po
lissacarídeo foi extrapolado para o tempo zero, utilizando-se 
para tal fim uma curva de oxidação do polímero (tempo contra 
moles de meta-periodato consumido por mol de hexose anidra).
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0 cálculo do consumo de meta-periodato foi deter
minado através das seguintes fórmulas:

1) m = (B-A) x N do tiossulfato de sódio .
ml da alíquota x 2

onde:

M = molaridade da solução oxidante
A == ml de tiossulfato de sódio 0,01 N gastos na titulação 

do meta-periodato, da solução contendo polissacarí- 
deo.

B = ml de tiossulfato de sódio 0,01 N gastos na titulação 
do meta-periodato, da solução sem polissacarídeo.

2) moles de meta-periodato consumido _
mol de hexose anidra

- volume total de solução oxidante x M x 162 
g^ama de polissacarídeo x 1000

O grama de polissacarídeo foi dosado pelo método de fenol 
ácido sulfúrico.

O ácido fõrmico liberado nos sistemas de oxida
ção foi determinado por titulação com hidróxido de sódio 0,01 
N, sob atmosfera de nitrogénio, de acordo com o processo des
crito por Baker e Samers (9), usando-se a seguinte fórmula 
para o cálculo do teor de ácido liberado por mol de hexose 
anidra:
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x _ vol. da solução oxidante x vol. de NaOH x N x 1000 
grama de polissacarídeo x ml da amostra x 1000

Na determinação do ãcido fõrmico não foi conside
rada a percentagem de ãcido pirúvico.

CONSUMO DE META-PERIODATO E ÂCIDO FÕRMICO LIBERADO-. DOS POLÍME 
ROS DE M. oovnuarietis.

O consumo de meta-periodato e ãcido fõrmico libe
rado nos polímeros de M. aornuarietis foi determinado pelos 
métodos descritos para os polissacarídeos de P. lineata. Pa
ra esse fim, utilisou-se uma solução de meta-periodato de só
dio 0,05 M, na proporção de 100 ml, para cada amostra de fra
ção F.AC (50 mg) e F.BC (50 mg).

ANÁLISE TIPO SMITH DOS GRUPOS TERMINAIS DOS POLISSACARÍDEOS 
DE P. lineata.

Uma amostra dos polissacarídeos isolados da glân 
dula de albúmen de P. lineata (F.A e F.B, 20 mg de cada fra
ção) foi submetida â oxidação com meta-periodato de sódio 
0,05 M (50 ml), durante 96 horas â temperatura de 0-29, na 
ausência de luz. O excesso do oxidante nessa reação, foi 
destruído pela adição de etileno glicol e, após diãlise con-



tra água corrente (12 horas), a solução contendo o polissaca- 
rídeo foi concentrada a xarope, sob pressão reduzida, a 40°, 
em evaporador rotatório. Os polialdexdos não dialisáveis fo 
ram suspensos em água (10 ml) e reduzidos com boridreto de só 
dio (55) (40 mg), durante 12 horas à temperatura ambiente.
0 agente redutor foi eliminado por adição de ácido acético 
2 N, seguido de diãlise contra água corrente, durante 12 ho
ras. As soluções contendo os polissacarídeos foram concen
tradas em evaporador rotatório a 40°,, ati secura. Os poliál 
coois assim obtidos foram submetidos â 'hidrólise ácida ccm 
ácido sulfürico 1 N durante 4 horas â temperatura de 100°. De 
pois de esfriadas, as soluções foram tratadas com carbonato 
de bário (pH 4,5), centrifugadas e filtradas. Os hidrolisa- 
dos ácidos foram desionizados por passagem em coluna (10 x 1 
cm d.i.) de resina trocadora de lons (Dov/ex 50W x 8, 200-400
mesh, forma H+), seguidos de eluição com água destilada, até 
o eluato não demonstrar reatividade ao teste de fenol-ácido 
sulfürico (33)". O eluato de cada coluna foi concentrado sob 
pressão reduzida ao volume de ‘v 15 ml em evaporador rotatório. 
K  análise cromatográfica (cromatografia em papel, solvente a) 
dos produtos de hidrólise ácida das frações de poliálcoois 
correspondentes de F.A e F.B, demonstrou, quando visualizados 
pelo reagente nitrato de prata alcalino (101), apenas dois 
componentes, os quais eram compatíveis com a migração de Z?-ga 
lactose e glicerol, usados como referência.

Uma amostra dos produtos de hidrólise ácida das 
frações de poliálcoois correspondentes de F.A e F.B foi trata
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da com boridreto de sódio por 6 horas e o excesso do agente 
redutor foi destruído com ãcido acético 2 N. O xon sódio 
foi eliminado por resina trocadora de cátion (Dowex 50W x 8, 
200-400 mesh, forma H+) e o ácido bórico formado foi elimi
nado por co-destilação com metanol ( 4 x 5  ml). Os alditóis 
obtidos foram acetilados com uma mistura (v/v) de piridina- 
anidrido acético 1:1. Os acetatos de alditóis resultantes 
foram extraídos com clorofórmio em funil de separação, sendo 
o solvente evarporado em evaporador rotatório a 35°. Os ace 
tatos de alditóis foram analisados por g.l.c. (coluna t), com 
temperatura programada de 130-180o, com uma variação de 49 
por minuto.

ANÁLISE TIPO SMITH DOS GRUPOS TERMINAIS DOS POLISSACARÍDEOS 
DE M. cornuavietis.

Uma amostra (10 mg) de cada polímero (F.ACeF.BC) 
foi submetida ã oxidação com meta-periodato de sódio 0,05 M 
(45) (25 ml), na ausência de luz, â temperatura de 0-2°, por
96 horas. Após tratamento com boridreto de sódio, seguido 
de hidrólise ácida com ãcido sulfúrico 1 N por 4 horas a 100° 
as frações F.AC e F.BC, foram analisadas por cromatografia em 
papel (solvente a) e visualizadas com o reagente nitrato de 
prata alcalino. A análise cromatogrãfica dos hidrolisados 
ácidos das frações de poliálcoois correspondentes de F.AC e 
F.BC demonstrou a presença de componentes, com migração compa
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tível com a de P-glucose, L-fucose e glicerol, usados como re 
ferência. Uma amostra do hidrolisado âcido de cada fração 
(F.AC e F.BC) foi tratada com boridreto de sõdio e as prepara 
ções livres de ãcido bórico (co-destilação com metanol) foi 
acetilada com piridina e anidrido acético e os acetatos de 
alditõis resultantes foram analisados por g.l.c. (coluna t).

DEGRADAÇÃO SEQUÊNCIADA TIPO SMITH DOS P0LÍI1ER0S DE P. lineata

0 processo de degradação seqüenciada tipo Smith, 
utilizada para os polímeros de P. lineata, i semelhante àque
le descrito por Diaz-Segura e Duarte (29) para galactana iso
lada de glândula de albúmen de S. oblongus.

As frações F.A (10 mg) e F.B (9 mg) foram inicial 
mente submetidas ao processo de oxidação com meta-periodato 
de sódio 0,05 Aí (2 litros) nas mesmas condições descritas an 
tériormente (ver consumo de periodato). Após 104 horas de 
oxidação, as soluções contendo o polissacarídeo foram dialisa 
das por 24 horas, contra água corrente. As soluções conten 
do os polímeros não dialisãveis foram concentradas (200 ml) 
em evaporador rotatório e, em seguida, tratadas com boridreto 
de sódio e os poliãlcoois livres de ãcido bórico assim obti
dos foram reoxidados com meta-periodato de sõdio 0,02 M, duran 
te 30 horas. O consumo de periodato durante o segundo pro
cesso de oxidação apresentou um aumento significativo (0,02 
moles de meta-periodato de sõdio por mol de hexose anidra).
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Após o segundo processo de oxidação, as frações 
F.A e F.B foram tratadas com boridreto de sõdio (15 e 12 g, 
respectivamente) durante 12 horas, e, apõs destruir o exces 
so do agente redutor com ácido acético, as soluções foram sub 
metidas à diãlise contra água corrente durante 24 horas.

As soluções contendo os poliãlcoois foram concen
tradas a um xarope e, em seguida, submetidas á hidrólise ác_i 
da branda com ácido sulfúrico 0,5 M (2 litros), â temperatura 
ambiente (18-25°), por 60 horas. Após diálise contra água des 
tilada ( 5 x 4  litros), em sistema fechado, as soluções conten 
do os produtos não dialisáveis foram concentrados (500 ml), sob 
baixa pressão, á temperatura de 35-40°. Uma alíquota de ^ 5  
mg foi removida de cada fração e hidrolisada com ácido sulfú 
rico 1 N por 4 horas, a 100° em ampolas de vidro, fechadas no b_i 
co de Bunsen. Apõs neutralização com carbonato de bário, re
dução com boridreto de sõdio e acetilação com piridina e ani- 

/
drido acético, a análise desses produtos por g.l.c. (coluna 
t), demonstrou a presença de galactitol (maior componente) e 
traços de glicerol. A presença de glicerol nesses hidrolisa- 
dos ácidos sugere que o tempo de hidrólise ácida suave dos po 
lissacarldeos foi insuficiente (60 horas) para remoção comple 
ta dos álcoois (glicerol) originados durante o processo degra 
dativo. Por isso, o polissacarideo obtido da primeira degra
dação (fração não dialisável) , foi submetido novamente á hjL 
drõlise ácida suave (H2SC>4 0,5 M, 1 litro) á temperatura am
biente, por mais 30 horas. Apõs esse período, o hidrolisado 
das duas frações (F.A e F.B) foi dialisado contra água’ desti
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lada (sistema fechado 5 x 4  litros) e uma amostra de cada fra 
ção não dialisãvel, quando hidrolisada com 1 N, 100°, 4
horas, demonstrou apenas galactose, quando analisada na forma

\de acetato de alditol, por g.l.c. (coluna t). Desse modo, o 
período de 90 horas foi considera satisfatório para liberação 
completa dos álcoois desses polímeros. Após liofilização, a 
fração não dialisável (F.A e F.B) apresentou rendimento 55% 
(5,5 g) e 50% (4,5 g) , respectivamente, em relação aos polí_ 
neros originais.

A porção dialisãvel das duas frações (F.A e F.B) 
foi tratada com carbonato de bário (pH 4,5) e filtrada. Após 
concentração sob pressão reduzida até um xarope, depois de 
dissolvidas em água destilada (20 ml), essas duas frações(F.A 
e F.b) foram fracionadas em resina trocadora de íons (Dowex 
50W 1 x 8 ,  200-400 mesh, forma acetato, (coluna 30 x 3 cm d. 
i.), sendo os açúcares neutros eluídos com água, enquanto os 
açúcares ácidos foram eluídos com ácido acético 2 N. Os elua 
tos das frações (F.A e F.B), contendo os açúcares ácidos fo- 
rãm concentrados sob pressão reduzida (evaporador rotatório), 
á temperatura de 35-40° até um xarope.

A fração contendo os açúcares neutros, bem como a 
fração contendo açúcares ácidos provenientes do fracionamento 
de F.A e F.B (5 mg de cada), foi tratada com ácido oxãlico 
0,04 N (3 ml) durante 4 horas, a 100°. Após neutralização 
com carbonato de cálcio anidro (pH 7,0) e centrifugação, os 
volumes dos sobrenadantes de cada fração foram completados
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para 5 ml para determinação de ácido pirúvico pela desidroge 
nase láctica (34). Na fração contendo açúcares neutros, - 
não foi detectado ácido pirúvico, enquanto as frações de açú
cares ácidos, provenientes de F.A e F.B, apresentaram um teor 
de ácido pirúvico de 3,5 mg% e 3,6 mg%, respectivamente.

Os polissacarídeos recuperados da primeira degra
dação (F.AD-1, 5,5 g e F.BD-1, 4,5 g) foram submetidos a rea
ções sucessivas de oxidação com meta-periodato, redução com 
boridreto de sõdio e hidrólise ácida suave, como descrito an
teriormente. Desse modo, obtiveram-se as frações F.AD-2 com 
rendimento de 20% (2,0 g) e F.BD-2 com rendimento de 21% (1,9 
g) em relação aos polímeros originais. As frações F.AD-2
(2,0 g) e F.BD-2 (1,9 g) foram submetidas â oxidação com me
ta-periodato de sõdio, seguidas de redução com boridreto 
de sódio e hidrólise ácida suave, como já descrito. Após es
sa terceira etapa degradativa das frações F.A e F.B, recupera 
ram-se as respectivas frações de polissacarídeos, F.AD-3 com 
rendimento de 6,5% (0,65 g) e F.BD-3 com rendimento de 6,6% 
(0,6 g) em relação aos polímeros originais.

Os polissacarídeos obtidos da primeira, segunda e 
terceira degradações seqúenciadas tipo Smith, das frações F.A 
e F.B de P. 2ineata (F.AD-1, F.AD-2, F.'AD-3 e F.BD-1, F.BD-2 
e F.BD-3) foram submetidos à oxidação com periodato de sõdio, 
análise dos grupos terminais tipo Smith e metilação. A análi^ 
se de metilação dessas frações foram realizadas antes e, 
após remoção do ácido pirúvico, as frações dos polissacarí-
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deos foram despiruviladas com ãcido oxãlico 0,04 N a 100°, du 
rante 4 horas, numa relação de 1 g de polissacarídeo para 
250 ml da solução ácida.

INVESTIGAÇÃO SOBRE A CONFIGURAÇÃO ACETÃLICA DO ÃCIDO PIRÚVICO 
EM POLISSACARÍDEOS DE P. lineata, DE ACORDO COM O PROCESSO 
DESCRITO POR SLONEKER E ORENTAS. (94)

Uma amostra das frações de polissacarídeos F.A e 
F.B (1 g de cada) foi oxidada com metaTtperiodato de sõdio, *s.e..̂ 
guido de redução com boridreto de sódip^e hidrólise ácida com., i- 
ácido sulfürico 0,25 M, por 60 horas:,oà.; temperatura., ambiente,, 
segundo processo descrito por Sloneker e Orentas (94) para de 
terminação da configuração acetálica do ãcido pirüvico em po 
lissacarídeos (ácido pirüvico ligado a 0-4 e 0-6 das unidades 
de P-galactose). Após diálise, a fração dialisável foi tra 
tada com carbonato de bário e o filtrado foi' desionizado com 
resina trocadora de ion (Dowex 50W x 8, 200 - 400 mesh, for 
ma H+). A solução livre de carbonato foi liofilizada e o 
resíduo dissolvido em água (5 ml) foi passado através de colu 
na (30 x 3 cm d.i.) de resina trocadora de íon (Dowex 1x8, 
200 - 400 mesh, forma acetato, a qual foi eluída com água de£ 
tilada, até não apresentar reatividade ao teste de fenol-áci- 
do sulfürico (33). Em seguida, a coluna foi tratada com áci_ 
do acético 1 N (250 ml) e 2 N (250 ml) e os eluatos ácidos fo 
ram reunidos e concentrados sob pressão reduzida à temperatu-
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ra de 30-35°. O sedimento obtido foi tratado com ácido sul- 
fúrico 1 Nt durante 3 horas e â temperatura de 100°. O hi- 
drolisado foi tratado com carbonato de bário e o filtrado foi 
concentrado sob pressão reduzida e passado através de coluna 
(20 x 1 cm d.i.) de resina trocadora de lon (Dowex 1 x 8, 
200 - 400 mesh, forma acetato), sendo a eluição com água de£ 
tilada seguida de eluição com ácido acético 2 'N. O eluato 
aquoso foi liofilizado e o resíduo foi tratado com boridreto 
de sódio, seguido de acetilação por método convencional. Ape 
nas galactitol hexacetato foi detectado no produto de reação, 
quando analisado por g.l.c. (coluna t).

No eluato ácido., fói demonstrada a presença ■ de 
ácido pirúvico quando analisado por cromatografia em papel 
(solvente e) e visualização com orto-fenilenodiamino e teste 
enzimático com desidrogenase láctica.

METILAÇÃO DOS POLISSACARÍDEOS DE P. lineata

A análise de metilação dos polissacarídeos áci
dos de glândula de albúmen de P. lineata foi realizada em arnojs 
tras com e sem remoção de acetal de ácido pirúvico de F.A e 
F.B (0,5 g de cada fração) bem como de F.AD-1, F.AD-2, F.AD-3, 
F.BD-1, F.BD-2 e F.BD-3 (100 mg de cada fração) foi dissolvi
da em água h  20 ml) e tratadas com solução de boridreto de 
sódio 0,2 M, a fim de reduzir a extremidade redutora desses



69

polímeros. Durante o processo de redução, foi utilizado 
ácido bórico, a fim de acertar o pH dessas soluções entre 9 e 
9,5.. O excesso de boridreto de sódio foi destruído com ác:L 
do acético 2 Ne; após diálise, as soluções contendo os polis 
sacarídeos foram liofilizadas. Este tratamento (redução com
boridreto de sódio) visa a diminuir os prováveis efeitos de 
beta-eliminação, que possam ocorrer durante os processos de 
metilação.

Os polissacarídeos dissolvidos em água destilada 
foram tratados com sulfato de metila e hidróxido de sódio a 
40%, numa relação de 1:2 (v/v), segundo o processo descrito 
por Haworth (54); Ambas as soluções foram acrescentadas go
ta a gota (50 ml de hidróxido de sódio a 40% por grama de po- 
lissacarídeo) e mantidas sob agitação constante (agitador mag 
nético), durante 3 horas. Acetona era acrescentada (quando 
necessário) às soluções metilantes, a fim de evitar a inso
lubilidade dos polissacarídeos parcialmente metilados. Após 
manter as soluções metilantes sob agitação constante por 
máis 5 horas, elas foram neutralizadas, inicialmente, com áci 
do sulfúrico 6 Jlí, e, posteriormente, com ácido acético, 2 N 
até pH 7,0 conservando-se a temperatura das soluçoes de 0-29.

Após diálise, as frações não dialisãveis foram 
liofilizadas e apresentaram um rendimento em polissacarídeo 
que varia de 92 a 94%, quando testado pelo método fenol-áci^ 
do sulfúrico (33 ) .
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Esse processo de metilação foi realizado em siste 
ma fechado, consistindo em um balão de três bocas esmerilha
das (24 x 40), nas quais foram inseridos três funis de separa 
ção com tubo de equilíbrio de pressão (Kimble Products, Illi
nois, U.S.A., juntas de 24 x 40). Esses funis foram usados 
para dar vasão ã solução alcalina, sulfato de metila e ace
tona, respectivamente, durante o processo de metilação. Todo 
o processo de metilação foi realizado em capela com atmosfe 
ra de hidróxido de amónia. O processo de metilação, segun
do Haworth, foi repetido por mais três vezes nessas amostras.

- Em seguida, os polissacarídeos parcialmente meti-' 
lados foram dissolvidos em tetraidrofuranO (50 ml) e tratados 
com sulfato de metila (12 ml) e hidróxido dé sódio pulveriza
do (seco em aparelho de Abderhalden, contendo pentóxido de 
fósforo a 69^). Essas proporções de reagentes são referidas 
a um grama de polissacarídeo, segundo o processo de metilação 
descrito por Adams e Bishop (1).

As misturas de reação foram mantidas à temperatu 
ra ambiente ('v 25°), durante 17 horas, com agitação constante 
(agitador magnético). Após eliminação do solvente sob pres
são reduzida a 40° (evaporador rotatório), o resíduo foi solu 
bilizado em água destilada (•V20 ml) e tratado, inicialmen
te, com ácido sulfúrico 6 N e, posteriormente, com ácido acé
tico 2 N até pH 7,0, conservando-se a temperatura das solu
ções de 0-2°. As soluções contendo os polissacarídeos par 
cialmente metilados foram dialisadas e as frações não dialisá
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veis foram liofilizadas. Esse processo de metilação foi re
petido por mais duas vezes, apresentando rendimento nas fra
ções em estudo, variando de 86 a 88%, quando testados pelo mê 
todo de fenol-ácido sulfúrico (33).

Amostras dos polissacarídeos parcialmente metila- 
dos foram pérmetilados com iodeto de metila (3 ml) e com o 
íon metil-sulfanilcarbânio 0,023 M (10 ml) (metil sulfinil me 
tanide) em dimetil sulfõxido (50 ml),,de acordo com o proces
so de Hakomori (51), modificado por Sandford e Conrad ( (89). 
Essas proporções de reagentes são relativas a um grama de po- 
lissacarldeo. A mistura de reação permaneceu sob agitação 
constante, durante 30 minutos, â temperatura de 15 - 18°.
Após neutralização com acido sulfúrico SN, a mistura foi dia 
lisada e a fração não dialisãvel foi liofilizada. O rendimen 
to final, após esses processos de metilação, variou de 70 a 
75% nas frações de polissacarídeos em estudo. A modificação 
do processo de Hakomori (51) introduzida por Lindberg e Lundí; 
tron (74) também-foi utilizada no presente trabalho.

Todas as frações de polissacarídeos permetiladas 
foram purificadas por tratamento com clorofórmio, até comple
ta solubilização e após centrifugação. 0 resíduo raarrom-es 
curo foi desprezado e o sobrenadante foi acrescentado éter 
de petróleo, até precipitação total dos polissacarídeos perme 
tilados. No sedimento obtido por centrifugação, esse pro
cesso de purificação foi repetido por mais duas vezes e o pre 
cipitado de cada fração de polissacarídeo permetilado foi se
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cado sob pressão reduzida a 699 era aparelho de Abderhalden 
(contendo pentõxido de fósforo).

A eficiência desses processos de metilação foi 
considerada satisfatória, como sugerida pelos dados de anali
se por espectroscopia de infravermelho (i.v.), embora a peque 
na absorção observada na região de grupos hidróxilicos seji con 
sistente com a presença de ácido pirúvico nestes polímeros). 
A análise pot t.l.c. (solvente i) dos produtos de metanõlise 
das frações permetiladas não evidenciou a presença de deriva
dos monometil. A análise por cromatografia gasosa acoplada 
à espectrometria de massa (coluna c) dos derivados metilados, 
na forma de acetatos de alditõis, também não evidenciou a pre 
sença de derivados monometil nas frações de polissacarídeos - 
em estudo.

METILAÇÃO DOS POLÍMEROS DE M. aornuarietis.

As amostras de polissacarídeos de M. oornuarietis 
(100 mg de F.Ac e de F.BC) foram metiladas pelos processos de 
metilação anteriormente descritos e o rendimento em poli£3 
sacarídeo metilado foi de 73 e 76% para as frações F.AC e 
F.BC, respectivamente, quando testados pelo método de fenol- 
ácido sulfúrico.
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METANÕLISE DOS POLISSACARlDEOS PER-0-METILADOS DE P. lineata 
e M. cornuavietis.

Os polímeros per-0-metilados, com e sem acetalde 
ãcido pirüvicO', de F.A, F.B, F.AC, F.BC, F.AD-1, F.AD-2 e
F.AD-3 (10 mg de cada amostra) foram tratados com 3 ml de uma 
mistura de HCl-metanol anidro 3:100 (v/v), durante 4 horas à 
temperatura de 100°, em ampola de vidro, segundo o processo 
descrito por Bouveng e Lindberg (18). Após neutralização 
do ãcido com carbonato de prata e centrifugação, os sobrena 
dantes foram concentrados sob pressão reduzida (evaporador ra 
tatório) ã temperatura de 25-30°. A,mistura de metil-0-me. 
til-glicosídeos foi analisada por ,t.'--l>.-c .* • (solvente i) e por 
g.l.c. (coluna r).

O metanol anidro utilizado nesse processo foi ob
tido por tratamento de 1 litro de metanol (Merck) com magné
sio pulverizado (5 g) e iodo sublimado (0,5 g) em refluxo (30 
minutos), seguido de destilação, como descrito por Vogel 
(104).

A mistura de HCl-metanol foi obtida pela adição 
gradual de cloreto de acetila ao metanol anidro (previamente 
esfriado de 0-2°) ate a normalidade requerida ser obtida (ti
tulação com hidróxido de sódio 1 N).
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Os polissacarídeos permetilados (10 mg de cada 
fração) foram, inicialmente, tratados com ácido fõrmico a 90% 
(1 ml), durante uma hora ã temperatura de 100°, em ampola 
de vidro fechada, sob atmosfera de nitrogênio. Após o ácido 
fórmico ser evaporado sob pressão reduzida a 409, a hidrólise 
foi continuada com ácido sulfúrico 0,25 M, a 100°, durante 14 
horas. O ácido foi eliminado na forma de sulfato de bário, 
e o sobrenadante obtido após centrifugação foi tratado com bo 
ridreto de sódio (^20 mg), durante 6 horas. O excesso do 
agente redutor foi eliminado com ácido acético 2 N. O lon 
sódio foi eliminado da preparação por tratamento com resina 
trocadora de cátions (Dowex 50W x 8, 200 - 400 mesh, forma 
H+) e o ácido bórico resultante foi eliminado por destilação 
com metanol. Os alditõis obtidos foram acetilados por uma 
mistura de piridina-anidrido acético (1 ml) e analisados por 
g.l.c. (colunas s et) a 170°, sendo os tempos de retenção re 
lativos ao 1,5-di-0-acetil, 2,3,4,6-tetra-d-metil-P-glucitol.

DETERMINAÇÃO DA CONFIGURAÇÃO ABSOLUTA DA GALACTOSE DO POLISSA 
CARÍDEO DE M. cornuarietis, PELO PROCESSO DE LEONTEIN ET AL.

Uma amostra da fucogalactana da glândula de al- 
búmen de M. cornuarietis foi hidrolisada com ácido trifluoacê

OBTENÇÃO DE ACETATOS DE ALDITÔIS PARCIALMENTE METILADOS DE
P. lineata e M. eornuarietis.
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tico 2 N, durante 6 horas a 100°. Após eliminação do ácido, 
sob pressão reduzida, os produtos da hidrólise ácida foram 
submetidos à cromatografia em camada delgada em sílica gel, 
solvente (a), com a finalidade de se obter galactose livre 
de fucose. A galactose, livre de fucose, foi submetida ao 
processo de Leontein et al. (71) afim de se determinar sua 
configuração absoluta.

ESPECTROSCOPIA DE RESSONÂNCIA NUCLEAR MAGNÉTICA DE CARBONO-13 
E PRÕTON DOS POLISSACARÍDEOS.

Os espectros de ressonância nuclear magnética de
13carbono-13 ( C-n.m.r.) foram obtidos, usando-se um espectro-

metro , de ressonância nuclear magnética XL-100-FT da Varian. 
Para determinações de (tempo de relaxamento longitudinal), 
e n.O.e. (efeito nuclear de Overhauser), foram usadas solu
ções a 20% livre de ar. Os deslocamentos químicos do carbo- 
no-13 foram expressos como Ô em relação ao TMS externo (te- 
trametil silano) cuja ressonância foi determinada num experi
mento separado (D20"lock"). Os deslocamentos químicos do 
próton são para soluções em D20, sendo relativo ao TMS ex 
terno, contido em vim capilar. Os valores são ^ 0,41/33° e 
'v» 0,50 p.p.m. (70°) maiores do que aqueles descritos quando 
2,2-dimetil-2-silapentano-5-sulfonato de sódio ê usado como 
padrão interno.
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PREPARAÇÃO DE COMPOSTOS QUÍMICOS, USADOS COMO REFERÊNCIA NA 
ESPECTROSCOPIA DE RESSONÂNCIA NUCLEAR MAGNÉTICA (estruturas 
mostradas no esquema VIII).

Metil 3,4-0- [l- (hidroximetil) etilideno]] -3-Z?-fucopiranosídeo

Uma amostra de metil 8-£>-fucopiranosídeo 7. (7,5 g) foi acre£
centada ao acetato de 2-oxopropil (75 ml), contendo ácido sul
fürico (0,3 ml) e peneira molecular de 3A° (Baker, 20 g). O
açúcar foi completamente dissolvido, após 2 h. Ã mistura foi
então adicionado o bicarbonato de sódio aquoso contendo gelo
e acetato de etila. O extrato foi evaporado a um xarope e
dissolvido em metanol contendo 0,1 M de metóxido de sódio (3.0
ml) que, após 30 minutos, foi evaporado e o resíduo resultan
te foi desionizado com resinas trocadoras de íons (Amberlite
IR-120, forma H+ e Dower 1-X8, forma HCO^) • O produto, criŝ
talizado em acetato de etila ê o isômero mais abundante do m<3 _
til 3,4-0- [l-hidroximetil)-etilidenq]-6**D-fucopiranosídeo
(1,87 g), com ponto de fusão 175-178°, + 13° (c/ 0/6,

13em metanol); os espectros C-n.m.r. (D2O,70°): 111,81;
104,47; 80,66; 78,08; 74,16; 70,42; 67,59; 58,46; 22,56 e 17,19.

Análise calculada para o cioH18°6 (C-51,27, H-7,75) e a
encontrada, (C-51,11 e H-7,76).

O sobrenadante da cristalização precedente foi examinado por 
t.l.c. em placa de sílica gel (solvente n) que mostrou a pre
sença do produto cristalizado previamente com R^ de 0,3 e um
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composto com de 0,25. Por cromatografia em coluna de síl:L
ca gel (solvente o) do referido sobrenadante obteve-se duas
frações: uma contendo o isômero precedente (0,16 g, cristal^
zada em acetato de etila) e outra contendo o metil 3,4-0-jjL-
(hidroximetil) etilideno]-B-Z?-fucopiranosídeo (0,25 g, cristali^

r -i 25zada em acetato de etila) , com ponto de fusao 131-1339, Ia Jç)
13+ 17° (c, 0,7 em ãgua); os espectros C-n«m.r. (°20 ' 70°): 

ó_ 111,64; 104,48; 80,97; 79,15; 74,50; 70,43; 66,85; 58,50;O
24.15 e 17,10. Comparando-se os sinais do CH., de Ô 22,56 ej c
24.15 na mistura original dos isômeros formados na reação com 
2-oxopropil acetato, demonstrou-se que eles estão presentes 
numa relação de ^ 5:1.

Análise calculada para o C, rtH, o0,, foi . (C-51',27 e,H-7,75); en-r5
1U l o  o

contrada (C-51,27 e H-7,70).

Metil 3,4-0- [jL- (metoxicarbonil)etilidenoj-6-0-fucopiranosídeo

A.,maior parte da solução do metil 3,4-0-Ql-(hidroximetil) eti- 
lideno]-8-P-fucopiranosídeo (1,50 g) em ãgua (10 ml) foi adi
cionada a uma preparação de platina, recêm-preparada por hi- 
drogenação de Adams com õxido de platina cristalizada (1,50g). 
A mistura foi mantida a 709 e borbulhando oxigênio com força 
suficiente para deixar a cristalização suspensa. Uma solu
ção de bicarbonato de sódio (0,59 g) em ãgua (18 ml) foi 
adicionada ã unistura na proporção de 3 ml cada hora. Após 
8 h, a solução foi tratada com Amberlite IR-120, forma H+ , 
filtrada e liofilizada. O derivado resultante 0-(lJcarbo-
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xietilideno) foi esterificado com diazometano etéreo. Examj. 
nado por t.l.c. em sílica gel (solvente p) mostrou traços de 
material no começo com R^ de 0,3 e o composto principal com 

de 0,8. Cromatografia em coluna de ácido sillcico (cloro
fórmio) forneceu o material necessário (0,95 g) como um xaro-

25 13pe, [«] + 3° (c, 1,0 em metanol); os espectros de C-n.m.r.
(CDC13): 6 107,05; 105,87; 103,14; 80,43; 77,18; 77,10;
68,52; 56,76; 52,73; 23,46 e 16,47.

Análise calculada para o (C-50,37 H-6,92) e a encon
trada, (C-50,21 H-6,89).

Metil 3,4-0- (1-carboxietilideno)-$-£>-fucopiranosídeo: ácido
livre 8 e o sal de bário, o principal derivado do 0-(l-hidro 
ximetil)etilideno.

Metil 3,4-0- [l- (metoxicarbonil) etilideno] -f5-D-f ucopiranosídeo, 
principal derivado acetato do 3, 4- [l-(hidroximetil) etilideno] 
foi dissolvido em água contendo um excesso de hidróxido de bã 
rio, e após 18 h à temperatura ambiente, gelo seco foi adicio 
nado, a mistura foi filtrada e o filtrado evaporado. O resí
duo foi extraído com água, a mistura foi filtrada e o filtra

r t 25do evaporado. O sal de bário resultante tinha La J D  -9° (c /
130,3 em água); os espectros de C-n.m.r. (D^O): ôc 178,49;

108,66; 103,48; 80,51; 78,09; 72,00; 69,92; 58,12; 24,54 e
16,89, em D„0 a 70°: Ô 178,60; 109,21; 104,11; 81,03; 78,52;Zt c
72,53; 70,39; 58,47; 24,89 e 17,31.
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- «- 250 sal de bario foi convertido no acido livre £), tendo M  o

(c, 0,3 em agua) por tratamento com água em Amberlite IR-120, 
forma H+, seguido de filtração e liofilização. Os espectros 
de 13C~n.m.r. (DO) 5 174,76; 106,81; 103,61; 81,13; 78,67;
71,78; 69,56; 58,07; 23,99 e 16,70.

Análise calculada para o C.nH1_0_ foi (C-43,38 e H-6,50) e a
XU JL b /

encontrada, (C-48,27 e H-6,31).

Metil 6-0-benzil-8-Z}-galactopiranosídeo 2_

Uma'amostra de metil 3 ,4-0-isopropilideno-6-I>-galactopiranosí_ 
deo 1_.(8,9 g) foi em parte 0-benziladb bm‘ N->N'-dimetilformamif 
da (30 ml), contendo óxido de prata (18,0 g) e foi misturado 
1,3 equivalentes molares de brometo de benzil (5,8 ml). Após 
18 h, a mistura foi diluída com diclorometano, em seguida 
filtrada, e o filtrado evaporado a um xarope, que foi trata 
do com solução de ácido acético a 80% (100 ml) por uma hora a 
10-09 para remover o grupo 0-isopropilideno. O produto foi 
analisado por t.l.c. sílica gel, (solvente n) mostrando 3 man 
chas com Rf de 0,0; 0,25 e 0,6. Ele foi dividido entre
benzeno e água; quando na fase aquosa encontravam-se os mate 
riais correspondentes àqueles com manchas de R^ 0,0 e 0,25. 
Em seguida, este material foi evaporado, e dissolvido em ace
tato de etila (100 ml) e éter (100 ml) foi então adicionado, 
e a solução foi deixada por 24 h a 4o. O líquor mãe foi de
cantado do precipitado, e evaporado a um xarope que foi cris-
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talizado em acetato de etila-hexano 1:1 (150 ml), dando.o com
posto 2 (3,5 g) com ponto de fusão de 1049, [a]D -15° (c,

131,2 em etanol) ; os espectros de C-n.m.r. (CDC1-) : <5 138,10;•j O
128,50; 128,06; 127,78; 104,18; 73,72 (2 carbonos); 73,68 (2
carbonos); 71,51; 69,43; 69,29 e 57,15.

Análise calculada para o c^4H20°g foi (C-59,14 e H-7,09) e a
encontrada, (C-58,93 e H-7,11). O material que tinha
0,6 era o metil 2 , 6-di-0-benzil-8-Z>-galactopiranosídeo, e o
do acetato de etila-hexano tinha ponto de fusão de 81-82°, 
r -1 25[aJD -13° (c, 0,6 em etanol), produziu 1,6 g.

Análise calculada para o C'21H26°6 (Ç“67.'36 e H-7,00) e a
encontrada, (C-67,47 e H-6,81).

Metil 6-0-benzil-3,4-0- [l- (hidroximetil) etilideno] -|3-.D-galac- 
topiranosldeo 3_

Uma amostra do composto 2 (4,2 g) foi convertido nos seus ace 
tais 3,4-[l-(hidroximetil)etilideno] pelo método já descrito 
na série furanosxdica. O produto contendo 2 isômeros que 
por t.l.c. em sílica gel (solvente n) tinha de 0,55 maior 
quantidade composto e de 0,50 em menor quantidade com
posto 4_* De acordo com as intensidades dos sinais dos espec 
tros de ressonância nuclear magnética de carbono-13 do CH^ 
em (D20) de ôc 21,94 e 23,60 estavam presentes numa relação 
3,3:1. A cristalização em éter deu o isôraero principal 2
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(1,20 g) cora ponto de fusão 116°, [ct]D -13° (c, 0,6 em eta
13nol) . Os espectros de C-n.ra.r. era (D2O) : 6 138 ,32; 129, 92; 

129,71; 129,58; 111,88; 103,86; 80,07; 75,07; 74,72; 74,28;
73,72; 72,63; 70,01; 66,70; 58,19 e 21,94. O material do lx 
quor mãe foi recuperado (1,13 g).

Análise calculada para o fQi (c_59(99 e H-7,1D e a
encontrada, (C-59,73 e H-6,97).

Metil 3,4-0- [l- (metoxicarbonil) etilideno] -6~P_galactopiranos:[ 
deo.

O produto em maior quantidade do processo experimental compos^ 
to 3_ (0,90 g) foi oxidado sucessivamente com PtA^ e esteri- 
ficado com diazometano como descrito anteriormente. O pro
cesso de cromatografia em ácido silícico proporcionou uma
fração (0,37 g) correspondente ao 6-<9-benzil-3,4-0- [l-metoxi-

*
carbonil)etilideno]-ft-D-galactopiranosídeo, que foi hidrogeno 
lízado com paládio em carvão a 5% cora ácido acético. A mistu 
ra foi filtrada e o filtrado liofilizado, dando o metil 
3, 4-0- [l—(metoxicarbonil) etilideno] -6-Z?-galactopiranosídeo. Em 
seguida foi cristalizado era acetato de etila-êter 1:1 com pon

o rto de fusão 152-153°, [a]D -8° (c, 1,0 em metanol), produziu
(0,25 g) . Os espectros de ^C-n.m.r. em (CDCl^): <SC 169,96; 
106,47; 103,31; 80, 56; 74,82; 73,18; 71,41; 62,26; 57,20; 52,95 
e 23,60.
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Análise calculada para o C^H^gOg foi (C-47,48 e H-6,52) e a 
encontrada, (C-47,65 e H-6,59).

0 llquor mãe da preparação do composto .3 continha o isômero 
4, e a mistura do xarope (1,13 g) foi oxidada com Pt/C^ e en
tão convertida no metil éster. O material foi dividido entre 
clorofórmio e água e o presente material na camada clorofór- 
mica foi hidrogenalizado com paládio em carvão a 5% em ácido 
acético. Por t.l.c. sílica gel (solvente n) mostrou a pre
sença de 3 componentes tendo 0,50, 0,55 e 0,60 cromatogra- 
fia em coluna de ácido sílicico 50:1 (v/v) clorofórmico meta
nol forneceu um componente tendo 0,60 que foi o outro isó
mero do metil 3 ,4-0- [l- (metoxicarbonil) etilideno]-8-£>-galacto 
piranosldeo que cristalizado em êter-hexano tinha ponto de 
fusão 147-149°, [ct]p5 -13° (c, 0,5 em metanol); produziu 0,07 
g. Os espectros ^C-n.m.r. em (CDCl^): ôc 170,05; 106,96;
103,23; 79,26; 75,82; 74,06; 73,24; 62,12; 57,21; 52,64 e
23,49.

Análise calculada para o C ^ H ^ O g  £qU (c_47/48 e H-6,52) a 

encontrada, (C-47,74 e H-6,47).

Metil 3,4-0-(1-carboxietilideno)-0-P-galactopiranosideo 6,áci 
do livre e o sal de bário derivados do maior isômero compos
to J3

25 ***O sal de bário do composto (5 com Calj) ~^°  ̂em ãgua) ,
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foi preparado por ação de solução de hidróxido de bário do de
rivado 3 o 3,ArO-[l-(metoxicarbonil)etilideno]. Os espectros
de ^C-n.m.r. era (D20) : ô • 178,40; 109,07; 103,71; 80,63;
75,45; 74,16; 72,15; 62,12; 53,22 e 24,55; (Do0, 70°): Ô ̂ c
173,49; 109,60; 104,31; 81,12; 76,00; 74,62; 72,63; 63,64;

r -i 2558,56 e 24,93. O acido do coraposto tinha LaJo "^° 0/3
13em agua). Os espectros de C-n.m.r. em (D20): 6 174,41;

107,24; 103,68; 80,42; 74,26; 74,04; 71,92; 61,94; 58,13 e
24,50.

Análise calculada para o c iqH16°8 (c “45,45 e H-6,10) e a
encontrada, (C-45,13 e H-6,34).

Metil 3,4-0- (1-carboxietilideno) -g-D-galactopiranosídeo 5, ác_i 
do livre e sal de bário derivados do menor isómero do compos
to £.

/

0 sal de bário do composto 5̂ tinha [oijj-) ”6° (c, 0,3 em água) . 
Os espectros de ^C-n.m.r. em (D20): <$c 178,84; 108,92;
103,85; 79,88; 76,00; 74,54; 74,17; 61,94; 58,15 e 24,53;
(Do0, 70°): 6 109,45; 104,47; 80,44; 76,46; 74,93; 74,71;

2 C 2 S62,50; 58,54 e 25,05. O ácido livre tinha [a]D -10° (c,
1 O0,2 em água) . Os espectros de C-n.m.r. em (D20) : <5̂  17o, 37; 

10 7,44; 10 3, 79; 80,40; 76 ,64; 74 , 30; 74,01; 68 ,20 ; 61,38 e
24,06.

Análise calculada para o C ^ H ^ O q foi (C-45,45 e H-6,10) e a 
encontrada, (C-45,09 e 11-6,34).
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Metil 6-0-8~0~galactopiranosil~3,4-0-isopropilideno-8-0-galac 
topiranosldeo.

Uma amostra de 2 ,3,4 , 6-tetra-0-acetil-8-0-galactopiranosil 
brometo (0,5 g) foi adicionado em 5 porções a uma mistura 
de metil 3, 4-0-isopropilideno-8-0-galactopiranosídeo (0,50 g), 
agitando em diclorometano (10 ml), contendo carbonato de pra 
ta (2,5 g) e peneira molecular de 3A° da Baker (5 g). Após 2 
horas, a mistura foi diluída com diclorometano que foi filtra 
da e o filtrado foi evaporado a um xarope. O prodüto foi 
desacetilado com metõxido de sódio em metanol e, após 30 minu 
tos, a solução foi neutralizada com dióxido de carbono, evapo 
rada e o resíduo resultante foi desionizado em água com resi
nas trocadoras de íons. O material continha galactose e a 
substância pretendida, com mobilidade igual àquela da ramnose 
numa cromatografia em papel (solvente g) forneceu metil 6-0- 
p-Z?-galactopiranosil-3,4-0-isopropilideno-6-0-galactopiranos_í 
deo (0,4 g), [a]^ + 20° (c, 0,5 em ãgua). Os espectros de
13C-n.m.r. em (D„0): 6 112,10; 104,55; 103,96; 79,94; 76,31; ̂ O
75,08; 73,88; 73,83; 73,20; 71,90; 69‘,93; 69,80; 62,04; 58,39; 
28,36 e 26,63.

Análise calculada para o C^5H28°11 (c-48,48 e H-7,12) e a
encontrada, (C-48,23 e H-7,01).-

Metil 2-0-8-0-galactopiranosil-3,4-0-[l-(metoxicarbonil)etili 
deno-6~£)-fucopiranosideo 11
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Uma amostra de 2,3, 4,6-tetra-0-acetil-a-Z5-galactopiranosil bro 
meto (1/5 g) foi condensado com o metil 3,4-0-[l-(metoxicarbo 
nil) etilideno]-8-Z?-fucopiranosideo (0,35 g) pelo processo jã 
descrito. Após tratamento com diazometano, o produto foi 
analisado por t.l.c. em sílica gel (solvente g) e as man
chas tinham R^ de 0,8 (éster original) e o composto com de 
0,15 foi detectado. Cromatografia em coluna de celulose feo.1 
ventes, benzeno-metanol 10:1,4 e 3:1 (v/v),-sucessivamente pro
duziu metil 2-G>-8-Z?-galactopiranosil-3 , 4-0- [1- (metoxicarbo-

2 5nil)etilideno-p-p-fucopiranosídeo (136 mg), [a]D +4° (c, 0,3 
em metanol).

Análise calculada para o ^^7H28°12 ^0  ̂ ^  e h-6,65) e a
encontrada, (C-48,43 e H-6,83).

0 sal de bário do derivado 3,4-0- (1-carboxietilideno) 1_1 foi
13preparado por hidrólise alcalina. Os espectros de C-n.m.r. 

em (D90): ô 177,31; 108,41; 102,74; 101,95; 80,46; 78,37;
C

77,43; 76,10; 73,92; 72,12; 69,91; 62,11; 57,64; 24,65e 16,79; 
(D. 0,70°): <5 108,98; 103,26; 102,73; 80,83; 78,73; 78,19;Z O
76,52; 74,59; 71,82; 70,50; 62,59; 58,03; 25,06 e 17,23.

2 5O ácido livre derivado do composto 1]̂  tinha [ot] D -79 (c,
130,3 em água). Os espectros de C-n.m.r. em (D2O): 6 174,30;

107,01; 102,50; 101,90; 81,23; 78*92; 76,70; 76,20; 73,93;
71,98; 69,81; 69,64; 62,02; 57,69; 24,09 e 16,67.
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Metil 4,6-<2-isopropilideno-6-I>-galactopiranosídeo

Uma amostra de metil 2,3-di-0-acetil-4,6-d-benzilideno-p-P-ga 
lactopiranosldeo (4,0 g) foi parcialmente hidrolisado com so
lução de ácido acético a 80% (80 ml) por 1 hora a 1009 e a so 
lução, evaporada. O resíduo foi agitado com acetona (200ml) 
contendo ácido sulfúrico (10,2 ml) e sulfato de cobre anidro 
(50 g) por 2 horas em seguida foi adicionada piridina (10 ml ) 
e, a solução filtrada e evaporada. O produto foi desacetila 
do com metõxido de sódio em metanol (20 ml), a solução foi 
evaporada e o resíduo desionizado em solução aquosa com resjL 
nas trocadoras de íons. O produto contendo metil 6~Z?-galac- 
topiranosídeo como um contaminante do seu acetal 4,6-isopro- 
pilideno, foi cromatografado numa coluna de ácido silícico 
(eluente clorofórmio-metanol 25:1 v/v). O metil 4,6-0-iso- 
propilideno-6-Z?-galactopiranosídeo resultante, foi cristaliza 
do em acetato de etila-êter, tinha ponto de fusão 161 — 163°

9 c:[a]D -17° (c, 0,7 em etanol); produziu 56%. Os espectros de 
13C-n.m.r. em (D20) : ô 104,46; 100.,73; 72,63; 71,43; 69,58;
67,34; 63,39; 58,17; 29,45 e 19,05.

Análise calculada para o C.._H.Q0, foi (C-51,27 e H-7,55) e a10 18 6
encontrada, (C-51,27 e H-7,65).



RESULTADOS E DISCUSSÃO

ISOLAMENTO E PURIFICAÇÃO DOS POLISSACARÍDEOS DE P. lineata

As espécies de moluscos, P. lineata, foram coleta 
das em Recife, PE, como jã descrito no material e métodos. 
As glândulas de albúmen destes moluscos foram dissecadas e ho 
mogeneizadas com acetona em liquidificador. Após filtração, 
o resíduo foi tratado sucessivamente com acetona, uma mistura 
clorofõrmio-metanol e n-butanol-saturado com ãgua, visando a 
eliminar pigmentos e lipídeos. A fração lipídica, contendo 
pigmentos, não foi estudada na presente investigação.

Com finalidade de eliminar proteína, a preparação
foi tratada com enzimas proteolíticas (Subtilisina, tipo II,

✓
Sigma) e pelo processo de Sevag, modificado por Staub (98).

A preparação contendo polissacarídeo foi fraciona 
da com base quaternária (brometo de hexadeciltrimetilamônia , 
cetavlon) em diferentes pll, de acordo com o processo utiliza
do por Duarte e Jones (32) para purificação de polissacarídeo 
de oblongus. Desse modo, foram obtidos dois polissacarí- 
deos ácidos, um em pH 7,0 (F.A) e outro, em pH 8,5 (F.B), após
tratamento com tampao borato. (Esquema I) os quais ainda 
apresentavam traços de proteína (0,2 a 0,3 g %, Tabela I).



ESQUEMA I - PURIFICAÇÃO DOS POLISSACARÍDEOS DE GLÂNDULA DE 
ALBÚMEN DE P. lineata

GLÂNDULAS DE ALBÚMEN

rSob.
Trituração em meio contendo acetona. 
Centrifugação

Res,

Sob.

Remoção de lipídeos e pigmen 
tos: Tratamentos com n-buta
nol saturado com água. Cio
rofórmio-metanol 2:1, v/v,
acetona.
Centrifugação.
 1Res. (Po cetonico)

Desproteinização: En 
zima proteolítica 
(subtilisina), fenol 
a 80%, Processo de 
Sevag. Acetona.
Centrifugação.

Res.

JSÉL

(solubilizado em água)
Precipitação fracionada com 
base quaternária (cetavlon) 
pH 7,0

Res, Sob.

mais ácidos nucléicos 
NaCl 0,25 N
Centrifugação

0 Tampão borato pK

____ J.k____  _ ..... ....
sl

Res. (acidos nucléicos)
Res. 

Sob.
Sob.

Polissacarideo 
ácido pH 8,5

Etanol 
(3 volumes)

Res. Polissacarídeo ácido pH 7,0 Sob.
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Os polissacaríâeos de M. cornuarietis também foram obtidos, se 
gundo a metodologia resumida no Esquema I.

Feijõ e Duarte (39), submetendo a fração de polÍ£ 
sacarídeo de uma espécie de Ampullarius (Morretes, PR.) obti 
veram apenas um polissacarídeo que foi obtido pela complexa- 
ção com tampão borato, em pH 8,5. 0 mesmo ocorreu com o iso
lamento do polissacarídeo ácido de uma outra espécie de Ampul_ 
lavius (Santo Antonio da Platina, PR.) (17). Já o fraciona
mento da fração de polissacarídeos ácidos de M. cornuarietis 
apresentou comportamento semelhante ao de P. lineata.

Não foi esclarecida a separação dos polissacarí- 
deos ácidos de P. lineata e de M. cornuarietis em duas subfra 
ções, ambas de polímeros ácidos, pela utilização de base qua
ternária, já que os dados das Tabelas I, II e III demonstram 
uma composição química semelhante para os polissacarídeos de 
P. lineata. A sugestão de que o acetal de ácido pirüvico das; 
tes polissacarídeos se encontrasse parcialmente lactonizado 
ou esterificado, poderia explicar a precipitação fracionada 
desses polissacarídeos, em presença de base quaternária em 
diferentes pH. Entretanto, essas hipóteses não encontram sub 
sídios na análise de grupo metoxil (Tabela I) ou de lactonas 
por espectroscopia de infravermelho dos polissacarídeos de P. 
lineata e de M. cornuarietis.

Análise, por electroforese em fita de acetato de 
celulose, dos polissacarídeos de P. lineata, (F.A e F.B) e os



TABELA I - ANÃLISE QUÍMICA DOS POLISSACARÍDEOS DE GLÂNDULA DE
ALBÚMEM DS P. lineata

DETERMINAÇÕES

F.A F.B F. AC F.BC
Polissacarídeo a 64,0 65,0 68,0 68,0
Ãgua ^ 28,6 27,5 26,3 26 ,9QCinza 0,2 0,3 0,2 0,2
Acetal de ácido pirüvico d 1,4 1,4 1,8 1,7
Grupo acetil e 5,5 5,5 3,5 3,0
Proteína ^ 0,3* Ó, 3* 0,2 0,2
Fosfato ^ n.d. n.d. n.d. n.d.
Sulfato ^ n.d. n.d. n.d. n.d.
Hexosamina 1 n.d. n.d. n.d. n.d.
Ãcido siálico n.d. n.d. n.d. n.d. ̂ K Ãcido urônico n.d. n.d. n.d. n.d.
Éster metoxilico n.d. n.d. n.d. n.d.

* (0,05 g% de
aAçúcar total determinado pelo metodo fenol-ácido sulfürico (33);
b o -Amostra seca a 100 ate peso constante
c oAmostra incinerada a 800 , ate peso constante?
Determinado no hidrolisado ácido dos polissacarídeos, pelo pro
cesso de Duckworth e Yaphe (34) e expresso em ácido pirüvico; 

eDeterminado pelo processo de McComb e McCready (82);
^Proteína determinada pelo processo de' Lowry et al. (76);
^Fosfato (27) , hsulfato (6) , 1hexosamina, (15) , -’ácido siálico 
(23), (92), (105);

^Âcido urônico (4) e ^Êster metoxilico (91) não foram detectados 
nas amostras analisadas; 

n.d. : não detectado;
F.A e F.B =- Polissacarídeos de P. lineata;
F.AC e F.BC = Polissacarídeos de M.eornuarietis
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TABELA II - COMPOSIÇÃO EM CARBOÍDRATO DOS POLISSACARÍDEOS
ÃCIDOS DE P. Zineata e M. cornuarietis por

ACETATOS DE ALDITÕIS Tb
MOLES %

F.A e F.B F.AC e F.BC

Fucitol

Galactitol

0,6

2,1

7

100,0 93

a
Coluna r, na forma de acetato de alditol

Tempo de retenção relativo ao xilitol petacetato

F.A e F.B = Polissacarídeos obtidos de P. lineata, pelo fra- 
cionamento com cetavlon em pH 7 e 8,5, respectivamente.

F.AC e F.BC = Polissacarídeos obtidos de M. cornuavietis pe
lo fracionamento com cetavlon em pH 7 e 8,5, respectivamente.



TABELA III - COMPOSIÇÃO QUlMICA DOS POLISSACARlDEOS DE MOLUS 
COS CONTENDO ACETAL DE ÃCIDO PIROVICO.

POLISSACARÍDEOS
RELAÇÃO MOLAR

3. b Anidro hexose Grupo acetil Acetal de âci 
do pirúvico

F.A 23 5 1
F.B 23 5 1
F.AC 20 5 ■ 1
F.AB 20 5 1
F.G 59 nd 1

a
Determinada pelo método do fenol-ãcido sulfurico (33)

b
Determinada pelo processo de McComb e McCready (82)

cDeterminado pelo processo de Duckworth e Yaphe (34)

F".A e F.B = Polissacarídeos obtidos de P. lineata pelo fra
cionamento com cetavlon em pH 7 e 8,5, respectivamente.

F.AC e F.BC = Polissacarídeos obtidos de M. covnuarietis pe
lo fracionamento com cetavlon em pH 7 e 8,5, respectivamente.

F.G = Polissacarídeo obtidos de uma espécie de Amputtavíus de 
Morretes, PR, pelo fracionamento com cetavlon em pH 8,5,

n.d.= não detectado.
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de M. cornuarietis (F.AC e F.BC) , previamente corados oomazul 
de Procion, indica que são constituidos de uma mistura insepa 
rável, nas condições utilizadas. Desse modo, esses polissa- 
carídeos foram considerados adequados para a finalidade a que 
se propõe a presente investigação. Tentativas de dissociar 
cada uma dessas frações de polissacarídeos ácidos, utilizando- 
se DEAE-Sephadex A-25, não tiveram sucesso, devido ao caráter 
viscoso dos mesmos.

Embora nenhuma tentativa posterior tenha sido rea 
lizada, com a finalidade de fracionar os polissaaarídeos F.A, 
F.B, F.AC e F.BC, os resultados das investigações com polissa 
carídeos de microorganismos, contendo acetal de ácido pirüvi- 
co indicam que esses polímeros são heterogêneos com relação 
ao teor do acetal. Sandford et al. (89) investigaram quatro 
frações de polissacarídeos ácidos obtidos de X. campestris 
NRRL B-1459, as quais apresentavam teores variáveis de acetal 
de ácido pirüvico (1,3 - 5,9 g %). Submetendo-se cada uma 
dessas frações ã precipitação fracionada com etanol,,obtiveram 
várias subfrações de polissacarídeos ácidos, as quais apresen 
tavam teores variáveis de acetal de ácido pirüvico. Embora o 
mecanismo destes fracionamentos não tenha sido esclarecido, os 
autores sugerem que o mesmo esteja mais associado com as va
riações de peso molecular dos polissacarídeos do que com as 
oscilações em seus teores de acetal de ácido pirüvico.

Cadmus et al. (25) demonstraram que a percentagem 
de acetal de ácido pirüvico nos polissacarídeos de X. campes-
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tris NRRL B-1549 varia com o meio de cultura e a cepa utiliza 
da, e que a percentagem de acetal nesses polímeros era baixa, 
nos estágios iniciais, e elevada, nos estágios finais do pro
cesso fermentativo. A precipitação fracionada com etanol, 
determinação de peso molecular, ou a seleção de moluscos em 
diferentes faixas etárias não foram realizadas na presente in 
vestigação•

Entretanto, os dados da Tabela III também demons
traram certa oscilação com respeito ao teor de acetal de áci
do pirúvico dos polissacarídeos isolados de moluscos do gêne
ro Ampullarius. A galactana isolada de uma espécie de molu£ 
co do gênero Ampullarius (Morretes, PR.) apresentou um teor 
em acetal de ácido pirúvico bastante inferior aos dcs polissa
carídeos de P. lineata e M. oornuarietis (relação molar hexo 
se: ácido pirúvico de 59 para 1). Borges (17) caracterizou 
. uma galactana de uma espécie de Ampullarius de Santo Antonio 
da Platina, PR, cuja percentagem de acetal de ácido pirúvico 
era semelhante à encontrada nos polissacarídeos de M. aornua- 

- ríetis.

A presença de acetal de ácido pirúvico não consti 
tui uma característica dos polissacarídeos de moluscos do gê
nero Ampullarius. Feijõ investigou uma glucogalactana de mas
sa de ovas (40) de uma espécie de Ampullarius de Pelotas, RS., 
completamente desprovida de acetal de ácido pirúvico.



95

COMPOSIÇÃO QUlMICA DOS POLISSACARÍDEOS DE P. lineata E DE M. 
covnuavietis.

Os polissacarídeos de P. lineata (F.A e F.B) são 
formados de galactose, grupo acetil e acetal de ácido pirúvi- 
co, numa relação molar de 23:5:1. A configuração absoluta 
da galactose foi estabelecida, como sendo a forma D., péla oxi 
dação completa desta hexose a P-galacto-hexodialdose em pre
sença de P-galactose oxidase, de Polyporus circinatus, enzirua
específica para D-forma da galactose. (3). 0 valor de rota

- — — 25ção ótica específica do produto de hidrólise ácida [ct]D + 80°
(c, 0,5 em água), produto cristalino em etanol dos polissaca
rídeos F.A e F.B é também compatível com D-galactose. A aná 
lise dos produtos de hidrólise ácida dos polissacarídeos F.A 
e F.B, pela L-fucose desidrogenase, de Pullularia pullulans, 
enzima específica para f-fucose e L-galactose, não mostrou ne 
nhuma atividade enzimática, o que evidencia, também a ausên
cia de L-forma de galactose ou de f-fucose neste polímero.

Estes dados, juntamente com os valores de rotação
2 5ótica específica dos polissacarídeos F.A [ct]D + 35,57° e de

F.B íal^5 + 36,97° (Tabela IV) e os resultados de análise da u j d
oxidação com triõxido de cromo dos polissacarídeos peracetila 
dos, F.A e F.B, indicam que os polissacarídeos de P. lineata 
são formados, em sua maioria, de unidades de $-p-galactopirano 
se. De fato, a recuperação de P-galactose, como acetato de 
ãlditol, foi drasticamente reduzida em função do tempo de oxi
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dação (triõxido de cromo) e nenhum acetato de galactitol foi 
detectado em todas as galactanas, apõs 24 h de oxidação. Uma 
amostra de glicogênio de fígado de coelho (Sigma), submetido 
ao mesmo tratamento oxidativo, foi recuperado, completamente, 
como acetato de D-glucitol.

O caráter ácido dos polissacarídeos de P. lineata 
já havia sido assinalado por Duarte, (30) como devido ao ace 
tal de ácido pirúvico. Reinvestigando estes polímeros, ne
nhum outro ácido foi detectado, exceto o ácido pirúvico na 
forma de acetal, conforme demonstram os dados da Tabela I. Os 
valores do eqüivalente ácido destes polímeros Eq. 3.751 (F.A) 
e Eq. 3.789 (F.B) são compatíveis com os teores assinalados 
para o acetal de ácido pirúvico nestes polissacarídeos (Tabe
la I) .

A presença de acetal de ácido pirúvico também foi 
detectada nos polissacarídeos de M. aornuarietis (1,8 g % pa
ra F.AC e 1,7 g % para F.BC, (Tabela I).

Petiz (87), estudando a composição dos polissaca
rídeos de massa de ovas de P. lineata, Recife, PE, recêm-cole 
tadas (6 a 12 horas apõs a oviposição) obteve vima relação mo
lar: hexose, grupo acetil, acetal de ácido pirúvico de 20:6:1 
que é semelhante àquela obtida nos polissacarídeos isolados 
de glândula de àlbúmen do mesmo molusco (Tabela III).
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Essa identidade estrutural entre polissacarídeos 
da glândula de albúmen e da massa de ovas (recém-coletadas) jã 
fora previamente observada por Iacomini et al. (65) que de
monstraram serem os polissacarídeos de massas de ovas (recém- 
coletadas) e de glândulas de albúmen de moluscos do gênero 
Bi-om^hatavia, quimicamente semelhante.

A composição química dos polissacarídeos de M. 
cornuarietis (F.AC e F.BC) diverge daquela dos polímeros de
P. lineata no que concerne â presença de L-fucose. Üs produ

«* r 1 25tos de hidrólise ãcida dos polissacarídeos F.AC [aJD -17,46°
r T 25e de F.BC [ajp -17,87°, quando analisados por g.l.c., na for 

ma de acetato de alditol, demonstraram uma relação molar de 
galactose-fucose de 13:1, (Tabela II).

A configuração absoluta das unidades destes poli£ 
sacarídeos foi investigada pelos testes da P-galactose oxida 
se e L-fucose desidrogenase, como formadas de forma D para ga 
lactose e forma L, para fucose. Em virtude de L-fucose ae- 

- sídrogenase ser uma enzima específica para L-fucose e L-galac 
tose, a configuração absoluta de galactose de F.AC e de F.BC 
foi também analisada pelo método de Leontein et al (71). Sub 
metendo-se o hidrolizado ãcido dos polissacarídeos da M. oor_ 
nuarietis â cromatografia preparativa (placa de alumínio, re
coberta com sílica gel, sistema a) foi possível obter-se ga 
lactose, livre de fucose. A galactose foi tratada oom (-) 2-0£ 
tanol, contendo traços de ãcido trifluoroacêtico (temperatura
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de 130°) e os glicosídeos obtidos foram acetilados. Os produ 
tos desta reação foram examinados por g.l.c., usando-se colu
na capilar (25 m) forrada com SP-1000, â temperatura de 230°. 
A analise cromatogrãfica demonstrou vários picos, com tempos 
de retenção relativos ao do derivado 1,5-di-0-acetil-2,3,4,6- 
tetra-O-metil-P-glucitol, de 7/29; 7,78; 8,81 e 9,01. Estes 
valores são relacionados com os derivados de P-galactose. Não 
foram detectados picos (6,56; 8,08 a 10,47) correspondentes 
aos da forma L da galactose.

Deste modo, as fucogalactanas de M. cornuarietis 
contêm apenas a forma'£> da galactose, e a atividade enzimáti- 
ca da L-fucose desidrogenase observada no hidrolizado ácido 
destes polissacarídeos pode ser atribuída somente à L-fucose.

O valor de rotação ótica das fucogalactanas de M.
. cornuarietis (F.AC = -17,45°, F.BC = -17,87°, Tabela III) é 
bastante próximo daquele de rotação ótica da galactana de H. 
pomatia LaJ ^  -20°. Esta galactana apresenta formas p e L 

- dê galactose, cuja relação molar ê responsável pelo valor ne
gativo de sua rotação ótica. Deste modo, as galactanas de 
P. Uneata, sendo constituídas apenas de unidades de 8-P_ga'” 
lactopiranose, apresentam valor de rotaçao ótica positiva - 
(Tabela IV) .

Embora os polissacarídeos de P. lineata e M. cor- 
nua.ri.etis contenham grupo acetil (Tabela I) , outros polissaca 
rldeos de moluscos contendo acetal de ácido pirúvico são des-



TABELA IV - VALORES DE ROTAÇÃO ÕTICA ESPECÍFICA DOS POLISSACARÍDEOS DE P. lineata e M. oor 
nuarietis.

DETERMINAÇÕES
POLISSACARÍDEOS DE GLÂNDULA DE ALBÚMEN

F.A F.B F.AD-1 F.AD-2 F.AD-3 F.AC F.BC

a
25

M D
Hexose (g %)

+36,57°

63,4

+36,97°

65,0

+14,29° +10,00° 

67,1 67,5

+8,16°

70,2

-17,46°

66,8

-17,87°

65,4

aRotação ótica específica determinada em polarimetro Perkin-Elmer, modelo 141, usando-se os
polissacarídeos na concentração de ̂ 0,5 g % de hidróxido de sódio 0,1 N

bDeterminada, pelo processo do fenol-ãcido sulfürico (33)
F.A e F.B = Polissacarídeos obtidos de P. lineata, pelo fracionamento com cetavlon em pH 7 
e 8,5, respectivamente.
F.AC e F.BC = Polissacarídeos obtidos de M. cornuarietis, pelo fracionamento com cetavlon em
pH 7 e 8,5, respectivamente.
F.AD-1, F.AD-2 e F.AD-3 = Polissacarídeos acetalizados recuperados', respectivamente, na pri
meira, segunda e terceira fases de degradação seqüenciada tipo Smith do polissacarídeo F.A.
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providos de grupo acetil, como ocorre com galactana isolada 
de uma espécie de Ampullarius de Santo Antonio da Platina, PR. 
(17), e com a fucogalactana de molusco investigada por Feijõ 
e Duarte (39). Recentemente Feijõ também (49) isolou uma glu 
cogalactana, desprovida de grupo acetil. Não se exclui nes
tas investigações a possibilidade de ocorrência de desacetila 
ção, devido a tratamentos alcalinos, durante o processo de 
permètilação dos polímeros.

O ãcido pirúvico liberado das frações de F.A e 
F.B de P. lineata e da F.AC e F.BC de M. cornuarietis 3 por tra 
tamento com ãcido oxãlico, foi analisado pelo sistema de des:L 
drogenase lãctica-NADH e, na forma de derivado de 2,4-dinitro 
fenilidrazona p.f. 217° - 219°; Sloneker e Orentas obtiveram 
219° (95) para o derivado 2,4-dinitrofenilidrazona do ãcido 
pirúvico. O derivado 2,4-dinitrofenilidrazona do ãcido pi
rúvico (de P. tineata e de M. comuarietis) foi analisado tam 
bêm por cromatografia em papel (solvente, e) com R^ de 0,53, 
idêntico ao da hidrozona de ãcido pirúvico, usada como refe
rência. A hidrazona do ãcido alfa-cetoglutãrico, usada tam
bém como referência, apresentou um R^ de 0,35. Tulpuie e 
Patwordhan (102) obtiveram Rf de 0,55 e 0,37, nas mesmas con
dições para os derivados 2,4-dinitrofenilidrazona de ãcido pi 
rúvico e de alfa-cetoglutãrico, respectivamente.
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Os polissacarídeos de P. tineata (F.A e F.B) foram 
metilados, com a finalidade principal de se localizarem os 
acetais de ãcido pirúvico nestes polissacarídeos. Entre os 
produtos de metanõlise do polissacarídeo metilado (F.A) apare 
ce o derivado metil 2,6-di-0-metil-D-galactopiranosídeo (Tabe 
la V). Este derivado não aparece entre os produtos de meta
nõlise do polissacarídeo F.A, do qual foi removido o acetal
de ácido pirúvico, antes de submetê-lo ao processo de metila- 
ção (Tabela VI). Estes dados indicam, portanto, que a liga
ção acetãlica de ãcido pirúvico envolve 0-3 e 0-4 de algumas 
unidades dos polissacarídeos de P. lineata. A ausência de de 
rivado mono-0-metil-D-galactose (na forma de acetato de aldi 
tol (Tabela VIII) exclui o envolvimento das unidades internas 
do polímero F.A na ligação acetãlica de ãcido pirúvico.

Na análise (Tabela V), observou-se também uma per 
centagem de metil 2,3,6-tri-O-metil-D-galactopiranosídeo (1 
mol %), cujo significado estrutural é desconhecido. Não foi
excluída a possibilidade de metilação incompleta. Duarte e
Jones (32) encontraram 0,5 moles % deste derivado, quando in 
vestigaram a galactana de Strophocheilus oblongus, e sua pre
sença foi atribuída â metilação incompleta.

ANÁLISE DE METILAÇÃO DOS POLISSACARlDEOS METILADOS DE P. li_

neata e M. cornuarietis.



TABELA V - ANÃLISE DOS PRODUTOS DE METANÕLISE DOS POLISSACARÍDEOS METILADOS DE P. lineata

0-METIL-0-GALACTOS1DEOS Ta ‘.MOLES % b

F.A F.B F.AD-1 F.AD-2 F.AD-3

2,3,4,6-tetra-0-metil-0-Galp 2,0 38 38 25 18 10
2,3,6-tri-0-metil-Z?-Galp 3,8 1 1 - - -

2,4,6-tri-0-metil-0-Galp 5,0m 6,0m 11 12 30 43 52
2,3,4-tri-0-metil-0-Galp O O 6 5 12 9 12
2,6-di-0-metil-0-Galp 13,0 3 3 4 6 8
2,4-di-0-metil-Z)-Galp 25 ,0m 30 ,0g 41 41 29 24 18

a
Tempos de retenção relativos ao do metil 2,3,4 ,6-tetra--0-metil-8-0-glucopiranosídeo

Determinado por g.l.c. (coluna r); m = medio e g = grande
F.A e F.B = Polissacarldeos ácidos de glândula de albümen de P. lineata3 obtidos do fracio
namento com os cetavlon em pH 7 e 8,5, respectivamente.
F.AD-1, F.AD-2 e F.AD-3 = Polissacarldeos ácidos recuperados da primeira, segunda e terceira 
degradações sequenciadas tipo Smith, do Polissacarídeo F.A.



TABELA VI - ANÃLISE DOS PRODUTOS DE METANÕLISE DOS POLISSACARÍ- 
DEOS DE P. lineata METILADOS, APÕS REMOÇÃO DO ÃCIDO 
PIRÚVICO.

0-METIL-P-GALACTOS í DEOS a MOLES 9- bO
*F.A F.A*D-1 F. ★ "kA D-2 F.A D-3

2,3,4,6-tetra~0-metil-P- 
Galp 2,0 41 ' 24 21 18

2,4,6-tri-O-metil-P-Galp 5, Qm6 ,0g 11 42 44 50

2,3,4-tri-d-metil-P-Galp 10,0 7 10 14 14

2,4-di-d-metil-P-Galp 25,0m30,0g 41 24 21 18

a
Tempo de retenção relativo ao do metil 2,3,4,6-tetra-d-metil-3” 
P-glucopiranosídeo.

b
-Determinado por g.l.c. (coluna r); m = médio e g = grande.

F.A* - Polissacarxdeo (pH 7) de glândula de albümen de P. linea 
ta3 que foi removido o acetal de ácido pirüvico, seguido de meti 
lação e metanélise.
F.A*D-1, F.A*D-2 e F.A*D-3 - Polissacarídeos recuperados da pri 
meira, segunda e terceira degradações seqüenciadas tipo Smith, do 
polissacarídeo F.A (ver Tabela IV), dos quais foram removidos o 
acetal de ácido pirüvico/ seguidos de metilaçao e metanõlise.



104

Uma percentagem de metil 2,3,6-tri-0-metil-D-ga- 
lactosldeo também foi observada nos produtos de metanõlise da 
F.AC de M. cornuarietis (Tabela VII). Estes dados estão de 
acordo com dificuldade de eterificaçio e esterificação comple 
tas de 0-4 axial na Z?-galactose.

O estabelecimento das condições ótimas de hidrõM 
se do grupo acetal, sem envolver degradações apreciáveis do 
polímero, e uma tarefa difícil. Na presente investigação, o 
polissacarídeo F.A (1,2 g) foi tratado com ácido oxãlico 0,04 
N (200 ml) durante 3 horas ã temperatura de 100°. Correlacio 
nando-se os dados das Tabelas V e VI, observa-se que não hou 
ve degradação apreciável do polímero F.A.

Embora, no meio da reação da hidrólise ácida, não 
tenham sido detectados oligossacarídeos (cromatografia em pa
pel) , a ocorrência de fragmentação parcial do polímero não f.i 
ca excluída. Por isso, esse processo de hidrólise deve ser 
reestudado com mais detalhes, assinalando-se certos parâmetros 
da reação como pH, e tempo de reação em temperatura controla
da, a fim de facilitar a reprodutibilidade do processo por ou 
tros investigadores.

As condições de hidrólise ácida, adotada
na presente investigação para remover o grupo ac®
tal de polissacarídeo, são mais drásticas do que



TABELA VII - ANÃLISE DOS PRODUTOS DE METANÕLISE DO POLISSACA- 
rIdEO METILADO DE M. covnuavietis.

0-METIL-D-HEXOSÍDEO m a T
MOLES 

F. AC

% b 

F.BC

2,3,4-tri-O-metil-L-Fucp 0,6 6 5

2,3,4,6-tetra-d-metil-D-Galp 2,0 30 31

2, 3,6-tri-d-metil-i?-Galp 3/9 1 1

2,4,6-tri-d-metil-B-Galp 5,0m 6,0g 12 11

2,3,4-tri-d-metil-2?-Galp 9,9 5 6

2,6-di-0-metil~P-Galp H to 00 5 5

2,4-di-O-metil-P-Galp 25,8m 30,8g 41 41

a

Tempos de retenção relativos ao do metil 2,3,4,6-tetra-<2-rae- 
til-8-D-glucopiranosídeo.

b
D e t e r m in a ç ã o  p o r  g . l . c .  ( c o l u n a  r ) ; m = m é d io  e  g  = g r a n d e .

F . A C  e  F . B C  = F u c o g a l a c t a n a s  á c i d a s  d e  g l â n d u l a  d e  a lb ú m e n  d e  

M. o o r n u a v i e t i s , o b t i d o s  p e l o  f r a c i o n a m e n t o  com  c e t a v l o n  em  

pH  7 e  8 , 5 , r e s p e c t i v a m e n t e .



aquelas utilizadas para remover o grupo acetal de ãcido pirú 
vico ligados aos grupos hidroxílicos vicinais, transdiequato- 
riais de unidades de hexoses em conformação 1C4« Devido a e£ 
ta configuração, Lew e Heidelberger (73) removeram o acetal 
de ãcido pirúvico do polissacarídeo capsular de Pneumoacocus 
tipo IV, em condições muito suaves, utilizando (ãcido sulfúri 
co 0,005 M, durante 30 minutos ã temperatura de 70° Belbault 
et al. (12) removeram 70% do acetal de ãcido pirúvico do po- 
lissacarídeo de Klebsielta, serotipo K 32, pelo tratamento do 
polímero apenas com resina trocadora de cãtion (Amberlite IR- 
120, forma H+) â temperatura ambiente.

Os dados de metilação dos polissacarídeos metila 
dos de P. lineata (Tabela V, F.A e F.B) também indicaram, pa
ra esses polímeros, alto grau de ramificação, com 41 moles % 
de grupos terminais não redutores, sendo constituídos de uni
dades de Z?-galactopiranose (38 moles % de metil 2,3,4,6-te- 
tra-O-metil-P-galactopiranosídeo) e de unidades de 3,4-0-(1- 
carboxietilideno)-ft-P-galactopiranosídeo (3 moles % de metil 
2', 6-di-0"-metil-P.-galactop±ranosídeo) . . Também foi observada
substituição em 0-3 (11 moles % de metil 2,4, 6-tri-O-metil-D- 
galactopiranosídeo) e 0-6 (6 moles % de metil 2,3,4-tri-0-me- 
til-P-galactopiranosídeo) das unidades internas desses políme 
ros. Os resultados da anãlise de metilaçao, portanto, indil 
cam para o núcleo dos polímeros de P. l-Lneata (apõs remoção 
do acetal de ãcido pirúvico), uma estrutura altamente ramifi
cada que não diverge da de galactanas neutras de S. oblongus

106
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(29, 31), M. paranaguensis (81), e, dos polissacarídeos de mo 
luscos do gênero Biomphalaria (65).

A analise de metilação indica para os polissacarí 
deos de M. oornuarietis uma estrutura mais complexa do que a 
dos polímeros de P. lineata. Os grupos terminais desses po 
lissacarldeos (F.AC, Tabela VII) são constituídos de L-fucopi^ 
ranosídeo (5 moles %) , 3,4-0- (1-carboxietilideno) -0-galactop.i 
ranose (5 moles %) e de 0-galactopiranose (30 moles %) . Ca
deias lineares constituídas de unidades de P-galactopiranose 
substituídas em 0-3 ou 0-6 também foram observadas. Os pon 
tos de ramificação ocorrem em 0-3 e 0-6 apenas das unidades 
de Z)~galactose. Esta fucogalactana se diferencia daquela 
isolada de outro molusco por não conter unidades substituídas 
em 0-2.

A análise por g.l.c., espectrometria de massa (im
pacto de electron, E.I.) dos acetatos de alditol, obtidos do po 
lissacarldeo metilado F.A (Tabela VIII), apresenta resultados 
em concordância com os de metilação, conforme demonstram os da 
dos das Fig. 1-6. Pela análise de espectrometria de massa 
foram identificados os seguintes derivados metilados, sendo 
assinalados apenas os fragmentos principais: 1,5-di-0-acetil-
2,3,4,6-tetra-0-metil-0-galactitol (m/e 45, 117, 161 e 205, 
Fig. 1, Esq. II); 1,4,5-tri-0-acetil-2,3,6-tri-0-metil-P-gala£ 
titol (m/e 45, 117, 189 e 233, Fig. 2, Esq. III); 1,3,5-tri- 
0-acetil-2,4,6-tri-0-metil-D-galactitol (m/e 45, 117, 161,



TABELA VIII - ANÃLISE POR g.l.C. DOS ACETATOS DE ALDITÕIS PARCIALMENTE METILADOS OBTIDOS DO
POLISSACARÎDEO METILADO DE P. lineata (F.A)

LOCALIZAÇÃO DO GRUPO METIL DO 
GALACTITOL

TEMPO DE RETENÇÃOa
ECNSS-M OV-•225

F.A F.AD-1 F.ÃD-2 F.AD-3 F.A F.AD-1 F.AD-2 F.AD-3

2,3,4,6-tetra-0-metil-galactitol 1,25 1,25 1,25 1,25 1,19 1,19 ' 1,19 1,19
2,4,6-tri-0-metil-galactitol 2,03 2,10 1,80 2,00 1,90 1,72 1,80 1,72

2,3,4-tri-0-metil-galactitol 2,16 2,80 2,46 2,80 2,50 2,52 2,52 2,44
2,6-di-0-metil-galactitol 3,06 3,10 3,36 3,00 2,70 2,72 2,72 2,71
2,4-di-0-metil-galactitol 5,04 5,00 4,20 4,96 4,10 4,10 4,10 4,10

a
Tempo de retenção relativo ao 1,5-di-0--acetil-2,3,4,6 -tetra-0--metil-■0-glucitol.

F.A = Polissacarídeo de glândula de albumen de P. lineata pH 7,0.

F.AD-1, F.AD-2 e F.AD-3 = Polissacarídeos da primeira, segunda e'terceira degradações seqüen 
ciadas tipo Smith da glândula de albümen de P. lineata.

A análise por g.l.c. nas colunas r e s.
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189, 233, 277, Fig. 3, Esq. IV);- 1,5,6-tri-0-acetil-2, 3,4-tri- 
O-metil-P-galactitol (m/e 117,161, 189 e 233 (Fig. 4, Esq. V) ; 
l,3,4,5-tetra-0-acetil-2,6-di-O-metil-.D-galactitol (m/e 45, 
117e 305, Fig. 5, Esq. VI); 1,3,5,6-tetra-0-acetil-2,4-di-0- 
metilpD-galactitol (m/e 117, 189 e 233, Fig. 6, Esq. VII).

Os dados de espectrometria de massa dos derivados 
metilados (acetato de alditol), obtidos dos polissacarídeos 
de P. lineata, estão de acordo com os-da literatura (20).

As frações F.AC, F.BC de M. cornuarietis tamhem 
foram analisadas por g.l.c., espectrometria de massa (acetato 
de alditol, parcialmente metilado. Os resultados foram seme
lhantes aos obtidos com a F.A, com exceção da presença de
L-fucopiranose, observada em F.AC e F.BC.

OXIDAÇÃO COM ME TA-PERIODATO DOS POLISSACARÍDEOS DE P. lineata 
E DE Aí. cornuarietis.

Os polissacarídeos de P. lineata e ds Aí. cornuarie_ 
tis (F.A, F.B, F.AC e F.BC, respectivamente), quando submeti 
dos à oxidação com meta-periodato, apresentam valores para con 
sumo de meta-periodato e liberação de ãcido fõrmico, que se 
encontram na Tabela IX. Todas as unidades oxidadas por me
ta-periodato liberam ãcido fõrmico numa relação molar de 2:1. 
Estes dados, em conjunção com a ausência de treitol na anãli-



TABELA IX - OXIDAÇÃO COM META-PERIODATO DE SÕDIO DOS POLISSACA
RÍDEOS DE GLÂNDULA DE ALBÚMEN DE P. lineata e M.

eornuarietis.

FRAÇÕES DE POLIS 
SACARÍDEOSa

MOLES DE PERIODATO 
CONSUMIDO POR MOL 
DE HEXOSE ANIDRAb

MOLES DE ÃCIDO RELAÇÃO MO 
FÕRMICO PRODU LAR PERIO 
ZIDO POR MOL DE DATO/ÃCIDO 
HEXOSE ANIDRAC FÕRMICO

F.A 1,1 0,55 2:1
F.B 1,1 0,52 2:1
F.A desacetilada 1,1 0,52 2:1
F.B desacetilada 1,1 0,52 2:1
F.AD-1 0,7 Oft»o 2:1
F.AD-2 0,5 0,30 2:1
F.AD-3 0,4 OCMO 2:1
F. AC 0,8 0,40 2:1
F.BC /

0,8 0,40 2:1

' a
F.A e F.B = Polissacarídeos de P. lineata; F.A e F.B foram
desacetiladas como descrito em material e métodos; F.AD-1,
F.AD-2 e F.AD-3 correspondem aos polissacarídeos recuperados 
durante a 1-, 2- e 3-, degradações seqüenciadas tipo Smith do 
polissacarídeo F.A de P. lineata.

F.AC e F.BC = Polissacarídeos de M. eornuarietis. 
b
Determinado pelo método de Neumüller e Vasseur (83).
c
Determinado por titulação com NaOH 0,01 M (9).
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se tipo Smith, dos grupos terminais (Tabela X), permitem ex
cluir substituição em 0-4 (ligação glicosxdica) nos polissaca 
rídeos de P. lineata e M. eornuar-íetis.

Os resultados da metilação, conjuntamente com os 
dados da Tabela X (presença apenas de galactose-glicerol), ex 
cluindo substituição em <9-2 e 0-4, indicam que, nesses polí
meros, as unidades suscetíveis â oxidação com meta-periodato 
se localizam, principalmente, nas extremidades não redutoras 
e em certas unidades internas que apresentam substituição em 
0-6 .

Não houve diferença apreciável no consumo de me
ta-periodato e ãcido-formico liberado dos polissacarídeos F.A 
e F.B com e apôs remoção do grupo acetil (1,0 mol de meta-pe 
riodato e 0,5 mol de ácido liberado por mol de hexose anidra, 
Tabela X). Esses resultados não foram suficientes para elu 
cidar a localização do grupo acetil nesses polímeros, necessi^ 
tando uma investigação mais específica para tal fim.

DEGRADAÇÃO SEQÜENCIADA TIPO SMITH DOS POLÍMEROS DE P. lineata.

Os polímeros da degrâdação seqüenciada, tipo Smith 
da F.A, foram analisados por oxidação com meta-periodato, pe 
la análise tipo Smith dos grupos terminais e processos de me 
tilação. Apõs três degradações sucessivas, o polímero foi



TABELA X - ANÃLISE TIPO SMITH DOS GRUPOS TERMINAIS DOS POLISSACARÍDEOS DE P. lineata e M. 
oornuarietis POR g.l.c.

ACETATOS DE ALDITÕIS Ta
MOLES %

F.A F.B , F.AD-1 F.AD-2 F.AD-3 F. AC F.BC

Glicerol 0,27 50 50 40 30 25 40 40

Galactitol 1,60 50 50 60 70 75 60 60

Galactitol/Glicerol - 1:2,34 1:2,34 1:1,38 1 r17;1 1,78:1 1:3^55 1:3,55

aTempo de retenção relativo ao xilitol pentacetato (coluna t).
F. A e F.B = Polissacarídeos de P. lineata, obtidos pela precipitação fracionada com cetavlon 
em pH 7 e 8/5, respectivamente.

F.AD-1/ F.AD-2 e F.AD-3 = Polissacarídeos obtidos de F.A segundo o processo de degradação se 
qüenciada tipo Smith (primeira, segunda e terceira degradações).

F.AC e F.BC = Polissacarídeos de M. oornuarietis, obtidos da precipitação fracionada com ce
tavlon em pH 7 e 8,5, respectivamente.
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recuperado numa percentagem de 6,5% para F.A e 6,6% para F.B. 
(Tabela XI). Durante o processo degradativo, observou-se um 
aumento crescente de unidades substituídas em 0-3, como demons 
tram os dados de metilação (11 moles % em F.A e 52 moles % do 
polímero recuperado na terceira etapa do processo degradativo, 
F.AD-3, Tabela V). 0 aumento de unidades substituídas em 0-3,
nos polímeros recuperados, do processo degradativo, está de 
acordo com a diminuição do consumo de meta-periodato e áci
do fórmico liberado, observado nesses-polímeros (Tabela IX).

A diminuição acentuada da percentagem de glicerol 
das frações F.AD-1, F.AD-2 e F.AD-3 i ' outra evidência do au 
mento crescente de unidades 0-3 substituídas nesses polímeros. 
Durante o processo de degradação oxidativa da F.A., observou- 
se, ainda, uma diminuição acentuada dos grupos terminais não 
redutores, e uma grande oscilação, na percentagem das unida 
des distribuídas em 0-6 (Tabela V) nos polímeros recuperados 
(F.AD-1, F.AD-2 e F.AD-3). Os resultados da degradação se- 
qüenciada tipo Smith do polímero de P. lineata (F.A) são mui- 
tò semelhantes aqueles observados por Diaz-Segura e Duarte 
(29), quando investigaram a galactana de S. oblongus. Segundo 
estes autores, o aumento das unidades substituídas em 0-3 e 
as oscilações percentuais de unidades substituídas em 0-6 são 
derivadas ã remoção (hidrólise suave das unidades suscetivas 
ã oxidação com meta-periodato) de grupos terminais não reduto 
res, de unidades substituídas (em 0-3 e 0-6) que estão locali 
zadas nas camadas mais externas do polímero (mecanismo de po



TABELA XI - RENDIMENTO EM POLISSACARÍDEO DE GLÂNDULA DE ALBÚMEN DE P. lineata, APÕS DEGRADA
ÇÃO SEQÜENCIADA TIPO SMITH.

NÚMERO DE 
ETAPAS
DEGRADATIVAS

POLISSACARÍDEOS 
F.A (g) F.B (g)

POLISSAÇARÍ DEOS 
F.A %

RECUPERADOS 
F.B %

MATERIAL DIALISÃVEL (g)

F
Neutro

.Ab
Ãcido

F
Neutro

.Bb
Ãcido

O O 9,0

Primeira 5,5 4,5 55,0 50,0 3,1 0,8 3,0 0,6
Segunda 2,0 1,9 20,1 21,0 2,7' 0,4 1,9 0,3
Terceira 0,6 0,6 6,5 6,6 0,9 0,2 0,9 0,2

a
A percentagem de polissacarídeo, em peso seco, foi calculada em relação ao polissacarídeo 
original.

bFrações ácidas e neutras obtidas apõs fracionamento em coluna DOWEX 1 x 8, 200-400 mesh, for 
ma acetato eluída com água (neutra) e ácido acético 1 N (ácida)i

F.A e F.B = Polissacarídeos ácidos de P. lineata pH 7,0 e 8,5, respectivamente.
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da). Deste modo, as unidades substituídas era 0-6, que são 
formadas durante uma fase do processo degradativo, são oxida
das durante a etapa subseqüente do processo, tornando o polí
mero mais linear e rico em unidades substituídas em 0-3. Du 
rante este processo degradativo, observou-se, também, um au
mento na percentagem de unidades dissubstituídas em 0-3 e 0-4, 
conforme demonstra o aumento percentual do derivado 2,6-di-0- 
metil-P-galactose da F.AD-1, F.AD-2 e F.AD-3, (Tabela V). E£ 
tes derivados aparecem como tetra-0-metil-^-galactose (F.A, 
F.AD-1, F.AD-2 e F.AD-3), dos quais o acetal de ácido pirúvi- 
co foi previamente removido, a fim de ser submetido aos pro 
cessos de metilação. O aumento de unidades dissubstituídas 
em 0-3 e 0-4, em galactanas da massa'de ovas de P. lineata 
que foram submetidas ao mesmo processo de degradação seqüen- 
ciada tipo Smith, foi também observado por Petiz (87), que de 
monstrou ser este aumento paralelo ao de acetal de ácido pirú 
vico. Vale ressaltar que, durante o processo de degradação, 
apenas uma pequena percentagem de galactosil-glicerol, conten 
do acetal de ácido pirüvico foi liberada, cuja estrutura não 

- fõi estabelecida.

Com base nos dados de metilação (ausência de deri 
vado mono-metil-D-galactose), da degradação oxidativa (aumen
to crescente de unidades dissubstituídas em 0-3 e 0-6), e de

13espectroscopia de C-n.m.r. ( a ser discutido posteriormente 
indicaram que o acetal de ácido pirüvico esteja ligado a cer
tas unidades terminais não redutoras dos polímeros. A distri^
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buição dessas unidades nos segmentos da molécula não foi ain 
da estabelecida.

A presença de acetal de ácido pirúvico em polissa 
carídeo tem sido correlacionada por diversos autores (36, 56) 
com sua atividade imunolõgica. No presente trabalho, não 
foi realizado nenhum experimento com tal finalidade.

DETERMINAÇÃO DA CONFIGURAÇÃO ABSOLUTA DO ACETAL DE ÁCIDO PIRÜ 
VICO NO POLISSACARlDEO DE P. lineata.

A espectroscopia de ressonância; -nuclear magnética' 
3 3de carbono-13 (' C-n.m.r.) pode ser usada para determinar o

tamanho dos anéis dos acetais cíclicos. Stoddart (100) rela 
tou que acetais metilênicos, contendo anéis de 5-, 6- e 7 mem 
bros, dão sinais de ressonância com deslocamentos químicos tí_ 
picos do carbono do acetal. Diferenças foram mostradas en
tre as ressonâncias de acetais, como do 1,2-0-isopropilideno- 
etanodiol (ô 108,5), do 1,3~<9-isopropilideno-l,3-propanodiolO
(ô 97,9) e do 1, 4-0-isopropilideno-l,4-butanodiol (ô 100,9). c o
Valores comparáveis foram observados, e têm sido usados para 
outros derivados isopropilidênicos para verificar o tamanho 
do anel (7,24). Os anéis de 5 membros do 0-[l-(hidroximetil) 
etilideno] , apresentando um sinal de ressonância do carbono 
não protonado do acetal com & 100,0 são perfeitamente distin
quíveis daqueles de acetais de 6 membros (44) , que apresentam
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sinais de ô 99,0-101,5. Existe,também uma correlação entre c
a configuração e o deslocamento químico dos sinais de resso- 

13nância de C do CH^ de certos grupos de acetais de 6 membros, 
por exemplo: os derivados do 4,6-0- [jL-(acetoximetil)etilide
no] , do 4,6-0-(1-carboxietilideno) e do 4,6-0- [l-(metoxicarbo 
nil)etilideno]] de metil galactosídeo, que dão sinais de Ôc24,7 - 
26,0, quando o grupo metil i equatorial, e de 6 15,1 - 18,3,
quando i axial (43), em relação do anel de 1,3-dioxana. Foram 
observadas que as diferenças da configuração nos 3,4-0- (JL- (ace 
toximetil)etilideno] e 3, 4-0- {jL- (hidroximetil) etilideno] , 
causam somente pequenas diferenças no deslocamento do CH^ 
(43, 44). Estas pequenas diferenças têm sido atribuídas à 
mobilidade conformacional do anel e da disposição quase equa 
torial e axial dos grupos CH^ (7).

0 presente estudo trata da determinação de vários 
13 1parametros espectrais de C-n.m.r. e H-n.m.r. de compostos 

estruturalmente relacionados âs unidades de 3,4-0- e 4,6-0- 
(1-carboxietilideno)-O-galactopiranosil, que ocorrem em cer 

- tos polissacarídeos (11, 13, 22, 28, 32 e 84). Estes incluem 
deslocamentos químicos (Tabelas XII e XIII), tempo de relaxa
mento longitudinal (Tabela XIV), efeito nuclear de"Overhauser" 
(n.O.e.) (Tabela XV) e, para uns poucos sinais, alargamento de 
seus picos de ressonância "line broadening*.

Com a ajuda dos deslocamentos químicos, i possí
vel determinar a posição da substituição e configuração dos 
acetais de ácido pirúvico na $-Z)-galactopiranana de P. .linea



TABELA XII - DESLOCAMENTOS QUÍMICOS POR 13C~n.m.r. (ó , em p.p.m.) DE ACETAIS DERIVADOS DE HEXAPIRANOSÎDEOE

M CARBONIL
í "í L-

ÃTOMOS DE 
CARBONO - 
ACETAL NTo  
PROTONADO

C-l

Metil 6-0-benzil-3,4-0-[l-(hidroximetil)etilideno]-ß-0-galactopira 
nosldeo 2 v

Metil 3,4-0-[l-(metoxicarbonil)etilideno]-ß-0-galactopiranosideo
do 3 (CDC13)

Metil 3,4-0-(1-carboxietilideno)-ß-0-galactopiranosIdeo 6 D̂20^

Sal de bãrio dó composto 6 (°20, 70°)

Metil 3,4-0-[l-(metoxicarbonil)etilideno]-ß-0-galactopiranosldeo 
do 4 (CDC13 ) ,

Metil 3,4-0-(1-carboxietilideno)-ß-0-galactopiranosIdeo !> (D- O)

Sal de bário do composto 5 (D 20 ' 70°)
Metil 3,4-0-isopropilideno-B-0-galactopiranosídeo (D20)

Maior isômero do metil 3,4-0-[l-(hidroximetil)etilideno]-ß-0-fuco- 
piranosídeo (P20, 70°)

Metil 3*, 4-0- [l- (metoxicarbonil) etilideno] -ß-0-fucopiranosldeo 
(CDC13 )

Metil 3,4-0-(1-carboxietilideno)-ß-0-fucopiranosideo £  (D 20 ^

Sal de bãrio do composto 8 (D 20, 70°)

Menor isômero do metil 3,4-0-[l-(hidroximetil)etilideno]-ß-0-fuco- 
piranosldeo

Metil 3,4-0-is,opropilideno-ß-0-fucopiranosIdeo

4 .6 -0- (1-carboxietilideno)-ß-0-galactopiranosideo (sal de bãrio? D20, 70o)
3.6-anidro-4-0- [4,6-0-(1-carboxietilideno)-ß-0-qalactopiranosil]-
■L-galactose dimetil acetal (D20)

Sal de bãrio anterior (D20)

Metil 4 , 6-0-isopropilideno-ß-Z?-galactopiranosIdeo (D20)

CH 3 d o  
ACETAL

111,88 103,86 21,94

169,96 106,47 103,31 23,60

178,41 '107,24 103,68 24,53

178,49 109,60 104,31 24,98

170,05 106,06 103,23 . 23,49

175,37 107,44 103,79 24 ,06

109,45 104,47 25,05

112,03 103,96 28,38
26,62

111,81 104,47 • 22,56

170,05 106,02 103,18 16,54

174,76 106,81 103,61 23,99

178,60 109,21 104,11 24 , 89.

111,64 104,48 24,15

111,93 104,50 28,86
27,09

177,32 102,39

»

97,76
94,43

26,96

175,03 100,46 105,74
103,25

■26,12

177,05 101,87 105,75 
103,‘21

26,31

-
100,73 104 ,46 29,45

19,05



TABELA XIII - DESLOCAMENTOS QUÍMICOS DOS PRÕTONS DO GRUPO METIL DO ACETAL DOS DERIVADOS DE 
3,4-0-(1-CARBOXIETILIDENO) POR ^Tl-n.m.r.

DESLOCAMENTOS QUÍMICOS DO
C O M P O S T O S CH DO ACETAL . <$, em p.p.m. 3

Metil 3,4-0-(1-carboxietilideno) -ß-0-galactopiranosideo 6_ (D 0) 
2

1,94

Metil 3,4-0-(1-carboxietilideno) -8-P-galactopiranosídeo 5 (D 0) 
2

2,04

Sal de bãrio do composto £ (D 0) 
2

1,87

Sal de bãrio do composto 5> (D 0) 
2

-• 1,97

Sal de bãrio do composto §_ (D 0, 
2

70°) 1,97

Sal de bãrio do composto 5̂ (D 0, 
2

70°)
\

2,07

Sal de bãrio da galactana piruvilada de P. lineata (D0, a 700) 1,99



TABELA XIV - TEMPOS DE RELAXAMENTO LONGITUDINAL, T1 , DOS ÁTOMOS DE CARBONO EM VÁRIOS ACETAIS

C O M P O - S T O S

Carbonil

TEMPOS DE RELAXAMENTO 
(DESLOCAMENTOS QUÍMICOS,

LONGITUDINAL, T ^ s )
6 , EM PARÊNTESIS) c

Ãtomo de 
Carbono 
não Pro 
tonado cb 
Acetal

Ãtomo de 
iCarbono 
Mono-pro 
tonados

C-6 OCH,
■CH3 d o

ACETAL

Metil 3,4-0-isopropilideno-ß-0- 
galactopiranosídeo (DjO, 34°)

> V

Metil 3,4-0-isopropilidcno-ß-D- 
galactopiranosldeo (D^O, 52°)

Metil 3 ,4-0-isopropilideno-ß-0- 
galactopiranosíàeo (D20, 70°)

Metil 6-0-ß-D-galactopiranosil- 
3,4-0-isopropilideno-ß-0-galac- 
topiranosideo (D20, 34°)

Metil 3,4-0-(1-carboxietilide- 
no)-ß-0-galactopiranosIdeo 6 
•(Sal de bãrio, D^O)

3,6-Anidro-4-0-[4,6-0-(1-carbo- 
xietilideno)-ß-0-galactopirano- 
sil]-L-galactose dimetil acetal

Sal de bãrio anterior (D20)

10,4 0,79-0,82
(112,03) (73,79-103,96)

Metil êster anterior (acetona-
V

Maior Isômero do metil 3,4-0- 
[l-(metoxicarbonil)etilideno] - 
3-0-fucopiranosídeo (CDCl^)

Metil 3,4-0- (1-carboxietilide- 
no)-ß-0-fucopiranosideo £  (sal 
de bãrio, D 20)

16,8

23,3

1,4 

2,0-2,1

5,7 ' 0,33-0,54
(112,10) (69,80-103,96)

10,8 10,0 0,44-0,72
(178,41) (109,04) (72,12-103,68)

5,2 6,8 0,32-0,44
(175,03) (100,46) (66,93-105,74)

7,7 5,8 ‘ 0,22-0,34
(177,15) (101,87) (67,23-105,75)

7,7, 6,5 . 0,22-0,38
(171,04) (99,01) (66,44-105,32)

26,2 15,04 0,79-1,01
(170,05) (105,87) (68,52-103,14)

13,1 11,7 0,44-0,60
(178,48) (108,66) (69,92-103,48)

0,51
(62,02)

0,85

1 , 2

0,40
(62,04)

(58 í 16)
0,91, 0,63 

(28,38)
(26,62)

3,4 1,2, 1,0

5,1 1,7 , 1,5

1,5
(58,39)

0,66, 0,51 
(28,36)
(26,63)

0,44
(62,09)

1,6
(58,20) ■

0,70
124,53)

0,11-0,18
(74,11)

__(66,23)

1,6
(56,81)
(56,10J

0,51
(26,12)

0,11-0,22
(62,97)
(74,11)

"1 ,5 ,  1,4 
(56,85) 
(56,10)

0,47
(26,31)

0,11
(65,90)
(74,56)

■V
1,7, 1,1 

(54,04) 
(52,59) 
(55,33)

0,57
(26,04)

S

0,77
(16,47)

2,4 , 3,0 
(56,76) 
(52,73)

0,67
(23,46)

0,57
(16,87)

1,76
(53,12)

0,60
(24,54)



TABELA XV - VALORES DO EFEITO NUCLEAR DE'OVERHAUSER"(n.O .e .) DE CARBONOS EM VÃRIOS ACETAIS.

VALORES DE n.O.e. DOS NÚCLEOS DOS CARBONOS (DESLOCA 
MENTOS QUlMICOS, . 6 , DOS SINAIS EM PARÊNTESIS!

C O M P O . S T O S

Carbonil

Ãtomo de 
Carbono -■ 
não Proto 
nado do, 
Acetal * j

Átomos de , 
Carbono - ; 
Mono-pro- 
:tonados

C-6 j
i

o c h 3
c h 3 DO 
ACETAL

* :

Metil 4 , 6-0-isonropilideno-B-0-qa 
lactopiranosídeo ID^O) 2,9

(100,73)
2,8-3,3 

(67 , 34-104 ,46)
"3,3
(63,39)

2,6
(58,17)

2,9, 2,8 
(29,45) 
(19,05)

4,6-0-(1-carboxietilideno)-a-B-0- 
galactose (sal de bário, D 20 ^

*
1,2

(177,15) (101,86)
2,4-2,9 

(66,15-97,18)
2,6

(63,20)
2,85

(26,40)

3,6-Anidro-4-0- [4 ,6 - 0 - (1-carboxie 
tilideno)- B-D-qalactopiranosil]-L 
-cralactosc dimetil acetal (sal de 
bário, D^O) 2,5

(177,15)
2,6 . 

(101,87)
• 2,5-3,1 

(67,23-105,75)
2,1, 2,6 
(65,96) 
(74,11)

2,2, 2,1
(56.85)
(56.85)

2,5
(26,31)

Metil 3,4-0-(1-carboxietilideno)- 
B-0-galactopiranosídeo 6 (sal de 
bário, D^O) 1,4

(178,41)
2,3

(109,04)
2‘, 6-3,1 

(72,12-103,68)
3,1

(62,09)
2,5

(58,20)
2,6

(24,53)

Metil 3,A - 0 - (1-carboxietilideno)- 
'B-^-fucopiranosideo 8 (sal de bá
rio, d2o) 2,4

(178,48)
2,5

(108,66)
2,6-3,0 

(69,92-103,48)
2,6

(16,87)
2,6

(58,12)
2,9

(24,54)

Metil 3,4-0-(1-carboxietilideno)- 
8-0-galactopiranosídeo 6 (forma 
ácida,

i

1,3
(174,66)

3,3
(107,22)

2,4-3,3 
(71,89-103,68)

• 3,3 
(61,92)

\

3,0
(58,12)

3,3
(23,95)

Metil 3,4-0-(1-carboxietilideno)- 
B-fl-fucopirano^ídeo 8 (forma áci
da, d 2o ) 1,5

(176,76)
2 2 

(106\81)
2,4-3,1 

(69 > 56-103, 61)

é

2,7
(16,70)

2,3
(58,07)

3,4
(23,99)



t

ta. As características de tais substituições são os sinais 
de ressonância dos átomos de carbono não protonados dos ace- 
tais, dos C-3 das unidades 0-Z?-galactopiranosídicas substituí^ 
das por acetais, e dos grupos CH^ acetãlicos (Fig. 7, A). Os
sinais de C-3 e de CH^ são comparativamente maiores nos espec

13 -tros de C-n.m.r. dos polissacarídeos obtidos apos sucessi
vas degradações, tipo Smith, (através de hidrólise suave)(Fig. 
7, B).

Os compostos usados como modelo para as investiga
ções nas etapas preparativas são descritas a seguir: estes in
cluem os isômeros 5_ e 6̂ do metil 3,4-0- (1-carboxietilideno) -
0-Z>-galactopiranosídeo. O composto jL, o metil 3,4-0-isopro-
pilideno-3-Z>-galactopiranosídeo foi seletivamente mono-0-ben
zilado com brometo de benzil e óxido de prata em N,N-dimetil-
formamida (16) para produzir a éter 6-benzílico. Este foi par
cialmente hidrolisado e o resultante metil 6-0-benzil-f3-Z)-ga-
lactopiranosídeo 2_, foi tratado com o acetato de 2-oxopropil,
contendo ácido sulfürico, para dar os dois derivados isomiri-
cos do 3,4-0- (jL- (acetoximetil) etilideno]]. Estes compostos fo
ram desacetilados, produzindo dois isômeros do metil 6-0-ben-
zil-3,4-0- (jL- (hidroximetil) etilideno] -3-£>-galactopiranosideos
3̂ e numa relação de 3,3:1, como indicado pelas áreas dos

13sinais dos espectros de C-n.m.r. com 6 21,94 e 23,60.c

De acordo com Garegg et al. (43), baseados numa 
determinação cristalográfica não publicada, o maior sinal de 
ô_ 21,94, com o menor valor do deslocamento, deveria corres

129



Me

HO2CJ w ,

R = 4-0-Substituido 3,6-anidro-L-galoctose-dimetil ocetal

E S Q U E M A  TTIIÏ



13Fig. 7 - Espectro de C-n.m.r. da $-P-galactopiranana de P. 
lineata (A) e do material obtido apõs duas sucessivas degrada 
ções, tipo Smith (B). Os espectros dos polissacarídeos (sal 
de bário) foram obtidos a 70°, usando-se D2O como solvente. 
Os valores numéricos representam os deslocamentos químicos ex 
pressos em 6 (p.p.m.).
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ponder ao CH3 do grupo 1-(hidr 
guração endo-hidroximetil, com 
abundante foi purificado por c 
gênio na presença de platina, 
do 3,4-0-(1-carboxietilideno), 
ãcida, e em seguida, no deriva 
no. Este composto ftàt purificado

Dximetil) etilideno, com a conf:L 
o no composto _3. O isômero mais 
ristalização e oxidato com oxi
dando o sal de sõdio do deriva- 
o qual foi convertido na forma 

do éster metílico com diazometa 
por cromatografia em coluna de

ãcido sílícico e hidrogenolisado com paládio, absorvido em car 
vão para remover o grupo 0-benzil, fornecendo o isômero mais 
abundante do metil 3,4-0- [JL— (netoxicarbonil)etilideno]-ß-D-ga 
lactopiranosídeo. O éster metil do isômero menos abundante 
foi preparado partindo da solução original, obtida da crista
lização do composto 3_. Uma série de reações foi feita, se
guida de cromatografia em coluna de ãcido sílicico, da mistu
ra dos metil 3,4-0- jjL- (metoxisarbonil) etilideno]-0-P-galacto-
piranosídeo. Cada éster met 
do sal de bãrio do 3,4-0-(1-c 
ção de hidróxido de bãrio a f 
na forma de ácidos livres _5 e' 
cátion.

ílico foi convertido no derivado
arboxietilideno) com uma solu-
ria e ambos foram transformados 
6, usando-se resina trocadora

Uma série de reaqíões similares foram realizadas,
partindo-se do metil 0-P-fucopiranosídeo 7_. Este composto deu
origem a dois isômeros do metil 3,4-0- [l-(hidroximetil)etili-
deno]-0-0-fucopiranosídeo nuna relação de 5:1, de acordo com 

13os sinais de C-n.m.r. dos grupos CH_ dos acetais com ôj c
22,56 e 24,15. Cada isômero foi obtido cristalino/, e o compo-
nente mais abundante foi con /ertido no derivado metil 3,4-0-



133

[l-(metoxicarbonil)etilideno3 • 
transformado no seu derivado < 
xietilideno) (sal de bãrio) e

(3-D-fucopiranosídeo, o qual foi 
orrespondente, 3,4-0-(1-carbo- 
no ácido livre, composto j3.

Os deslocamentos químicos do átomo de carbono não 
protonado do acetal do metil 1,4-0- (l-carboxietilideno)-|3“P-ga 
lactopiranosídeos 6 e 5, apresentam valores de ô 107,24 e 
107,44, respectivamente, de acordo com o valor característico

o-ude 109 p.p.m. para o anel do 
(43, 44). Estes resultados 
sendo os valores de 6 109,07O
os sais de bãrio. Como seri 
em campo mais baixo do que o sinal 
tal cíclico de 6 membros do 
0-[4,6-0-(1-carboxietilideno) 
se _9 (58), que tem ô 100,46 
de bãrio). A dependência do 
cias dos CH^ dos acetais dos 
-3-D-galactopiranosídeos 6 e

.sopropilideno de 5 membros 
são sensíveis as variações de pH, 
e 108,92, respectivamente, para 
a esperado, estes sinais estão 
do carbono não protonado do ace 
dimetil acetal do 3,6-anidro-4- 
-*8-Z)-galactopiranosil3 -L-galacto 
(ácido livre) e <5c 101,87 (sal 
pH é observada com as ressonân- 
metil 3,4-0-(1-carboxietilideno)
5 que, ã temperatura ambiente, se

deslocaram de 6 23,93 e 24, 0|6 (ácido livre) para um campoc
mais baixo com ô 24,55 e 241c 11
mente.

Os deslocamentos
usados para caracterizar o t
sacarídeos. Assim o sal de
tal de ácido pirúvico da glâr
(31) dá um sinal do CH_ de ô3 <

,58 (sal de bário), respectiva-

químicos dos grupos CH^ podem ser 
manho do anel do acetal em poli£ 
bário da galactana contendo ace- 
dula de albúmen de P. lineata 
24,6, (temperatura de 33°) es-
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tando de acordo com os valore^ de ô 24,6-25,2, descrito paraO
polissacarldeos de bactérias, que contêm grupos (1-carboxieti- 
lideno) de 5 membros (44) . Estes valores diferem daqueles 
obtidos com os diasteroisômerps de 6 membros do metil 4,6-0- 
(1-carboxietilideno)-$-D-galactopiranosídeo, que apresentam 

17,2 e 26,1. Vale ressaltar que o valor de ôc 26,44 foi
,6-0- (1-Ccobtido para o metil 4 parboxietilideno) -<x-$-0-galacto-

se (sal de bário) 10) e de Ô

tal de ácido pirüvico na gala

pendente, apresentando 6 81,O
n<5 _5. Como o sinal de C-3 4esSa galactana ê de 6 81,9,O

Também um valor de óc 26,26 foi 
o do dimetil acetal 3,6-anidro- 
o) - B“0-galactopiranosil^3 -P-galac 
emelhantes aos encontrados em ou 

A pequena diferença de 0,03 
dos CH^ diasteroisômeros do sal

27,1 para os polissacarídeos
correspondentes desta série, 
assinalado para o sal de bãri 
4-0-[4,6-0-(1-carboxietiliden 
tose 2* Estes valores são S; 
tros polissacarídeos (43, 44) 
p.p.m. entre as ressonâncias 
de bário do metil 3, 4-0- (1-cárboxietilideno)-fS-P-galactopira- 
nosídeo é insuficiente para qstabelecer a configuração do ace

ctana de P. lineata já menciona 
da. Ao contrário, o sinal 4o C-3 é configuracionalmente de-

12 como no composto 6_ e 80,44,
a

configuração do anel acetãlido é favorável àquela do composto
J5. Esta conclusão ê confirmada, usando-se a espectróscopia

1de ressonância nuclear magnética de proton ( H-n.m.r.).

O composto 6 (sa! 
nal do CH^ de 6 1,97, enquan
2,07. O grupo 0-(1-carboxié
nal do CH^ de Ô 1,99, corres

de bário) em D2O a 70<? dá um si.
o o do diasteroisomero ,5 e de ô 
tilideno) na galactana dá um si- 

èondendo à configuração do compos
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to £, a qual é oposta àquelas 
rídeos de bactérias (43) , (os

mencionadas em vários polissaca 
valores do deslocamento químico

do CH^ de galactana assim como dos compostos estruturalmente 
relacionados estão sumarizados na Tabela XIII). Estes sinais 
estão em campo mais baixo do que 6 1,41, mencionado para o 
grupo 4,6-0- (1-carboxietilideno)-&-Z?-galactopiranosídeo (49) 
e outros valores de diasteroipômeros dos acetais de 6 membros 
(43, 44).

Os fatores que af 
nância no espectro de ^~*C-n.m
tilideno) de galactopiranose é fucopiranose são:

itam a forma do sinal de resso- 
Lr. dos derivados 0 - (1-carboxie

1. Largura de sinal

O espectro de 13.

til 3,4-0-(1-carboxietilideno)-$-0-galactopiranosídeos 6 e 5,
■n.m.r. dos sais de bário dos me

obtidos com o tempo de aquisi 
so "pulse width" e "sweep wid 
correspondentes ao átomo de c 
não protonado de acetal. Err 
gido, principalmente do alto 
mento ocorreu nos sinais dos 
não protonados dos acetais de 
o metil 3,4-0-(1-carboxietil 
(sal de bário), que deu um es

ção convencional, largura do pu.1 
th" não apresentaram os sinais 
arbono carbonílico e do carbono 
bora esta propriedade tenha sur- 
valor previsto de , um alarga 
espectros dos átomos de carbono 
certos compostos. Por exemplo, 

ideno)-g-P-galactopiranosídeo £
tpectro mostrando um sinal do C-2
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de <$c 109,6, com uma maior largura de sinal (medida a meia a.1 
tura) igual a 2,5 Hz do que aquela do carbono rnono-protonado 
que é de 1,7 Hz. Geralmente, um átomo de carbono não proto- 
nado tem um valor de T£ maior, e portanto, menores larguras 
dos picos em relação àquelas dos ãtomos de carbono mono-proto 
nado (69). Aumentando-se a temperatura para 70°, cada sinal 
apresenta de 1 Hz, indicando que o alargamento pode ser devi, 
do â pequenas variações conformocionais dos anêis acetãlicos, 
que ê lenta na escala de tempò em n.m.r. ã temperatura ambien 
te e rápida a 70°.

maior largura de sinal (2,4 H 
carbono carbonil (0,6 Hz) e o

A forma ácida do metil 3,4-0-(1-carboxietilideno)
- 13-3-D-galactopiranosídeo £ também da um espectro de C-n.m.r.,

cuja ressonância do carbono n|ão protonado do acetal tem uma
z) do que aquelas do átomo de
C-l (1,3 Hz). As respectivas

larguras de sinal para a forma ácida do metil 3,4-0-(1-carbo
xietilideno)-3-0-fucopiranosídeo £ são de 3,9, 1,7 e 1,0 Hz.
Um alargamento semelhante ocorre na forma ácida com o sinal
dó" C-2 (ôc 107,01, 6,0 Hz) do metil 3,4-0- (1-carboxietilide-
no)-2-0-$-0-galactopiranosil-ÍB-0~fucopiranosxdeo '11, que era

I fmais largo do que os sinais de C-l e C-l , 6 102,50, 101,90,O
com uma largura de sinal em almbos de 2,5 Hz.

O alargamento também foi observado com o sinal do
C-2 do 4 ,6-0-(1-carboxietilildeno)-arB“0-galactose 10 (sal de
bário). Ã temperatura ambidnte, a largura de sinal, observa

- 'da a altura media, foi de 28 Hz (C-2 , 6 102,06) e 2,0 Hzc
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(C-l, 6c 97,20), enquanto que a 70<? eles foram de 16 e 2 «Hz, 
respectivamente. No entanto, nestes espectros, o sinal do

IC-2 origina-se dos isômeros de a e 3» levando, assim, a est.1 
mativa da largura de sinal, que também era possivelmente alta. 
O jã mencionado fenômeno da largura do sinal não ocorre com 
outros derivados 0-(1-carboxietilideno) tais como, metil 3,4- 
0-(1-carboxietilideno)-3-P-galactopiranosídeo 5_ (sal de bãrio) 
e as formas de sal de bãrio e ácido livre do dimetil acetal
3,6-anidro-4-0- [4, 6-0-carboxietilideno) - B-O-galactopiranosil]] 
-L-galactose' 9.

2. Valores de

Estes valores for.am medidos pelo método da inver
são recuperada, modificada por Freeman-Hill (41), e, como es
perado, os valores obtidos para o sal de bãrio do metil 
3, 4-0-(1-carboxietilideno)-3~0-galactopiranosídeo foram
muito variados, dependendo do ãtomo de carbono, sendo 11 s e 
10 s para o carbono carboxílico e o carbono não protonado do 
acetal, respectivamente, e, 0,44-0,72 s para outros átomos de 
carbono com exceção dos ãtomôs de carbono do -OCH^. Embora os 
valores de não tenham sidq obtidos a 70° para este compos
to, vim valor de comparável de 2 3 s, para òs átomos de carbo 
no não protonado, foi obtido ,com o metil 3,4-0-isopropilideno 
-$-Z?-galactopiranosídeo. Outros valores de T1 foram obtidos 
para vários acetais (Tabela XIV).
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O aumento do peso molecular leva ao aumento dos
tempos de correlação e valores baixos de . Isto ocorre, par
tindo-se do metil 3,4-0-isopropilideno-8~I>-galactopiranosídeo,

Icujos átomos de C-2 tem valores de C-l de 10,8 e 0,82 s, res 
pectivamente, para o metil 6-0-|3-.D-galactopiranosil-3,4-0-iso 
propilideno-$-Z?-galactopiranosídeo, cujos valores correspon
dentes são 5,7 e 0,47s. Os valores de dos grupos metil 
dos acetais diminuem de 0,91-0,68 s para 0,66 e 0,51 s. No 
caso do espectro de carbono-13 da galactana contendo acetal 
de ácido pirüvico (31), obtido a 70°, o sinal do carbono car- 
bonílico não aparece, e o sinal do carbono não protonado do 
acetal com 6 109,0 ê menor em comparação com o sinal do CH^
do acetal com ô 25,3 e com o sinal do C-3 de uma unidade dec
8~Z)-galactopiranosil contendo acetal de ácido pirüvico com 
6 81,9 (Fig. 7, A).O

Assim parece que a diminuição do sinal do carbono 
não protonado (C-2") é devida a um valor de comparativa
mente muito alto.

3. Valores do efeito nuclear do "Overhauser"

Normalmente com moléculas pequenas, o aumento na 
intensidade de um sinal de ressonância de C-13 como um resul
tado do desacoplamento do próton (70) o valor do efeito nu-
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clear de"Overhauser” se aproxima do máxima de 2,988 (2,70).
13Para se obter o valor máximo, o relaxamento do C pode ocor

13rer inteiramente por interações dipolo-dipolo do C-H, e o 
tempo de correlação efetiva para reorientação rotacional deve 
estar numa faixa baixa, típico de moléculas pequenas (70). Os 
valores de n.O.e. para átomos de carbono de colesteril e saca 
rose são ^ 3, mas valores menores foram obtidos para o C-4 e 
0 5  da adenosina, 5' -monofosfato, indicando que mecanismos de. 
relaxação, além das interações dipolo-dipolo, são importantes 
(70). Isto parece ser um fator de contribuição para dimi-

I ^nuir a intensidade do sinal carbonil do C-l do sal de bário 
do metil 3, 4-0 (1-carboxietilideno) -B-Ogalactopiranosídeo (5, 
'Os valores de n.O.e. foram determinados por comparação da in
tegral do sinal com o ruído obtido num espectro convencional, 
de um obtido pela técnica "anti-gatted" (1, 42). 0 átomo

fC-l tem um valor de n.O.e. de 1,4, menor do que 2,3-3,1, ob
servado para outros átomos de carbono. No caso do metil 3,4- 
0- (1-carboxietilideno) ~8~D~fucopiranosídeo 13 (sal de bário), o

Vn.O.e. foi maior para o C-l , sendo 2,4 (comparado com 2,5-3,0 
para outros átomos de carbono). Assim, valores baixos de 
n.O.e. podem contribuir para sinais menores do carbonil em 
C-l, que ê o carbono mais afastado de prótons, mas têm um efei 
to pequeno no tamanho do sinal do carbono não protonado ao 
acetal (C-2"), que se assemelha a outros átomos de carbono 
não protonados e cujo n.O.e. ê 'v 3 (71) (Tabela XV) .

Os espectros de ressonância nuclear magnética de 
carbono-13 das formas ácidas do metil 3,4-d~{l-carboxietilide
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no)-$-D-galactopiranosxdeo (> e o metil 3,4-0- (1-carboxietili- 
deno)-3-0-fucopiranosídeo' 8 também mostraram sinais de resso
nância do carbono carbonílico, apesar dos valores baixos . do 
n.O.e. de 1,3 e 1,5, respectivamente (Tabela XV).

A 3-0-galactopiranana de glândula de albümem de 
P. lineata contém grupo 3,4-0-(1-carboxietilino) como demons_ 
trado pela liberação de ãcido pirüvico da hidrólise ácida do 
polímero.

Pelos dados de metilação (presença de 2,6-di-0-me 
til-P~galactopiranose) foi possível estabelecer o posiciona
mento do acetal de ácido pirüvico na galactana de P. lineata, 
como envolvendo 0-3 e 0-4 de suas unidades terminais não redu 
toras.

A configuração do acetal de ãcido pirüvico foi e_s
tabelecida por comparar os dados de espectroscopia de n.m.r. 
13 1( C e  H) da galactana P. lineata com aqueles obtidos de com 

postos sintéticos, usados como modelos. Baseado no desloca
mento químico do sinal do carbono não protonado do acetal
(ô 109,0) foi possível estabelecer o tamanho do anel de ace-
tal como sendo de cinco membros, ao contrário de um anel de
seis membros cujo sinal do carbono não protonado encontra-se
em campo mais alto (6 100,5 - 102,4). O sinal com ô 81,9O c
ê típico de C-3 de unidades de B-P-galactopiranosil substituí_ 
do por grupo acetal, assim como o sinal com ô 25,3 é caracteC  "**
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rístico do grupo CH3 do acetal. Estes dados era conjunção 
com aqueles obtidos por ^H-n.m.r. (CH^, 6 1,99 a 70°, semellian
te ao do composto 6), indicam a configuração endo-carboxílica 
para os grupos 3,4-0-(1-carboxietilideno)- da galactana de P. 
lineata. Esta configuração difere daquela verificada para
os acetais de ácido pirúvico relatada nos polímeros de bacté 
rias (44) que apresentam configuração exo-carboxílica.
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