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RESUMO

Da alga vermelha Meristiella gelidium (Solieriaceae, Gigartinales) foram
obtidas as carragenanas homogéneas M1a (Mw = 425.600 g/mol), M2b (Mw =
950.800 g/mol) e M3a (Mw = 956.700 g/mol) por extracdo aquosa a 25°C e a
100°C e fracionamento com KCI. Essas carragenanas sulfatadas (24,0; 25,0;
29,0%, respectivamente) sao constituidas majoritariamente por unidades
dissacaridicas repetitivas de iota-carragenana (B-D-galactose 4-O-sulfato e 3,6-
anidro-a-D-galactose 2-sulfato), correspondendo a 84,0% do polimero. Diades de
kappa- (B-D-galactose 4-O-sulfato e 3,6-anidro-o-D-galactose) e nu-carragenana
(B-D-galactose 4-O-sulfato e a-D-galactose 2,6-sulfato), estdo presentes em baixa
percentagem 4,0 % e 6,0-8,0%, respectivamente. Além das carragenanas
majoritarias essa espécie biossintetiza agaranas com caracteristicas estruturais
semelhantes, em relacdo ao padrdao de sulfatacdo. A agarana M3S-3 (Mw =
187.000 g/mol) possui 40,0% das unidades A 2-O-sulfatadas e as unidades B sao
~75,0% substituidas por grupos sulfato no C-3, as quais estdo em parte
substituidas em C-2 por unidades simples de xilose (~30,0%) ou grupos sulfato
(~18,0%). Na agarana M3S-4 (Mw = 61.430 g/mol) as unidades A, ~60,0% séo
representadas por P-D-galactose 2-sulfato e ~75,0% das unidades B por o-L-
galactose 3-sulfato. Nessa galactana as unidades simples de xilose glicosilam o C-
6 de parte das unidades A. A iota-carragenana presente no extrato bruto M1
(1,0%, 120 mM de KCI), forma gel sem histerese com temperatura de transicao
fita-hélice acima de 45 °C, caracteristico dos géis de iota-carragenana. As
misturas formadas pela iota-carragenana (0,5% p/p) e amidos (20,0% p/p) quando,
autoclavadas juntas sem pré-aquecimento e sem sal, originam solucbes
viscoelasticas com os amidos de milho comum, amido de milho rico em amilose e
amido de milho rico em amilopectina. De maneira distinta a iota-carragenana com
o amido de cara forma um gel forte. Efeito sinérgico demonstrado pela maior
diferenca entre os modulos elastico (G’) e viscoso (G”) ocorre em fungdo da
temperatura, entre 45 — 85°C, nas pastas iota-carragenana e amido de milho
comum, amido de milho rico em amilose e amido de milho rico em amilopectina.
Na pasta formada com o amido de milho rico em amilose, a iota-carragenana
evitou a histerese térmica. A presenca do ficocol6ide ndo alterou o0 comportamento
do amido de milho comum e na pasta formada com o amido de cara a histerese
nao foi evitada. O processo de autoclavacao dos polimeros juntos € importante no
que diz respeito a solubilizacdo do amido, alterando a formacao de gel. A pasta
pré-aquecida (85°C) e sem sal, formada pela iota-carragenana e amido de cara
origina um gel mais forte, porém com intensa histerese térmica. A presenca de sal
(KCI 120 mM) no sistema, estabiliza as hélices da carragenana formando uma
rede mais estavel e um gel sem histerese térmica. O sal evita a histerese,
enquanto que o pré-aquecimento permite a formacao de um gel mais forte, porém
com intensa histerese térmica. Os extratos brutos M1 e M3 e a carragenana M3a
de M. gelidium, assim como as fracbes obtidas de Gymnogongrus griffithsiae
(Phyllophoraceae, Gigartinales) (G3, G3d, G3S, G3S-1, G3S-3, G3S-4, G3S-5 e
G3S-6) possuem atividade antiviral contra o virus da herpes simplex e/ou o virus



da dengue. Esses polissacarideos apresentam atividade antiherpética frente a
diferentes cepas de HSV-1 e HSV-2, sdo desprovidas de citotoxicidade contra
células Vero e atuam inibindo a etapa de adsor¢cao do virus a célula hospedeira. O
extrato bruto G3 e a carragenana G3d de G. griffithsiae apresentam potente
atividade antiherpética (ICsp ~1 upg/ml). A carragenana M3a de M. gelidium
apresentou maior atividade contra HSV-2 e DENV-2 (frente a células Vero) do que
a carragenana G3d de G. griffithsiae. As galactanas M1, M3 e M3a apresentam
potente atividade contra HSV-2 (IC5o 0,04 — 0,06 ug/mL) e sao desprovidas de
atividade citotéxica (CCso > 1000 pug/mL). A carragenana M3a € o composto que
apresenta maior IS relatado na literatura (IS 25000). Assim as galactanas de M.
gelidum sao promissores compostos antiherpéticos e apresentam propriedades
reolégicas com potencial utilizacdo industrial.



ABSTRACT

The carrageenans M1a (Mw = 425,600), M2b (Mw = 950,800) e M3a (Mw =
956,700) were obtained from the red seaweed Meristiella gelidium (Solieriaceae,
Gigartinales) by successive aqueous extraction at 25°C and 100°C followed by KCI
precipitation. These sulfated carrageenans (24.0; 25.0; 29.0%, respectively) are
mainly constituted (84,0%) by repeating units of iota-carrageenan (B-D-galactose 4-
O-sulfate and 3,6-anidro-a-D-galactose 2-sulfate). Kappa- (B-D-galactose 4-O-
sulfate and 3,6-anidro-a-D-galactose) and nu-carrageenan (B-D-galactose 4-O-
sulfate and a-D-galactose 2,6-sulfate) are present in low amounts of 4.0 % and 6.0-
8.0%, respectively. In addition to carrageenans, this species biosynthesizes
agarans, with similar structural characteristics of sulfatation distribution. The units
A (3-O-substituted B-D-galactose) in the agaran M3S-3 (Mw = 187.000) are 40.0%
2-O-sulfated and the units B (4-O-substituted o-L-galactose) are ~75.0% 3-O-
sulfated. The B units are ~30.0% substituted at C-2 by xylose or sulfate (~18.0%).
In the agaran M3S-4 (Mw = 61.430) the A units are ~60.0% B-D-galactose 2-sulfate
and ~75.0% of it’s B units are a-L-galactose 3-sulfato. A part of the A units are,
substituted by xylose at C-6. The gel formed by iota-carrageenan present in the
crude extract M1 (1.0%, 120 mM of KCI), did not showed hysteresis and its
conformational coil-helix transition is upper 45 °C, characteristic of an iota-
carrageenans’s gel. lota-carrageenan (0.5% w/w) and starch (2.0% w/w) mixtures,
when autoclaved together without pre-heating and salt, gave rase to viscoelastic
solutions in systems with common corn starch, corn starch rich in amylose, and
waxy corn starch components. In contrast the iota-carrageenan with yam starch
formed a strong gel. In the range of temperature 45 — 85°C, a strong interaction
between biopolymers was observed, reflected by a difference between the moduli
elastic (G’) and viscous (G”) in the mixtures with common corn starch, corn starch
rich in amylose and waxy corn starch. In the paste formed by corn starch rich in
amylose, did not occur thermal hysteresis. The rheological characteristics of the
paste formed with common corn starch were not modified by the presence of iota-
carrageenan. A strong interaction between iota-carrageenan yam starch was
observed when they were autoclaved together, as a gel was formed. When this
system was pre-heated (85°C) without salt a stronger gel was formed but
hysteresis was present. In contrast, when salt (KClI 120 mM) was present, the
carrageenan helices were more stable and the water was retained. The salt in the
system did not allow hysteresis and the pre-heating gave rase to a stronger gel,
but with intense thermal hysteresis. The crude extracts M1, M3 and the
carrageenan M3a from M. gelidium as with the fractions obtained from
Gymnogonagrus griffithsiae (Phyllophoraceae, Gigartinales) (G3, G3d, G3S, G3S-1,
G3S-3, G3S-4, G3S-5 e G3S-6) had antiviral activity against herpes simplex and
dengue viruses. These polysaccharides are effective against HSV-1 and HSV-2,
were not cytotoxicy to Vero cells, and influence virion binding to the host cell. The
crude extract G3 and the carrageenan G3d from G. griffithsiae had potent antiviral
activity (ICso ~1 ng/mL). The effectiveness of carrageenan M3a from M. gelidium



was greater against HSV-2 and DENV-2 (in Vero cells) than the corresponding
carrageenan G3d from G. griffithsiae. The galactans M1, M3 and M3a are the most
potent polysaccharides against HSV-2 (ICsp 0,04 — 0,06 ug/mL), without any
cytotoxicity (CCso > 1000 pug/mL). The selectivity index of carrageenan M3a (IS =
25.000) is the highest found in the literature. In this way, the galactans from M.
gelidium showed potential as antiherpectic compounds and had rheological
properties possible industrial utilization.



1. INTRODUGCAO

1.1. ALGAS VERMELHAS

Entre as macroalgas, as algas vermelhas (Rhodophyta), representam o
grupo com maior diversidade de espécies (USOV, 1992) incluindo
aproximadamente 6.000 espécies, sendo 100 de agua doce (RAVEN et al., 2001).
Elas sdo comuns ao longo da costa brasileira, sendo mais abundantes e
diversificadas na costa nordeste do pais. Outras areas de alta biodiversidade sao
encontradas nos costées rochosos desde o norte do estado do Espirito Santo até
a llha de Santa Catarina (SAITO; OLIVEIRA, 1990).

As algas pertencentes a divisdo Rhodophyta sdo, do ponto de vista
econbmico as mais exploradas, pois, biossintetizam uma grande variedade de
galactanas sulfatadas como principais componentes da matriz intercelular (USQOV,
1998). Esses polissacarideos sao utilizados em setores economicamente
importantes, como nas industrias alimenticias e farmacéuticas apresentando alto
potencial biotecnolégico, despertando interesse mundial, devido ao seu alto valor
econdmico (DE RUITER; RUDOLPH, 1997).

Além da importancia industrial as galactanas tém despertado interesses na
area biomédica, pois sdo promissoras como compostos biologicamente ativos
desempenhando atividade antiviral (DUARTE et al., 2001, 2004; TALARICO et al.,
2004, 2005; DAMONTE et al., 1996; CACERES et al., 2000,) anticoagulante
(CARLUCCI et al., 1997; FARIAS et al., 2000), antitrombdética (SEN et al., 2002),
antiangiogénica (SATORU et al., 2003) e antitumoral (FERNANDEZ et al., 1989;
ZHOU et al., 2004).

Segundo KLOAREG; QUATRANO (1988) os polissacarideos da matriz das
algas marinhas, estdo correlacionados com a regulacdo osmética ou idnica,
adaptando-as ao ambiente marinho. Ainda com funcdo de osmorregulacdo, as
algas biossintetizam carboidratos de baixo peso molecular e/ou polidis
(KARSTEN; BARROW; KING, 1993).



Como polissacarideo de reserva elas sintetizam um polimero constituido
por a-D-glucose, denominado “amido das florideas”, com ligacdes glicosidicas do
tipo o-(1—4) e pontos de ramificacdo no carbono-6 similar a amilopectina
(PAINTER, 1983), porém possui uma proporgdo maior de ramificagbes
assemelhando-se ao glicogénio animal.

A determinacdo estrutural das galactanas sulfatadas contribui para a
prospeccao de novas aplicagdes industriais e biolégicas além de ser util como

ferramenta para posicionamento taxondmico das algas vermelhas.

1.2. GALACTANAS: ESTRUTURA GERAL

As galactanas sulfatadas de algas marinhas sao polimeros lineares,
constituidos por unidades de B-galactopiranose substituidas glicosidicamente na
posicao 3 (unidade A) e a-galactopiranose substituidas glicosidicamente através
da posicédo 4 (unidade B) (PERCIVAL; McDOWELL, 1967). A unidade A sempre
pertence a série estereoquimica D e a estereoquimica da unidade B é a base para
a classificacao geral das galactanas, sendo classificadas como agaranas (série L)
ou carragenanas (série D) (PAINTER, 1983). Deste modo formam um arranjo
alternado entre as unidades A e B (AB),.

[ (—3)-B-D-galactopiranose - (1—4)-a-galactopiranose-(1—) ]

-~ NG _/
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unidade A unidade B

Uma caracteristica estrutural particular dos polissacarideos sintetizados
pelas algas vermelhas é a presenca da unidade B total ou parcialmente ciclizada
na forma de 3,6-anidrogalactose. As galactanas sulfatadas que apresentam este
anidro-agucar na sua estrutura, podem apresentar propriedades geleificantes ou
viscosantes (RENN, 1997) e sdo denominadas de ficocolbides ou hidrocoldides,



pela elevada capacidade que apresentam de formar géis em meios aquosos
(GLICKSMAN, 1987).

Estudos estruturais detalhados tém demonstrado que uma importante
caracteristica de varios polissacarideos de algas vermelhas é a presenca de
grupos estruturais dissacaridicas de carragenanas € agaranas na mesma
molécula. Esse tipo estrutural foi denominado de carragar por CHOPIN; KERIN;
MAZEROLLE (1999) e posteriormente STORZ; CEREZO (2000) adotaram o termo
galactana DL-hibrida. Foi definido entdao um terceiro grupo de polissacarideos,
onde as unidades de a-galactose ou 3,6-anidro-a-galactose podem apresentar
tanto a configuragéo D (D ou DA) como L (L ou LA).

Essa estrutura alternante de unidades (1—+3) B-galactopiranose e (1-+4)
o-galactopiranose das galactanas, pode apresentar variacdes estruturais como a
presenca de grupos metil, éster sulfato, acetal de acido piravico, cadeias laterais
de B-D-xilopiranose, entre outros.

A unidade B, a-galactopiranose, pode apresentar cadeias laterais de B-D-
xilopiranose no C-3 e/ou no C-6, grupos metil, assim como grupos sulfato podem
estar presentes nos C-2, C-3 e/ou C-6 ou ainda esta unidade pode apresentar-se
total ou parcialmente ciclizada como 3,6-anidro-a-galactopiranose, com ou sem
grupo metil ou sulfato no C-2 (PAINTER, 1983).

Por sua vez a unidade A, B-galactopiranose pode apresentar acetal de
acido piravico nas posicoes C-4 e C-6 e grupos metil, sulfato assim como cadeias
laterais de xilose em C-2, C-4 e C-6.

Esta variabilidade estrutural das galactanas biossintetizadas pelas algas
vermelhas é normalmente explicada em decorréncia de modificagdes incompletas
ou irregulares que ocorrem a partir do esqueleto das unidades de galactose pré-
formado. A biossintese das galactanas de algas vermelhas envolveria os
seguintes passos: i) formacgao da cadeia regular de unidades de galactose a partir
de acucares-UDP (GOULARD et al., 1999); ii) sulfatacdo de varios grupos
hidroxilas e/ou substituicdo com outros grupos constituintes (xilose, acido piravico,

metil) e por fim iii) eliminagcdo enzimatica dos grupos sulfato do C-6 de algumas



unidades de —+4)- a-galactose 6-sulfato-(1—, originando as unidades —+4)- 3,6-
anidro-a-galactose (1 e seu derivado sulfatado em C-2 (REES, 1961a e b).

Desse modo, as galactanas sulfatadas apresentam ampla diversidade
estrutural dependendo da espécie, e em decorréncia, diferentes propriedades
fisico-quimicas e bioldgicas.

1.2.1. CARRAGENANAS

As carragenanas sao conhecidas desde o século XVIII quando eram
utilizadas pela populacdo de Carrageen (cidade costeira da lIrlanda), como
agentes espessantes e geleificante em alimentos caseiros. Estes polissacarideos
normalmente apresentam mais grupos sulfato que as agaranas, e a capacidade de
formar gel depende, da interacdo de determinados cétions, especialmente K*/Ca**
e a presenca das unidades 3,6-anidro-a-D-galactopiranose na diade repetitiva.

Basicamente, as carragenanas apresentam uma estrutura linear repetitiva

unidade A (B-D-galactopiranose) e unidade B (a-D-galactopiranose) (Figura 1).

FIGURA 1. ESTRUTURA BASICA REPETITIVA DE CARRAGENANAS, (UNIDADES D-
ALTERNANTES).
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As carragenanas sao agrupadas em quatro familias de acordo com a
posicao dos grupos sulfato na unidade B-D-galactose, sendo nominadas com
letras do alfabeto grego.

| - Familia Kappa (x): grupos sulfato em C-4.

Il - Familia Lambda (A): grupos sulfato em C-2.

Il - Familia Omega (®): grupos sulfato em C-6.

IV - Familia Beta (B): ndo possui grupos sulfato na unidade A.

Na Tabela 1 estd demonstrada a classificacdo das carragenanas baseada
nas diades ideais repetitivas. E importante ressaltar que as algas sintetizam
polissacarideos com uma ou mais diades repetitivas na mesma molécula em
diferentes proporcdes, as quais recebem a denominacdo de carragenanas
hibridas (carragenana kappa / iota).

Na familia Kappa estdo presentes as carragenanas com maior valor
econbmico, as geleificantes kappa e iota e a ndo geleificante lambda. A diferenca
na capacidade de geleificacao das carragenanas foi explorada como um processo
de separagcdao das mesmas. O primeiro exemplo de separacdo de carragenanas
estruturalmente diferentes foi realizado a partir da alga vermelha Chondrus crispus
com base na capacidade diferencial de geleificacdo em solucdo de cloreto de
potassio, a partir de exemplares que pertenciam a diferentes estados reprodutivos
(McCANDLESS et al., 1973).

Observou-se que as plantas esporofiticas das algas do género Chondrus
produzem lambda-carragenana, enquanto plantas gametofiticas (ver item 1.3)
produzem carragenanas hibridas kappa/iota (McCANDLESS et al., 1982), o que
demonstra que as variagbes quanto ao tipo de estrutura ndo ocorrem somente
entre diferentes espécies, mas que de acordo com os estdgios de vida, uma
mesma espécie pode produzir diferentes tipos de carragenanas.

Variacdes estruturais foram observadas, como as carragenanas com alto
teor de piruvatacao (43-49%) sintetizadas pelas algas do género Callophycus
(CHIOVITTI et al.,1997) e carragenanas altamente metiladas (6-O-metil-B-D-



galactose) biossintetizadas por espécies do género Rhabdonia (17-31%)
(CHIOVITTI et al., 1996) e do género Claviclonium (45%) (CHIOVITTI et al., 2004).

TABELA 1. CLASSIFICACAO DAS CARRAGENANAS DE ACORDO COM

ESTRUTURAS IDEAIS DE UNIDADES A E B.

Familia (—3)-p-D-Galp — (1-4) -a-D-Galp -(1-)

Nomenclatura de
KNUTSEN et al. (1994)

(Unidade A) ( Unidade B)
KAPPA
K (kappa) 4-sulfato — 3,6-anidrogalactose G4S - DA
1 (iota) 4-sulfato — 3,6-anidrogalactose 2-sulfato G4S - DA2S
K (mu) 4-sulfato — 6-sulfato G4S - D6S
v (nu) 4-sulfato — 2,6-dissulfato G4S - D2,6S
LAMBDA
A (lambda) 2-sulfato — 2,6-dissulfato G2S - D2,6S
€ (xi) 2-sulfato — 2-sulfato G2S - D2S
7 (pi) 2-sulfato; 4,6-O-(1’-carboxietilideno) — 2-sulfato GP,2S5 - D2S
0 (theta) 2-sulfato — 3,6-anidrogalactose 2-sulfato’ G2S - DA2S
OMEGA
o (omega) 6-sulfato — 3,6-anidrogalactose G6S - DA
v (psi) 6-sulfato — 6-sulfato G6S - D6S
BETA
B (beta) nao-sulfatada — 3,6-anidrogalactose G-DA
o (alpha) nao sulfatada — 3,6-anidrogalactose 2-sulfato G - DA2S
Y (gamma) nao sulfatada — 6-sulfato G -D6S
d (delta) nao sulfatada — 2,6-dissulfato G-D2,6S

*A 0-carragenana ndo é biossintetizada naturalmente pelas algas, para sua obtengao é necessario o

tratamento alcalino da A-carragenana.Tabela modificada de: KNUTSEN et al. (1994).



1.2.2. AGARANAS

As galactanas deste grupo apresentam a estrutura repetitiva formada por
unidades de (1=+3)--D-Galp e (1—+4)-a-L-Galp, portanto diferindo das
carragenanas na estereoquimica da unidade B. Esta unidade pode ainda estar
total ou parcialmente ciclizada na forma de 3,6-anidro-o-L-galactopiranose
(PAINTER, 1983) (Figura 2).

FIGURA 2. ESTRUTURA BASICA REPETITIVA DE AGARANAS (UNIDADES D- E L-
ALTERNANTES).

Nao existe uma classificacdo tao detalhada para as agaranas como a das
carragenanas. ARAKI em 1966 realizou os primeiros estudos estruturais de
agaranas analisando os polissacarideos de Gelidium amansii (Gelidiales) e
observou duas fracoes distintas com base na solubilidade em cloroférmio. A fracao
soluvel foi denominada de agarose e apresenta a estrutura ideal repetitiva ([—3)
B-D-galactose(1—4) a-L-3,6-anidrogalactose (1—]) e agaropectina, a fracao
insoluvel, apresentou uma estrutura mais complexa contendo substituintes como
grupos sulfato e acido piravico.

A partir da agarose neutra, as unidades a-L-3,6-anidrogalactose podem
estar como unidades precursoras a-L-galactose 6-sulfato, estrutura que foi

denominada de porfinara ([—3) B-D-galactose (1—4) a-L-galactose 6-sulfato (1—1])



por ter sido isolada pela primeira vez de algas do género Porphyra (REES, 1961b)
e posteriormente em algas do género Bangia (ASPINALL, 1970).

Na fracdo que foi denominada agaropectina estao presentes agaranas com
grupos sulfato em varias posicoes com percentagens que variam de 3% a 10%,
grupos metil nas unidades B-D-galactose 4-metil, a-L-galactose 4-metil e a-L-
galactose 2-metil e pequenas quantidades de acido piravico na unidade [-D-
galactose (DUCKWORTH e YAPHE, 1970).

A variabilidade estrutural nas agaranas esta relacionada, como nas
carragenanas, com presenca dos grupos sulfato, metil e &cido pirtvico. As
unidades p-D-galactose podem estar piruvatadas, metiladas (6-O-metil-L-
galactose) e apresentar cadeias laterais de 4-O-metil-o-L-galactose, a-L-galactose
e ou B-D-xilose (STORTZ e CEREZO 2000).

As agaranas sao principalmente biossintetizadas pelas algas vermelhas
pertencentes as ordens Gelidiales e Gracilariales, sendo que agaranas com
diversas modificacées estruturais podem ainda ser sintetizadas por algas das
ordens Bangiales, Ceramiales, Corallinales e Nemaliales (MILLER 1997; CHOPIN
et al., 1999; STORZ e CEREZO, 2000).

As agaranas sao amplamente utilizadas nas industrias farmacéuticas,
alimenticias, assim como meio de cultura para analise microbiolégica. A agarose
possui alto valor econémico devido a sua elevada capacidade de geleificacao,
porém a presenca de substituintes e de unidades precursoras diminui este poder
geleificante (FALSHAW et al., 1998).

1.2.3. GALACTANAS DL-HIBRIDAS

Este terceiro grupo de galactanas ndo apresenta uma estrutura regular,
mas sim caracteristicas de carragenanas e de agaranas na mesma molécula. Com
0 uso de técnicas de fracionamento e caracterizacao mais apuradas este grupo de
galactanas estd sendo encontrado em algas pertencentes a diferentes ordens,
entre elas em maior proporcdo nas ordens Rhodymeniales, Plocamiales e
Halymeniales (STORTZ e CEREZO, 2000). CHOPIN et al. em 1999 denominaram



este tipo estrutural de carragar e posteriormente STORTZ e CEREZO (2000)
adotaram o termo galactana DL-hibrida, para diferencia-las do termo hibrido

utilizado para as carragenanas.

[—3)-B-D-galactopiranose-(1—4)-a-D/L-galactopiranose-(1—]n
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unidade A unidade B

Ainda nao esta claro se estas estruturas se encontram na forma de blocos
na mesma molécula ou se estdo em um mesmo sistema, porém em moléculas
separadas. Até o momento a definicdo das galactanas DL-hibridas € realizada de
acordo com a proporcao da configuracdo presente na unidade B, se maior
configuragdo L-, denomina-se: DL-hibrida com predominio da estrutura de
agarana, e se predomina configuracao D-: DL-hibrida com predominio da estrutura
de carragenana.

Uma ferramenta estrutural muito importante na caracterizacdo dessas
galactanas é a determinagao das unidades enantioméricas, que em conjunto com
técnicas de fracionamento mais minuciosas tém permitido o isolamento e a
caracterizacao desses polissacarideos em extratos de algas que anteriormente
eram consideradas somente produtoras de carragenanas (carragendfitas)
(CIANCIA et al., 1993; STORTZ et al., 1997), por exemplo, ordem Gigartinales, ou
produtoras de agaranas (agaréfitas) (TAKANO et al., 1999; TAKANO et al., 2003)
como foi observado em espécies pertencentes a ordem Ceramiales.

Avangcos nas pesquisas voltadas a determinagdo estrutural de
polissacarideos provavelmente levara a caracterizacao de novas galactanas DL-
hibridas. Estas descobertas podem ter um impacto quimiotaxémico, visto que a
reanalise de polissacarideos de algas, anteriormente consideradas produtoras
somente de carragenanas ou agaranas, sao na realidade produtoras de mais de
um tipo de galactana (STORTZ e CEREZO, 2000).



1.3. CICLO DE VIDA E REPRODUGCAO DAS ALGAS VERMELHAS

O tipo de ciclo de vida, em conjunto com outros caracteres, também é uma
ferramenta importante utilizada na classificacdo das algas vermelhas. A
reproducao das Rhodophyta ocorre pela fusdo de um pequeno gameta masculino,
denominado espermacio, com o gameta feminino denominado carpogénio. O
carpogdnio se desenvolve no interior do oogbnio (gametangio feminino) e os
espermacios sao células esféricas, sem parede celular que se desenvolvem
dentro dos espermatangios (gametangio masculino) (MASUDA et al., 1996).

Na maioria das algas vermelhas, o carpogdnio se forma no 4pice de um
conjunto de células especializadas denominadas de ramo carpogonial. O numero
de células de cada ramo, a presenca ou nao de células acessorias e o numero de
carpogdnios por cada ramo carpogonial sdo caracteristicas de cada grupo
taxonémico. Geralmente, cada espermatangio produz somente um espermacio
que é liberado e levado pela agua passivamente até o carpogbnio, € como
resultado da fertilizacdo do carpogdnio, se desenvolve uma fase dipldide, in situ,
sobre o gametdfito feminino, denominada carposporéfito (HOMMERSAND e
FREDERICQ, 1990).

O carposporoéfito quando maduro produz carpdésporos, que sao esporos de
origem mitética, os quais sao liberados e, se em condi¢coes adequadas, germinam
e originam a outra fase dipléide de vida livre, denominada tetrasporéfito. Nessa
fase serdao formados os tetrasporangios (que dao origem a esporos por meiose)
nos quais se originam os tetrasporos. Ao ser liberado, o tetrasporo de natureza
hapléide, quando encontra um habitat adequado, por divisbes mitéticas originara
os gametofitos (masculino ou feminino), completando o ciclo de vida trifasico
caracteristico e unico das algas vermelhas (HOMMERSAND e FREDERICQ,
1990).

Baseando-se no ciclo de vida constituido pelas fases gametofiticas
(hapléide-n), carposporofitica (dipléide-2n) e tetrasporofitica (dipléide-2n), o tipo
Polysiphonia é denominado quando tanto o gametéfito quanto o tetrasporéfito sdo

morfologicamente idénticos, tendo o ciclo de vida uma alternancia isomérfica. Em
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contraste quando ha alternancia heteromérfica das geracées, o ciclo de vida é
denominado, Bonnemaisonia (MASUDA et al., 1996).

As fases gametofiticas, masculina e feminina se desenvolvem em plantas
independentes e macroscopicas na grande maioria das familias pertencentes a
ordem Gigartinales. No entanto o ciclo de vida trifasico das algas vermelhas pode
apresentar modificacées ou reducbes em algumas de suas fases.

Na familia Phyllophoraceae, a literatura relata uma notavel diversidade no
tipo de ciclo de vida, como por exemplo, quando as algas nao possuem
carposporéfitos, mas sim tetrasporoéfitos, que sédo parasitados e se desenvolvem
sobre os gametofitos femininos. Este ciclo é bifasico e se denomina
tetrasporoblastico, ou tipo Gymnogongrus griffitsiae, ou seja, em uma mesma
planta se desenvolve a fase gametofitica (masculina e feminina) e a fase
tetrasporofitica. Algas pertencentes a esta familia podem apresentam, além do
tipo tetrasporoblastico, os outros dois tipos ja citados Polysiphonia e
Bonnemaisonia e ainda o ciclo de vida direto no qual sé estdo presentes os
gametofitos femininos (KAPRAUM et al., 1993).

Em muitas familias pertencentes a ordem Gigartinales ha producédo de
diferentes polissacarideos de acordo com a fase do ciclo de vida que a alga se
encontra. Nas familias Gigartinaceae e Phyllophoraceae, as algas na fase
gametofitica (n) produzem carragenanas da familia kappa, enquanto que o0s
esporofitos (2n) biossintetizam carragenanas da familia lambda (McCANDLESS et
al., 1982).

1.4. ORDEM GIGARTINALES: VARIABILIDADE ESTRUTURAL DAS
GALACTANAS E SIGNIFICADO QUIMIOTAXONOMICO

A estrutura quimica dos polissacarideos soluveis em agua biossintetizados
pelas algas vermelhas até pouco tempo atras era utilizada como base para
classificacao das algas dentro da ordem Gigartinales. Um exemplo é a afirmacao

que as carragenofitas eram exclusivas desta ordem, assim como as agarofitas

11



estavam compreendidas nas ordens Bangiales, Ceramiales, Gelidiales e
Gracilariales.

A ordem Gigartinales é a mais numerosa dentro da divisao Rhodophyta e
com a criagao das ordens Gracilariales (FREDERICQ e HOMMERSAND, 1989),
Plocamiales (SAUNDERS e KRAFT, 1996), Ahnfeltiales (MAGGS e PUESCHEL,
1989) e Halymeniales (SAUNDERS e KRAFT, 1996), aproximadamente 10
géneros e 172 espécies foram removidas da ordem Gigartinales, que atualmente é
composta por 41 familias, 100 géneros e 700 espécies (CHOPIN et al., 1999).

A necessidade destas alteracdes taxonémicas e criagcdes de novas ordens
€ uma resposta ndo somente dos avancos nas analises estruturais dos
polissacarideos biossintetizados pelas Rhodophyta, mas também das analises
sequenciais do gene rbcL (subunidade maior da rubisco) (FRESHWATER et al.,
1994) que demonstram que este € um grupo heterogéneo e polifilético.

Em 1996, FREDERICQ et al. apresentaram a hip6tese de relagcédo
filogenética entre 57 espécies pertencentes a 37 familias de algas vermelhas
produtoras de carragenanas, agaranas ou que apresentam ambas as estruturas,
dentro da ordem Gigartinales, baseado nas sequiéncias de rbcL.

De acordo com os trabalhos de CRAIGIE em 1990 e MILLER em 1997,
espera-se que as galactanas produzidas pelas algas da ordem Gigartinales sejam
carragendfitas, porém tem-se observado e destacado nesta ordem a presenca de
algas produtoras de agaranas e galactanas DL-hibridas (USOV e KLOCHKOVA,
1992; CHOPIN et al.,, 1999; TAKANO et al.,1995; ESTEVEZ et al., 2001;
ESTEVEZ et al., 2004).

De acordo com STORTZ; CEREZO (2000) as familias dentro da ordem
Gigartinales poderiam ser divididas em trés grupos: (i) familias que apresentam
alternancia biossintética de carragenanas (Gigartinaceae, Petrocilidaceae e
Phyllophoraceae), (ii) familias que nao apresentam uma caracteristica estrutural
dos seus biopolimeros de acordo com a fase do ciclo de vida da alga
(Sarcodiaceae, Solieriaceae, entre outras) e (iii) familias pertencentes a antiga
ordem Cryptonemiales (Tichocarpaceae, Endocladiaceae, Kallymenaceae e
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Dumontiaceae). As algas pertencentes as familias Phyllophoraceae e Solieriaceae
serdo discutidas em um item a parte.

A presenca de carragenanas com “diades desviantes” como, por exemplo,
ricas em grupos metil e com estruturas mais complexas é um exemplo da
influéncia dos polissacarideos biossintetizados pelas algas na classificacdo
taxondmica das mesmas. Essas variagcdes estruturais fizeram com que alguns
géneros pertencentes a familia Solieriaceae e Cystocloniaceae fossem agrupados
na familia Areschougiaceae.

CHIOVITTI et al., em 1996 observaram que algas da familia Solieriacea
(Rhabdonia coccinea e Rhabdonia verticillata) eram uma rica fonte de
polissacarideos de parede celular do tipo iota-carragenana altamente metilada, e
devido ao alto grau de grupos O-metil (31% e 17% respectivamente) estes
polissacarideos foram considerados distintos dos demais da familia Solieriaceae.

Dois anos depois CHIOVITTI et al. (1998b) analisando os polissacarideos
de trés espécies do género Erythroclonium (Solieriaceae) por analise de
infravermelho, RMN de '°C e analise de metilagdo constatou grande semelhanca
estrutural dos seus polissacarideos constituidos por iota- e alfa-carragenana 6-O-
metiladas, podendo estar ainda substituidas por acido pirtvico e as unidades B (o~
D-galactopiranosil) presentes principalmente n&o substituidas ou em menores
proporcoes 3-O-metiladas e com terminal glicosil.

Fazendo parte da familia Cystocloniaceae (Gigartinales, Rhodophyta),
CHIOVITTI et al., (1998c) analisaram os polissacarideos biossintetizados pelas
algas dos géneros Austroclonium, Gloiophyllis, Erythronaema e Stictosporum.
Todas as espécies analisadas produziam tipicamente iota-carragenana com
excecao da alga do género Austroclonium que biossintetizava uma galactana
sulfatada contendo predominantemente estrutura repetitiva de iota- e alfa-
carragenanas 6-O-metiladas. A producao destas carragenanas se assemelha aos
polissacarideos sintetizados pelas algas Rhabdonia e Erythroclonium
(Solieriaceae), mas que também produzem carragenanas significativamente

diferentes de outros géneros dentro desta familia.

13



Em 2001 CHIOVITTI et al avaliaram as estruturas quimicas e as
implicagbes  filogenéticas das carragenanas parcialmente  metiladas,
biossintetizadas pelas algas do género Areschougia. As andlises estruturais
demonstraram que ha predominancia de variagées sobre a estrutura repetitiva da
iota-carragenana, como a presenca de 6-O-metil (G4S,6M-DA2S e G6M-DA2S),
acido piravico (GP - DA2S) e ainda menores proporcoes de grupos metil, sulfato
e/ou glicosil substituindo o C-3 das unidades «-D-galactopiranose. Foi
demonstrado que essas galactanas sulfatadas sdo ricas em mono-O-metil
galactose, o que as assemelha com as algas dos géneros Rhabdonia,
Erythroclonium e Austroclonium, constituindo desse modo a familia
Areschougiaceae.

Na familia Sarcodiaceae, inicialmente foi demonstrado que algas do género
Sarcodia biossintetizam em ambos os estagios gametofiticos e tetrasporofitico,
polissacarideos equivalentes a lambda-carragenana (LIAO et al., 1993). Porém,
Em 2003, MILLER, realizou a andlise estrutural por RMN de ™C dos
polissacarideos de Sarcodia montagneana e Sarcodia flabellata e demonstrou que
as unidades [B-D-galactopiranosil estao principalmente substituidas por grupos
sulfato no C-2 e acetal de acido piravico. As unidades 4-O-ligadas (a-
galactopiranosil) estdo quase exclusivamente na configuragdo L, sulfatadas
principalmente no C-3 e C-2 e ainda estao presentes quantidades significativas
destas unidades sulfatadas nos carbonos 2, 3 e 6. Estes polissacarideos de
Sarcodia apresentam muita similaridade com os polissacarideos biossintetizados
por algas do género Trematocarpus (MILLER, 2002).

As familias pertencentes a antiga ordem Cryptonemiales (Tichocarpaceae,
Endocladiaceae, Kallymenaceae e Dumontiaceae) estdao agora incluidas na ordem
Gigartinales (SAUNDERS e KRAFT, 1996).

Os polissacarideos sintetizados pelas algas pertencentes a estas familias
apresentam grande variedade estrutural, como observado nas algas do género
Kallymenia (K. reniformis e K. westii) (Kallymenaceae) (DESLANDES et al., 1990;
CHOPIN et al., 1994) que sintetizam galactanas denominadas genericamente de

aeodanas. Estes polimeros apresentam uma estrutura majoritaria de carragenana,
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porém grupos sulfato apenas nas unidades A, principalmente em C-2 e C-4,
grupos metoxil geralmente localizados em C-6 das unidades A e em C-2 das
unidades B e pequena percentagem de a-L-galactose (USOV et al., 1980).

Uma galactana com estrutura muito mais complexa foi isolada da alga K.
berggrenii (MILLER e FURNEAUX, 1996). Esta alga biossintetiza uma galactana
DL-hibrida, cuja estrutura ndo foi completamente elucidada, mas que apresenta
relativamente altas percentagens de 3,6-anidrogalactose e seu derivado 2-O-metil
galactose, possuindo ainda galactose, 2-O-metilgalactose, 6-O-metilgalactose,
xilose e acetal de acido pirtvico. Este polissacarideo possui ainda grupos sulfato
substituindo os carbonos 2 e 6 em ambas as unidades, demonstrado pelas
analises de metilacao realizadas antes e apds o processo de dessulfatagao.

Na familia Endocladiaceae, WHYTE et al. (1984), observaram que a alga
Endocladia muricata, biossintetiza um polissacarideo constituido principalmente
por carrabiose [B-D-galactose-(1—4)-3,6-anidro-a-D-galactose], mas também com
6% de agarobiose [B-D-galactose-(1—4)-3,6-anidro-a-L-galactose]. Nesta mesma
familia, algas do género Gloiopeltis, foram classificadas como agaroéfitas, devido a
caracterizagcdo dos seus polissacarideos como agaranas sulfatadas, como por
exemplo, em G. cervicornis (PENMAN e REES, 1973).

Pérem, TAKANO et al. em 1995 isolaram de G. complanata um
polissacarideo com estrutura hibrida de carragenana e agarana e em 1998 o
mesmo grupo (TAKANO et al., 1998) caracterizou da alga Gloiopeltis complanata
um polissacarideo que por hidrolise parcial, originou oligossacarideos com
estrutura de carragenana, e outros com estrutura de agarana. Resultados
diferentes foram observados dentro do mesmo género com as espécies G.
coliformis e G. tenax, caracterizadas como produtoras de carragenanas (CHOPIN
et al., 1999).

CHOPIN et al. (1999), classificaram as espécies: Constantinea rosa-marina,
C. subulifera, Cryptosiphonia woodii, Neodilsea borealis, N. natashae e N.
yendoana pertencentes a familia Dumontiaceae como produtoras de galactanas
do tipo DL-hibrida uma vez que apresentavam no seu espectro de infravermelho,
bandas de absorcao caracteristicas de agarana e de carragenana.
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As algas pertencentes as familias Gigartinaceae, Phyllphoraceae e
Petrocilidaceae, dentro da ordem Gigartinales, apresentam alternancia das
carragenanas produzidas durante o ciclo de vida. Os gametéfitos produzem
carragenanas da familia kappa e a fase tetrasporica (esporofitos) biossintetizam
carragenanas da familia lambda (McCANDLESS et al., 1982, 1983). Estas familias
constituem um grupo dentro da ordem Gigartinales e a alternancia biossintética de
carragenanas kappa/lambda é exclusiva destas familias na ordem Gigartinales
(CRAIGIE 1990; CHOPIN et al., 1999).

Porém, gametofitos das algas Gigartina skottsbergii (Gigartinaceae),
Mastocarpus  stellatus  (Petrocilidaceae),  Chondracanthus  canaliculatus
(Gigartinaceae), Chondrus crispus (Gigartinaceae), e Mazzaella leptorhynchos
(Gigartinaceae) que eram consideradas carragendfitas biossintetizam pequenas
quantidades de agaranas (CIANCIA et al., 1993, 1997).

Assim como foi observado na alga Gigartina skottsbergii (Gigartinaceae), a
alga Iridaea undulosa (= Sarcothalia crispata), também pertencente a familia
Gigartinaceae, biossintetiza quantidades significativas de polissacarideos com
unidades na configuracdo L (a-L-galactose e 3,6-anidro-a-L-galactose) presente
tanto em plantas cistocarpicas (gametofiticas) quanto em tetraspoéricas (STORTZ e
CEREZO, 1993; STORTZ et al., 1997).

Esses resultados demonstram que as algas da ordem Gigartinales podem
biossintetizar agaranas, carragenanas e galactanas DL-hibridas, quando séao
analisados os polissacarideos produzidos em menor proporcdo, € sendo esta
ordem a mais numerosa, pesquisadores tém avaliado a relevancia

quimiotaxondmica dessas diferengas estruturais.
1.4.1. FAMILIA PHYLLOPHORACEAE
Até pouco tempo atras na familia Phyllophoraceae estavam agrupados 8

géneros: Gymnogongrus Martius, Phyllophora Greville, Stenogramme Harvey,
Ozophora J. Agardh, Petroglossum Hollenberg, Schottera Guiry et Hollenberg,
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Ceratocolax Rosenvinge e Besa Setchell (FREDERICQ e LOPEZ-BATISTA,
2003).

Como ja citado, as algas pertencentes a esta familia apresentam grande
diversidade em relagao ao ciclo de vida, podendo apresentar:

- Alternéncia trifdsica isomodrfica: com gametdéfitos e tetraspordfitos
morfologicamente similares e bem desenvolvidos (Ex. Phyllophora).

- Alternancia trifasica heteromorfica: nos quais os gametéfitos sdo eretos
com dimensbes macroscopicas e 0s tetrasporoéfitos sdo de vida livre, com
morfologia crustosa e microscopica (Ex. Ahnfeltiopsis).

- Alternancia bifasica: com a presenca de gametofitos e tetraspordfitos,
porém auséncia de carposporoéfitos. Sobre o gametofito feminino se desenvolve
uma fase denominada “tetrasporoblastica” (Ex. Gymnogongrus griffithsiae)
(NEWROTH, 1971; KAPRAUN et al., 1993; MASUDA et al., 1996).

- Ciclo de vida direto: no qual sé se encontram presentes gametéfitos
femininos macroscopicos que produzem carposporos. Estes carposporos voltam a
dar lugar a fase gametofitica (Ex. Gymnogongrus devoniensis).

Essas variacOes fizeram com que algumas espécies de Gymnogongrus
(espécie tipo G. griffithsiae) que nao apresentavam “tetrasporoblastos”, mas sim
cistocarpos internos e um ciclo de vida heteromérfico fossem transferidas para um
novo género Ahnfeltiopsis (SILVA e De CREW, 1992; MASUDA e KOGAME,
1998). A espécie heteromorfica Phyllophora trailli foi transferida para o género
Erythrodermis (GUIRY e GARBARY, 1990) e no género Phyllophora
permaneceram somente as algas que apresentavam alternancia isomorfica das
geragoes.

Por este motivo nessa familia o ciclo de vida é muito importante, como em
nenhuma outra familia dentro das algas vermelhas, pois é utilizado como um dos
caracteres mais significativos para se definir os géneros dentro da familia
Phyllophoraceae (Gigartinales).

Com base em evidéncias morfolégicas e por analises filogenéticas de
sequenciais de rbcL (FRESHWATER et al., 1994; FREDERICQ et al., 1996) a
familia Phyllophoraceae apresenta maior proximidade com a familia
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Gigartinaceae. E em relagédo a producao de galactanas sulfatadas McCANDLESS
et al. (1982, 1983) estudaram o padrdo de carragenanas biossintetizado pelas
algas da familia Phyllopharaceae e Gigartinaceae, respectivamente.

Na familia Phyllophoraceae (McCCANDLESS et al., 1982) observaram que
plantas gemetofiticas produzem iota- ou iota/kappa- carragenanas hibridas,
enquanto que na familia Gigartinaceae (McCANDLESS et al., 1983) ha producao
de kappa- ou kappa/iota-carragenanas hibridas. Em ambas as familias, os
tetrasporéfitos produzem lambda-carragenana.

Nessa familia ja foram realizados varios estudos das galactanas sulfatadas
produzidas por géneros muito semelhantes como Gymnogongrus (6 espécies) e
Ahnfeltiopsis (7 espécies).

Estruturas referentes a iota-carragenana foram encontradas em gametoéfitos
de Ahnfeltiopsis leptophylla (McCANDLESS et al., 1982) determinadas por analise
espectroscopica de infravermelho. Carragenanas hibridas kappa/iota foram
determinadas em Ahnfeltiopsis concinna, A. devoniensis, A. flabeliformis, A.
furcellata (McCANDLESS et al., 1982), A. gigartinoides (BELLION et al., 1983), A.
linearis, Gymnogongrus crustiforme, G. crenulatus, G. vermicularis e G. griffithsiae
(McCANDLESS et al.,, 1982). FURNEAUX e MILLER, (1985) também
determinaram carragenanas kappa/iota por RMN de *C em diferentes espécies de
Gymnogongrus, Ahnfeltia e Stenogramme.

Nas espécies estudadas do género Phyllophora (3 espécies) foi
demonstrado a presenca de iota- e lambda-carragenanas (McCANDLESS et al.,
1982; USOV e SHASHKOV, 1985). Algas dos géneros Schottera (1 espécie), e
Sternogramme (1 espécie) (McCANDLESS et al., 1982; WHYTE et al., 1984)
parecem sintetizar polissacarideos muito homogéneos quanto a sua estrutura,
produzindo tipicas carragenanas kappa/iota na fase citoscarpica e lambda-
carragenana na fase tetraspérica.

Algas da familia Phyllophoraceae descritas na literatura (McCANDLESS et
al., 1982) (FURNEAUX e MILLER, 1985), (SAITO e OLIVEIRA, 1990), tém sido
relatadas como produtoras apenas de carragenanas, em concordancia com a

classica denominacao destas como carragendfitas. Porém trabalhos mais recentes
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realizados por MILLER et al. (1998) e ESTEVEZ et al. (2001), demonstraram que
algas pertencentes a esta familia também sintetizam polissacarideos com
diferentes caracteristicas estruturais e variavel percentagem de monossacarideos
pertencentes a série L-, seja agaranas ou galactanas D/L-hibridas.

MILLER (1998) detectou por RMN de '3C a presenca do acetal de acido
pirdvico na galactana isolada de Stenogramme interrupta, sendo este considerado
como critério quimiotaxonémico para classificacdo de algas da familia
Phyllophoraceae.

Em 2001, MILLER analisou também por RMN de '3C, os polissacarideos da
fase tetraspoérica dessa alga e observou em maior percentagem a unidade B (a-D-
galactose) 6-O-sulfatada ligada a unidade A (B-D-galactose), também 6-O
sulfatada (G6S-D6S) que corresponde a diade da psi-carragenana, precursora da
Omega-carragenana (G6S-DA). Alternadamente em menores proporcdes, a
unidade B (D6S) também estava ligada a B-D-galactose 2,6-dissulfato (G2,6S-
D6S). Esses resultados foram semelhantes aos encontrados com algas do género
Phyllophora e demonstram que o0s polissacarideos produzidos pela fase
tetraspoérica diferem dos da fase gametofitica (kappa/iota), como relatado para
outros membros das familias Phyllophoraceae (FURNEAUX e MILLER, 1985),
mas estes polimeros ndo correspondem a lambda-carragenana como esperado.

FURNEAUX e MILLER, em 1985 analisaram por RMN de '*C os
polissacarideos da alga Gymnogongrus torulosus da Nova Zelandia (= Ahnfeltia
torulosa) e observaram que além da presenca de kappa-carragenana (32%) e
estruturas de iota-carragenana (46%) esta alga biossintetiza também estruturas
precursoras mu/nu-carragenanas (22%). Resultados semelhantes foram
encontrados por ESTEVEZ et al., 2001 e por MILLER em 2003, apesar da maior
percentagem de unidades precursoras mu/nu-carragenanas (31%), 32% de
kappa- e 37% de iota-carragenana.

Esses resultados foram obtidos quando somente foi analisado o extrato
majoritario, porém ESTEVEZ et al., 2001 observaram a presenga minoritaria de
agaranas e galactanas DL-hibridas biossintetizadas pela alga G. torulosus. Os
polissacarideos encontrados sdo formados principalmente por um esqueleto
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basico de unidades alternantes de B-D-galactose 3-O-ligadas e a-L-galactose 4-O-
ligadas com: (i) substituicao parcial no C-4 da unidade A (B-D-galactose), e em C-2
e C-3, ou somente em C-3 ou C-6 da unidade B (a-galactose) e (ii) presenca de
unidades 3,6-anidro-a-L-galactose, parcialmente sulfatada no C-2. A galactana
D/L-hibrida apresentou aproximadamente 70% de estrutura similar a de
carragenanas (dados de metilagdo, analise enantiomérica e RMN de '®C) e
apresentou as unidades B, principalmente sulfatadas em C-3 (27,4%) (o-L-
galactose-3-sulfato) com baixas percentagens de grupo O-metil (4,2%)
esterificando este carbono das unidades de a-D-galactose.

Este é o unico relato na literatura de uma alga produtora de galactana DL-
hibrida dentro da familia Phyllophoraceae.

1.4.2. FAMILIA SOLIERIACEAE

As algas pertencentes a familia Solieriaceae sdo, do ponto de vista
econbmico, as mais importantes, pois nesta familia estdo presentes os géneros
Kappaphycus e Eucheuma, principais fontes para extracdo comercial de kappa- e
iota-carragenana, respectivamente. A familia Solieriaceae (incluindo a
Areschougiaceae) contém aproximadamente 20 géneros, que sdo amplamente
distribuidos em aguas de regides de clima tropical e temperado (STORTZ e
CEREZO, 2000).

Evidéncias morfolégicas e resultados da similaridade das sequéncias
cloroplasticas de rbclL auxiliaram no estudo filogenético e biogeografico das algas
pertencentes a esta familia. FREDERICQ et al., em 1999 sugerem que as algas
poderiam ser divididas em sete grupos (1) Sarconema, (2) Eucheuma, (3) Solieria
— grupo do Atlantico, (4) Solieria — grupo do Pacifico, (5) Meristiella/Meristotheca,
(6) Agardhiella e (7) Sarcodiotheca que incluiria Eucheuma uncinatum do Golfo da
Califérnia. Quatro grupos de espécies sao reconhecidos no grupo Eucheuma que
correspondem a Eucheuma, Gelatiformia (= Betaphycus), Anaxiferae e

Cottoniformia (= Kappaphycus) proposto por Maxwell Doty.
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Com base no tipo das galactanas sulfatadas as principais mudancas
taxonémicas ocorreram no género Eucheuma (DOTY, 1988). As espécies de
Eucheuma que produziam carragenanas do tipo beta (E, gelatinae, E.
especiosum), passaram para o novo género Betaphycus (DOTY, 1995), as
espécies produtoras de carragenanas kappa/iota foram transferidas para o novo
género Kappaphycus e as espécies restantes que biossintetizavam carragenanas
do tipo iota permaneceriam no antigo género Eucheuma.

Esta separagao deve ser considerada como uma conveniéncia taxonémica,
muito mais util comercialmente do que com real significado taxondémico-
filogenético, pois a cada dia esta mais aceita a idéia de que nao existem familias
“puras” de carragenanas, mas sim uma dispersao de estruturas ao redor de uma
ou varias estruturas predominantes (CHOPIN et al., 1999).

O primeiro relato da existéncia de galactanas DL-hibridas fora da extinta
ordem Cryptonemiales foi na familia Solieriaceae, onde por hidrdlise parcial da
galactana de Anatheca dentata (NUNN et al., 1971; 1973; 1981), foram obtidos
fragmentos correspondentes a estrutura de carragenana e agarana, porém
nenhum com ambas as estruturas.

ESTEVEZ et al. em 2000 analisaram o extrato obtido a 25 °C da alga
Kappaphycus alvarezii e detectaram a presenca nao somente de kappa-
carragenana, mas também estruturas incomuns de baixa massa molecular com
caracteristicas de galactanas DL-hibridas. Os parametros que as diferencia da
estrutura ideal repetitiva da kappa-carragenana séo: (i) baixa percentagem de 3,6-
anidrogalactose e de unidades precursoras, (ii) pequena quantidade de unidades
incomuns como, B-D-galactose 3-O-ligada nao sulfatada e na forma 2,4- e 4,6-
dissulfatada, (iii) quantidade significativa de iota-carragenana e (iv) de 6-O-metil
B-D-galactose 4-sulfato. A presencga de a-L-galactose 4-O-ligada e possivelmente,
4-O-ligada 3-substituida e 3-O-ligada 2- e 6-substituida por residuos de galactose
indica a presenca de agaranas. A predominancia de D-galactose sugere a co-
ocorréncia de estruturas de carragenanas e agaranas.

As galactanas extraidas a 90 °C de Kappaphycus alvarezii, ap6s prévia

extracdo a 25 °C, sao compostas principalmente por kappa-carragenana
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(aproximadamente 74%). No entanto, significativas quantidades destas galactanas
(pelo menos 14%) representam agaranas sulfatadas e, possivelmente, galactanas
DL-hibrida (ESTEVEZ et al., 2004).

No género Callophycus CHIOVITTI et al., (1997) observaram em 6 espécies
a presenca de alfa-carragenana com altas percentagens de acido piravico (8,0% -
10,5%). A presenca destes substituintes parece ser constante em todas as
espécies estudadas desse género, assim como na alga Sarconema filiforme
(CHIOVITTI et al., 1998a). Os conteudos de acetal de acido piruvico encontrados
em Callophycus superam os encontrados em agarofitas e & possivel que a
presenca deste substituinte nas wunidades B possa ter algum valor
quimiotaxondémico neste género.

Da alga Solieria robusta também foram isoladas carragenanas piruvatadas
(CHIOVITTI et al., 1999) determinadas por analise de composicao
monossacaridica, andlises de metilacdo, espectroscopia de infravermelho e RMN
de °C.

Como ja citado anteriormente o alto grau de metilacdo presente nas
galactanas isoladas das algas dos géneros Erythroclonium (CHIOVITTI et al.,
1998b) e Rhabdonia (CHIOVITTI et al., 1996), que pertenciam a familia
Solieriaceae, foi o fator estrutural responsavel pela transferéncia destas algas para
a familia Areschougiaceae.

A familia Solieriaceae, juntamente com as familias Gigartinaceae,
Phyllophoraceae e Hypneaceae sao as principais fontes de extracdo de
carragenanas e além dos principais géneros Kappaphycus e Eucheuma, algas dos
géneros Gymnogongrus, Ahnfeltia e Iridaea estao recentemente sendo utilizadas
como matéria prima para obtencdo desses polissacarideos (WEST e MILLER,
2001).
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1.5. APLICACAO INDUSTRIAL DAS GALACTANAS SULFATADAS

Novas fontes e aplicacbes dos polissacarideos produzidos por algas
marinhas tém despertado o interesse de varios setores industriais nos ultimos
anos. Atualmente os campos de maior aplicagdo dos polimeros das algas
marinhas estdo nas industrias alimenticias, nutracéuticas, farmacéuticas e
odontolégicas. Esses polimeros também s&o utilizados como matéria prima para o
desenvolvimento de novos excipientes, por exemplo, para utilizacdo em sistema
de liberacdo controlada em biotecnologia enzimatica e biosensores (RENN, 1997).

A ampla utilizagdo dos polissacarideos de algas esta baseada, entre outras
propriedades, na capacidade unica desses de formar géis fortes em solucdes
aquosas. Estes géis sao resultados da peculiar estrutura quimica regular que
possibilita conformagdes moleculares ordenadas e agregacdes (LAHAYE, 2001).

As agaranas, agaroses e dextranas (Sephadex) modificadas quimicamente,
sao utilizadas para a realizacao de analises cromatograficas por exclusédo e troca-
ibnica (DEAE-Sephadex; CM-celulose). A agarose esta entre os meios mais
utilizados na confecgdo de géis para eletroforese, assim como também o agar é
amplamente utilizado na formulacdo de meios de cultivo de microorganismos
(ARMISEN, 1991; LAHAYE, 1991).

As agaranas podem ser utilizadas na fabricagdo de capsulas de vitaminas e
outras drogas, em materiais odontolégicos e como base para cosméticos. Sao
igualmente empregadas como agentes que impedem a dessecacdo de produtos
de confeitaria, na preparacdo de geléias e sobremesas e como preservante
temporario para carne e peixe em regides tropicais (RENN, 1997). Algumas
aplicacbes e propriedades importantes das agaranas estdo demonstradas na
TABELA 2.
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TABELA 2. PROPRIEDADES IMPORTANTES E APLICAGOES DAS AGARANAS.

Galactana sulfatada

Propriedades importantes

Aplicagbes

Agaranas

Agarose

Gel em solugdes aquosas
a baixas concentracoes;
Forma géis termoestaveis;
Relativamente inerte;
Retém umidade;

Resiste a hidrélise por
microorganismos.

Gel em solugdes aquosas

a baixas concentracoes;
Forma géis termoreversiveis
independente de ions;
Minima reatividade nao
especifica com proteina.

Pastelaria/ Glacé;
Geléias;

Carnes enlatadas;
Laxantes;

Meio de Cultura.

Matrizes para:
eletroforese,
imunoensaios,
cultura de células

€ microorganismos,
cromatografia e

sistemas
imobilizados.

Tabela reproduzida de: RENN, (1997).

Entre as carragenanas, as geleificantes (kappa- e iota-) e a ndo geleificante
(lambda-carragenana), sdo amplamente utilizadas em diferentes setores da
industria. As carragenanas geleificantes diferem nas propriedades dos seus
hidrogéis (PICULELL 1995).

A diferenca na textura dos géis de kappa- e iota-carragenana é reflexo das
diferencas nas suas estruturas: os géis de iota-carragenana consistem da uniao
das duplas hélices com pouca ou nenhuma agregacdo, 0 que proporciona
flexibilidade e suavidade aos géis. Em contraste, géis de kappa-carragenana sao
originados de hélices agregadas, uma vez que estas moléculas nao geleificam sob
condi¢coes onde ndo ha agregacao, o que faz com que eles sejam relativamente
duros e quebradicos (STANLEY, 1987).

No entanto, a textura dos géis pode ser controlada pela concentracdo dos
polimeros na preparacao, pela mistura de diferentes tipos de carragenanas, assim

como pela mistura dessas com outros polissacarideos como amidos,
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galactomanas, xantanas, gomas de exudatos entre outros (VILLANUEVA et al.,
2003).

As carragenanas podem ser usadas como Qéis, espessantes ou em
suspensao, elas estabilizam emulsées e controlam a sinerese, proporcionando
dispersao, ligacao, e corpo ao produto final. O principal uso das carragenanas, em
particular na industria alimenticia € em produtos derivados do leite (GUISELEY et
al., 1980).

Ambas kappa- e iota-carragenanas formam géis com sais de potassio e
calcio. A kappa-carragenana é a que origina géis mais fortes, porém sao os mais
sujeitos a sinerese (perda de agua) (PICULELL,1995). A Tabela 3 demonstra
algumas das varias aplicacdes das carragenanas, sua fungdo e concentracao nas
preparagoes.
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TABELA 3. APLICACAO, FUNGCAO E CONCENTRACAO DAS CARRAGENANAS EM
DIFERENTES PREPARACOES.

Aplicacao Funcao Tipo de Concentracao
carragenana aproximada (%)

Sobremesas Prevencgéo da formacado kappa- 0,010 - 0,030

congeladas: sorvetes do soro e do

descongelamento

Produtos pasteurizados  Corpo kappa- , iota- 0,025 - 0,035

de leite:

Flans cozidos e cremes  Geleificacao kappa- , kappa- + 0,20 - 0,30

Géis de leite prontos iota-

para consumo Controle de sinerese e iota- 0,10 - 0,20

corpo (consisténcia)

Sobremesas (Géis) Geleificagao kappa- + iota- 0,5-1,0
kappa- + iota- + 0,5-1,0
galactomanana

Geléias de baixa caloria  Geleificacao kappa- + iota- 0,5-1,0

Comidas para animais Estabilizagédo dos kappa- + 0,2-1,0

lipideos e espessante galactomanana

Bebidas: Frutas em pés  Corpo kappa-, lambda- 0,1-0,2

e concentrados Efeito “pulping” (efeito (sédio) 0,1-0,2

congelados de polpa) kappa- (potassio e
célcio)

Imitacao de leite Corpo e estabilizagéo lota- , lambda- 0,03 -0,06

dos lipideos

Pasta de dente Ligante kappa- (sédio), 0,8-1,2
lambda- , iota-

Locoes Corpo e emoliente kappa- (sédio), 0,2-1,0
lambda-, iota-

Suspensobes Suspenséao lota- 0,2-1,0

Tintas a base de 4gua Suspenséo, controle do  kappa- + 0,15-0,5

fluxo e estabilizacao da

emulsao

galactomanana,

iota-

Tabela modificada de MOIRANO (1977) e GUISELEY et al. (1980).
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1.5.1. FORMACAO DE GEL, FONTES E PROCESSAMENTO DAS
CARRAGENANAS

O mecanismo proposto por Rees para explicar a formacado de gel das
carragenanas, € basicamente 0 mesmo dos polissacarideos que apresentam
“cadeias com seqléncia interrompida”. Rees inclui nesse grupo os polissacarideos
com mais de um tipo de unidade monossacaridica, e/ou mais de um tipo de uniao
glicosidica, que apresentam estruturas com sequéncias repetitivas, interrompidas
por outras sem nenhum tipo de regularidade, como por exemplo, as carragenanas,
agarose, alginatos, pectinas e glicosaminoglicanas (com excecdo do acido
hialurénico) (REES, 1977).

Em condicbes favoraveis, geralmente por resfriamento, as cadeias
polissacaridicas de kappa- e iota-carragenanas passam do estado “random coil
(ao acaso) ” ao de hélice formando hélices duplas entre as regides repetitivas da
molécula. Estas estruturas terciarias se encontram limitadas a regidao da molécula
que apresenta regularidade. Na zona com sequUéncia irregular a dupla hélice se
interrompe, permitindo a formacao de dupla hélice com outra cadeia (REES,
1977).

REES (1977) denominou essas interagcbes entre as cadeias
polissacaridicas de zonas de unidao ou dominios. Um exemplo da importancia das
sequéncias irregulares é observada nas carragenanas kappa- e iota-, onde a
estrutura repetitiva destes polissacarideos € interrompida em alguns pontos pela
presenca de unidades de 3,6-anidro-a-galactose 6-sulfato (mu-carragenana) e a-
galactose 2,6-disulfato (nu-carragenana), precursores da kappa- e iota-
carragenanas, respectivamente. E importante ressaltar que embora as duas
primeiras apresentem a conformacéo “C; sendo unidas por meio de duas ligacdes
axiais (C-4 e C-1); as unidades de 3,6-anidrogalactose (presentes na kappa- e
iota-carragenanas) se encontram na conformacdo 'C,, unidas por duas ligagdes
equatoriais (C-4 e C-1). Portanto a substituicio de uma Unica unidade na

sequéncia repetitiva das carragenanas kappa- e/ou iota- € responsavel por um
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desvio na direcdo da cadeia, produzindo uma importante alteracdo na forma da
molécula como um todo. Na Figura 3 estdo demonstradas as conformacdes “C;

da nu-carragenana e 'C,4 da iota-carragenana.

FIGURA 3. ESTRUTURAS IDEAIS REPETITIVAS DA (A) (NU-CARRAGENANA),
CONFORMAGCAO “C, E DA (B) (IOTA-CARRAGENANA), CONFORMAGAO 'C,.
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Por essa razdo as unidades precursoras mencionadas anteriormente foram
denominadas de “unidades de dobramento” ou “kinks”; estas “unidades de
dobramento” sdo necessarias para a formacgéo do gel (REES, 1977).

As unidades precursoras sdo importantes para a formacao de gel, pois
possibilitam a formacao dessas zonas de uniao ou dominios. Porém, se presentes
em elevadas concentracdes essas unidades, mu-carragenana € nu-carragenana,
as quais sao carragenanas nao geleificantes, dificultam a formacao das hélices e
por consequéncia podem prejudicar o processo de geleificagdo (VAN DE VELDE
et al., 2002a., 2002b).

Neste contexto é importante deixar claro que para a formacao do gel é
necessario um balango entre 0 numero de ligagdes cruzadas entre as cadeias

polissacaridicas (ocasionado pela presenca das unidades precursoras) € o0
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conteudo de unidades capazes de formar hélices, devido a presenca de kappa- e
iota-carragenanas.

A industria, no inicio dos anos 90, com o intuito de minimizar os custos de
extracdo e processamento das carragenanas alterou o método de extracao e
disponibilizou no mercado as carragenanas semi-refinadas (veja adiante). Nesse
processo a alga € submetida a extragdo alcalina, método quimico que permite a
ciclizacdo das unidades precursoras, aumentando assim o poder geleificante do
polimero. Em escala laboratorial, este método é denominado tratamento alcalino
(NOSEDA e CEREZO, 1995).

As carragenanas sao listadas pelo FDA (Food and Drug Administration)
como GRAS (Generally Recognized as Safe), sendo consideradas aditivos
alimentares permitidos para adicao direta em alimentos para consumo humano. O
FDA define este aditivo alimentar como um hidrocoldide refinado preparado por
extragdo aquosa de algas das familias Gigartinaceae e Solieriaceae, classe
Rodophyceae.

As familias Gigartinaceae, Phyllphoraceae e Solieriaceae sao as principais
fontes de extracdo de carragenanas utilizadas industrialmente, porém o Brasil,
mesmo sendo um pais rico em algas pertencentes a essas familias (SAITO e
OLIVEIRA, 1990), as explora de modo subestimado como fonte de carragenanas.
No Brasil a alga utilizada como fonte de carragenanas € a alga pertencente a
familia Rhodophyceae, Hypnea musciformes (TABELA 4).

Entre as principais fontes desses polimeros estdo as algas Chondrus
crispus, C. ocellatus, Kappaphycus alvarezii antigamente Eucheuma cottonii e
comercialmente chamada “cottonii”’, E. denticulatum antigamente E. spinosum e
comercialmente chamada “spinosum’, Gigartina acicularis, G. pistillata, G. radula,
Mastocarpus stellatus antigamente Gigartina. stellata, G. skottsbergii, G.
canaliculata, G. chamissoi, Gymnogongrus furcellatus, Hypnea musciformes,
Sarcothalia crispata, Betaphycus gelatinum antigamente Eucheuma gelatinae e
Sarcothalia crispata antigamente Iridaea ciliata (STANLEY, 1987).

As algas dos géneros Eucheuma e Kappaphycus, principais produtoras de

iota- e kappa-carragenanas, respectivamente sdo cultivadas principalmente no
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Hawaii, Filipinas, Indonésia, Malasia, China e Tailandia. Outra importante fonte de
carragenanas é a alga Chondrus crispus obtida de populacées naturais na
provincia litorania do Canada, onde aproximadamente 50.000 toneladas de alga
(peso umido) sao coletadas por ano. Como ja citado anteriormente as algas nao
sintetizam familias “puras” de carragenanas, mas sim misturas delas (CHOPIN et
al., 1999).

Devido aos 9.198 km de extensdo do litoral brasileiro ele apresenta
condicOes favoraveis para implantacao do cultivo de algas e, em 1996, PAULA et
al. (2002) iniciaram um trabalho para introduc¢do do cultivo da alga Kappaphycus
alvarezii no litoral de Sao Paulo, em Ubatuba. Os resultados demonstraram que o
cultivo comercial desta alga é viavel nesta regido utilizando o sistema de flutuagao.

A Tabela 4 fornece dados das principais fontes, sua localizacdo e
composicdo em carragenanas extraidas industrialmente de algumas algas

vermelhas.
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TABELA 4. ALGAS, LOCALIZACAO E COMPOSICAO EM CARRAGENANAS.

Algas

Carragenanas

Localizacao

Chondrus crispus / C.
ocellatus

Kappaphycus alvarezii

Eucheuma denticulatum

Gigartina skottsbergii

Gigartina acicularis | G.
pistillata / G. radula

Gymnogongrus furcellatus

Sarcothalia crispata

Hypnea musciformes

Mistura de kappa- e lambda-

carragenana

Principalmente kappa-

carragenana

Principalmente iota-

carragenana

Principalmente kappa- e
pouco lambda-carragenana

Principalmente kappa- e xi-

carragenana

Principalmente iota-

carragenana

Mistura de kappa- e lambda-

carragenana

Principalmente kappa-

carragenana

Provincias marinhas do
Canada e
Massachusetts (USA)

Filipinas, Indonésia,
Hawaii, Malasia, China
e Tailandia

Filipinas, Indonésia,
Hawaii, Malasia, China
e Tailandia

Chile

México e sul da Franca,
Espanha, Portugal e
Marrocos

Peru

Chile

Brasil

Fonte: STANLEY, (1987).

Atualmente, no mercado estdo disponiveis dois tipos de produtos: (i)
carragenanas refinadas ou filtradas e (ii) carragenanas semi-refinadas. Essa
denominacéao é decorrente do método de extracdo empregado para a obtencao do

polimero.
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No método original, utilizado até os anos 80, as carragenanas eram
extraidas em solugdo aquosa, os residuos da alga eram removidos por filtracéo e,
entao, as carragenanas recuperadas da solugao ou por precipitacdo com solugao
de cloreto de potassio (processo geleificante) ou por precipitacdo com etanol.
Esse método origina as carragenanas refinadas ou filtradas, porém, sao
trabalhosos e tém custo elevado para serem empregados industrialmente
(STANLEY, 1987).

A obtencéo das carragenanas semi-refinadas comecgou por volta dos anos
90. Nesse processo a alga é tratada com alcali o que ocasiona a ciclizacao das
unidades precursoras e consequentemente o aumento da for¢a do gel. A formacéao
do gel impede que a carragenana fique dissolvida na solugdo, enquanto proteinas
solluveis, carboidratos e sais sao dissolvidos e removidos. O residuo (com
aparéncia da alga) € lavado varias vezes para a remoc¢ao do alcali e
posteriormente seco. Além da ciclizagdo das unidades precursoras e aumento do
poder geleificante das carragenanas extraidas (item 4.1), a simplicidade deste
método proporciona a reducao dos custos do processo (BIXLER, 1996).

Os produtos obtidos por esse método de extracdo foram originalmente
denominados PNG (Philippine Natural Grade carrageenan) e, apesar de sofrer
forte oposicao dos produtores das carragenanas refinadas, na Europa e no Brasil,
as refinadas e as PNG séo permitidas na alimentagdo humana. Elas recebem a

seguinte rotulagem.

Na Europa:

- Carragenana refinada: é rotulada “carrageenan” e E - 407.

- Philippine Natural Grade (PNG) € rotulada: “Processed Eucheuma
seaweed” ou “PES” e E- 407a.

No Brasil:
- Carragenina / Carragena — E - 407. Comercialmente disponivel sob
diversas denominac6es Eucheuman (do género Eucheuma), Hypnean (do género

Hypnea), Carragenina / Carragena (dos géneros Chondrus e Gigartina).
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- Algas Eucheuma transformadas - “PES” e E- 407a. (Ministério da
Agricultura, do desenvolvimento Rural e das Pescas - Decreto-Lei n.? 38/2000 de
14/03/2000).

Apesar do custo menor na producao de carragenanas semi-refinadas (PNG
ou PES) essas contém celulose originando solugdes turvas, ja as carragenanas
refinadas originam solugdes limpidas, uma vez que a celulose € removida durante
0 processo de filtragcdo. A Tabela 5 demonstra a capacidade dos produtores de
carragenanas de acordo com a localizagao geogréfica.

TABELA 5. PROCESSAMENTO DE CARRAGENANAS. CAPACIDADE EM
TONELADAS, DADOS DE 2001.

Processo Processo PES Total Y% ATC'
Alcodlico Geleificante
Europa 8.100 5.000 500 13.600 32
Américas 4.700 3.350 1.100 9.150 21
Asia-Pacifico 2.000 8.280 9.900 20.180 47 16.000
Total 14.800 16.630 11.500 42.930 16.000

Fonte FAO — Food and Agriculture Organization. ATC = Tratamento alcalino da alga E. cottonii.

' ATC: alga E. cottoniitratada com alcali.

Entre os principais produtores e distribuidores das carragenanas refinadas
estdo: (i) Filipinas: Shemberg Marketing Corporation, Marcel Carrageenan
Corporation, (ii) Dinamarca: CP Kelco, Danisco Cultor, (iii) EUA: Ingredients
Solutions Inc, FMC Biopolymer, (iv) Espanha: CEAMSA, Hispanagar, S.A. (v)
Japao: Chuo Food Materials Co.Ltd., Ina Food Industry Co., Ltd., (vi) Alemanha:
Degussa Texturant Systems, (vii) Franca: Rhodia Food, (viii) Chile: Gelymar S.A.,
(ix) Coréia: Myeong Shin Chemical Ind. Co., Ltd., (X) Argentina: Soriano S.A.,
(FAO — Food and Agriculture Organization of the United Nations).
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As PNG e PES sao produzidas e distribuidas principalmente por industrias
nas (i) Filipinas: Marcel Carrageenan Corporation, Shemberg Marketing
Corporation, Quest International Philippines Corp., FMC Corporation, Geltech
Hayco, Inc., TBK Manufacturing Corp. (ii) Indonésia: P.T. Surya Indoalgas Jin
Kedungdoro — 60, C.V. Cahaya Cemerlang, P.T. Gumindo Perkasa Industri e P.T.
Asia Sumber Laut, (iii) Portugal: Iberagar S.A. e (iv) EUA Ingredients Solutions
Inc. (FAO — Food and Agriculture Organization of the United Nations).

Uma inovacédo na aplicagdo das carragenanas em alimentos é o advento da
kappa-2’carragenana (sinbnimos: kappa fraca, kappa geleificante fraca, kappa/iota
hibrido). A kappa-2 carragenana foi recentemente introduzida comercialmente
pela Shemberg Corporation (Cebu, Filipinas) e foi especialmente desenvolvida
para uso como geleificante e agente ligante utilizado em varios produtos lacteos.
Quimicamente, a kappa-2 difere da kappa-carragenana por apresentar também
unidades de iota-carragenana, contendo 20-50% de unidades de 3,6-anidro-o-
galactose 2-O-sulfatadas (VILLANUEVA et al., 2004).

1.5.2. INFLUENCIA DOS SAIS NO PROCESSO DE GELEIFICACAO E
INTERAGAO COM AMIDO

Uma das mais notaveis caracteristicas das carragenanas geleificantes esta
na sua pronunciada sensibilidade ao ambiente i6nico que se reflete em quase
todas as suas propriedades geleificantes. Nao somente a quantidade ou a
valéncia dos ions, mas também a identidade dos ions presentes pode ser
importante (PICULELL, et al.,, 1997). Em geral, a adicdo de sal aumenta a
estabilidade das hélices ordenadas e promove a geleificacdo (FIGURA 4).
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FIGURA 4. FORMAGCAO DE GEL EM CARRAGENANAS.
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Fonte: www.fao.org (FAO — Food and Agriculture Organization).

O efeito de varios cations na transicdo conformacional (fita para hélice) da
kappa-carragenana tem sido amplamente estudado. A interagdo dos cations com
as duas conformacdes da kappa-carragenana tém sido estudada por uma
variedade de métodos termodindmicos e espectroscopicos; a maioria desses
estudos emprega técnicas como medidas de condutividade e medidas de
coeficientes de atividade ibnica.

A dependéncia de sal na transicdo conformacional da iota-carragenana tem
sido muito estudada e para esse tipo de carragenana efeitos de cations
especificos também foram relatados. Esta especificidade relata o efeito muito forte
na estabilizagdo da hélice dos ions divalentes, como o Ca'™. No entanto, a
sensibilidade a presenca de ions monovalentes especificos também foi
identificada de maneira similar a da kappa-carragenana (PICULELL et al., 1987).

Porém, foi observado que estes efeitos eram decorrentes da presencga de
impurezas de kappa-carragenana em amostras de iota-carragenana nativa,

estando a primeira, presente em blocos e/ou em polimeros separados com
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comprimento suficiente que dao origem a um passo de transicao distinto em um
intervalo de temperatura tipico para kappa-carragenana (PICULELL et al., 1987).
Nas amostras nativas mais puras, como a iota-carragenana de Eucheuma
spinosum, a amplitude deste passo de transicdo separado é freqlentemente tao
pequena que pode ndo ser detectavel nos experimentos de rotagao dptica. Devido
a pequena variacdo nas temperaturas de transicdo de diferentes formas de ions
(possivelmente resultado das diferencas nos tamanhos dos ions hidratados), nao
ha nenhuma indicacido de qualquer especificidade de cation na transicao
conformacional da iota-carragenana pura (PICULELL et al., 1987). A TABELA 6
mostra a solubilidade e capacidade de geleificacdo dessas carragenanas com

diferentes ions.

TABELA 6. SOLUBILIDADE E CAPACIDADE DE GELEIFICAGCAO DE DIFERENTES
CARRAGENANAS.

Estabilidade
Tipo Sais Solubilidade em Tipo de gel Congelamento/
agua Descongelamento
Sédio (Na*) Soluvel fria e Quebradico, sinerese Nenhuma
guente
Kappa (x) Célcio (Ca++) Sollvel acima Quebradico, sinerese Nenhuma
60°C
Potassio (K+) Solavel acima Gel mais forte, Nenhuma
60°C quebradigo, sinerese
Sodio (Na+) Soluvel fria e Elastico, coesivo e Estavel
guente sem sinerese
lota (1) Calcio (Ca++) ~ Dispersao Gel mais forte, Estavel
tixotrépica abaixo elastico, coesivo,
60°C sem sinerese
Potassio (K+) Sollavel acima Elastico, coesivo, Estavel
60°C sem sinerese
Lambda () Todos Soluvel fria e Né&o geleificante Nenhuma
quente

* Tabela segundo: CLARKE, M. T., in Rheological Properties of Cosmetics and Toiletries (1993).
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Além das carragenanas que, apesar do seu elevado custo, sdao muito
utilizadas na industria alimenticia, os amidos estdo entre os polimeros mais
empregados em diferentes setores industriais, devido as suas capacidades de
adesao, ligacdo, formacao de filme, geleificante e espessante (AUTIO et al.,
2002). Carragenanas, gomas arabica, guar, xantanas, carboximetilcelulose e
galactomananas séo algumas das macromoléculas normalmente combinadas com
amidos de trigo ou de milho (TECANTE e DOUBLIER, 1999).

A utilizacdo do amido em preparacao de produtos alimenticios é superior a
soma de todos os hidrocol6ides combinados, sem levar em conta a industria de
panificacdo (GUILBOT; MERCIER, 1985; ZOBEL; STEPHEN, 1995; WHISTLER,;
BeMILLER, 1997)

O amido é uma mistura de polissacarideos sendo a maioria composta por
dois polimeros, um altamente ramificado, chamado amilopectina e o outro
essencialmente linear (menor teor de substituicdo) chamado amilose (SCHOCH,
1945, WHISTLER; BeMILLER, 1997).

Em termos estruturais a amilopectina € o componente altamente ramificado
do amido, formado por cadeias de unidades a-D-glucopiranose unidas por ligacao
(1—4), mas com 5-6% de ligacbes o-(1—6) nos pontos de ramificacdo. A
amilopectina apresenta alta capacidade de ligacao a agua e um lento processo de
retrogradacao, formando misturas claras com textura macia e com bom fluxo, com
baixa tendéncia a formacgéao de géis (ZOBEL; STEPHEN, 1995).

Ja amilose é uma molécula essencialmente linear, apresentando uma
cadeia constituida por unidades de a-D-glucopiranose unidas por ligacées (1—4),
com baixo teor de ligacbes a-(1—6), apresentando em torno de 0,3 a 0,5% do
total de ligagdes (GUILBOT; MERCIER, 1985; WHISTLER; BeMILLER, 1997).

Comercialmente os amidos podem ser obtidos de sementes, em particular
de milho comum, de milho com altos teores de amilopectina “waxy” e de milho
com altos teores de amilose, de trigo e de varios genétipos de arroz. Outras fontes
fontes como cara possuem baixa aplicacdo industrial até o momento, e
publicagdes cientificas relacionadas a este amido sao incipientes quando
comparadas ao de milho (Zea mays L.), cuja producdo mundial é préxima a
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20.000 t/ano e aumenta rapidamente (ZOBEL;STEPHEN, 1995), sendo que nos
Estados Unidos 95% do amido consumido provém da soma das diferentes
variedades de milho (WURZBURG, 1986).

HOOVER; VASANTHAN (1994) observaram que o nivel aparente de
amilose no amido de cara foi de 27,1%, teor muito semelhante ao do amido de
trigo e acima do amido de ervilha e batata. MCPHERSON; JANE (1999)
compararam o amido de batata “waxy” com outros amidos de tubérculos e raizes
como card, amido de batata normal e batata doce. Nesse trabalho foi observado
um teor de amilose aparente de 29,2% para o amido de cara. Os autores também
observaram que a amilopectina de amido de cara e batata doce apresentam altas
porcdes de cadeias laterais curtas (dp 6-12) de 19,09 e 17,05%, respectivamente,
quando comparadas a amilopectina de amido de batata normal e “waxy”(13,07 e
14,75%, respectivamente).

Em amidos nativos, as moléculas de amilose, amilopectina e uma limitada
quantidade de agua estdo organizadas em micelas, com uma duravel e
morfologicamente esclarecida estrutura microscépica chamada de granulo. A
fusdo ou rompimento de tal estrutura organizada € um pré-requisito para utilizacao
de seus polimeros. A presenca de regides cristalinas nos granulos de amido,
devem-se principalmente as moléculas de amilopectina de alta massa molar
interconectadas. Ja nas regides amorfas estdo localizadas predominantemente
moléculas de amilose (ZOBEL; STEPHEN, 1995).

Sem processamento, os granulos de amidos sao parcialmente cristalinos;
durante o aquecimento em presenca de agua se hidratam, gerando um aumento
temporario da viscosidade, devido a fusdo das regides cristalinas e a hidratacao
das macromoléculas. Apos resfriamento, a gelatinizagdo é acompanhada pelo
aumento da turbidez e da firmeza da pasta formada (WURZURG, 1986). Assim a
gelatinizagdo é acompanhada por dois fenbmenos principais, o primeiro refere-se
a perda da cristalinidade, refletindo a reducdo das interagcbes intra e
intermoleculares em ordem respectivas, e o0 segundo ao inchamento do granulo de
amido (MARCHANT; BLANSHARD, 1978). Tecnologicamente, amido apresenta

alguns incovenientes, entre eles, altos picos de viscosidade durante seu
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aquecimento, sinerese, retrogradacdo e consisténcia indesejavel da pasta fria
(ZOBEL; STEPHEN, 1995).

As moléculas de amilose nativas sofrem rapido processo de retrogradacao,
isto é, formam géis opacos e parcialmente cristalinos. A retrogradagao ocorre
guando moléculas que se desordenam pelo aquecimento dos granulos em agua,
formam dispersdes moleculares que, rapidamente, precipitam ou formam géis.
Isso ocorre quando cadeiais longas e flexiveis de amilose que apresentam
movimento aleatério (Browniano) colidem e formam ligagdes intermoleculares
formando zonas de jungdo. Tal interagdo temporaria é fortalecida por segmentos
de outras cadeiais que colidem com esse nucleo e ligam-se a ele, formando uma
rede tridimensional compacta, aumentando a ordem do sistema, gerando uma
rede elastica e cristalina (WHISTLER; BeMILLER, 1997; WURZBURG, 1986).

Em géis ricos em amilose, a formacdao de uma rede compacta gera
exclusdo de agua do sistema, o que é indesejavel, e o fenbmeno é chamado de
sinerese (WHISTLER ; BeMILLER, 1998; WURZBURG, 1986).

Sabe-se que as caracteristicas de polimeros em solucdo podem ser
alteradas por certas misturas que podem gerar propriedades diferentes do sistema
puro, possibilitando, por exemplo, evitar problemas de processamento e
estocagem (MARCOTTE et al., 2001).

As carragenanas sdo frequentemente combinadas com amidos, como
amido de milho, em sobremesas geleificadas contendo leite (TYE, 1988). O amido
fornece corpo e boa impressdao sensorial ao produto, enquanto a carragenana
proporciona a textura apropriada, normalmente firme e quebradica com a kappa-,
suave e elastica com a iota-carragenana (ZOBEL e STEPHEN, 1995).

Em geral, a adi¢cdo do hidrocol6ide acelera a geleificagdo do amido de milho
nativo. Isto ocorre com a kappa-carragenana, embora a iota-carragenana retarde
essa geleificacdo (EIDAM et al., 1995). Similarmente, foi observado que a adicao
de amido acelera a geleificacdo da kappa-carragenana, possivelmente devido ao
efeito da interacdo entre o ficocoldéide e as moléculas soluveis de amido. A
geleificacdo da iota-carragenana pode ser retardada pela adicao de moléculas de
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amidos rigidos, ou acelerada, quando granulos soluveis sdo adicionados (LAl et
al., 1999).

Um dos aspectos enfocados nas misturas de amido-hidrocoldide é que essa
combinacao pode ampliar as propriedades reoldgicas e originar modificacées na
textura dos géis. Quando amido contendo amilose ¢é ligado com outras
macromoléculas, efeitos sinérgicos podem ser obtidos, aumentando a viscosidade
das pastas como resultado da concentragéo do polimero adicionado.

Na aplicacao pratica, sistemas misturados sao utilizados para aperfeicoar
as propriedades reolédgicas, buscando nao s6, o aumento da habilidade do
biopolimero como agente geleificante, pela adicdo de outra macromolécula, mas
também devido as propriedades que os hidrocoldéides desempenham na
aceitabilidade total dos produtos alimenticios, aumentando a estabilidade fisica e
atuando nas propriedades sensoriais (textura) dos mesmos (MARCOTTE et al.,
2001).

1.6. REOLOGIA: HISTORICO E ASPECTOS TEORICOS

O termo reologia criado por M. Reiner e E.C. Bingham, provém da palavra
Grega “rheos “ e significa o estudo da deformacéao e fluxo da matéria, sendo que
tal definicdo foi aceita pela Sociedade Americana de Reologia quando esta foi
fundada em 1929 (BARNES et al., 1989, LAPASIN; PRICIL, 1995).

A reologia € a ciéncia que estuda as propriedades mecanicas dos materiais
que determinam seu escoamento quando solicitados por forcas externas. O
campo da reologia estende-se desde a mecéanica de fluidos newtonianos até a
elasticidade de Hooke (BIRD et al., 1960).

Fluidos reais (ideais) deformam-se irreversivelmente, ou seja, quando
tensdes sao aplicadas sobre esses materiais, eles escoam. A energia da
deformacao é dissipada dentro dos fluidos em forma de calor e ndo pode ser
recuperada se a tensdo aplicada for cessada. Aqui é importante ressaltar que
devido ao escoamento, esses materiais sdo estudados na reologia, pela relacao
entre sua taxa de cisalhamento e tensdo de cisalhamento (BARNES et al., 1989).
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Para um fluido newtoniano ideal, a tensao de cisalhamento é uma funcéao
linear da taxa de cisalhamento, e a constante de proporcionalidade para esta
relagéo u é chamada de viscosidade newtoniana (SHARMA et al., 2000).

Dessa forma o liquido seria a substancia que muda continuamente de forma
(flui), independente da magnitude da tensédo aplicada, ou seja, sua viscosidade
permanece a mesma, independente da tensdo. Muitos alimentos, como leite, suco
de maca, suco de laranja, vinho e cerveja exibem um comportamento newtoniano
(BARNES et al., 1989).

O postulado de Newton introduziu o conceito de viscosidade em que a

tensdo de cisalhamento (o) ou “shear stress” foi relacionada a taxa de

cisalhamento (}) ou “shear rate”, através da equacao:

o =ny (1)
No sistema corrente (Sl), é utilizado Pascal-segundo, cujo simbolo € Pa.s,

sendo anteriormente utilizado no sistema CGS o poise (BARNES et al., 1989).

Entédo a viscosidade (n) é dada por:

n=c/%y (2)

Onde o = forga aplicada sobre uma area = N/ m? ou Pa
vy = velocidade relativa das camadas liquidas dividida pela distancia entre

elas = s (Figura 5).

Uma vez que a medida da viscosidade de um material esta relacionada com
a tensdo (o) e taxa de cisalhamento (}) a figura 5 facilita a compreensdo dos

conceitos de tensao e taxa de cisalhamento.
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FIGURA 5: ESCOAMENTO DE FLUIDO EM REGIME LAMINAR

> F=Forca

S
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X = espessura

(i) Tensao de cisalhamento (o) relaciona a forga F aplicada sobre a area A,
sendo que a interface entre a camada superior e inferior do liquido, leva a um fluxo
na camada liquida. A velocidade de fluxo que pode ser mantida por uma dada
forca é controlada pela resisténcia interna do liquido, ou seja, pela sua
viscosidade.

A tensao de cisalhamento faz com que o liquido flua num determinado
padrao. A velocidade maxima é observada nas camadas superiores do liquido. A
velocidade diminui das camadas superiores para as inferiores, apresentando uma
velocidade minima na camada mais inferior que estd em contato com a superficie
estacionaria. Esse gradiente de velocidade é definido como (ii) taxa de
cisalhamento (}). A velocidade de cisalhamento pode variar de acordo com a
espessura do material.

Os fluidos viscosos nao-newtonianos nao apresentam proporcionalidade
entre a taxa de cisalhamento e a tensdo cisalhamento (IBARZ e BARBOSA-
CANOVAS, 1999). Os fluidos ndo-newtonianos podem ser dependentes ou
independentes do tempo. Para os fluidos n&do-newtonianos independentes do
tempo, a temperatura e composicao constantes, a viscosidade aparente depende
da taxa de cisalhamento ou da tens&o de cisalhamento (RAO & RIZVI, 1986).

Para fluidos ndo-newtonianos o termo viscosidade € substituido por nap que
€ a viscosidade aparente e é funcao do gradiente de velocidade. Entre os liquidos

nao Newtonianos podem ser citados os seguintes exemplos:
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Fluidos pseudoplasticos (Shear Thinning): Este tipo de fluido demonstra
um decréscimo na viscosidade com um aumento na tensdo de cisalhamento
(MCCLEMENTS, 2005), sendo que a taxa de cisalhamento versus a tensao de
cisalhamento forma uma linha convexa (SHARMA et al., 2000). Esses fluidos em
repouso apresentam um estado desordenado, e quando submetidos a uma tensao
de cisalhamento, suas moléculas tendem a se orientar na direcdo da forca
aplicada. Quanto maior a tensdo aplicada, maior sera a ordenagao.
Consequentemente, a viscosidade aparente sera menor (HOLDSWORTH, 1971).

Alguns exemplos de fluidos pseudoplasticos sdo: sucos de frutas
concentrados, puré de maca, pasta de amido e proteinas (RHA, 1978). Em geral,
os purés de frutas e vegetais sao fluidos pseudoplasticos. A consisténcia desses
produtos € um importante parametro de qualidade industrial (IBARZ e BARBOSA-
CANOVAS, 1999). Suspensdes, emulsdes e dispersdes também apresentam
comportamento pseudoplastico.

Fluidos Dilatantes: Os fluidos dilatantes apresentam o comportamento
inverso ao fenbmeno da pseudoplasticidade, ou seja, a viscosidade do fluido
aumenta a medida que aumenta a taxa de cisalhamento. Esse tipo de fluxo
somente é encontrado em liquidos que contém uma alta proporcédo de particulas
rigidas insoluveis em suspensdo (BOURNE, 1982). Alguns tipos de mel e
suspensoes de amido se enquadram nessa categoria (SHARMA et al., 2000).

Fluidos Plastico ou de Bingham: O fluido de Bingham é aquele em que é
necessaria a aplicacdo de uma tenséo inicial minima, o ponto de ruptura ou “yield
stress” para que o material comece a fluir. Ou seja, o sistema apresenta em
repouso altas forcas de interagdes intermoleculares, dando a substancia um
carater sélido, que o impede de fluir, até que a forca externa seja superior a forca
da rede, onde possamos observar o ponto de ruptura. Alguns exemplos de fluidos
alimenticios que representam esse comportamento sdo: molhos de tomate,
maionese, clara de ovo batida e margarina (BOURNE, 1982).

Fluidos tixotropicos: Os fluidos desse grupo apresentam um
comportamento reoldgico dependente do tempo. Um fluido tixotrépico € aquele no
qual a viscosidade aparente diminui com o tempo quando o fluido é submetido a
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uma taxa de cisalhamento constante. Fluidos desse tipo sdo conhecidos por
conter pequenas particulas (cristais ou biopolimeros) que sdo mantidos juntos por
forcas fracas. O cisalhamento do material separa as particulas agregadas e entao
ocorre uma menor resisténcia ao escoamento e a viscosidade decresce com o
tempo até um valor constante ser alcancado (MCCLEMENTS, 2005). Exemplos
desse fluido sdo gelatinas, cremes, manteigas, molhos para saladas, entre outros
(SHARMA et al., 2000).

Fluidos reopéticos: Em alguns alimentos, a viscosidade aparente do fluido
aumenta com o tempo quando sujeito a uma taxa constante de cisalhamento. Ha
diferentes razbes para este comportamento. A mais importante é que o
cisalhamento aumenta a freqiiéncia das colisbes entre as moléculas ou particulas
dos fluidos, que pode levar para um aumento de agregados e consequentemente
um aumento na viscosidade aparente (MCCLEMENTS, 2005). Este tipo de
comportamento ndo é comum em alimentos, mas pode ocorrer em solugoes de
amido altamente concentradas (SHARMA et al., 2000).

Solucdes de carragenanas que apresentam viscosidade inferior a 100
mPa.s apresentam comportamento préximo ao Newtoniano e em maiores
viscosidades as solucdes exibem comportamento pseudoplastico (Shear-Thinning)
(STANLEY, 1987). As -carragenanas comerciais estdao disponiveis em
viscosidades que variam de 5 mPa.s a 800 mPa.s, quando medida a concentracao
de 1,5% e 75°C.

As carragenanas formam solucbes aquosas altamente viscosas. Essa
caracteristica é decorrente da sua linearidade estrutural e natureza polieletrélica. A
repulsdo mutua decorrente dos varios grupos sulfatos carregados negativamente
ao longo da cadeia, faz com que a molécula fique altamente estendida, enquanto
que a sua natureza hidrofilica permite que a estrutura esteja cercada por
moléculas de agua imobilizadas (GUISELEY et al., 1980).

A viscosidade depende da concentragdo, temperatura, presenca de outros
polimeros, tipo e massa molar da carragenana. A baixa temperatura e
concentracdes ideais de sais, as carragenanas geleificam, com o aumento da

viscosidade aparente. Este comportamento é particularmente verdadeiro para
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cations considerados fortes indutores de gel, como sodio e célcio (PICULELL,
1995).

A viscosidade diminui com o aumento da temperatura, novamente em uma
mudanca exponencial. Esse processo é reversivel, contanto que, o aguecimento
nao seja prolongado até um ponto onde significativa degradacéo térmica ocorra.
No resfriamento, no entanto, a viscosidade aparente dessas carragenanas
aumenta abruptamente quando o ponto de geleificacao € alcancado, desde que os
contra-ions (K" e Ca™) que promovem a geleificacdo estejam presentes (LAPASIN
e PRICL, 1995b).

Sabe-se que a grande maioria das substancias nao apresenta
comportamento nem de soélidos ideais (Hookeano), nem de liquidos ideais
(Newtonianos) (BARNES et al.,, 1989, LAPASIN e PRICIL, 1995a). Eles exibem
ambos os comportamentos, elastico e viscoso e sdo entdo denominados de
materiais viscoelasticos.

Fluidos viscoelasticos: Muitos produtos alimenticios ndo sao liquidos
puros ou sélidos puros, mas possuem propriedades reolégicas que sao
parcialmente viscosas e parcialmente elasticas (MCCLEMENTS, 2005). Quase
todas as solugdes, de polimeros, mesmo diluidas, apresentam comportamento
viscoelastico, e muitas vezes, este comportamento ndao é detectado por
instrumentos n&o preparados para essas medidas.

Para um sdélido Hookeano, a tensédo aplicada a uma superficie resulta em
uma deformacao instantanea, a energia é totalmente armazenada. A deformacao
nesse caso € proporcional a tensao, ou seja, tensao e deformacao estdo em fase
(diferenca de angulo entre tensao e deformacéao de 0°) (REES 1969).

Para um liquido Newtoniano a tensdo nao é proporcional a deformacgao
(fora de fase 90°), e sim proporcional a taxa de cisalhamento. Quando um sistema
viscoso ideal é deformado sob uma forca externa, a energia é totalmente perdida
(REES 1969). Entao, se for medido o angulo de fase entre tensdo e deformagéo,
teremos uma medida do grau do comportamento sélido ou liquido, quantificados

através do médulo de cisalhamento de estocagem ou rigidez G' e médulo de

perda ou viscoso G~ (REES 1969).
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Para a melhor compreensao desses modulos é importante entender alguns

*

conceitos, entre eles o médulo de cisalhamento complexo (G) que representa a

resisténcia total a deformacao do sistema, o qual é definido como:
G =c%7° (5)

Onde o° e ¥’ representam a tensao total e deformacéo total do sistema.

O médulo complexo pode ser subdividido em dois componentes:
G=G+G" (6)
Onde G’ é o médulo elastico e o0 G” 0 médulo viscoso (NAE, 1993).

Geometricamente os componentes do médulo complexo (G'), médulo
elastico (G’) e modulo viscoso (G”) sao obtidos pelo triangulo:

fora de fase .

Entdo o angulo de fase pode ser calculado matematicamente por:

Tan5=G"/ G (7)

Ou seja, a tangente de & € uma forma de relacionar o teor de energia

perdida e armazenada.
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Para um solido puramente elastico, o0 G~ é igual a zero, e 0 médulo de
armazenamento (G’) é igual ao médulo de cisalhamento complexo (G*), o &ngulo
de fase € igual a zero, ou seja, toda a energia aplicada ao sistema é armazenada
a cada ciclo.

G =G (8)

Ja, para um fluido Newtoniano, a viscosidade dinamica (n*) é igual ao
méddulo de perda (G”) e ao modulo de cisalhamento complexo (G*), o angulo de
fase é igual a 90 °, ou seja, toda energia aplicada ao sistema € dissipada na forma

de calor.

G*=GH= n* (9)
A viscosidade dindmica é uma analoga da viscosidade absoluta, porém a
taxa de cisalhamento é substituida pela velocidade angular, assim:

n*=c" ® (10)

As propriedades reoldgicas podem ser caracterizadas em dois tipos de
sistemas nao oscilatorios (a viscosidade absoluta € uma relagéo entre a tensao e
taxa de cisalhamento) e oscilatorios (a viscosidade é dependente do médulo
elastico e viscoso), denominada entdo de viscosidade complexa (LAPASIN e
PRICIL, 1995a).

Quando se fala em analises em sistemas oscilatérios uma das técnicas
mais importantes € a andlise em sistemas viscoelasticos lineares, onde uma
tensdo oscilatéria é aplicada a amostra e a resisténcia a deformacao é medida, e
mostra-se independente da tensdo. Ha uma independéncia do modulo de
cisalhamento complexo (G*), da tensdo aplicada ou da deformacgédo. Geralmente,
assumem-se como ideais deformacdes abaixo de 10%. A interacdo entre as
particulas na solugao determina se o sistema é elastico ou viscoso. Medidas dos
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mébdulos (G'e G”) em funcao da freqiéncia oscilatéria sob uma tensdo constante
na faixa viscoelastica linear, fornecem um entendimento destas interacées.

Para géis verdadeiros ndao basta o G’ ser superior ao G” é importante
observar a relacao destes dois médulos onde a relacdo G'/G” possua relacao
1:2 e ambos mostrem pequena dependéncia da frequéncia (LAPASIN e PRICL,
1995a).

1.7. GALACTANAS SULFATADAS COMO COMPOSTOS BIOLOGICAMENTE
ATIVOS: ATIVIDADE ANTIVIRAL

Entre as principais atividades bioldgicas desempenhadas pelas galactanas
sulfatadas estdo as anticoagulante e antiviral. A atividade anticoagulante para
esses compostos foi inicialmente descrita por CHARGAFF et al.,, (1936), e,
atualmente, varios trabalhos relatam este tipo de atividade (CARLUCCI et al.,
1997; CACERES et al.,, 2000; FARIAS et al., 2000; PEREIRA et al., 2002).
Atividades antioxidante (ZHANG et al.,, 2003), antitumoral, e anti-angiogénica
(SATORU et al., 2003) também tém sido relatadas.

Esses polissacarideos naturalmente sulfatados obtidos de algas marinhas,
especialmente os que sao extraidos de algas vermelhas (carragenanas, agaranas
e xilomananas sulfatadas) sdo reconhecidos como inibidores seletivos de varios
tipos de virus envelopados. Entre eles, estao incluidos os retrovirus (HIV tipo 1 e
2), herpes simplex virus (HSV-1 e 2) também denominados herpes virus hominis,
citomegalovirus humano (HCMV), flavivirus (virus da dengue tipo 2), hepadnavirus
(virus da hepatite B (HBV), orthomyxovirus (virus da influenza A (InfA), entre
outros (BABA et al., 1988).

Pertencente a familia Herpesviridae foram, até o momento, isolados oito
herpes-virus em humanos: herpes simplex virus 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2), o virus
varicela-zoster (VZV), o citomegalovirus humano (HCMV), o virus Epstein-Barr
(EBV) e os herpesvirus humanos 6, 7 e 8 (HHV6, HHV7 e HHV8). Todos séo
formados por DNA e sua principal propriedade é a capacidade tipica de se
tornarem latente no organismo, provocando infec¢des repetidas. Ambos HSV-1 e
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2 associam-se geralmente a lesdes cutaneas faciais, oftalmicas ou genitais. O
homem é o hospedeiro natural do herpes simplex virus (WITVROUW et al., 1994).

Este virus possui quatro componentes estruturais (i) um “core” interior onde
estd a estrutura helicoidal de DNA, (ii) o capsideo icosaédrico envolvendo o
“core”, que é envolvido pelo (iii) tegumento ou matriz amorfa e (iv) a membrana,
constituida pela bicamada lipidica que contém as glicoproteinas (SHIEH et al.,
1992).

O ciclo de replicacao viral da familia Herpesviridae pode ser dividido em
varias etapas (ROIZMAN e SEARS 1993), ainda que algumas caracteristicas
sejam comuns a todos os virus envelopados.

Tem sido demonstrado que as glicoproteinas gC ou gB presentes no
envelope viral estao envolvidas na fase inicial da ligagéo do virus, interagindo com
o heparan sulfato da superficie da célula alvo (HEROLD et al., 1994). Esta
interacao facilita a ligacao da glicoproteina gD do envelope viral aos receptores
HVEM (herpes virus entry mediators). Este processo de ligacdo permite a
penetragdo do virus na célula por fusdo do envelope viral com a membrana
plasmatica celular, permitindo a entrada do DNA viral.

O efeito inibitério das substancias polianibnicas na replicacdo do herpes
simplex virus (HSV) e outros virus envelopados vém sendo relatados ha quase 50
anos. Em 1958, GERBER et al relataram que polissacarideos de algas exibiram
atividade antiviral contra o virus da caxumba e virus influenza B. Em 1977,
EHRESMANN et al. associaram a inibicdo do herpes simplex e outras viroses com
fracbes polissacaridicas extraidas de dez espécies de algas vermelhas;
observacdes semelhantes foram feitas por RICHARDS et al. (1978). Na década de
80 NAKASHIMA et al. (1987 a e b) relataram inibicao da transcriptase reversa do
HIV por polissacarideos sulfatados da alga vermelha Schizymenia pacifica.

Entre varios trabalhos, em 1997 CARLUCCI et al demonstraram que as
lambda-carragenanas e as parcialmente ciclizadas mu/nu-carragenanas de
Gigartina skottsbergii foram os mais potentes inibidores do HSV, mesmo contra
cepas variantes resistentes ao aciclovir (cepa TK'), apresentando valores de 1Cs

menores que 1,0 ug/mL contra ambos os sorotipos. Foi observada uma relagcédo
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direta entre a atividade antiherpética e a quantidade de unidades a-D-galactose
2,6-disulfato nas carragenanas nativas, uma vez que a ciclizacdo dessas
unidades, realizada por tratamento alcalino, diminuiu a atividade antiherpética em
relacdo aos polissacarideos nativos.

A estrutura quimica da lambda-carragenana parece ser a responsavel pelo
seu comportamento diferencial em relacdo a kappa/iota- € mu/nu-carragenanas,
provavelmente permitindo uma ligagdo mais estavel ao HSV, levando a sua
inativacdo. Estas galactanas interferem na interacdo das glicoproteinas virais (gB
e/ou gC) com os receptores na membrana da célula inibindo a interacao virus-
célula (CARLUCCI et al., 1999).

Em colaboracdo com o grupo de Virologia do Departamento de Quimica
Biologica da Universidade de Buenos Aires, o laboratério de Quimica de
Carboidratos de Algas Marinhas da UFPR tem avaliado a atividade antiherpética
de galactanas sulfatadas.

As agaranas de Acanthophora spicifera (DUARTE et al., 2004) apresentam
suas unidades A principalmente sulfatadas em C-2, enquanto as unidades B estao
na forma precursora (o-L-galactose 6-sulfato) ou na forma de 3,6-anidro-a-L-
galactose. Estas agaranas apresentam seletiva e potente atividade contra as
cepas HSV-1 e HSV-2, sendo desprovidas de atividade citotdéxica contra células
Vero (células de rim de macaco verde Africano) até a concentragcdo de 1000
ug/mL. Assim como em outras galactanas sulfatadas, o efeito inibitério das
agaranas de Acanthophora spicifera deve-se a inibicdo da adesao do virus a
célula hospedeira, impedindo a entrada do mesmo. A etapa inicial de adesao
inicia-se pela interacdo de glicoproteinas do envelope viral (gC ou gB) com o
heparan sulfato (HS) da célula do hospedeiro (WUDUNN e SPEAR, 1989; LYCKE
et al.,, 1991; SHIEH et al., 1992).

A familia Flaviviridae é formada por varios géneros: flavivirus, hepacivirus e
pestivirus € um grupo de virus nao classificados. Dentro desta familia estdo
compreendidos os virus da febre amarela (YF) e o virus da dengue (DENV) entre
outros (HEINZ e ALISSON, 2001). Essas enfermidades sdo transmitidas por

mosquitos e sao infeccbes consideradas reemergentes, pelo aumento da
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incidéncia observado nos ultimos anos. No Brasil, a mais importante infeccao foi
no Rio de Janeiro (1986/1987), na qual foi estimado que 1 milhdo de pessoas
foram infectadas pela dengue sorotipo 1 (BRASIL, 2002).

O virus da dengue apresenta uma forma esférica, com um diametro
aproximado de 50 nm. O genoma viral, dentro do nucleocapsideo, consiste de
uma cadeia de RNA. Esse virus apresenta a proteina do nucleocapsideo V2/C
associada ao RNA viral. O nucleocapsideo esta envolvido por uma bicamada
lipidica que interage com uma proteina glicosilada transmembranal denominada
V3/E. Essa proteina é considerada a responsavel pelas principais atividades
bioldgicas do virus como: hemoaglutinagdo, neutralizacdo e unido a receptores
celulares. A localizacao da proteina V1/M nao esta clara, mas acredita-se que seja
uma proteina integral de membrana que interage com a proteina V3/E, assim
como o complexo RNA-proteina V2/C (HEINZ e ALISSON, 2001).

Dependendo das caracteristicas moleculares quatro sorotipos de virus da
dengue estao descritos (DENV 1 — 4) (GUBLER, 1998). Esse flavivirus também se
liga ao heparan sulfato presente na célula do hospedeiro para iniciar o processo
de infeccao (CHEN et al., 1997).

A dengue é uma enfermidade associada a regides tropicais e subtropicais
em todo o mundo. A enfermidade apresenta um ciclo de transmissdo que tem
inicio no homem infectado pelo mosquito (fémea) Aedes aegypti. Apbs a ingestao
de sangue infectado, transcorre, no inseto, um periodo de incubacéao intrinseca
que pode variar de 8 a 12 dias. Apds esse periodo, 0 mosquito torna-se apto para
transmitir o virus e assim permanece durante toda sua vida. No homem, o periodo
entre a picada infectante e o aparecimento de sintomas (periodo de incubacao)
pode variar de 3 a 15 dias, sendo, em média, de 5 a 6 dias. Posteriormente ocorre
o periodo de transmissibilidade quando houver virus no sangue (periodo de
viremia). Este periodo come¢a um dia antes do aparecimento dos sintomas e vai
até o 6° dia da doenca (HENCHAL e PUNTNAK, 1990).

A maioria das infecgbes por dengue é relativamente amena, caracterizada
por um rapido inicio de febre e sintomas nao especificos, incluindo dor de cabeca

frontal, dor retro-orbital, dores no corpo, ndusea e vémito, dores nas articulagdes,
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fraqueza e erupcdes na pele (GUBLER, 1998). Com o aumento da co-circulacao
de diferentes sorotipos da dengue febre hemorragica (DFH) e sindrome do choque
da dengue (SCD) a incidéncia de epidemias com taxas de mortalidade em torno
de 1-5% tem sido muito maior (HOLMES e BURCH, 2000).

Na febre hemorragica da dengue (FHD) os sintomas iniciais sao
semelhantes aos do dengue classico, porém rapidamente evoluem para
manifestacbes hemorragicas. A definicdo de caso de FHD, de acordo com a
Organizacao Mundial da Saude (OMS), consiste nos seguintes critérios: febre,
manifestacbes hemorragicas e hemoconcentragdo: hemotocrito aumentado em
20% ou mais, ou evidéncia objetiva de aumento da permeabilidade capilar.

Até o0 momento nao existe nenhuma terapia antiviral para o tratamento de
dengue e muitos aspectos dos mecanismos de agdo envolvidos com a atividade
antiviral dos polissacarideos sulfatados ainda nao foram explorados
(FIGUEIREDO, 2000).

A Tabela 7 demonstra algumas algas cujos polissacarideos naturalmente
sulfatados apresentam atividade antiviral.
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TABELA 7. ATIVIDADE ANTIVIRAL DE POLISSACARIDEOS SULFATADOS OBTIDOS

DE ALGAS VERMELHAS.
Algas Polissacarideos Virus Referéncia
HIV-1, HIV-2, HSV-
1, HSV-2, HCMV,
Aghardiella tenera Agaranas sulfatadas VSV, %IJXROUW etal,

Asparagopsis
armala

Acanthophora
spicifera

Bostrychia
montagnei

Cryptopleura
ramosa

Gigartina
skottsbergii
Gracilaria corticata

Gymnogongrus
torulosus

Nothogenia
fastigiata

Pterocladiella
capilaceae

Schizymenia
pacifica

Schizymenia dubai

Stenograme
interrupta

Agaranas sulfatadas
Agaranas sulfatadas
Agaranas sulfatadas

Agaranas sulfatadas

carragenanas
lambda, k-/1- € v-/u

Agaranas sulfatadas

DL-galactanas
hibridas

xilomananas e
xilogalactanas

Agaranas sulfatadas

carragenanas lambda

galactanas sulfatadas
com acidos urdnicos

Carragenanas

Vacinia, Togavirus,
Parainfluenza

HIV-1
HSV-1 e HSV-2

HSV-1, HSV-2

SV-1, HSV-2

HSV-1, HSV-2

HSV-1, HSV-2

HSV-2 e DEN-2

HIV-1, HIV-2, SIV,
HSV-1, HSV-2,
HCMV, InfA, RSV,

HSV-1, HSV-2

HIV-1, AMV

HIV-1, HSV-1,
HSV-2, VSV

HSV-1, HSV-2

HASLIN et al., 2001
DUARTE et al.,
2004

DUARTE et al.,
2001

CARLUCCI et al.,
1997

CARLUCCI et al.,
1997; 1999

MAZUMDER et al.,
2002

PUJOL et al., 2002

KOLENDER et al.,
1995

PUJOL et al., 1996
NAKASHIMA et al.,
1987a

BOURGOUGNON
etal., 1993

CACERES et al.,
2000
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Para que uma substancia seja considerada um agente antiviral, ela deve
possuir seletividade e ser capaz de inibir a replicacao viral sem alterar as funcoes
da célula do hospedeiro. Neste contexto, é desejavel encontrar uma droga que
tenha um perfil aceitavel de efeitos secundarios. Até o momento os melhores
resultados de atividade antiviral foram obtidos com compostos anélogos de
nucleosideos. Estes compostos, porém, ndo podiam ser utilizados em tratamentos
sistémicos devido a sua baixa seletividade, pois exerciam seu efeito tanto na DNA
polimerase viral quanto na celular.

Em 1977, foi descoberto o aciclovir (9-[2-(hidroxietoxi)-metil] guanina), que
€ um anéalogo da guanosina, porém com uma cadeia aciclica no lugar do ciclo
completo de ribose, muito utilizado como composto antiherpético (FURMAN et al.,
1980).

O aciclovir difundi-se livremente através das células e apresenta potente
atividade seletiva sobre as células infectadas, pois sé € ativado para sua forma
fosforilada pela timidinaquinase e DNA-polimerase viral, o que lhe confere alto
indice de seguranca no uso clinico. Durante a replicacdo do DNA, o aciclovir
trifosfato compete com o substrato natural dGTP pela DNA polimerase e é
incorporado ao DNA em formacdo, uma vez que ele apresenta maior afinidade
pela enzima. A forma trifosfato ativa se encontra em concentracées 40 a 100
vezes maiores nas células infectadas que nas células sadias, inibindo a replicacao
do DNA viral e produzindo poucos efeitos colaterais (O’'BRIEN, e CAMPOLI-
RICHARDS, 1989).

Apesar desta droga ser efetiva na reducao da severidade das infec¢des por
HSV, o aparecimento de mutantes resistentes durante os tratamentos prolongados
€ uma das razdes que justifica a busca continua de novos agentes antivirais.
Atualmente estao disponiveis trés derivados do aciclovir aprovados para uso
clinico: ganciclovir, famciclovir e valaciclovir (BALFOUR et al., 1999).

Para o virus da dengue, até o momento, nenhuma terapia antiviral esta
estabelecida. ONO et al (2003) demonstraram que galactomananas submetidas a
sulfatacdo apresentaram atividade in vitro e in vivo contra o virus da dengue e

febre amarela. O interesse na atividade antiviral dos polissacarideos naturalmente
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sulfatados de algas marinhas aumenta, pois eles podem ser obtidos em altas
quantidades, baixo custo, baixa toxicidade e em alguns casos ha perda do seu
efeito anticoagulante (DAMONTE et al., 2004).

Todos esses dados demonstram que o desenvolvimento de pesquisas
voltadas para determinacao da estrutura quimica fina destes polimeros naturais é
muito importante tanto para a correta aplicacao industrial nos diferentes setores,
quanto, para a avaliacao das potenciais acoes biolégicas. Essas pesquisas podem
contribuir para identificacdo de novas e promissoras fontes desses polimeros,

cada vez mais importantes economicamente.
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2.0. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral determinar a estrutura quimica fina
de galactanas sulfatadas isoladas das algas marinhas Meristiella gelidium
(Solieriaceae) e Gymnogongrus griffthisae (Phyllophoraceae), avaliar suas
propriedades reoldgicas e atividade antiviral.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Extrair e purificar os polissacarideos soluveis em meio aquoso (a 25 °C e
a 100 °C).
2. Determinar a massa molecular média dos principais polissacarideos

homogéneos por cromatografia de gel permeacao (HPSEC-MALLS).

3. Determinar a estrutura quimica fina dos principais polissacarideos por
métodos quimicos e espectroscopicos.

4. Avaliar as propriedades reoldgicas das carragenanas de M. gelidium
isoladamente e em combinacao com diferentes amidos frente a distintos modos de
preparo variando temperatura e sal.

5. Correlacionar a atividade antiherpética e antidengue com a estrutura
quimica das galactanas de M. gelidium e G. griffithsiae.
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3.0. MATERIAL E METODOS

3.1. ESPECIES ESTUDADAS E SEUS POSICIONAMENTOS SISTEMATICOS

As espécies estudadas neste trabalho foram as algas Meristiella gelidium e
Gymnogongrus griffithsiae.

Divisdo: Rhodophyta
Classe: Rhodophyceae
Ordem: Gigartinales
Familia: Solieriaceae
Género: Meristiella
Espécie: Meristiella gelidium (J. Agardh)

Divisdo: Rhodophyta
Classe: Rhodophyceae
Ordem: Gigartinales
Familia: Phyllophoraceae
Género: Gymnogongrus
Espécie: Gymnogongrus griffithsiae (Turner) Martius

3.2. COLETA E PROCESSAMENTO

A alga Meristiella gelidium foi coletada na praia de Pitimbu, no estado da
Paraiba em marco de 2002 e a alga Gymnogongrus griffithsiae, na ilha do Farol na
praia de Caiobd — Parana, em 2004. As algas foram classificadas pela Dr? Silvia
Maria Pita de Beuclair Guimaraes do Instituto de Botéanica/SP.

Exemplares da espécie M. gellidium e G. griffithsiae estdo depositados no
Herbario da UFPR, Departamento de Botanica, sob o nimero UPCB- 46434 e
46433, respectivamente.
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Os exemplares das duas espécies foram lavados com agua corrente, secos
a temperatura ambiente (a sombra) e moidos em moinho de faca (WILEY MILL).
As algas secas e moidas foram submetidas ao processo de extracdo descrito a

seqguir.

3.3. EXTRACAO DAS GALACTANAS DE WMeristiella gelidium E
Gymnogongrus griffithsiae

As algas Meristiella gelidium e Gymnogongrus griffithsiae secas e moidas
foram submetidas a extracdo aquosa (1,0% p/v) sob agitacdo mecéanica a 25°C,
por 15 horas. Os extratos foram centrifugados (10.000 xg por 5 minutos), obtendo-
se um residuo e um sobrenadante. Ao sobrenadante foi adicionado etanol (3
volumes). Os residuos foram novamente submetidos a extracdo aquosa a 25°C,
como descrito anteriormente. Os precipitados etandlicos das duas extracoes
aquosas a 25°C foram separadamente ressolubilizados em &gua destilada,
dialisados contra agua destilada e liofilizados. As fracbes polissacaridicas obtidas
de M. gelidium e G@G. griffithsiae foram denominadas de Mi1-M2 e G1-G2,
respectivamente.

Os respectivos residuos da Ultima extracdo aquosa a 25°C foram
suspensos em &agua sob agitagdo mecéanica, a 100°C por 3 horas. Apods
centrifugagéo (10.000 xg por 10 minutos), aos sobrenadantes foi adicionado etanol
(3 volumes). O precipitado obtido, apds centrifugacao, foi ressolubilizado em agua,
dialisado e liofilizado originando os extratos G3 para G. griffthsiae e M3 para M.
gelidium. O processo de extragdo a 100 °C foi repetido por mais duas vezes para
a alga M. gelidum, originando as fragcdes M4 eM5.
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3.4. FRACIONAMENTO E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL
3.4.1. METODOS ANALITICOS GERAIS

3.4.1.1 A dosagem de agucar total foi realizada pelo método do fenol-acido
sulfarico (DUBOIS et al. 1956), com sensibilidade entre 10-100 ug/ml, utilizando-se
como padrédo galactose na concentracao de 70 pug/mL. A leitura foi realizada no

comprimento de onda de 490 nm.

3.4.1.2 As dosagens de proteinas foram realizadas pelo método de LOWRY
et al. (1951), utilizando-se o reativo de Folin-Ciocalteau e solucdo de soro-
albumina bovina cristalina como padrao na concentracdo de 40 mg%. A leitura foi
realizada no comprimento de onda de 660 nm. A sensibilidade do método é de 5-
100 pug.

3.4.1.3 O teor de sulfato foi determinado pelo método de DODGSON
(1961). Apos hidrolise das amostras com HCI 1 M, 5 horas, 105°C, foi adicionado
o reativo gelatina-bario (neste reativo o cloreto de bario foi solubilizado na
gelatina), formando posteriormente o sulfato de bario, que permanece suspenso.
Como padrao foi utilizado solugdo de sulfato de sdédio na concentracao de 1
mg/mL, diluido em HCI 1M. A leitura foi realizada no comprimento de onda de 360

nm. A sensibilidade do método esta na faixa de 20-200 ug de sulfato.

3.4.1.4 O conteudo de 3,6-anidrogalactose foi determinado pelo método
fotocolorimétrico do resorcinol (YAPHE, 1960).

3.4.1.5 A determinacao da rotacao oOptica especifica ([o]p) foi realizada em
polarimetro RUDOLPH RESEARCH, modelo Autoplol I, a 20°C, com as amostras

na concentracao de 0,2 g% em agua.
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3.4.2. PRECIPITACAO DOS POLISSACARIDEOS COM KClI

As fracoes M1-M3 de M. gelidium e G3 de G. griffithsiae foram
solubilizadas em agua destilada 0,20% p/v), (0,25% p/v), respectivamente e
submetidas a fracionamento com KCI utilizando concentragdes crescentes (0 — 2,0
M), com adicdo de 0,1 em 0,1 M até concentracédo final de 2,0 M. Apds cada
adicdo as amostras foram mantidas em repouso durante 16 horas a 4°C. Os
extratos polissacaridicos foram centrifugados, e os sobrenadantes e precipitados
dialisados contra agua destilada e liofilizados. Os polissacarideos insollveis de M.
gelidium foram denominados M1a (1,0-1,2 M); M2a (0-0,1 M); M2b (1,0-1,2 M) e
M3a (1,0-1,2 M). O fluoxograma de precipitacao da fracdo G3 e obtencdo da
fracdo G3d (utilizada para avaliagdo antiviral) esta descrito na Figura 48 (B) (pag.
145). Os polissacarideos soluveis em KCI 2,0 M obtidos a partir das fracdes M1,
M2, M3 e G3 foram denominados de M1S, M2S, M3S e G3S, respectivamente.

3.43. PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS DE M. gelidium POR
CROMATOGRAFIA DE TROCA-IONICA.

A fracdo polissacaridica M3S, soluvel em KCI 2,0 M, foi submetida a
fracionamento por meio de cromatografia de troca-ibnica em coluna contendo
DEAE-Sephacel utilizando como eluentes agua e solucées de NaCl de molaridade
crescente. A eluicao foi monitorada pelo teste de fenol-acido sulfarico (DUBOIS et
al., 1956).

Foram obtidas de M. gelidum as fracbes denominadas M3S-1, M3S-2,
M3S-3, M3S-4, M3S-5 e M3S-6, as quais foram eluidas com agua e com NaCl 0,4,
0,6, 0,8, 1,0 e 2,0 M respectivamente (Figura 12, pag.85).
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3.4.4. HIDROLISE ACIDA TOTAL DO TIPO HIDROLISE REDUTIVA

A composicao monossacaridica foi determinada de acordo com o método
de FALSHAW e FURNEAUX (1994), o qual € uma modificacdo do método original
descrito por STEVENSON e FURNEAUX (1991), que se processa em duas

etapas:

- Na primeira etapa, € realizada uma pré-hidrélise: 1-2 mg de
polissacarideo foi tratada com acido trifluoroacético (TFA) na concentragao de 3,0
M, e o complexo 4-metil-morfolina borano, agente redutor, o qual possui
estabilidade em meio reacional 4cido, a temperatura de 90 °C por 15 minutos, com
a finalidade de reduzir as unidades de 3,6-anidrogalactopiranose, protegendo-as
da degradagdao em meio acido.

- Na segunda etapa, a concentracdo do TFA é ajustada para 2,0 M pela
adicdo da solugdo do complexo 4-metil-morfolina borano, a temperatura de 120 °C
por 90 minutos. Nesta condi¢do ha hidrélise das ligagdes glicosidicas envolvendo
as demais unidades constituintes do polissacarideo, as quais por sua vez serao

também reduzidas.

Os correspondentes alditéis foram acetilados (anidrido acético/TFA
concentrado na proporcao de 2:1) e analisados na forma de acetatos de aldit6is
por cromatografia liquido-gasosa (CG) e/ou CG-EM (cromatografia liquido-gasosa
- espectrometria de massa).

3.4.5. HIDROLISE ACIDA TOTAL

Com o objetivo de diferenciar os derivados naturais 3- e 4-O-metil-
galactose, 1-2 mg de polissacarideo foi submetido seqiencialmente a hidrélise
acida total (acido férmico 45 %, 100 °C, 16 h), redugdo com NaBD4 (12 h) e
acetilacédo (anidrido acético 0,4 g %, 120 °C, 1,5 h), seguida por analise por CG-
EM.
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3.4.6. METILACAO

O processo de metilacdo dos polissacarideos na forma de sal de
trietilamonio foi conduzido de acordo com o método de CIUCANU e KEREK
(1984). Apds solubilizacdo em DMSO (1 mL para cada 15 mg de polissacarideo)
foi adicionado NaOH pulverizado (30 mg) e ap6s agitacdo mecanica vigorosa (30
minutos), foi adicionado iodometano (0,1 mL) sob agitacdo mecanica vigorosa (30
minutos). Este processo (adicdo de NaOH e iodometano) foi repetido por mais 2
vezes completando-se assim uma etapa de metilacdo. A cada etapa as fragdes
foram dialisadas e liofilizadas. Apds cada etapa de metilacdo as fracdes
polissacaridicas foram hidrolisadas de acordo com o método de FALSHAW e
FURNEAUX (1994), acetiladas (anidrido acético/TFA concentrado, a 50 °C por 15
minutos) e analisadas por CG e/ou CG-EM, na forma de acetatos de alditbis

parcialmente metilados.

3.4.7. METODOS CROMATOGRAFICOS

3.4.7.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDO-GASOSA (GLC)

As andlises por cromatografia gasosa foram realizadas em Cromatdgrafo
HEWLETT PACKARD 5890, com detector de ionizacdo de chama (300 °C) e
injetor (250 °C), utilizando nitrogénio como gas de arraste e coluna capilar de silica
fundida (30 m X 0,25 mm d.i.), DB-225 (0,25 um), em diferentes temperaturas:
analises cromatograficas para acetatos de alditéis foram realizadas a 220 °C, e as
amostras de acetatos de alditdis parcialmente O-metilados foram realizadas a
210 °C.
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3.4.7.2.CROMATOGRAFIA LiQUIDO-GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSA (GC-MS)

As anadlises cromatograficas em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massa foram realizadas em cromatégrafo a gas “VARIAN”, modelo 3.300,
acoplado a um espectrometro de massa de marca FINNIGAN MAT, modelo ITD
800 e/ou VARIAN — SATURN 2000R, equipado com coluna capilar de silica
fundida (30 m X 0,25 d.i.) DB-225, marca J.W. As inje¢cées nas colunas foram
feitas mantendo-se a temperatura inicial em 50 °C/min, seguido de aumento de
acordo com a programacgdo de temperatura em um gradiente de 40 °C/min, até
230 °C, mantendo-se constante a partir deste valor. Foi utilizado gas hélio como
gas de arraste, com fluxo de 1 mL/min. As areas dos picos de interesse foram
determinadas por integracdo em software. Os espectros de massa foram obtidos
por impacto de elétrons a 70 eV, repetidamente a cada 1/8 de segundo, de m/e
(relacdo carga/massa) 80 a 220. Este método foi utilizado para quantificacao de
acetatos de alditéis (SLONEKER, 1972).

3.4.7.3. CROMATOGRAFIA DE GEL PERMEACAO (HPSEC-MALLS) -
ANALISE DE HOMOGENEIDADE E MASSA MOLECULAR

Para a analise de homogeneidade e determinagcdo da massa molecular
ponderal média (Mw) foi preparada uma solugdo de 1 mg de amostra em 1mL de
solucao de nitrito de sodio (NaNO, 0,1 M) contendo azida de sédio (NaNs, 200
ppm). As solugdes obtidas foram filtradas em membranas MILLIPORE (acetato de
celulose) de 0,45 e 0,22 um. As analises foram realizadas em HPLC acoplado a
detectores de espalhamento de luz e indice de refragcdo, com fluxo de 0,6 mL/min.
Para determinacdo da massa molecular ponderal média utilizou-se o valor de
dn/dc (variacdo do indice de refragdo com relacdo a concentracdo) o qual foi

previamente determinado.
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As analises de homogeneidade e de determinacao do valor de Mw foram
realizadas em cromatégrafo de exclusdo estérica de alta pressao (HPSEC)
WATERS, equipado com um detector de indice de refracao diferencial WATERS
modelo 2410 e com detector de espalhamento de luz em multidngulos (MALLS)
WYATT TECHNOLOGY modelo DAWN DSP com 18 detectores dispostos ao
redor da fotocélula em diferentes angulos. Foram utilizadas 4 colunas de gel
permeacdo WATERS, com limites de exclusdo de 1.10° 4.10° 8.10* e 5.10°% em
série. O eluente utilizado foi uma solucao de (NaNO3; 0,1 M) contendo NaN3; (200
ppm), pressdo de 920 psi a 20°C. Foi utilizado o programa ASTRA (WYATT
TECHNOLOGY), para analisar os dados obtidos.

Para determinagdo do dn/dc solucbes 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg foram
preparadas a partir de uma solucdo mae 1,0 mg da amostra em 1 mL de NaNQO;
0,1 M e azida de sédio (NaNs3) 200 ppm, previamente filtradas em membrana
Millipore 0,45 um. As analises foram realizadas utilizando indice de refragdo, com

fluxo de 0,6 mL/min e presséo de 67 psi a 20 °C.

3.4.8. DESSULFATAGCAO POR TRATAMENTO SOLVOLITICO

3.4.8.1. PREPARO DO SAL DE PIRIDONIO

O processo de solvolise foi conduzido com os polissacarideos (M3S-3 e
M3S-4) na forma de sal de piridonio. Este sal foi formado por meio da
solubilizacado das fracdes em agua e entao foi adicionada resina catibnica DOWEX
50x8 na forma H*, sob agitacdo magnética a 25 °C por 30 minutos. O pH do
sobrenadante ficou entre 1-2. O filtrado (obtido por filtracdo a pressao reduzida) foi
neutralizado (em capela) com piridina, até pH 7,0 e liofilizado (NAGASAWA et al.,
1979).
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3.4.8.2. SOLVOLISE

O polissacarideo, na forma de sal de piridonio, foi solubilizado em uma
mistura de dimetilsulféxido, metanol e piridina, cuja propor¢ao foi de 89:10:1 v/v/v,
respectivamente, respeitando-se a relacdo de 10 mg de polissacarideo para 3 mL
de mistura (NAGASAWA et al., 1979).

A solugédo resultante foi mantida a 100°C durante 4 horas. Apés o
resfriamento, a fracdo solvolisada foi submetida a dialise exaustiva contra agua
destilada e liofilizada. O polissacarideo dessulfatado foi submetido a metilacao

conforme descrito no item 3.4.8.

3.4.9. TRATAMENTO ALCALINO

Aos polissacarideos M1a e M3a (50 mg) previamente solubilizados em
agua destilada (0,2 g%), foi adicionado borohidreto de sédio (10 % em relacdo a
massa do polissacarideo). Ap6s repouso de 17 horas a 4°C, adicionou-se
hidréxido de sédio 3,0 M (concentracao final 1,0 M) e a mistura foi mantida em
banho termostatizado a 80°C por 2 horas (NOSEDA e CEREZO, 1995).

A reacao foi monitorada pela determinacao do teor de 3,6-anidrogalactose,
até alcancar valor constante, pelo método do resorcinol (YAPHE, 1960).

Apoés resfriamento, didlise e liofilizagdo, as amostras foram submetidas a
hidrélise redutiva segundo FALSHAW e FURNEAUX (1994), e analisadas por CG

e/ou CG-EM na forma de acetatos de alditéis.
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3.4.10. METODOS ESPECTROSCOPICOS
3.4.10.1. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

As anadlises de ressonancia magnética nuclear (RMN) monodimensionais
foram realizadas em espectroscépio da marca BRUKER, modelo DRX 400, série
Avance, em probe de didametro externo de 5 mm, com as amostras dissolvidas em
agua deuterada (D»0), a temperatura de 50 ou 70°C. Os deslocamentos quimicos,
expressos em o (ppm), foram determinados utilizando acetona como padrao
interno para as andlises de '*C (8 = 30,2 ppm).

Os espectros de RMN - '®C foram obtidos na freqiiéncia base de 100,61
MHz, com intervalo de aquisicéo de sinal de 0,6 segundos, sendo feitas de 4.000 —
100.000 aquisicoes, utilizando-se um intervalo de 0,1 segundo entre os pulsos.

3.4.10.2. ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IR)

Os espectros FT-IR foram obtidos pelo uso de espectrometro BOMMEN,
modelo MB-100, incorporado a Transformada de Fourier. As amostras (2 mgQ)
foram homogeneizadas com brometo de potassio (KBr) e analisadas sob a forma
de pastilhas.

As analises de FT-IR foram realizadas no Departamento de Quimica da
UFPR.

3.5. ANALISES REOLOGICAS

As andlises reoldgicas foram realizadas em colaboragdo com a Prof?. Dr®.
Maria Rita Sierakowski do Laboratério de Biopolimeros, Departamento de Quimica
da Universidade Federal do Parana.
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3.5.1. PREPARO DAS GALACTANAS SULFATADAS

Para as anadlises reoldgicas oscilatorias, as galactanas sulfatadas M1 e M3a
de M. gelidium foram solubilizadas na concentracdo de 10 g/L na presenca de
120 mM de KCI. As amostras foram mantidas sob agitacdo mecénica a 25°C

durante 4 horas.

3.5.2. PREPARO DOS AMIDOS

Os amidos de milho comum (CS), amilose (MS), amilopectina (WS) e amido
de Cara (YS) na concentracdo de 25 g/L foram transformados em pasta por
dispersao em agua destilada durante 1 hora e 30 minutos a 25°C, seguida de
autoclavacao (120°C) por 30 minutos e refrigeracdo por 18 horas, exceto para a
amostra de amido de Cara que também foi dispersa em agua, 1 hora e meia a
85°C, na auséncia e presenca de 120 mM de KCI. O cloreto de sédio foi escolhido
por ser o sal utilizado para obtencdo das carragenanas pelo método original

(processo geleificante).

3.5.3. PREPARO DAS MISTURAS DE POLISSACARIDEOS

Em todas as analises as concentracdes utilizadas foram: galactana (5 g/L) e
amidos (20g/L). As amostras foram preparadas em volume final de 10 ml, para as
concentracdes desejadas foram adicionadas 50 mg da galactana e 200 mg do
amido. A galactana foi solubilizada em agua (10 ml) sob dispersdo mecanica a
25°C durante 30 minutos. Posteriormente o amido foi dissolvido na solucao de
galactana e o sistema mantido sob agitacao (dispersdo mecanica) a 25°C durante
1 hora. Em seguida, as misturas foram autoclavadas durante 30 minutos. As
misturas obtidas apds refrigeracédo a 4°C por 18 horas foram analisadas.

Somente com o amido de cara foi avaliada a influéncia da galactana em
funcdo da (i) presenca de sal (KCI) e (ii) da temperatura (pré-aquecimento =

dispersao mecanica a 85 °C).
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Dispersao mecanica a 25°C sem KCI 120 mM: ja citado anteriormente.

(i) Dispersao mecéanica a 25°C com KCl 120 mM: o modo de preparo é o
mesmo com a excecgao de que a galactana foi solubilizada em solugao de KCI 120
mM sob dispersao mecéanica a 25°C durante 30 minutos. Posteriormente o amido
foi adicionado e o sistema mantido sob agitacdo a mesma temperatura durante 1
hora. Em seguida as misturas foram autoclavadas durante 30 minutos. A mistura
obtida apds refrigeracdo a 4°C por 18 horas foi analisada

(ii) Dispersdao mecanica a 85°C sem KCl 120 mM: o amido de cara foi
adicionado a galactana, previamente dissolvida em solugdo aquosa por 30
minutos. A mistura foi mantida sob dispersdo mecanica em banho maria a 85°C
por 1 hora seguido de autoclavagdo por 30 minutos e refrigeracdo durante 14
horas.

(ii e i) Dispersao a 85°C com KCI 120 mM: o processo € o0 mesmo descrito
acima, porém a galactana foi previamente dissolvida em solucao de KCI 120 mM

por 30 minutos.
3.5.4. ANALISES EM SISTEMA DINAMICO

As amostras foram preparadas conforme descrito no item 3.5.1 e as
medidas em sistema dinamico foram realizadas em redmetro oscilatério HAAKE,
modelo RS 75, utilizando sistema peltier para controle de temperatura. Os

sensores coneplaca C60/2° Ti e pp 35/Ti foram utilizados nas analises.

3.5.5. DETERMINACAO DO COMPORTAMENTO VISCOELASTICO
LINEAR

O comportamento viscoelastico linear foi determinado utilizando-se tensées
de 0,01 a 10 Pa, em freqUéncias fixas de 0,01 e 10 Hz. O comportamento
viscoelastico foi determinado onde o médulo elastico (G’) foi constante em funcao
da tensé&o fornecida, e com baixos valores de deformacao (+/- 10%).
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3.5.6. VARREDURA DE FREQUENCIA EM SISTEMA VISCOELASTICO
LINEAR

Foram realizados experimentos utilizando-se deformacéo constante de 1%,
referente a regido de comportamento viscoelastico linear, e freqiéncias variaveis
de 0,05 a 10 Hz. Nessas condicbes a resposta elastica (G’) e viscosa (G”), assim

*

como a viscosidade dindmica (n ) foram avaliadas.
3.5.7. VARREDURA DE TEMPERATURA

Nas andlises de variacao de temperatura foi utilizado o sistema “Peltier”.
Sobre a placa foi utilizada também uma camada de éleo para minimizar o efeito da
evaporacao do solvente, durante os ciclos de temperatura.

Foram realizadas duas rampas de temperatura (aquecimento e
resfriamento). A variagdo de temperatura foi de 5°C a 85°C com variagdo de
0,066°C por segundo, em frequéncia de 1 Hz e deformacao de 1%. Foi avaliada a
temperatura de fusdo da galactana, influéncia da variacdo de temperatura no

processo de histerese e estabilidade térmica das pastas.

3.5.8. TESTE DE INCHAMENTO DO GEL — SWEELLING

As pastas de (YS 25g/L) e 1-CAR (5¢g/L) — YS (20 g/L) foram secas (em
forma de disco), devidamente pesadas e transferidas para um banho a 25°C. O
peso das amostras hidratadas foi determinado ap6s 15 min. Depois desse tempo
nenhuma diferenca no peso foi observada. O peso dos géis hidratados foi
calculado subtraindo o peso do material seco do peso total (POLNOK et al., 2004).
O experimento foi repetido trés vezes. A taxa de inchamento (Q) foi definida como:

Q=W5'Wd

Wy
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Onde:
W; é o peso do material hidratado

W4 € 0 peso do material seco

3.6. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIHERPETICA E ANTIDENGUE DAS
GALACTANAS DE M. gelidium e G. griffithsiae

Os experimentos de atividade antiviral apresentados neste trabalho foram
realizados no laboratério de Virologia do Departamento de Quimica Biolégica da
Universidade de Buenos Aires (Argentina) pelo grupo da Dr®. Elsa B. Damonte. O
grupo de Quimica de Carboidratos de algas marinhas da UFPR mantém
colaboragao cientifica com o grupo da Dr. Elsa B. Damonte fornecendo amostras
de carboidratos sulfatados com o intuito de associar os resultados de atividade

antiviral com os dados estruturais.

3.6.1. CELULAS UTILIZADAS

As células utilizadas para os ensaios antivirais foram as células Vero [(linha
de células de rim de macaco verde africano (Cercopithecus aethiops)], crescidas
em meio essencial minimo de Eagle (MEM) suplementado com 5% (v/v) de soro
bovino fetal e para o meio de manutencdo (MM) a concentracdo de soro bovino
fetal foi reduzida para 1,5%. A linha celular C6/36 HT do mosquito Aedes
albopictus (adaptada para crescimento a 33 °C) foi fornecida pelo Instituto
Nacional de Enfermedades Virales Humanas (INEVH) Dr. J. Maiztegui
(Pergamino, Argentina), crescida em meio L-15 (Leibovitz) suplementado com
0,3% de triptose fosfato, 0,02% de glutamina, 1% de MEM (solucdo de
aminoacidos nao-essenciais) € 5% de soro bovino fetal. A linhagem de células de
fibroblastos humano (PH) foi fornecida pelo (CEMIC, Buenos Aires, Argentina) e

propagada em meio MEM suplementado com 10% de soro bovino fetal. A linha de
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células de hepatoma HepG2 foi fornecida pela Catedra de Virologia, Facultad de
Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires (Buenos Aires, Argentina) e
propagada em meio MEM contendo 0,03% de glutamina, 0,01% de piruvato de
sodio e 10% de soro bovino fetal.

3.6.2. VIRUS UTILIZADOS

Os virus HSV-1 cepa F e HSV-2 cepa G foram obtidos da American Type
Culture Collection (Rockiville, USA) e utilizados como cepas de referéncia. A cepa
B2006 é um HSV-1 TK' resistente a aciclovir obtida pelo Professor Dr. E. De
Clercq (Intituto Rega, Bélgica). O virus HSV-2 cepa MS foi fornecido pelo Dr. F.
Benencia (Laboratério de Imunoquimica, UBA, Argentina). As variantes (1C3-syn
13-8) e (1C3-syn 14-1) de HSV-1 foram obtidas por passagens seriadas na
presenca de mu/nu-carragenana 1C3 como descrito por CARLUCCI et al. (2002).
Os estoques virais foram propagados e titulados pela formacao de placas virais
em células Vero.

Os virus DENV-1 cepa Hawaii (obtido de INEVH), DENV-2 cepa NGC,
DENV-3 cepa H87 e DENV-4 cepa 8124 foram fornecidos pelo Dr. A.S.

Mistchenko (Hospital de Nifios Dr. Ricardo Gutiérrez, Buenos Aires, Argentina).

3.6.3. POLISSACARIDEOS DE M. gelidium E G. griffithsiae UTILIZADOS
NA AVALIACAO ANTIVIRAL

Da alga M. gelidium foi avaliada a atividade antiviral das fracées
polissacaridicas M1, M3 e M3a e da alga G. griffithsiae foram avaliadas as fracoes
G3, G3S, G3d, G3S-1, G3S-2, G3S-3, G3S-4, G3S-5, G3S-6 e G3S-7. A fragao
G3d foi obtida conforme Figura 48 (pag.145/146). As demais fragcdes analisadas
foram obtidas previamente por FARIA (2002).
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3.6.4. ENSAIO CITOTOXICO

A viabilidade das células Vero frente as galactanas de M. gellidium e G.
griffthsiae foi medida pelo método do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio]. As culturas, em placas de 96 pocgos, foram expostas a
diferentes concentracbes dos polissacarideos (com trés pocos para cada
concentracdo) e incubadas a 37°C por 1 h. Apds este periodo, 10 ul de MM
contendo MTT (concentracéao final 5 ug/mL) foi adicionado em cada pog¢o, sendo
as placas virais incubadas a 37°C. Ap6s 2 h de incubagdo o sobrenadante foi
removido e 200 uL de etanol foi adicionado a cada poco, para solubilizar os
cristais de formazan. ApGs agitacao vigorosa, a absorbancia foi medida em leitor
de microplacas a 595 nm. A concentragdo citotéxica 50% (CCsg) foi calculada
como a concentracdo do polissacarideo necessaria para reduzir a viabilidade
celular em 50% quando comparada ao controle.

3.6.5. FORMACAO DE PLACAS EM CELULAS Vero

Células Vero crescidas em monocamada foram infectadas com diluicdes
seriadas da amostra de virus e mantidas a 37°C por 1 h com agitacéo a cada 20
minutos. Apds adsorgéo, os indculos foram retirados, e as monocamadas cobertas
com meio foram incubadas por 48 h a 37°C, em estufa com ambiente de CO..
Apos este periodo o meio foi removido, as células fixadas com formol 10% durante
15 minutos e as monocamadas foram coradas com cristal violeta 1%, o que

permite contar as placas de lise produzidas pelo virus.

Titulo (UFP/mL) =n/v.d
UFP: unidades formadoras de placas
n: nimero médio de placas

v: volume do inéculo
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d: diluicdo na qual € possivel contar corretamente as placas

Neste ensaio foram também determinados os numeros de placas de lise
produzidos pelo virus nas células Vero na auséncia de qualguer composto,
funcionando como controle negativo. O resultado é dado como unidades
formadoras de placas (UFP). Este resultado € importante uma vez que a atividade
antiviral (determinada posteriormente) expressara a percentagem (em relagédo ao
controle) em que o composto (no caso as galactanas sulfatadas), em uma

determinada concentrac¢do, reduz o numero de placas virais.

3.6.6. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL in vitro

A atividade antiviral das fracdes polissacaridicas foi avaliada in vitro pelo
método de reducdo do numero de placas virais.

Monocamadas confluentes de células Vero crescidas sobre multiplacas de
24 pogos, foram infectadas com aproximadamente 50 UFP (unidades formadoras
de placas) de virus por pogo, na auséncia ou presenca de diferentes
concentragdes das fragbes polissacaridicas. Apds 1h de incubagéo (37°C), os
indculos residuais foram removidos e adicionou-se o MM contendo metilcelulose
(0,7% e 1% para HSV e DENV, respectivamente) e a correspondente dose de
cada polissacarideo. As placas foram incubadas a 37°C por 2 dias (HSV) e por 6 -
12 dias (DENV) de acordo com o sorotipo do virus, em estufa com ambiente de
CO.. Ap6s este periodo o meio foi removido € 0 nimero de placas virais formadas
foi contado como descrito no item 3.6.5. A concentragao inibitéria 50% (ICsp) foi
calculada como a concentracao do polissacarideo necessaria para reduzir 50% da
citopatogenicidade viral quando comparada ao controle. Cada determinacéao foi
executada duas vezes em duplicada.

A atividade contra o virus da dengue também foi avaliada pelo ensaio de
reducao do rendimento viral. Células Vero, HepG2, PH e C6/36 HT crescidas em
placas de 24 pocos foram infectadas com DENV-2 ou DENV-3 a uma
multiplicidade de infeccdo (m o i) de 0,1 na presenca de diferentes concentracdes

73



das fracdes polissacaridicas, dois pog¢os/concentracdo. Apos 48 h de incubacéo a
37°C (Vero, HepG2 e PH) ou 33°C (C6/36HT) o meio foi removido e o rendimento
dos virus foi determinado pela formacéao de placas em células Vero. Os valores de
ICso foram calculados como descrito acima.

Para a determinacgéo do efeito do tempo de incubacéo na atividade antiviral
das galactanas sulfatadas, as células Vero crescidas sobre multiplacas de 24
pocos foram infectadas com 50 UFP de HSV-1 cepa F, em meio MM na presenca
ou na auséncia de diferentes concentracdes de polissacarideo. Apds incubacao de
1 h a 4°C, o meio contendo os virus ndo adsorvidos foram removidos e as culturas
celulares foram lavadas (duas vezes) com PBS. Apé6s adicdo de 0,5 mL de MM
contendo 0,7% de metilcelulose, com ou sem o polissacarideo, as placas foram
incubadas por 48 h a 37°C. Apos este periodo foi realizada a contagem do niimero
de placas virais como descrito no item 3.6.5.

3.6.7. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE VIRUCIDA in vitro

Uma suspensao viral contendo 4 x 10° UFP de HSV-1 cepa F foi incubada
(90 min a 37°C) com igual volume de MM na presenga de diferentes
concentracdes das fracdes polissacaridicas. Como controle foi incubada, nas
mesmas condi¢cdes, a suspensao viral com igual volume de meio MM, porém sem
a presenca das fracées polissacaridicas. As amostras foram entdo diluidas em
MM para determinar a infectividade residual pelo método de formacgéao de placas.
A concentragdo virucida 50% (VCsp) expressa a concentragdo de galactana
requerida para inativar em 50% a carga viral total em relacdo ao controle.
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3.6.8. DETERMINACAO DO TEMPO DE ADICAO DAS FRACOES
POLISSACARIDICAS

Para avaliar o efeito do tempo de adicdo das fragdes polissacaridicas na
sua atividade contra o virus DENV-2, células Vero crescidas em placas de 24
pocos foram infectadas com 100 UFP de DENV-2 em meio MM contendo 20ug/mL
de cada fragdo polissacaridica (tempo zero) ou MM sem fracao polissacaridica.
Ap6s 1 h de adsorcao a 4°C, o meio contendo o virus ndo adsorvido foi removido
e as culturas de células lavadas duas vezes com PBS. Posteriormente o meio MM
com a fracao polissacaridica (20ug/mL) foi adicionado imediatamente (tempo zero
e 1 hora apdés infeccao (pi) ou em varios tempos apos a infecgdo (de2a 10hpi)e
incubado a 37°C até 11 h pi. Neste momento o0s sobrenadantes foram
descartados, as monocamadas de células foram lavadas com PBS e recobertas
com meio MM contendo 1% de metilcelulose. As placas foram contadas 6 dias
apos a infeccao como descrito no item 3.6.5.

3.6.9. ENSAIO DE ADSORCAO VIRAL

As células Vero crescidas em placas de 6 pocos foram infectadas com 500
UFP de DENV-2 na presenca ou auséncia de 20ug/mL das fracdes
polissacaridicas e incubadas durante 0, 15, 30 ou 60 minutos a 4°C. O meio
contendo o virus ndo adsorvido foi removido, as células lavadas com PBS e
recobertas com meio MM contendo 1% de metilcelulose. As placas virais foram
contadas como descrito no ensaio do tempo de adicao.

3.6.10. ENSAIO DE INTERNALIZACAO VIRAL

As células Vero crescidas em placas de 6 pocos foram infectadas com 500
UFP de DENV-2 a 4°C. Apés 1 h de adsorg¢ao viral, os virus ndo adsorvidos foram

removidos, as células lavadas com PBS e incubadas a 37°C na presenca ou
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auséncia de 20ug/mL das fracdes polissacaridicas. Em diferentes tempos apés a
adsorcao (0, 30, 60 e 120 minutos), as células foram lavadas com PBS e tratadas
com 0,1 mL de tampao citrato por 1 min para inativar adsorcdo mas nao a
internalizacdo do virus. As células foram entdo lavadas com PBS e recobertas
com meio MM contento 1% de metilcelulose. As placas foram contadas como

descrito no item 3.6.5.
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4.1. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.1. ANALISES ESTRUTURAIS DOS POLISSACARIDEOS DA ALGA
Meristiella gelidium (J. Agardh)

Como citado anteriormente, da alga M. gelidium (M) (FIGURA 6) foram
obtidas as fragdes polissacaridicas M1 e M2, (extratos a 25 °C) e M3 — M5

(extratos a 100 °C). O fluxograma de extracao esta ilustrado na FIGURA 7.

FIGURA 6. FOTO DA ALGA Meristiella gelidium (J. Agardh)

] B L /
- 7 r .
i/ [ /
/[ ,
( \/ J—
: § U X 30
‘//1/ ' { cm

Merishells

77



FIGURA 7. FLUXOGRAMA DE EXTRAGCAO DOS POLISSACARIDEOS DA

ALGA VERMELHA Meristiella gelidium.

ALGA SECA E MOIDA

Extracdo aquosa 25°C
Centrifugagao

Sobrenandante 1
Etanol (3 vol.)

Extracdo aquosa 25 °C

Residuo 1

Centrifugagao Centrifugagao
Fracdo M1
Residuo 2 Sobrenandante 2

Etanql (3 vol.)

Extracdo aquosa 100°C Centrifugagao
Centrifugacéao _

Fragdo M2
Residuo 3

Sobrenandante 3

Extragdo aquosa 100°C
Centrifugacéo

Etanol (3 vol.)
Centrifugagao

Fracao M3

Residuo 4

Sobrenandante 4

Etanol (3 vol.)

Extracdo aquosa 100°C Centrifugacéo
Centrifugacéao
Fracao M4
. Sobrenandante 5
Residuo 5
Etanol (3 vol.)
Centrifugagao
Fracdo M5

78




Os polissacarideos soluveis em meio aquoso de M. gelidium (M1-M5)
representaram aproximadamente 50% do material inicial. Esquema de extragédo
semelhante foi utilizado para outras algas da familia Solieriaceae ricas em
carragenanas Eucheuma spinosum, E. cottonii, e para as algas da familia
Gigartinaceae, Chondrus crispus e Gigartina stellata (BELLION e BRIGAND,
1983). CHIOVITTI et al. (1997) utilizaram somente extracdo a quente (120°C, 2h)
para extrair os polissacarideos de algas do género Callophycus (Solieriaceae),
porém nessas condicdes o rendimento permaneceu entre 11-26%.

As analises quimicas demonstram que todas as fracées brutas M1-M5 sao
sulfatadas, e os primeiros trés extratos obtidos apresentaram semelhante e alta
percentagem deste substituinte (29,5-33,1%). Proteina também foi encontrada em
todos os extratos, em menor percentagem na fragdo M3 (TABELA 8).

TABELA 8. RENDIMENTO E ANALISE QUIMICA DAS FRAGOES BRUTAS
EXTRAIDAS DA ALGA VERMELHA Meristiella gelidium.

Fracdo Rendimento  Proteina  Carboidrato Sulfato [a]o
(%)2 (%) (%) (Na SO,) ©)
(%)
M1° 12,0 16,6 23,3 29,5 +48
M2° 6,2 14,9 25,3 32,3 +36
M3° 25,3 8,3 40,0 33,1 +25
M4° 3,0 19,1 46,8 20,0 +50
M5°¢ 1,0 19,7 66,1 11,3 +61

# = rendimento em percentagem relativo a alga seca e moida.
°~ M1 e M2, fracdes obtidas por extracdo aquosa a temperatura de 25°C.

¢ =M3, M4 e M5, fracdes obtidas por extracdo aquosa a temperatura de 100°C.
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A grande maioria das espécies de algas pertencentes a ordem Gigartinales
sdo conhecidas como produtoras de carragenanas, em particular as algas da
familia Solieriaceae que sao ricas fontes desses polimeros, como a alga
Kappaphycus alvarezii, da qual é obtida a kappa-carragenana e a alga Eucheuma
denticulatum, que produz majoritariamente iota-carragenana (DOTY, 1988). Como
demonstrado na TABELA 8 todas as fragdes polissacaridicas brutas apresentaram
rotacdo Optica positiva (+25° a +61°), sugerindo a presenca predominante de
carragenanas, uma vez que rotacao Optica positiva é indicativo de unidades
pertencentes a série estereoquimica D.

Utilizando hidrélise redutiva descrita por STEVENSON e FURNEAUX
(1991), essas fracdbes foram analisadas quanto a sua composicao
monossacaridica sendo possivel quantificar conjuntamente por anédlise de CG as
unidades de  anidrogalactose  (3,6-anidrogalactose e = 2-O-metil-3,6-
anidrogalactose) além das outras unidades monossacaridicas (TABELA 9). As trés
primeiras fracées brutas (M1, M2 e M3) foram muito semelhantes quanto a sua
composicdo monossacaridica. Elas apresentaram galactose (Gal) (46,0-57,0%),
como principal monossacarideo além de 3,6-anidrogalactose (AG) (24,0-37,0%) e
menores quantidades de 6-O-metilgalactose (6Gal) (3,0—4,0%) e xilose (Xyl) (3,0—
1,0%).

TABELA 9. COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES BRUTAS OBTIDAS
DA ALGA VERMELHA Meristiella gelidium.

Fracao Composicao monossacaridica (mol%)’

Gal AG 6Gal Xyl Glc
M1 57,0 26,0 4,0 3,0 10,0
M2 66,0 24,0 3,0 1,0 6,0
M3 46,0 37,0 4,0 1,0 11,0
M4 35,0 9,0 3,0 2,0 51,0
M5 13,0 2,0 - 1,0 84,0

" Monossocarideos quantificados em mols%, na forma de acetados de alditdis, por CG-EM
(STEVENSON & FURNEAUX, 1991).
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Os extratos brutos de M. gelidium, M4 e M5 apresentaram significativo teor
de glucose (TABELA 9). A presenca deste monossacarideo € geralmente
proveniente da contaminacao do polissacarideo de reserva das algas vermelhas
(amido das florideas) (USOV, 1992).

O espectro de RMN de ®*C da fragdo M5 demonstrado na Figura 8,
apresentou sinais em 100,1; 71,4; 73,4; 78,0; 71,7 e 60,7 ppm, caracteristicos
desta glucana de reserva das algas vermelhas, o que esta de acordo com a sua
composi¢ado monossacaridica (TABELA 9). Apesar dos valores mais elevados de
glucose (10,0 e 11,0%) nas fracoes M1 e M3, comparada a M2, o espectro de
RMN de carbono 13 dessas fracoes (FIGURA 9) ndo apresentaram os sinais
correspondentes aos C1 — C6 das unidades de a-D-glucose (1—4)-O-substituidas
(CHIOVITTI et al., 1998a).

FIGURA 8. ESPECTRO DE RMN DE *C DA FRAGAO M5 DE M. gelidium.
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Analise realizada a 50 °C em D,0O, concentracdo da amostra 25 mg./mL.

Apesar dos baixos conteudos de galactose mono-O-metilada, a presenca
deste monossacarideo ja foi utilizada como critério quimiotaxondmico para

classificacao das algas dentro da familia Solieriaceae.
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Os primeiros relatos de unidades de galactose monometilada foram
descritos nas algas vermelhas E. spinosum (BELLION et al., 1983) e em algas do
género Erythroclonium, (6-O-metilgalactose; 16,0—24,0 mol%). Em trés espécies
do género Erythroclonium, foram isoladas fracées polissacaridicas de
carragenanas com caracteristicas estruturais complexas: uma alfa/iota-
carragenana hibrida com altos conteudos de metilacao em C-6, menores
proporcoes de piruvatacao e metilagao em C-3 (CHIOVITTI et al., 1998b).

O espectro de RMN de '°C das primeiras trés fracées obtidas é muito
semelhante. Na Figura 9 estdo demonstrados os espectros de RMN de '°C das
fracbes brutas M1-M3. Baseado em diversos trabalhos anteriores, (USOV e
SHASHKOV, 1985; FURNEAUX e MILLER, 1986; ESTEVEZ et al., 2000;
ESTEVEZ et al., 2001), foi possivel identificar que os deslocamentos especificos
dos carbonos anoméricos correspondem a diade P-D-galactose 4-O-sulfatada
ligada & 3,6-anidro-a-D-galactose 2-O-sulfatada. A espectroscopia de RMN de '*C,
em conjunto com a analise de rotagcdo Optica e composicdo monossacaridica,
demonstraram que os extratos M1, M2 e M3 sao constituidos principalmente por

iota-carragenana.
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FIGURA 9. ESPECTROS DE RMN DE *C DAS FRACOES BRUTAS M1 (A), M2 (B) E
M3 (C) DE M. gelidium.
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Analises realizadas a 50 °C em D,O, concentracdo das amostras 40, 45 e 30 mg/mL,

respectivamente.
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As fracdes brutas (M1-M5) também foram submetidas a analise de FT-IR.
Os espectros obtidos apresentaram bandas de absor¢ao que confirmam os dados
de RMN de '® C. Os espectros de FT-IR apresentaram bandas em 1260 cm™ (S=0O
de grupos sulfato) e na regido diagnéstico (940-800 cm™) em 931 cm™ (C-O-C de
3,6-anidrogalactose), 847 cm™ (C-O-S de sulfato axial no C-4 das unidades de -
D-galactose) e 805 cm™ (sulfato em C-2 nas unidades de 3,6-anidrogalactose)
(STANCIOFF e STANLEY, 1969; CRAIGIE e LEIGH, 1978; BELLION et al., 1983)
(FIGURA 10). Essas bandas estao presentes com maior intensidade nas fragbes

M1, M2 e M3, haja vista que M4 e M5 sao constituidas principalmente por glucose.

FIGURA 10. ESPECTROS DE INFRAVERMELHO DAS FRACOES BRUTAS (M1-M5)
EXTRAIDAS DE ALGA VERMELHA M. gelidium.
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Para verificar a homogeneidade, as fracbes M1, M2 e M3 foram analisados
por cromatografia de gel permeacao utilizando como detectores o espalhamento
de luz e o indice de refracédo. A analise de HPSEC-MALLS (FIGURA 11) mostra os
perfis de eluicdo das fracbes M1 e M3. A fracdo M2 apresentou um perfil de
eluicdo muito semelhante ao da fracdo M3. Por meio dessa analise foi possivel
constatar que nenhuma das fracGes estava homogénea. Dentre as fracdes

analisadas M1 apresentou perfil de eluicdo menos heterogéneo.

FIGURA 11. ANALISES DE HOMOGENEIDADE DAS FRACOES M1 (A) e M3 (B) POR
CROMATOGRAFIA DE GEL PERMEAGAO (HPSEC-MALLS).
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Visando purificar as fragdes M1 — M3, elas foram submetidas a precipitacdo
fracionada com KCI. Este processo baseia-se na propriedade apresentada pelas
carragenanas de geleificarem na presenca de cations, como o ion potassio. Esta
geleificacdo € dependente do teor de unidades 3,6-anidrogalactose e de grupos
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sulfato presentes na molécula (CEREZO, 1967; NOSEDA, 1994; USOV, 1998).
Carragenanas com maiores teores de 3,6-anidrogalactose e menores teores de
grupos sulfato tendem a geleificar em menores concentracdes de potassio. Apds o
tratamento das fracbes M1 — M3 foram obtidas as subfragdes precipitadas M1a,
M2a, M2b e M3a e as respectivas subfracdes soluveis em KCI 2,0M: M1S, M2S e
M3S (FIGURA 12).

FIGURA 12. FLUXOGRAMA (A) FRACIONAMENTO COM KCI; (B)
PURIFICACAO POR CROMOTOGRAFIA DE TROCA IONICA DAS FRAGCOES
DE M. gelidium.

(A)
Fracdes M1, M2 e M3
Soluveis em KCI Precipitagdo com KCI (M)

Fragdes M1S, M2S e M3S Fragdes: M1a (1,4—-1,5M)
M2a (0,1 - 0,2 M)
M2b (1,0-1,2 M)

(B) M3a (0.75 - 1.0 M)

Fracao M3S
Fragbes: M3S-1; M3S-2; M3S-3; M3S-4; M3S-5; M3S-6

Eluentes: agua NaCl 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 2,0M
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Os extratos brutos M1, M2 e M3 foram solubilizados em agua destilada na
concentracdo 0,25 g% 0,20 g% e 0,25 g%, respectivamente e submetidos a
fracionamento com KCI, com aumento gradual de sal até a concentragao de 2,0M.
Esta metodologia foi inicialmente descrita por CEREZO (1967) onde da alga
vermelha Gigartina skottsbergii (ordem Gigartinales), foi possivel realizar o
fracionamento de um sistema de galactanas isolando diversas fragcdes
precipitadas em diferentes concentracoes de KCI.

Na Tabela 10 estdo demonstradas as faixas de fracionamento, teores de
grupos sulfato, proteinas e carboidratos, rendimentos e rotagdo éptica especifica
das subfracdes obtidas apd6s este fracionamento.

TABELA 10. FAIXA DE FRACIONAMENTO, RENDIMENTO E ANALISES QUIMICAS
DAS SUBFRAGOES DE M1, M2 E M3 OBTIDAS APOS FRACIONAMENTO COM KCl.

Fragéo Faixa de Rendimento  Sulfato  Carboidrato Proteina  [o]p
Fracionamento (%)? NaSO; (%) (%) ©)
KCI (M) (%)
Mia 1,4-1,5 76,0 24,0 58,0 4,0 +64
M1S 2,0° 14,0 13,0 46,0 2,0 +22
M2a 0,1-0,2 7,0 nd 64,0 3,0 nd
M2b 1,0-1,2 79,0 25,0 54,0 6,0 +56
M2S 2,0° 8,0 18,0 47,0 7,0 -38
M3a 0,75-1,0 62,0 29,0 43,0 9,0 +51
M3S 2,0° 11,0 13,0 70,0 10,0  +47

= em relagdo ao material inicial (M1, M2 e M3).

® = frages solGveis em KCI 2,0 M.

nd = nao determinado.

E possivel observar que os extratos brutos M1, M2 e M3 sdo constituidos
na sua maioria por galactanas geleificantes, uma vez que as fracbes precipitadas
correspondem a 76,0, 86,0, 62,0% do material inicial, respectivamente. As fracdes
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soluveis apresentaram menores conteudos de grupos sulfato (13,0-18,0%)
quando comparadas com as fragdes precipitadas. O elevado teor de grupos
sulfato (24,0-29,0%) encontrado nas fragdes precipitadas esta de acordo com
teores relatados (28,0-32,0%) para polissacarideos do género Meristiella (SAITO
e OLIVEIRA, 1990).

No que diz respeito a quantidade de proteinas, a concentracdo nos extratos
brutos (TABELA 8, pag, 78) pode estar superestimada pela presenca de outros
compostos (por ex.: fendlicos) os quais podem interferir na dosagem (SMITH,
1982). Porém, esse processo de purificagcdo possibilitou redugéo significativa no
teor das mesmas.

As principais subfragbes precipitadas M1a, M2b e M3a apresentaram
rotacdo Optica positiva (51 — 64°), o0 que esta de acordo com os valores relatados
para as kappa/iota-carragenanas (56 — 65°) (STORTZ e CEREZO, 1993).

O fracionamento de galactanas com KCI permite separar fracdes
polissacaridicas constituidas majoritariamente de carragenanas geleificantes
(kappa/iota-), das fragbes constituidas das ndo geleificantes (mu/nu- e lambda-
carragenanas), agaranas e galactanas DL-hibridas. O critério para o
fracionamento desses polissacarideos é baseado nas propriedades de formacao
de gel das cadeias regulares de kappa/iota-carragenanas, que, dependendo das
interacdes especificas com o ion potassio, permitem a precipitacdo dessas
galactanas, enquanto as cadeias mu/nu-carragenanas permanecem sollveis,
juntamente com as agaranas e as galactanas DL-hibridas.

A estrutura primaria das lambda-carragenanas (G2S — D2S,6S) assim
como as mu/nu-carragenanas (G4S — D2S,6S) determina que estas apresentem
uma estrutura secundaria na qual as cadeias nado formam hélices encontrando-se
estendidas (tipo fita) com alguns dobramentos de um lado ao outro. Estas cadeias
se repelem devido a alta densidade de cargas negativas dos grupos sulfato
(REES, 1977). Por esta razdo essas carragenanas necessitam de alta
concentracdo de ions K* (alta forga i6nica) para diminuir a repulsdo das cargas
negativas e permitir a formacao de zonas de juncao e agregados que possibilitam

a geleificacdo. Essas carragenanas podem precipitar com altas concentracdes de
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KCI ou podem permanecer soluveis em KCI. De acordo com a definicdo de SMITH
e COOK (1953) as lambda-carragenanas foram consideradas polissacarideos que
nao apresentavam a propriedade de formar géis, permanecendo sollveis em
solucao de KCI.

STORTZ e CEREZO (1988) isolaram da alga Iridaea undulosa uma
fracdo, precipitada com altas molaridades de KClI, constituida de lambda- (~80%) e
mu/nu-carragenana (~20%) que coprecipitaram com a mesma concentracdo de
KCI.

Posteriormente em um estudo mais detalhado esta metodologia foi
novamente aplicada por STORZ e CEREZO, (1993) para fracionar o sistema de
carragenanas dos estagios cistocarpicos e tetraspoéricos da alga Iridaea undulosa.
Foi demonstrado que o sistema cistocarpico € composto de quantidades similares
das geleificantes kappa/iota-carragenanas, e da soluvel, parcialmente ciclizada
mu/nu-carragenana. O sistema tetrasporico é composto principalmente pela
lambda-carragenana, mas também apresenta pequenas proporcoes de galactana
sulfatada contendo L-galactose.

Fracbes contendo L-galactose também foram isoladas de amostras
cistocarpicas da alga Gigartina skottsbergii, apés a realizagdo de tratamento
alcalino e posterior fracionamento com KCI de ambas a kappa/iota-carragenana e
a parcilamente ciclizada mu/nu-carragenanas (CIANCIA et al., 1997).

Com relacao aos polissacarideos de M. gelidium, o fracionamento com KCI
foi muito eficiente no que diz respeito a separacao de subfracbes homogéneas,
confirmando sua eficacia na separagao de carragenanas. A homogeneidade das
principais subfragdes precipitadas (M1a, M2b e M3a) foi avaliada por HPSEC-
MALLS e observou-se um Unico pico nos seus cromatogramas, confirmando a
homogeneidade das mesmas. Com base no dn/dc, essas fracbes apresentaram
massa molar média M1a (425.600 g/mol), M2b (950.800 g/mol) e M3a (956.700

g/mol). Na Figura 13 esta demonstrado o cromatograma da subfracdo M3a.
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FIGURA 13. ANALISE DE HOMOGENEIDADE DA SUBFRAGCAO M3a HPSEC-MALLS.
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As andlises de composigcao monossacaridica (TABELA 11) demonstraram
que as subfracdes precipitadas, foram muito semelhantes, com excecdo da
subfracdo M2a. Galactose e 3,6-anidrogalactose foram o0s monossacarideos
dominantes, representando 92,0-98,0% do total dos monossacarideos presentes
nestas fragdes. Menores teores de 6-O-metilgalactose (5,0-6,0%) e glucose (2,0—
3,0%) estavam presentes ndo em todas as fracoes.

Embora o amido das florideas seja soluvel em agua, segundo VAN DE
VELDE et al. (2002), este polimero pode acompanhar as galactanas do tipo
carragenana tanto no processo de extragdo como nos passos de precipitacdo. A
subfracio M2a é constituida majoritariamente por glucose (47,0%)
correspondendo ao polissacarideo de reserva das algas vermelhas (amido das
florideas). Em alguns estudos (FARIA, 2002; ZIBETTI, 2001) este polissacarideo
também foi precipitado em baixas molaridades de KCI. A analise de RMN de '*C
desta fragcdo (dado ndo mostrado) demonstrou a presenca dos sinais
caracteristicos da a-D-glucopiranose C1-C6: 100,2; 72,2; 73,9; 78,0; 71,9 e 61,3
ppm (CHIOVITTI et al, 1998).

Em relacdo as fracdes soluveis, estas apresentaram composicao
monossacaridica distinta das precipitadas (TABELA 11), apresentando

significativamente menores quantidades do derivado 3,6-anidrogalactose (AG)
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(3,0-7,0%) e baixa percentagem (2,0%) de unidades de galactose naturalmente 4-
O-metiladas (fracoes M1S e M3S). Destaca-se a grande quantidade de glucose

presente na fracdo M3S, a qual pode ser proveniente do amido das florideas.

TABELA 11. COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS SUBFRACOES OBTIDAS
APOS FRACIONAMENTO COM KCI E TRATAMENTO ALCALINO.

Fracéao Composicao monossacaridica (mol%)’

Gal AG 4Gal 6Gal Xyl Glc
M1ia 51,0 41,0 - 5,0 - 3,0
Mia-T 47,0 45,0 - 4,0 - 3,0
M1S 73,0 7,0 2,0 2,0 5,0 11,0
M2a 28,0 15,0 - 8,0 2,0 47,0
M2b 55,0 37,0 - 6,0 - 2,0
M2S 86,0 3,0 - 2,0 3,0 6,0
M3a 53,0 41,0 - 6,0 - -
M3a-T 50,0 44,0 - 6,0 - -
M3S 45,0 3,0 2,0 - 7,0 43,0

" Monossocarideos quantificados em mols%, na forma de acetados de alditdis, por CG-EM
(STEVENSON e FURNEAUX, 1991).

Os espectros de RMN de '°C das fragdes M1a, M2b e M3a foram muito
semelhantes e apresentaram os sinais anoméricos em 101,8 e 91,6 ppm
correspondentes as unidades G4S ligadas a DA2S (iota-carragenana) (USQV e
SHASHKQOV, 1985). Os espectros dessas fracbes também apresentaram com
menor intensidade os sinais 104,6 e 97,7 e 95,0 ppm, atribuidos as diades da nu-
carragenana (G4S-D2S,6S) (STORTZ et al., 1994) e kappa-carragenana (G4S-
DA) (USOV e SHASHKOV, 1985). Na Tabela 12 estdo descritos os
assinalamentos das principais diades presentes nas fracoes M1a, M2b e M3a.
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TABELA 12. ASSINALAMENTOS DAS PRINCIPAIS DIADES PRESENTES NAS FRAGOES Mia, M2b e M3a OBTIDAS ATRAVES
FRACIONAMENTO COM KCI DE M. gelidium.

Fracdo Carrageenana 3-O-ligadas 4-O-ligadas

Unidade A Unidade B C-1 c2 C3 C4 GC5 C-6 C-1 C-2 C-3 C4 C5 C-6
Mia iota® G4S D2S 101,8 69,0 76,7 71,8 744 609 91,6 74,6 775 779 76,4 69,0
kappa® G4S DA 101,8 69,0 73,5 60,9 95,1 79,1 76,7 69,4

nu® G4S D2S,6S 104,6 79,9 746 60,9 97,9 67,8 67,6
M2b lota G4S D2S 101,8 69,0 76,6 71,7 74,5 60,9 91,7 74,5 77,4 778 76,7 69,0
Kappa G4S DA 101,8 68,8 78,3 743 60,9 95,0 79,2 76,7 69,7

nu G4S D2S,6S 104,6 69,9 743 60,9 97,7 676 782 67,6
M3a lota G4S D2S 101,8 69,0 76,6 71,7 74,5 60,9 91,7 74,5 775 778 76,6 69,0
Kappa G4S DA 101,8 68,8 78,3 743 60,6 95,3 79,2 76,7 69,7

Nu G4S D2S,6S 104,6 69,9 79,9 743 60,9 97,7 75,1 676 782 67,6

 De acordo com USOV e SHASHKOV, (1985)

® De acordo com STORTZ et al. (1994).
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Os espectros de FT-IR das fracées (M1a, M2b e M3a) foram muito similares
entre si e com os das fragdes brutas que as originou (M1, M2 e M3) (FIGURA 10,
pag. 83). Apresentaram intensa banda de absorcdo em 1260 cm™ indicativa da
presenca de éster sulfato, o que estd de acordo com o teor destes grupos
determinado fotocolorimetricamente (TABELA 10). Também estdo presentes
bandas diagnéstico em 848-847 cm™' caracteristicas de éster sulfato axial
localizados em O-4 das unidades B-D-galactopiranosil, 805 cm™ correspondentes a
éster sulfato axial localizados em O-2 das unidades 3,6-anidrogalactopiranosil e a
banda em 931 cm, devido & presenca deste anidroagicar (STANCIOFF e
STANLEY, 1969; CRAIGIE e LEIGH, 1978).

Com o objetivo de determinar a percentagem de unidades precursoras
presentes, (o-D-galactose 2,6-sulfato e/ou a-D-galactose 6-sulfato), as fracdes
Mia e M3a foram submetidas ao tratamento alcalino (CIANCIA et al., 1993)
originando as fragcbes M1a-T e M3a-T, respectivamente. A analise de composicao
monossacaridica demonstrou que estes polissacarideos  modificados
apresentaram aumento das unidades 3,6-anidro-o-D-galactose (~ 5% e ~ 3%,
respectivamente) com a concomitante diminuicdo da quantidade de galactose
(TABELA 11).

Os espectros das fragcbes modificadas M1a-T e M3a-T apresentaram
somente sinais de iota-carragenana com os deslocamentos quimicos C1-C6 de
G4S:101,8, 69,0, 76,7, 71,8, 74,4, 60,9 ppm e C1-C6 de DA2S: 91,6; 74,6; 77,5;
77,9;76,4; 69,0 ppm (USOV e SHASHKQOV, 1985).

Para determinar a percentagem das unidades correspondentes a iota-
kappa- e nu-carragenanas, as fragdes M1a e M3a foram submetidas a andlise de
metilacdo conforme o método descrito por CIUCANU e KEREK (1984).
Previamente as galactanas foram tratadas com trietilamina (STEVENSON e
FURNEAUX, 1991), com a finalidade de se obter os respectivos polissacarideos
na forma de sal de trietlaménio, os quais sdo soluveis no solvente (DMSO)
utilizado no processo de metilacéao.
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Os resultados das analises de metilacao estdo mostrados na Tabela 13. Os
principais derivados metilados obtidos foram 2,6-di-O-metil-galactose e o derivado
3,6-anidrogalactose. Eles indicam que as unidades 3-O-ligadas f-D-
galactopiranosil estdo principalmente 4-O-sulfatadas e as unidades 4-O-ligadas
anidrogalactopiranosil estdo principalmente 2-O-sulfatadas. Estes resultados estédo
de acordo com os dados obtidos de FT-IR e RMN de '3C, confirmando que as
diades de iota-carragenana sao as principais estruturas dissacaridicas repetitivas
presentes nessas fracoes. A presenca do derivado 3-mono-O-metilgalactitol (4 e 3
mol%, respectivamente) demonstrou que estas fracbes também contém as
unidades precursoras da iota-carragenana (D2S,6S). Estas percentagens estao de
acordo com o aumento das unidades de 3,6-anidrogalactose apo6s tratamento
alcalino (TABELA 11). Este resultado demonstra também que a condigéo alcalina
utilizada durante o processo de metilacdo ndo ocasionou a ciclizacdo das
unidades precursoras.
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TABELA 13. ANALISES DE METILAGAO DAS FRACOES M1a E M3a DE M. gelidium.

Derivado metilado®  Frag&o (mol%) Padréo de substituigao®

Mia M3a
3-O-ligados
2,4,6-Gal 2,0 (0,51)° 2,0 (0,51)° G e/ou G6M
2,6-Gal 47,0 (0,60) 46,0 (0,60) G4S + G6M,4S
4-O-ligados
2,3,6-Gal 2,0 (0,52) 1,0 (0,52) D
3-Gal 4,0 (0,95) 3,0 (0,95) D2S,6S
2-AGal 2,0 (0,47) 2,0 (0,47) DA
AGal 42,0 (0,61) 42,0 (0,61) DA2S
3 e/ou 4-O-ligados
2-Gal 1,0 (0,83) 3,0 (0,83) G4S,6S e/ou D3S,6S
6-Gal - 1,0 (0,76) G2S,4S (6M) e/ou

D2S,3S (6M)

# = Mol % dos monossacarideos contendo grupos metil nas posicdes indicadas.
b Retencéo relativa a galactose.
¢ = Nomenclatura segundo KNUTSEN et al. (1994).

As carragenanas M1a e M3a, contém ainda menores quantidades de 2,4,6-
Gal e 2,3,6-Gal correspondente as unidades 3-O- e 4-O-ligadas nao sulfatadas,
respectivamente. Adicionalmente, os derivados 2-Gal e 6-Gal foram detectados
(TABELA 13) e poderiam ser originados da presenca de unidades desviantes no
polimero, ou alternativamente poderiam ser provenientes de submetilagéo.
Resultados semelhantes foram descritos recentemente por VIANA et al. em
2004 para a iota/nu-carragenana isolada da alga vermelha Eucheuma
denticulatum. Além da iota-carragenana e dos seus precursores biologicos, a
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analise de metilacdo demonstrou que estas fragdes contém pequenas
percentagens (~ 2 mol%) de 2AGal que poderia ser proveniente da presenca de
estruturas de kappa-carragenana. Esses resultados demonstram a presencga de
unidades desviantes comumente encontradas em carragenanas, uma vez que
estruturas “ideais repetitivas” de carragenanas nao existem.

Portanto, o conjunto de andlises quimicas, cromatogréaficas e espectroscopicas
demonstraram que as carragenanas precipitadas com KCI da alga vermelha M.
gelidium sao constituidas por unidades dissacaridicas repetitivas de iota- (80—
90%), nu- (6-8%) e kappa- (4%).

Com relacao as fracoes que permaneceram sollveis em KCI 2M a fracao M3S
foi selecionada para ser estudada neste trabalho. Esta fracao foi avaliada quanto a
sua homogeneidade. O cromatograma (FIGURA 14) demonstrou seu carater
heterogéneo, apresentando-se como uma mistura de componentes com diferentes

massas molares, observado pelo perfil no detector de indice de refracao.

FIGURA 14. ANALISE DE HOMOGENEIDADE DA SUBFRAGCAO M3S POR
CROMATOGRAFIA DE GEL PERMEAGAO (HPSEC).
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O espectro de RMN de '3C da fracdo M3S apresentou baixa resolugédo e
alta complexidade. Na regido anomérica estdo presentes o sinal em 103,7 ppm,
que pode corresponder as unidades de PB-D-xilose (X) substituindo o C-6 das
unidades P-D-galactose (FURNEAUX et al., 1990) e o sinal em 101,7 ppm,
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indicativo de unidades B-D-galactose 2-O-sulfatadas (G2S) (MILLER et al., 1996).
Este espectro ainda apresenta um sinal largo em 100,0 ppm, referente a
sobreposicao de C-1 de a-L-galactose (LAHAYE et al., 1989) e C-1 de unidades a-
D-glucopiranose (4-O-ligadas), correspondente ao amido das florideas (FALSHAW
et al.,, 1998), 0 que esta de acordo com a alta percentagem de glucose (43,0

mol%) na composicado monossacaridica dessa fracao (TABELA 11, pag. 90).

FIGURA 15. ESPECTRO DE RMN DE *C DA FRACAO M3S SOLUVEL EM KCI 2M DE
M. gelidium.

Analise realizada a 70 °C em D,0, concentra¢do da amostra 40 mg/mL.

Com a finalidade de fracionar os polissacarideos presentes na fracdo M3S
foi utilizada cromatografia de troca-ibnica em DEAE-Sephacel. Desse
fracionamento foram obtidas as fracbes M3S-1, M3S-2, M3S-3, M3S-4, M3S-5 e
M3S-6, as quais foram eluidas com agua e solucoées de NaCl 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 e
2,0M, respectivamente conforme descrito na Figura 12B (pag. 85).

A Tabela 14 demonstra que este processo de purificacdo permitiu a
separacdo de diferentes fragbes, com rotagcdo O&ptica especifica negativa,

indicativo da presenca de agaranas.
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TABELA 14. RENDIMENTO E COMPOSICAO QUIMICA DAS FRAGOES OBTIDAS DA
COLUNA DE TROCA IONICA DEAE-SEPHACEL A PARTIR DA FRAGAO M3S.

Fracdo Rendimento®  Proteina Carboidrato Sulfato [alo
(%) (%) (%) NaSO; (%) ©)
M3S-1 6.8 0.4 78,9 nd nd
M3S-2 8,5 53 34,5 3,2 -69°
M3S-3 13,7 2,2 69,1 16,5 -42°
M3S-4 12,5 2,4 48,2 20,6 -61°
M3S-5 10,7 0,2 29,7 11,4 -22°
M3S-6 5,6 1,9 10,3 6,1 n.d

# = rendimento em percentagem relativo a fragdo M3S submetida a cromatografia de troca idnica.

n.d = nao determinado

Observa-se que na fracdo M3S-1 (eluida com agua), grande parte da
contaminacao pela glucana de reserva presente na fragédo original (M3S) (TABELA
11), foi removida. As demais fragées sdo constituidas principalmente por galactose
(58,7 — 88,3 mol%), e em menores proporcoes estdo presentes galactose mono-
O-metilada, xilose, manose, glucose e 3,6-anidrogalactose (TABELA 15).
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TABELA 15. COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES OBTIDAS POR
CROMATOGRAFIA DE TROCA-IONICA DEAE-SEPHACEL E DAS FRAGOES
DESSULFATADAS M3S-3D E M3S-4D.

Fracéo Composi¢éo monossacaridica (mol%)’

Gal AG 4Gal 6Gal Man Xil Glc
M3S-1 2,4 - - 4,9 2,6 2,2 87,9
M3S-2 63,2 1,7 18,1 - - 9,1 5,4
M3S-3 78,8 - 2,9 - - 16,4 1,9
M3S-3D? 76,6 - 3,1 - - 18,0 2,3
M3S-4 88,3 1,6 - - - 7,9 2,2
M3S-4D? 87,4 1,7 - - - 8,2 2,7
M3S-5 83,7 4,3 - 4,3 1,6 5,1 2,4
M3S-6 58,7 13,1 - 4,9 3,0 54 4,9

" Monossocarideos quantificados em moles%, na forma de acetados de aldit6is, por CG-EM
(STEVENSON e FURNEAUX, 1991).
a = Fragbes dessulfatadas por solvolise (NAGASAWA et al., 1979).

A analise por HPSEC-MALLS das fracées de maior rendimento (M3S-3 e
M3S-4) demonstra o carater homogéneo dessas fracées (dado ndo mostrado) e a
massa molar das fragbes M3S-3 e M3S-4 foi determinada com base no dn/dc =
0,125 e 0,164, respectivamente, apresentando massa molar média 187.100 g/mol
(M3S-3) e 61.430 g/mol (M3S-4).

Com a finalidade de determinar a estrutura quimica fina e o posicionamento
dos grupos substituintes no polissacarideo, a galactana M3S-3 foi submetida a
analise de metilacdo antes e ap6s dessulfatagdo solvolitica, conduzidos de acordo
com CIUCANU e KEREK (1984) e NAGASAWA et al. (1979) respectivamente.

A determinacdo do posicionamento dos grupos sulfato foi realizada por
meio da analise comparativa dos produtos de metilacdo da galactana nativa e
dessulfatada. Adicionalmente, este processo solvolitico possibilita uma
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simplificacdo do espectro de RMN de '*C, uma vez que os espectros de
galactanas com altos teores de substituintes sdo geralmente complexos e de dificil
interpretacéo.

De acordo com a metodologia de solvolise de NAGASAWA et al. (1979),
primeiramente o polissacarideo € transformado em sal de piridénio, para entdo ser
solubilizado na mistura reativa (DMSO: metanol: piridina) e aquecida a 100 °C.

A fracdo M3S-3 (16,5% de Na,SOs) foi submetida a tratamento solvolitico,
por 4 horas originando a fracdo modificada M3S-3D. Devido a pequena
quantidade de amostra, o teor de grupos sulfato ndo foi determinado neste
polissacarideo modificado, mas o seu espectro de RMN de *C (FIGURA 16),
assim como a andlise de metilacdo (TABELA 16) demonstraram que este
processo foi eficiente na remogao dos grupos sulfato.

Uma possivel dificuldade encontrada na remocao dos grupos sulfato & que
este processo pode levar a uma hidrélise dos polissacarideos. Podemos observar
na Tabela 15, que o tratamento solvolitico ndo modificou significativamente a
composicao monossacaridica desta fracdo, o que é favorecido pela auséncia do
anel anidrogalactose, uma vez que as ligacdes anidrogalactosidicas sdo mais
labeis e consequentemente mais vulneraveis a hidrélise.

Os resultados das analises de metilacdo dos polissacarideos nativo (M3S-3) e
dessulfatado (M3S-3D) estdo apresentados na Tabela 16.
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TABELA 16. ANALISE DE METILACAO DAS FRACOES M3S-3 E M3S-D.

Derivado Metilado? Fracdo (mol %) Padrao de
Substituicao®

M3S-3 M3S-3D

Unidades 3-O-ligadas

2,4,6-Gal 16,2 (0,51)® 46,0 (0,51)°® G
2,4-Gal 0 (0,74) - G6S
4,6-Gal 18,8 (0,61) - G2S
4-Gal 0 (0,95) - G2S,6S
Unidades 4-O-ligadas

2,3,6-Gal 6 (0,52) 24,3 (0,52) L

6-Gal 23,2 (0,70) - L2S,3S + LGal 3S,:
2-Gal 5(0,83) - L3S,6S
2,6-Gal 14,6 (0,60) 2,7 (0,60) L3S
3,6-Gal - 14,4 L2X
3-Gal 1,0 (0,95) - L2S,6S
Unidades 3- e/ou 4-O-ligadas

2,3,4-Xil 11,1 (0,37) 12,6 (0,37) X

= Mol % dos monossacarideos contendo grupos metil nas posicdes indicadas.
= Rentencéo relativa a galactose.
= Nomenclatura segundo KNUTSEN et al., 1994.

A analise dos produtos de metilacdo da galactana M3S-3 nativa
demonstraram que as unidades A (B-galactose-3-O-substituida) estdo
principalmente sulfatadas em C-2 (18,8 mol%) e néo sulfatada neste carbono
(16,2 mol%) (TABELA 16). Em menores proporc¢des a unidade A é constituida por
G6S e G2S,6S (9,0 mol %).
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Apés dessulfatacdo e andlise de metilacdo podemos comprovar que 0O
derivado 6-O-metilgalactose (23,2 mol%) presente entre os produtos de metilacao
da galactana nativa corresponde a unidades de a-L-galactose 2,3-substituida
(L2S,3S e L3S,2X). Unidades mono sulfatadas em C-3 juntamente com as
anteriores perfazem 37,8 mol% das unidades B deste polissacarideo.

Podemos observar ainda que, apods dessulfatagao solvolitica a presenca de
46,0 mol% de 2,4,6-Gal é condizente com a remocao dos grupos sulfato em C-2
e/ou C-6 das unidades B-galactose. O aparecimento do derivado 3,6-Gal entre os
produtos de metilagdo do polimero dessulfatado comprova que parte (14,4 mol%)
da galactana é glicosilada em C-2 por unidades simples de xilose. Esta
percentagem esta de acordo com a percentagem de 2,3,4-Xil (12,6 mol%)
(TABELA 16).

Os resultados das analises de metilacao foram confirmados pelas analises
de RMN de "3C do polimero nativo e dessulfatado (FIGURA 16).
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FIGURA 16. ESPECTRO DE RMN DE *C (A) FRAGAO NATIVA M3S-3 E (B) FRAGAO
DESSULFATADA M3S-3D.
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Analise realizada a 50 °C em D,0O, concentracdo da amostra 40 e 35 mg./mL, respectivamente.

Podemos observar no espectro da galactana nativa (FIGURA 16A) os sinais
anoméricos na regido 103,5 — 103,2 ppm, referente as unidades B-D-galactose
(LAHAYE et al., 1985), em 101,5 ppm unidades B-D-galactose sulfatadas em C-2
(MILLER et al., 1996), em 100,4 ppm a-L-galactose 3-sulfato (CONTRERAS et al.,
1988; ESTEVEZ et al., 2001; DUARTE et al., 2002) e 98,9 ppm esta unidade (a-L-
galactose) substituida no C-2 (USOV et al., 1997). E possivel observar também a
presenca do sinal em 66,8 ppm (correspondente a C-6 sulfatado) e os sinais
referentes aos C-6 livres de B-D-galactose (61,3 ppm) e a-L-galactose (60,5 ppm)
(DUARTE et al., 2002).
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O espectro de RMN de '°C da galactana dessulfatada (M3S-3D) (FIGURA
16B) apresentou os sinais anoméricos em 103,3 ppm referente as unidades -D-
galactose (USOV et al., 1980; LAHAYE et al., 1985). Na regiao 100,5 — 100,4 ppm
estdo os sinais referentes ao C-1 de a-L-galactose (USOV et al., 1980; DUARTE
et al.,, 2002) e também ao C-1 de xilose substituindo o C-2 dessas unidades.
Nesse espectro ainda foi possivel observar o sinal em 99,6 ppm correspondente
as unidades a-L-galactose 2-O-substituidas (USOV et al., 1997). E importante
destacar o desaparecimento do sinal referente ao C-6 substituido (66,8 ppm) no
polimero dessulfatado. Esses assinalamentos estdo de acordo com os dados
obtidos nas andlises de metilagéo.

A auséncia de sinais correspondentes a unidades de 3,6-anidro-a-L-
galactose, na regiao 98,3 — 97,8 ppm (LAHAYE et al., 1989) esta de acordo com a
composicao monossacaridica desta fracao (TABELA 15). Galactanas com baixa
percentagem deste derivado foram isoladas da alga Georgiella confluens
(KOLENDER e MATULEWICZ, 2002) e de espécies de Sarcodia (LAHAYE et
al.,1989).

Trabalhos recentes relataram a presenca de unidades B 3-O-sulfatadas
como nos polimeros da alga Bostrychia montagnei (DUARTE et al., 2002), nas
galactanas de Sarcodia montagneana e S. flabellata (MILLER 2003), nos
polissacarideos isolados de Pterocladiella capillacea (ERREA e MATULEWICZ,
2003) e nos polimeros isolados de Georgiella confluens (KOLENDER e
MATULEWICZ, 2002). A galactana (M3S-3) de Meristiella gelidium apresentou
semelhanca estrutural com o polissacarideo da alga Champia nova-zealandiae
(MILLER et al., 1996) no que diz respeito a presenca da diade G2S — L2S,3S.

Unidades simples de xilose foram detectadas substituindo o C-6 das
unidades B-D-galactose por FURNEAUX et al. (1990), USQV et al. (1997), MILLER
e BLUNT (2000) e ERREA e MATULEWICZ (2003), substituindo o C-3 das
unidades a-L-galactose no polissacarideo isolado da alga Chondria macrocarpa
(FURNEAUX e STEVENSON, 1990) e na galactana de Laurencia nipponica
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(USOV e ELASHVILI, 1991). Substituicdo por xilose no C-4 foi detectada na
galactana da alga Georgiella confluens (KOLENDER e MATULEWICZ, 2002).
Além desses sinais principais, na fragdo M3S-3 ainda esta presente o sinal
em 108,7 ppm que pode corresponder a unidades B-galactose furanosidica. O
espectro de RMN de '3C da fracdo polissacaridica obtida de Kappaphycus
alvarezii (ESTEVEZ et al., 2004) apresentou um sinal em 109,6 ppm, que poderia
ser correspondente a presenca de uma Unica unidade de B-D-galactofuranose. A
presenca deste tipo de unidade na fracdo M3S-3 de M. gelidium nao pbde ser
confirmada, pois 0 espectro de massa dessa fracdo metilada, hidrolisada e
acetilada, nao apresentou fragmentacdo correspondente a 2,3,5,6-tetra-O-metil-
galactitol. Fato similar foi observado para a fracdo polissacaridica de K. alvarezii,
possivelmente a presenca de [-galactose furanosidica €é decorrente de

contaminacao fungica nessas algas.

A segunda fragdo de maior rendimento (M3S-4) também foi submetida a
analise de metilacdo para caracterizacdo da sua estrutura fina. Ambas as fracdes
(M3S-3 e M3S-4) foram semelhantes quanto a sua composicdo monossacaridica
e com base na andlise de metilacao da fracdo M3S-4 (TABELA 17) podemos
observar algumas semelhancas estruturais no que diz respeito a substituicdo por
grupos sulfato.

105



TABELA 17. ANALISE DE METILAGAO DA FRAGAO M3S-4.

Derivado Metilado® Mol% ° Padrao de Substituicdo®

Unidades 3-O-ligadas

2,4,6-Gal 12,3 (0,51) G
2,4-Gal 2,4 (0,74) G6X
4,6-Gal 28,2 (0,61) G2S
4-Gal 3,6 (0,95) G2S,6X

Unidades 4-O-ligadas

2,3,6-Gal 5,3 (0,52) L
2,6-Gal 37,2 (0,60) L3S

Unidades 3- e/ou 4-O-ligadas

2-Gal 1,6 (0,83) G4S,6S/ L3S,6S
2,3,4-Xyl 9,4 (0,37) X

# = Mol % dos monossacarideos contendo grupos metil nas posicdes indicadas.
b Retencéo relativa a galactose.
¢ = Nomenclatura segundo KNUTSEN et al. (1994).

Os resultados da andlise de metilacdo demonstraram que
aproximadamente 60,0% das unidades A desta galactana estao 2-O-sulfatadas e
26,0% nao substituidas. As unidades B estdo aproximadamente 87,0% 3-O-
sulfatadas e unidades simples de xilose glicosilam o C-6 das unidades [-D-
galactose.

A fracdo M3S-4 foi submetida a dessulfatagéo solvolitica e posteriormente
metilada pelo método de CIUCANU e KEREK (1984) para confirmar o
posicionamento dos grupos sulfato. Apesar do processo de dessulfatacao ter sido

efetivo na remocao dos grupos sulfato, observado pela comparag¢ao dos espectros
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de RMN de '®C, FIGURA 17, devido a pequena quantidade de material ndo foi
possivel analisar os derivados metilados desta fracdo modificada.

FIGURA 17. ESPECTROS DE RMN DE "*C (A) FRAGCAO NATIVA M3S-4 E (B) FRACAO
DESSULFATADA M3S-4D E ANALISE DE DEPT.
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Analises realizadas a 50 °C em D,O, concentragdo das amostras 50 mg./mL.

Os deslocamentos quimicos observados nas fracdes antes e apds o
processo solvolitico (FIGURA 17), confirmam os resultados obtidos na analise de
metilagdo do polimero nativo. O espectro de RMN de *C da fracdo nativa

apresenta os sinais anoméricos na regidao de 103,4 — 103,1 ppm de B-D-
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galactopiranose (LAHAYE et al., 1985) e de B-D-xilose glicosilando o C-6 dessas
unidades (ERREA e MATULEWICZ, 2003), em 101,5 ppm o sinal referente as
unidades B-D-galactopiranose 2-O-sulfatadas (MILLER et al.,, 1996) e em 100,5
ppm referente as unidades a-L-galactose 3-O-sulfatada (CONTRERAS et al.,
1988; DUARTE et al., 2002; ESTEVEZ et al., 2001).

Na regiao de 81,2 — 76,2 ppm estdo os sinais de C-2 de pB-D-galactose 2-
sulfato e C-3 de o-L-galactose 3-sulfato, que desaparecem apds 0 processo
solvolitico. O sinal em 68,8 ppm presente no espectro da fracdo M3S-4D
corresponde ao C-2 de unidades de a-L-galactose, condizente com o efeito P
(1,9 ppm) da sulfatacao em C-3, como observado no polimero original M3S-4 (C-2
em 66,9 ppm) (CONTRERAS et al., 1988; MILLER e BLUNT, 2000).

O espectro da fracdo dessulfatada (FIGURA 17B) demonstra claramente
que este processo solvolitico foi eficiente na remogdo dos grupos sulfato, pois
podemos observar o0s sinais majoritarios correspondentes as unidades f-D-
galactose ligada a o-L-galactose, assim como os sinais de xilose glicosilando o
C-6 das unidades A (TABELA 18). Sinal de baixa intensidade como em 101,6 ppm
podem corresponder a poucas unidades -D-galactose ainda 2-O-sulfatadas.

A presenca de CH, ndo substituido foi confirmada pela anédlise de DEPT
135, observada pela inversao dos sinais 60,9 e 60,6 ppm, C-6 de B-D-galactose e

o-L-galactose, respectivamente, assim como do sinal 65,1 ppm (C-5 da xilose).
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TABELA 18. ASSINALAMENTOS QUIMICOS DE RMN DE "*C OBSERVADOS NA FRAGCAO
M3S-4D de M. gelidium.

Unidade Assinalamentos (ppm)

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

+3)-8-D-Galp(1» 1032 69,3 804 683 75, 60,9
~4)- a-L-Galp-(1~ 1005 688 70,5 787 71,7 60,6
B-D-Xip(1~ 1034 730 756 693 65/

Estas analises demonstram a semelhancga estrutural das duas principais
galactanas soluveis em KCI 2M sintetizadas pela alga M. gelidium . Em ambas, as
unidades A sao estdo principalmente 2-O-sulfatadas e nao substituida e as
unidades B (a-L-galactose) estdao 3-O-sulfatadas (FIGURA 18).

As unidades B da galactana M3S-3, adicionalmente possuem substituicao
no C-2 por sulfato ou xilose. O posicionamento da xilose também é distinto em
cada galactana, glicosilando o C-6 das unidades de B-galactose na galactana
M3S-4 e 0 C-2 das unidades a-L-galactose na galactana M3S-3 (FIGURA 18).

Xilose é um substituinte frequente em galactanas de alga marinhas. Em
Chondria macrocarpa e Laurencia nipponica as unidades de xilose glicosilam o
C-3 das unidades de L-galactose-6-sulfato (FURNEAUX e STEVENSON, 1990) e
USOV e ELASHIVILI (1991), respectivamente. Em Laingia pacifica parte das
unidades de 3,6-anidro-a-L-galactose e de P-D-galactose estdo substituidas por
xilose em C-2 e em C-6, respectivamente, (KOCHETKOV et al.,, 1973). Em
Laurencia undulata foi isolado um dissacarideo constituido por B-D-galactose e 2-

O-metil 3,6-anidrogalactose onde C-4 (da unidade A) apresentava xilose (HIRASE
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et al., 1982). As galactanas de B. montagnei também apresentaram unidades de
B-p-xilopiranose (C-1—-C-5 em 103,9 ppm, 72,8 ppm, 75,7 ppm, 69,4 ppm e 65,2
ppm) glicosilando o C-6 de algumas unidades de B-D-galactopiranose (DUARTE et
al., 2002).

Embora a presenga de xilose tenha sido relatada em diversas galactanas
de algas, sdo poucas as que tiveram o posicionamento desta unidade
definitivamente determinado e até o momento ndo ha relatos na literatura de xilose
substituindo o C-2 das unidades a-L-galactose, como foi observado na galactana
de M. gelidium.

E importante destacar também que unidades a-L-galactose 3-O-sulfatadas
ja foram relatadas (ESTEVEZ et al., 2001; DUARTE et al., 2002; ERREA e
MATULEWICZ 2002, 2003; MILLER 2003). Ressalta-se que a diade G2S - L3S
presente nas agaranas de M. gelidium ndao haviam sido descritas em nenhum

polissacarideo estudado até o momento.
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FIGURA 18. PRINCIPAIS UNIDADES MONOSSACARIDICAS PRESENTES NAS
AGARANAS M3S-3 E M3S-4.
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4.1.2. ANALISES REOLOGICAS DAS GALACTANAS DE Meristiella gelidium

No que diz respeito a composicao em carragenanas os resultados obtidos
demonstraram que a alga vermelha Meristiella gelidium é uma rica fonte de iota-
carragenana (FIGURA 19). Esta carragenana geleificante é amplamente utilizada
principalmente na industria alimenticia, devido as suas particulares propriedades
reolégicas. Como a alga M. gelidium é uma fonte desse polimero de grande
interesse industrial e elevado custo, as caracteristicas reolégicas das
carragenanas de M. gelidium foram avaliadas.

FIGURA 19. ESTRUTURA REPETITIVA DA IOTA-CARRAGENANA.
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Para selecionar qual fragao obtida seria utilizada nas analises reolégicas,
inicialmente foi determinado o comportamento viscoelastico linear para a amostra
contendo iota-carragenana, denominada 1-CAR nesta parte do trabalho, que esta
presente no extrato bruto M1 e na fracao M3a precipitada com KCI.

Varios estudos sao encontrados na literatura, acerca do efeito de alguns
cations sobre a capacidade geleificante das carragenanas (NILSSON et al., 1989;
PICULLEL et al.,, 1992; MEUNIER et al., 1999; MICHEL et al., 1997;
HERMANSSON et al.,, 1991). Como a presenca de ions afeta a transicao
conformacional e a geleificacdo das carragenanas, inicialmente foi avaliada por
espectroscopia de absorcdo atbmica a razao molar dos ions naturalmente
presentes nessas fracoes. A andlise de cations demonstrou que a 1-CAR presente

em ambas as fragdes contém ions potassio (K*, 57,0 mol%) além de Na* (30,0
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mol%), Ca®* (6,2 mol%) e Mg?* (6,8 mol%). A principal forma inica encontrada
(K") também foi detectada em amostras de iota-carragenana obtidas de
Eucheuma denticulatum, em kappa-carragenana de Kappaphycus. alvarezii, e em
carragenanas utilizadas na industria possuindo 2,33 mol% (razdo molar K*/Na*)
(PARKER et al., 1993); a razdo molar desses ions para a 1-CAR de M. gelidium
apresentou valor proximo 1,90 mol%, demonstrando a semelhanca iénica entre
esses polimeros.

Dois fatores devem ser levados em consideracao para que as carragenanas
estejam em condigcdes geleificantes: a concentracdo do polissacarideo e a
presenca de ions. Para obter condicbes geleificantes de 1-CAR foi utilizada a
concentracao de 1% (10 g/L) e a concentracdao de 120 mM de sal (KClI).

A regido de comportamento viscoelastico linear foi a mesma para as duas
fracoes (extrato M1 e a fracdo M3a). As determinacdes foram realizadas nos
extremos de varredura de frequéncia (0,01 e 10 Hz). Na FIGURA 20 esta
representado o comportamento da fracado M1.

FIGURA 20. REPRESENTACAO GRAFICA DA REGIAO DE COMPORTAMENTO
VISCOELASTICO LINEAR PARA A FRAGCAO M1 (10 g/L) EM PRESENCA DE 120Mm
de KCI. (A) FREQUENCIA DE 0,01 Hz E (B) FREQUENCIA DE 10 Hz, TEMPERATURA
DE 25 °C.
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Com o comportamento acima o valor de tensao escolhido para os testes de
varredura de freqUiéncia nas andlises da galactana foi de 0,5 Pa, onde a
deformacdo nessa tensado foi inferior a 10% para ambas as amostras. Nessas
condicOes, as carragenanas apresentaram comportamento viscoelastico linear, ou
seja, a tensdo ou a deformacdo aplicadas nao alteram a estrutura fisica do
sistema em estudo.

Em condicbes geleificantes (concentragdo da amostra e presenca de sal)
pdde-se determinar a forca do sistema gelatinizado, avaliando o médulo de perda
ou viscoso (G”) e o modulo de armazenamento ou dinamico (G’). O perfil reoldgico
das duas fragdes foi praticamente o0 mesmo, o modulo dinamico (G’) foi superior
ao viscoso (G”) em toda a faixa de frequéncia analisada, e ambos foram
independentes da variacao de frequéncia, indicando, portanto, um carater de gel

rigido para as duas amostras (FIGURA 21).

FIGURA 21. MODULO ELASTICO (G’), MODULO VISCOSO (G”) EM FUNCAO DA
FREQUENCIA (A) FRAGAO M1 (10g/L) EM PRESENCA DE KCI 120 mM; (B)
FRACAO M3a (10g/L) EM PRESENCA DE KCI 120 mM. SENSOR C60/2°C,

DEFORMACAO DE /1x %, A 25°C.
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Posteriormente, foi avaliado o efeito da temperatura sobre o comportamento
viscoelastico dos géis das carragenanas solubilizadas em 120mM de KCI. O
reograma demonstrou que o gel sofre fusdo, pois ha inversdo dos modulos em
temperaturas acima de 40°C; todavia apds o resfriamento ele recupera o carater
de sdlido (FIGURA 22). A transigédo fita-hélice para kappa- e iota-carragenana
ocorre em distintas temperaturas, ~25°C para kappa- e 57°C para iota-
carragenana (VAN DE VELDE et al., 2005). A temperatura de transicao observada
para a iota-carragenana de M. gelidium estd de acordo com dados de literatura
observados para géis de iota-carragenana (STEPHEN, 1995). Outra observagao
importante € a auséncia de histerese na fracdo M1, uma vez que, ap6s o
aquecimento, os modulos retornam praticamente sobre os mesmos valores e a
fracdo M3a apresenta uma leve histerese. Isso demonstra que na transicao fita
para hélice da 1-CAR nao ocorre agregacdo das hélices formadas, uma
caracteristica particular dos géis de iota-carragenana (PICULLEL et al., 1987).

Recentemente VAN DE VELDE et al. (2005) demonstraram que a forgca do
gel, expressa em termos do médulo elastico (G’), de carragenanas hibridas
kappa/iota- diminui com a diminuicdo do conteudo de kappa-carragenana. Por
outro lado, a temperatura de geleificacao de carragenanas kappa/iota-hibridas é
independente da proporcao de kappa-carragenana.
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FIGURA 22. MODULO ELASTICO (G’), MODULO VISCOSO (G”) EM FUNCAO DA
TEMPERATURA (— AQUECIMENTO DE 5 - 85 °C E RESFRIAMENTO DE 85 - 5 °C).
(A) FRACAO M1 (10 g/L) EM PRESENCA DE KCI 120 mM; (B) FRACAO M3a (10 g/L)
EM PRESENCA DE KCI 120mM. SENSOR C-60/2°, EM FREQUENCIA DE 1 Hz E
DEFORMACAO DE 1%.
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PICULELL et al., (1997) demonstraram que segmentos de iota-carragenana
na presenca do contra ion potassio, apresentaram somente uma transicdo
conformacional (fita para hélice) sem nenhuma histerese térmica, como foi
observado para 1-CAR de M. gelidium (FIGURA 22) e que a adigdo de kappa-
carragenana ao sistema acrescentou uma segunda transicdo conformacional que
apresentou histerese. A transicao no resfriamento geralmente reflete o equilibrio
entre as fitas e as hélices presentes na solugdo, enquanto que a transicao no
aquecimento reflete maior estabilidade das hélices associadas (PICULELL, 1995).

Com base nessas observacdes as analises reoldgicas podem determinar a
pureza de amostras de kappa- e iota-carragenana, onde a presenca de dois
passos de transicdo em modelos de iota-carragenanana ocorre devido a presenca
de kappa-carragenana nessas amostras (PARKER et al., 1993). E importante
lembrar que modelos ideais de kappa- e iota-carragenana nao existem, mas sim
hibridos dessas estruturas com maior ou menor percentagem de uma delas, entdo
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a observacdo de uma nova etapa de transicdo conformacional depende da
concentracdo de kappa-carragenana na amostra.

A auséncia de histerese é particular dos géis de iota-carragenana,
comportamento diferente é observado nos géis de kappa-carragenana onde a
geleificacdo termoreversivel envolve a mudanga conformacional fita para hélice,
seguida de agregacdo das hélices formadas, o que leva a histerese térmica
(REES et al., 1982).

Visto que as duas fracdes de M. gelidium apresentaram perfis reolégicos
muito semelhantes, 0 que estd de acordo com a similaridade composicional
dessas fracbes, constituidas majoritariamente por iota-carragenana, a fracdo M1

foi selecionada para dar continuidade as analises reolégicas.

4.1.3. ANALISES REOLOGICAS DOS AMIDOS E DAS MISTURAS COM
1-CAR.

Uma vez que os amidos estdo entre os principais polimeros utilizados na
industria alimenticia, devido ndo somente as suas propriedades reoldgicas como
também ao baixo custo, e que ambos, amidos e carragenanas sao hidrosoluveis,
foi entdo analisado o comportamento reolégico das misturas de 1-CAR com quatro
diferentes tipos de amido (CS = amido de milho comum; MS = amido de milho com
altos teores de amilose; WS = amido de milho com altos teores de amilopectina e
YS = amido de Cara). Foram analisadas as caracteristicas reoldgicas dos
polimeros frente as variagdes no modo de preparo do material e a presenca de sal
no sistema.

Inicialmente, o material foi preparado como descrito abaixo para avaliar as
diferencas no comportamento reolégico dos amidos (25 g/L) e das misturas 1-CAR
(5 g/L) — Amidos (20 g/L), determinando assim com que amido a 1-CAR poderia

apresentar melhor interacao e melhores caracteristicas reolégicas.
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(i) Preparo dos amidos: os amidos foram solubilizados a 25°C durante
90 min, posteriormente foram autoclavados durante 30 minutos e mantidos sob
refrigeracao por aproximadamente por 18 h.

(i) Preparo das misturas: os amidos foram solubilizados a 25°C durante
meia hora, a 1-CAR foi adicionada, e o sistema ficou sob agitacdo mecanica
durante 1h. Posteriormente as misturas foram autoclavadas durante 30 minutos,
mantidas sob refrigeracdo aproximadamente por 18 h.

As andlises quimicas dos amidos demonstraram diferentes graus de
amilose, variando de 27,6 — 66,0% (TABELA 19). Essas diferencas séao
significativas, uma vez que a avaliacdo da real capacidade dos modelos de
amidos interagirem com a carragenana esta baseada na proporcao de amilose /
amilopectina dos mesmos, o que influencia na capacidade de solubilizacao das

amostras.

TABELA 19. COMPOSICAO QUIMICA (g%) DAS AMOSTRAS DE AMIDO.

Amostra Carboidrato Proteina Umidade Cinzas Amilose
MS* 91,5 0,19 8,5 0,045 66,0
ws* 89,0 0,26 9,0 0,04 0
YS® 88,0 0,1 12,9 0,09 36,0
cs* 88,0 0,2 10,7 tr 27,5

Descrito por FREITAS, et al. (2003).
® Descrito por FREITAS, et al. (2004).

Primeiramente foi determinado o comportamento viscoelastico linear para

as amostras de amido na concentracédo 25 g/L (FIGURA 23). As determinacdes

foram realizadas nos extremos de varredura de frequéncia (0,01 e 10 Hz).
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FIGURA 23. REPRESENTACAO GRAFICA DA REGIAO DE COMPORTAMENTO
VISCOELASTICO LINEAR PARA O AMIDO DE MILHO COMUM (CS) (25 g/L). (A)

FREQUENCIA DE 0,01 Hz E (B) FREQUENCIA DE 10 Hz, TEMPERATURA DE 25 °C.
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FIGURA 24. REPRESENTACAO GRAFICA DA REGIAO DE COMPORTAMENTO
VISCOELASTICO LINEAR PARA O AMIDO DE MILHO COM ALTOS TEORES DE
AMILOSE (MS) (25 g/L). (A) FREQUENCIA DE 0,01 Hz E (B) FREQUENCIA DE 10 Hz,

TEMPERATURA DE 25 °C.
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FIGURA 25. REPRESENTACAO GRAFICA DA REGIAO DE COMPORTAMENTO
VISCOELASTICO LINEAR PARA O AMIDO DE MILHO COM ALTOS TEORES DE
AMILOPECTINA (WS) (25 g/L). (A) FREQUENCIA DE 0,01 Hz E (B) FREQUENCIA DE

10 Hz, TEMPERATURA DE 25 °C.
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FIGURA 26. REPRESENTACAO GRAFICA DA REGIAO DE COMPORTAMENTO
VISCOELASTICO LINEAR PARA O AMIDO DE CARA (YS) (25 g/L). (A) FREQUENCIA
DE 0,01 Hz E (B) FREQUENCIA DE 10 Hz, TEMPERATURA DE 25 °C.
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Foi determinada também a regido viscoelastica linear para as misturas
amidos (20 g/L) —1-CAR (5 g/L), cujo comportamento viscoelastico linear foi muito
semelhante para os todos os sistemas. Na FIGURA 27 estda demonstrado o

comportamento da mistura amido de Cara (20 g/L) —1-CAR (5 g/L).
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FIGURA 27. REPRESENTACAO GRAFICA DA REGIAO DE COMPORTAMENTO
VISCOELASTICO LINEAR PARA A MISTURA AMIDO DE CARA (20 g/L) — 1-CAR (5
g/L). (A) FREQUENCIA DE 0,01 Hz E (B) FREQUENCIA DE 10 Hz, TEMPERATURA DE

25 °C.
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Com os resultados acima foi definido o valor de tensédo escolhida para os
testes de varredura de freqiéncia, que foi de 0,1 Pa, tanto para as amostras de
amido quanto para as misturas com o hidrocoldide, onde a deformagédo nessa
tenséao foi inferior a 10%, ou seja, a tensédo ou a deformacao aplicada nao altera a
estrutura fisica do sistema em estudo.

Na Figura 28 esta demonstrado a variagao dos médulos G’ e G” em fungao
da freqiiéncia para o amido de milho comum (CS) (25 g/L) e para a mistura 1-CAR
(5 g/L) — CS (20 g/L). O espectro mecanico de CS demonstrou que o modulo de
armazenamento (G’) foi aproximadamente trés vezes superior ao médulo de perda
(G”), em toda a faixa de freqUéncia analisada, entretanto os mddulos
demonstraram dependéncia da frequéncia acima de 1 Hz (FIGURA 28A). A
presenca de 1-CAR (5 g/L) na mistura alterou a estrutura de gel formada pelo
amido sozinho, uma vez que originou uma solug¢do viscoelastica, demonstrada

pelo cruzamento dos médulos (G’ e G”) acima de 0,2 Hz (FIGURA 28B).
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FIGURA 28. MODULO ELASTICO (G’), MODULO VISCOSO (G”) EM FUNGCAO DA
FREQUENCIA PARA (A) CS (25 g/L) E (B) MISTURA 1-CAR (5 g/L)-CS (20 g/L),
SENSOR, pp35/Ti, DEFORMAGAO DE 1%, A 25 °C.
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Comportamento semelhante foi observado para o amido de milho com altos

teores de amilose (MS) sozinho, e para a mistura desse amido com 1-CAR. A

diferenca entre os modulos na pasta formada por MS (25 g/L) caracteriza o

sistema como um gel fraco, e apds a adicdo da carragenana as propriedades

fisicas foram modificadas, originando uma solucao viscoelastica (FIGURA 29B).

FIGURA 29. MODULO ELASTICO (G’), MODULO VISCOSO (G”) EM FUNGCAO DA
FREQUENCIA PARA (A) MS (25 g/L) E (B) MISTURA 1-CAR (5 g/L)-MS (20 g/L),
SENSOR pp35/Ti, DEFORMAGCAO DE 1%, A 25 °C.
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O proximo amido analisado foi o de amido de milho com altos teores de
amilopectina (WS) e o sistema binario (amido e carragenana). Para o WS (25g/L)
e para a mistura 1-CAR (5 ¢g/L) — WS (20 g/L), ambos os mddulos foram
dependentes da freqiéncia. Nesse caso a presenca da iota-carragenanan nao
alterou o sistema com o WS sozinho, uma vez que o mesmo ja apresentava

comportamento tipico de solucao viscoelastica (FIGURA 30).

FIGURA 30. MODULO ELASTICO (G’), MODULO VISCOSO (G”) EM FUNCAO DA
FREQUENCIA PARA (A) WS (25g/L) E (B) MISTURA 1-CAR (5 g/L)-WS (20 g/L),
SENSOR pp35/Ti, DEFORMAGAO DE 1%, A 25 °C.
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Nas misturas CS ou MS a presenca de 1-CAR (5 ¢g/L) alterou a
viscoelasticidade quando comparada com os amidos sozinhos, e com WS a
mistura originou uma solugdo com maior carater viscoelastico. Em todos os
reogramas das misturas, os mddulos foram dependentes da freqiéncia e o
cruzamento do mdédulo de armazenamento G’ ocorreu em freqiéncias superiores
a 0,2 Hz.

Quando foi avaliado o amido de Cara (YS) sozinho e na presenca de 1-
CAR, os reogramas do YS (25 g/L) e da mistura 1-CAR (5 g/L) — YS (20 g/L)
demonstraram comportamento diferente em relacdo aos outros amidos

analisados. O espectro mecénico do YS sozinho demonstrou tipico
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comportamento de gel, com G’ superior ao G” e 0 modulo elastico com menor
dependéncia da frequéncia (FIGURA 31A). Comportamento praticamente idéntico,

apesar do valor maior dos médulos, foi observado com a mistura 1-CAR — YS.

FIGURA 31. MODULO ELASTICO (G’), MODULO VISCOSO (G”) EM FUNGCAO DA
FREQUENCIA PARA (A) YS (25 g/L) E (B) MISTURA 1-CAR (5 g/L)-YS (20 g/L),
SENSOR C60/2° Ti, DEFORMAGAO DE 1%, A 25 °C.
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Para se determinar a forca de um sistema gelatinizado, deve-se avaliar ndo
apenas modulo de armazenamento ou dinamico (G’), mas a relacdo apresentada
entre o médulo de perda ou viscoso (G”) e 0 médulo de armazenamento ou
dindmico (G’), obtendo-se assim o Tan 3. Quanto menor for o valor dessa
tangente, menor serd o valor de G” e maior o de G’, indicando assim uma
estrutura mais rigida ou um gel mais forte. Na Figura 32 pOde-se observar
claramente que os valores de Tan & foram maiores para o YS sozinho (0,21 em 1
Hz), caracterizando esta pasta como um gel forte. Na mistura o valor de Tan 9 foi
menor comparado com o amido sozinho, 0 que caracteriza o gel formado pela
mistura mais forte que o gel formado pelo amido sozinho, resultado proveniente da

presenca de 1-CAR no sistema.
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FIGURA 32. GRAFICO DE Tan 5 EM FUNCAO DA FREQUENCIA PARA (A) YS
(25 g/L) e (B) MISTURA 1-CAR (5 g/L) — YS (20 g/L).
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Esses resultados demonstraram que a 1-CAR nao apresentou o mesmo
grau de interagdo com os diferentes amidos. A presenga do ficocolodide
enfraqueceu a rede formada com CS, MS e WS, mas com YS na mesma
concentragao, a presenca de 1-CAR proporcionou aumento da rigidez do gel.

Enquanto as descrigcdes sobre a geleificacdo de amilose tém sido relatadas
na literatura (CLARK et al., 1989; DOUBLIER e CHOPLIN, 1989; DOUBLIER et
al., 1990) existem poucos estudos que discutem as propriedades reolégicas de
misturas amidos-hidrocoldides, e principalmente, no caso das carragenanas a
grande maioria dos trabalhos foram realizados com a kappa-carragenana
(TECANTE e DOUBLIER, 2002; TESTER e SOMMERVILLE, 2003; VERBEKEN et
al., 2004; SHI e BeMILLER, 2002; LAl et al., 1999; TYE, 1988).

Em relagdo a geleificacdo das carragenanas esta ocorre em funcao da
formacao da hélice, embora nem sempre esse processo leve a geleificacao
(PICULELL et al.,, 1997). Considerando que as condicdes de geleificacdo de
ambas (kappa- e iota-carragenanas) estdo diretamente relacionadas com as
condicbes necessarias para que ocorra a transicdo conformacional de fita para

hélice e, uma vez que essa transicao ocorre em funcédo da temperatura (REES et
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al., 1982) ou pela adicéo de sal (ROCHAS e RINAUDO, 1984), posteriormente foi
avaliado o efeito da temperatura no comportamento reolégico dessas misturas,
pois essas variacoes podem melhorar a interacéo entre os polimeros.

O comportamento do amido de milho com altos teores de amilose (MS 25
g/L) demonstrou que o gel formado nao fundiu na faixa de temperatura analisada
(5 — 85°C), porém no resfriamento, em temperaturas inferiores a 50°C, houve uma
diminuicdo proporcional de ambos os mddulos (G" e G™'), o que demonstra que
essa pasta de amido sozinho apresenta histerese térmica (FIGURA 33A). No
entanto, a substituicdo de 20% de MS pela 1-CAR possibilitou a melhora de

algumas caracteristicas, demonstrado pela auséncia de histerese (FIGURA 33B).

FIGURA 33. MODULO ELASTICO (G’), MODULO VISCOSO (G”) EM FUNCAO DA
TEMPERATURA PARA (A) MS (25 g/L) E (B) MISTURA 1-CAR (5 g/L) — MS
(20 g/L). SENSOR pp35/Ti, FREQUENCIA DE 1 Hz E DEFORMACAO DE 1%. (—
AQUECIMENTO DE 5-85 °C E RESFRIAMENTO DE 85-5 °C)

A B
100; ——G _
- 100
© —
E__. 1 0 A\. _,_.._.::.m .'5'-“-""""'"'—' DG_S 1 O\:\ »
O -".._.. :6 . v
é 1 E @@I&%M g 1 E = S§ Nv;
O O
0,1 : , ; ; ) 0.1 : : : , ,
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Foi possivel observar que a variagdo de temperatura influenciou no
comportamento reoldgico dos biopolimeros, uma vez que efeito sinérgico mais
intenso ocorreu na faixa de temperatura entre 45 — 85°C, nessa faixa a diferenca

entre os médulos foi maior. A presenca da 1-CAR refletiu na auséncia de histerese
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0 que confere maior resisténcia da mistura a variacdo térmica. Esses resultados
demonstraram que a pasta de amido sozinho é altamente susceptivel a variagao
de temperatura e na presenca da 1-CAR, houve uma pronunciada interagédo, o que
resultou em uma melhora na estabilidade do gel quando comparado com o gel de
MS sozinho.

Comportamento muito semelhante foi observado com o amido de milho
comum sozinho (CS) assim como para a mistura (1-CAR — CS) (FIGURA 34) com
a diferenca que a pasta de CS nao apresentou histerese. Neste contexto a
presenca de 1-CAR nao alterou essa caracteristica, porém géis mais macios foram
obtidos entre 45 — 85°C (FIGURA 34B).

FIGURA 34. MODULO ELASTICO (G’), MODULO VISCOSO (G”) EM FUNGCAO DA
TEMPERATURA PARA (A) CS (25 g/L) E (B) 1-CAR (5 g/L) — CS (20 g/L). SENSOR
pp35/Ti, FREQUENCIA DE 1 Hz E DEFORMAGAO DE 1%. (— AQUECIMENTO DE 5-
85 °C E RESFRIAMENTO DE 85-5 °C).
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Quando foi avaliado o efeito da temperatura na pasta formada pelo amido
de milho com altos teores de amilopectina sozinho (WS) a pasta nao fundiu em

toda a faixa de temperatura analisada (5 — 85°C) e nao apresentou histerese
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(FIGURA 35). O reograma da pasta formada pela mistura 1-CAR (5 g/L) - WS (20
g/L) apresentou comportamento diferente do observado na interacao entre WS e
xiloglucana (FREITAS et al., 2003), pois com a 1-CAR houve aumento dos
méddulos no resfriamento (FIGURA 35B). Adicionalmente, a presenca de 1-CAR (5
g/L) ndo modificou a estabilidade térmica da mistura, auséncia de fusdo, e maior
diferenca entre os médulos foi observada em temperaturas superiores a 50°C.
Aparentemente, nesse caso, o aquecimento no rebmetro foi necessario e
importante, proporcionando maior estabilidade e rigidez ao sistema, pois valores
mais elevados de ambos os moédulos (G'e G') foram obtidos durante o

aquecimento de 5 — 85°C e seqlencialmente no resfriamento a 5°C.

FIGURA 35. MODULO ELASTICO (G’), MODULO VISCOSO (G”) EM FUNCAO DA
TEMPERATURA PARA (A) WS (25 g/L) E (B) MISTURA 1-CAR (5 g/L) — WS
(20 g/L). SENSOR pp35/Ti, FREQUENCIA DE 1 Hz E DEFORMACAO DE 1%. (—
AQUECIMENTO DE 5-85°C E RESFRIAMENTO DE 85-5°C).
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Dependendo da razao dos biopolimeros e da técnica de geleificacdo, um

dos polimeros forma uma fase continua na qual o outro esta disperso ou pode ser
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formado um sistema bi-continuo, duas redes continuas (AUTIO et al., 2002).
Embora, a presenca da 1-CAR tenha alterado o comportamento, de ambos os
amidos MS e WS, influenciada pela temperatura, algumas diferencas puderam ser
observadas.

O aumento dos modulos foi muito semelhante nas duas misturas, embora a
mistura 1-CAR-WS tenha sido aparentemente maior apés o aquecimento no
redmetro. O perfil reolégico nao foi alterado pelo reaquecimento de 5 — 85°C (dado
ndao mostrado), demonstrado pela auséncia de histerese no sistema. De maneira
diferente na mistura com MS, as caracteristicas reolégicas e, aparentemente, a
interacdo entre os polimeros foram independentes do aquecimento ou do
resfriamento.

Em contraste, a pasta formada pelo amido de Cara sozinho (YS)
(25 g/L) e pela mistura 1-CAR (5 g/L) — YS (20 g/L) formou um gel forte
demonstrado pela diferenga dos valores dos médulos (FIGURA 31, pag. 124). O
comportamento reologico dessa mistura ndo foi alterado em toda a faixa de
temperatura analisada de 5 — 85°C representado pelo maior valor do médulo
elastico (G") em relagcdo ao modulo viscoso (G™'). Porém, intensa histerese térmica
foi observada em ambos os géis, uma vez que houve variagdo dos maodulos
durante o processo de aquecimento-resfriamento, o que pode indicar agregacao
das hélices do amido apés o resfriamento (FIGURA 36).

Para avaliar se esse comportamento poderia ser decorrente da
retrogradacdo do amido, o material teria que ser analisado apdés 120 hs de
armazenamento (MUNHOZ; WEBER; CHANG, 2004) uma vez que o processo de
retrogradacao se trata da reconstrugcdo de uma estrutura mais rigida devido as
cadeias de amilose ficarem mais disponiveis para se rearranjarem durante o shelf-
life (tempo de patreleira) do produto alimenticio, resultando em maior perda de

agua do sistema e endurecimento do produto final.
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FIGURA 36. MODULO ELASTICO (G’), MODULO VISCOSO (G'') EM FUNGAO DA
TEMPERATURA PARA (A) YS (25 g/L) E (B) MISTURA 1-CAR (5 g/L) — YS (20 g/L).
SENSOR C60/2° Ti, EM FREQUENCIA DE 1 Hz E DEFORMACAO DE 1%. (—
AQUECIMENTO DE 5-85 °C E RESFRIAMENTO DE 85-5°C).
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Outro aspecto avaliado foi grau de inchamento dos géis formados pelo YS
(25 g/L) e pela mistura 1-CAR (5g/L) — YS (20 g/L), determinado pelo teste de
inchamento (sweelling) (POLNOK et al., 2004). Esse experimento demonstrou que
a presenca da 1-CAR alterou o taxa de inchamento (Q) do gel. Foi observado que
os valores para YS (25 g/L) e para a mistura 1-CAR (5g/L) — YS (20 g/L) foram 0,8
(£ 0,12) e 2,4 (+ 0,11), respectivamente. Este comportamento demonstra que a
capacidade de captacao de agua da mistura foi trés vezes superior em relagéo ao
gel formado somente pela YS (25 g/L). A 1-CAR origina um gel com maior
capacidade de absorcao de agua resultando na melhora no inchamento do gel.
Nao foi avaliada, no entanto, a capacidade de retencdo de agua nesse sistema. A
intensa histerese observada no reograma pode indicar que ha perda de agua do
sistema.

Os experimentos demonstraram que as caracteristicas de todas as misturas
foram dependentes do processo aquecimento-resfriamento. No sistema CS e MS

géis mais macios e estaveis foram obtidos em faixas de temperaturas variando
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entre 45 — 85°C e o médulo elastico foi menos dependente da temperatura nessa
regiao.

Com WS melhores caracteristicas foram obtidas durante o resfriamento,
apds o aquecimento no rebmetro. Essa melhor interacdo pode ser decorrente da
formacao de um sistema mais homogéneo obtido ap6és o aquecimento, o qual
permitiu a presenca de maior concentracdo da carragenana na fase continua
intensificando a interacao entre os polimeros.

A presenca de histerese térmica observada na mistura 1-CAR (5 g/L) — YS
(20 g/L) (FIGURA 35) poderia ser reflexo da incompatibilidade termodinamica dos
polimeros (ALLONCLE e DOUBLIER, 1991), mas como o gel de YS sozinho
também apresentou histerese, a presenca dessa caracteristica ndo representa
incompatibilidade dos polissacarideos, mas sim poderia ser reflexo da agregacao
das hélices do amido apds sua formacéo, semelhante ao que acontece com 0s
géis de kappa-carragenana.

Nos sistemas com CS e YS, os quais apresentam conteido de amilose
mais préximo (27,5 e 36,0%, respectivamente), maior aumento na forca do gel foi
observado no sistema formado pela mistura 1-CAR — YS. Uma possivel explicagao
para a melhor interacdo entre 1-CAR — YS sao as distintas caracteristicas da
amilopectina presente no amido de cara (YS), onde menos pontos de ramificacéo
estdo presentes e as cadeias de amilopectina nesse amido apresentam menor
massa molar (MALI et al., 2004) quando comparada com a amilopectina presente
no amido de milho comum (CS). Desse modo, os poucos pontos de ramificacdes
no amido de Cara lhes conferem uma estrutura mais linear, o que pode
proporcionar uma melhor interagdo com 1-CAR.

Considerando o conteudo de amilose, outra possibilidade desse
comportamento, segundo ALLONCLE et al., 1989,; quando amidos contendo
amilose sao misturados com outras macromoléculas, efeitos sinérgicos podem
surgir proporcionando aumento da viscosidade das pastas, como resultado da
concentracdo do polimero adicionado na fase continua. ALLONCLE e DOUBLIER
(1991) sugerem que esse comportamento seja devido a separacdo de fases, e
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que ocorra como conseqiéncia da incompatibilidade termodinamica entre a
amilose e o hidrocolbéide adicionado, o qual torna-se predominante na fase
continua. Porém nesse caso, comportamento semelhante seria esperado para a
mistura 1-CAR com amido de milho comum (que apresenta valor préximo de
amilose, pag. 118) o que nao foi observado.

Como géis de amido geralmente compreendem um sistema complexo de
granulos parcialmente gelatinizados em uma matriz de amilose, as caracteristicas
reolégicas observadas sdo dependentes da origem do amido, caracteristicas do
granulo degradado, e a proporcdes de interacdo dos componentes no sistema
(TECANTE e DOUBLIER, 2002).

Uma vez que o gel mais forte foi obtido no sistema formado pela mistura 1-
CAR (5 g/L) - YS (20 g/L) e como o nivel de interagédo entre os biopolimeros esté
relacionado a concentragdao dos componentes na fase continua, posteriormente foi
avaliada a influencia da autoclavagao nas propriedades reolégicas do YS sozinho
e na sua interacdo com a 1-CAR (5 g/L).

O comportamento reolégico da mistura 1-CAR — YS foi avaliado quando a
carragenana nao foi autoclavada e quando foi autoclavada separadamente.

(iii) Preparo da mistura (1-CAR nao autoclavada): o amido (20 g/L) e a 1-
CAR (5 g/L) separadamente foram solubilizados a 25 °C durante 1 h e meia sob
agitacdo mecénica, o amido foi autoclavado e apéds autoclavagdo a 1-CAR foi
adicionada. A mistura foi refrigerada por aproximadamente 18 h e mantida a
temperatura ambiente antes de iniciar as analises.

(iv) Preparo da mistura (1-CAR autoclavada separado): o amido e a 1-CAR
foram separadamente solubilizados a 25 °C durante 1 h e meia sob agitacao
mecanica. Posteriormente o amido e a 1-CAR foram autoclavados separadamente
durante 30 minutos. Ap6s autoclavagao os polimeros foram misturados e mantidos
sob refrigeragéo por aproximadamente 18 h para posterior anélise.

O comportamento das misturas foi muito semelhante em ambos os modos

de preparo, originando solucdes viscoelasticas (FIGURA 37). Isso demonstrou que
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a autoclavagao da 1-CAR junto com o amido foi importante, uma vez que originou
um gel forte (FIGURA 31, pag. 124).

FIGURA 37. MODULO ELASTICO (G’), MODULO VISCOSO (G”) EM FUNCAO DA
FREQUENCIA PARA (A) MISTURA 1-CAR (5 g.L') — YS (20 g.L'), -CAR NAO
AUTOCLAVADA E (B) MISTURA 1-CAR (5 g.L") — YS (20 g.L"), 1-CAR AUTOCLAVADA
SEPARADO. SENSOR pp35/Ti, DEFORMACAO DE 1%, A 25 °C.
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Quando foi avaliada a influencia da temperatura no comportamento das

semelhantes. O

sistemas comportamentos

misturas, o0s apresentaram
comportamento reoldgico confirmou que a autoclavacao da 1-CAR junto com o YS
€ necessaria, para a interagcdo entre os biopolimeros, pois como pode ser
observado na Figura 38 o aquecimento no reémetro proporcionou um aumento
dos valores dos mobdulos, possivelmente, devido a maior interacdo dos
polissacarideos obtida apds esse processo. Comportamento semelhante ao

observado na mistura 1-CAR — WS (FIGURA 35, pag. 128).
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FIGURA 38. MODULO ELASTICO (G’), MODULO VISCOSO (G”) EM FUNCAO DA
TEMPERATURA PARA (A) MISTURA 1-CAR (5 g/L) — YS (20 g/L), 1-CAR NAO
AUTOCLAVADA E (B) MISTURA 1-CAR (5 g/L) — YS (20 g/L), 1-CAR AUTOCLAVADA
SEPARADO. SENSOR pp35/Ti, DEFORMACAO DE 1%, A 25°C.
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Como ja citado, dependendo da razdo dos biopolimeros e da técnica de
geleificacdo, um dos polimeros forma uma fase continua na qual o outro esta
disperso (AUTIO et al, 2002). O processo de autoclavacdo pode estar
influenciando no razdao dos polimeros na fase continua, pois quando a
carragenana ndo foi autoclavada, ou foi autoclavada separado do amido,
aparentemente menos 1-CAR esta dispersa na fase continua.

Estabelecido com qual amido a 1-CAR apresentou melhor interacao, e que a
autoclavacao dos biopolimeros juntos é importante para a interacdo dos mesmos,
e considerando que a concentracdo dos polimeros presentes na fase continua é
importante no que diz respeito ao aumento da viscosidade das pastas,
sequencialmente foi avaliada a influéncia da temperatura antes da autoclavacao
(pré-aquecimento) nas propriedades reoldgicas do YS e na mistura com 1-CAR. O
modo de preparo das amostras esta descrito abaixo:

(v) Preparo do amido com pré-aquecimento: YS (25 g/L) foi solubilizado a

85°C durante 1 h e meia sob agitagdo mecanica, posteriormente foi autoclavado
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durante 30 minutos, mantido sob refrigeracdo aproximadamente 18 h e deixado a
temperatura ambiente antes de iniciar as andlises.

(v) Preparo da mistura com pré-aquecimento: o amido foi solubilizado com
a 1-CAR a 85°C durante 1 h e meia, sob agitacdo mecénica durante 1 h.
Posteriormente a mistura foi autoclavada durante 30 minutos, mantida sob
refrigeracao aproximadamente 18 h e deixada a temperatura ambiente antes de
iniciar as analises.

Os reogramas do YS e da mistura 1-CAR-YS, pré-aquecidos (85°C) foram
muito similares entre si (FIGURA 39) e com aqueles observados sem o pré-
aquecimento. A andlise da variagdo dos modulos em fungdo da frequéncia
demonstrou que o sistema pré-aquecido resultou em um aumento dos modulos,
tanto do YS sozinho como da mistura, quando comparado com 0s mesmos sem 0

pré-aquecimento (FIGURA 31, pag. 124).

FIGURA 39. SISTEMAS PRE-AQUECIDOS A 85°C. MODULO ELASTICO (G),
MODULO VISCOSO (G”) EM FUNCAO DA FREQUENCIA PARA (A) YS (25 g/L) E (B)
MISTURA 1-CAR (5 g/L ) — YS (20 g/L) COM PRE-AQUECIMENTO. SENSOR pp35/Ti,
DEFORMAGAO DE 1%, A 25 °C.
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TECANTE e DOUBLIER, (2002) demonstraram que o médulo de
armazenamento (G’) dependente fortemente da concentragdo da kappa-

carragenana nas misturas realizadas com amilose. Os resultados desses autores
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sugerem a existéncia de pelo menos duas diferentes condicbes sob as quais
forma-se uma fase continua e uma dispersa, dependendo da concentracdao de
ambos os polimeros.

A mistura pré-aquecida apresentou maior valor do médulo elastico (G’)
possivelmente porque o pré-aquecimento permitiu a maior solubilidade do amido,
aumentando a concentracdo de amido soluvel e carragenana presentes na fase
continua.

Os perfis das pastas frente a variacao de temperatura também foram muito
semelhantes, como foi observado para a variacdo dos modulos em funcédo da
frequéncia. Assim como para a YS e mistura 1-CAR-YS sem pré-aquecimento
(FIGURA 36, pag. 130), os reogramas das pastas pré-aquecidas (FIGURA 40)
apresentaram o modulo de armazenamento (G’) superior ao modulo de perda
(G”), porém a histerese térmica continuou presente em ambos os sistemas, mais
intensamente na mistura.

De acordo com ROCHAS e RINAUDO (1980) a concentracao de 0,5% de

K-carragenana e a presenca de ions € suficiente para promover a geleificacao

()

sob esta condicdo em um sistema binario (mistura de dois componentes) o
comportamento reolégico da carragenana € predominante. Neste contexto a
mistura 1-CAR — YS apresentou maior histerese térmica possivelmente porque a
condicao de geleificacao utilizada para a 1-CAR (concentragdo de 0,5%), néo foi
suficiente para possibilitar a transigao fita para hélice. Sendo assim nesse sistema
nessas condicoes ha predominio do comportamento do amido na fase continua.
Foi possivel observar que, ap6és o aguecimento, houve dissociacdo das zonas de
juncao dentro da rede do gel em ambos os sistemas (amido sozinho e mistura),
devido a presenga de histerese térmica, essa histerese possivelmente ocorreu
devido a agregacéao das hélices do amido depois de formadas.
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FIGURA 40. SISTEMAS PRE-AQUECIDOS A 85°C. MODULO ELASTICO (G,
MODULO VISCOSO (G”) EM FUNGAO DA TEMPERATURA PARA (A) YS (25 g/L) E
(B) MISTURA 1-CAR (5 g/L) — YS (20 g/L) COM PRE-AQUECIMENTO. SENSOR
pp35/Ti, EM FREQUENCIA DE 1 Hz E DEFORMACAO DE 1%. (— AQUECIMENTO DE
5-85 °C E RESFRIAMENTO DE 85-5 °C).
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Analisando a viscosidade dindmica do YS e das misturas 1-CAR-YS
preparados com e sem pré-aguecimento, pode-se observar que ha um intenso
efeito sinérgico no que diz respeito ao aumento da viscosidade quando o sistema
foi pré-aquecido (FIGURA 41). Os resultados demonstraram que a interacao entre
os polissacarideos foi mais favoravel apds o aquecimento, 0 que sugere a
cooperacado entre ambos os polimeros e posterior agregacdao das hélices do
amido, ocasionando histerese. Outra possibilidade que poderia ser abordada é o
aumento da interacdo decorrente do efeito de exclusdo, o que permite maior
contracdo da rede amilose forcada pela presenca da 1-CAR. O pré-aquecimento
permite uma cooperacao entre os biopolimeros, seguida do efeito de exclusdo

(separacao das fases) que aumenta a concentracao de 1-CAR na fase continua.
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FIGURA 41. VISCOSIDADE DINAMICA DAS AMOSTRAS DE (A) MISTURA 1-CAR-YS,
SEM PRE-AQUECIMENTO (B) MISTURA 1-CAR-YS, PRE-AQUECIDA (C) YS, SEM
PRE-AQUECIMENTO E (D) YS, PRE-AQUECIDO. SENSOR pp 35.Ti, EM
FREQUENCIA DE 1 Hz E DEFORMACAO DE 1%.
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Para melhor caracterizar as propriedades reologicas das preparagdes pré-
aquecidas (YS sozinho e 1-CAR - YS), foi realizada a analise de Cox-Merz, onde

se observa a relagdo demonstrada na equacao abaixo:

n (@) =n()Hw=7y (Equacéo 1)

onde M* representa a viscosidade complexa, n € a viscosidade aparente, ® a

freqiéncia de oscilacao (rad/s), e ¥ é a taxa de cisalhamento (1/s). Plotando em

grafico se os valores da viscosidade complexa contra a frequéncia forem maiores

do que os da viscosidade aparente contra a taxa de cisalhamento ha a formacao
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de uma estrutura de gel verdadeiro no sistema (HAN et al., 2002; BOT et al., 2001;
MARTIN et al., 2003).

Para ambos os sistemas (amido sozinho e mistura) a viscosidade complexa
foi maior do que a viscosidade aparente (FIGURA 42), confirmando a formagao de
um gel forte. Adicionalmente esses graficos demonstraram que a natureza elastica
observada como a razdo entre a viscosidade complexa e a aparente foi muito

maior na mistura demonstrando, entdo, um carater mais sélido nesse sistema.

FIGURA 42. COX-MERZ DO (A) YS (25 g/L) E (B) 1-CAR (5 g/L) — YS (20 g/L) (m)
VISCOSIDADE COMPLEXA, (o) VISCOSIDADE APARENTE.
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A transicdo do estagio desordenado (fita) para ordenado (hélice) é
frequentemente o primeiro passo na geleificacdo das carragenanas. A
conformacdo de hélice € promovida pela adicdo de sal ou pela diminuicdo da
temperatura. Péde-se observar que a condicdo de geleificacdo utilizada,
concentracao (0,5%) de 1-CAR, aparentemente nao foi suficiente para permitir a
geleificacao (transigao fita para hélice) e, principalmente, a estabilizagdo da hélice
formada. Outra caracteristica importante observada no sistema 1-CAR — YS foi a
intensa histerese, que é um fendmeno indesejavel encontrado em varias

aplicagdes na industria de alimentos contendo biopolimeros misturados.
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Apesar da formacdo de um gel mais forte com o pré-aquecimento tanto
para YS como para a mistura 1-CAR — YS, ambos os sistemas apresentaram
elevada histerese. Como a influéncia dos sais na formacdo de hélices das
carragenanas ja foi relatada (ROCHAS e RINAUDO, 1980; PICULELL et al., 1987)
apesar de ainda nao ter sido determinada a especificidade deste sal para a iota-
carragenana, sequencialmente foi avaliada a influencia do KCI (120 mM), nas
misturas 1-CAR (5 g/L) — YS (20 g/L) preparadas com e sem o pré-aguecimento.
Para facilitar a compreensdo dos resultados foram realizadas as seguintes

comparagoes.

- Mistura 1-CAR - YS: sem pré-aquecimento sem sal;
- Mistura 1-CAR - YS: sem pré-aquecimento com sal;
- Mistura 1-CAR - YS: com pré-aquecimento sem sal;

- Mistura 1-CAR - YS: com pré-aquecimento com sal.

Os resultados das misturas sem sal ja foram descritos, serdo aqui repetidos
para facilitar a compreensado. O preparo das misturas com sal foi realizado da
seguinte maneira.

(vi) Preparo da mistura sem pré-aquecimento com sal: o YS foi solubilizado
com a 1-CAR a 25°C em uma solucao de KCI 120 mM, sob agitacdo mecanica
durante 1 hora e 30 minutos. Posteriormente, a mistura foi autoclavada durante 30
minutos, mantida sob refrigeracdo por aproximadamente 18 h e deixada a 25°C
antes de iniciar as analises.

(vi) Preparo da mistura com pré-aquecimento com sal: o YS foi solubilizado
com a 1-CAR a 85°C em uma solucao de KCI 120 mM sob agitacdo mecanica
durante 1 hora e 30 minutos. Posteriormente, a mistura foi autoclavada durante 30
minutos, mantida sob refrigeracdo por aproximadamente 18 h e deixada a 25°C
antes de iniciar as analises.

Quando foi avaliada a influéncia do sal no sistema 1-CAR (5 g/L) — YS (20

g/L) sem pré-aquecimento os valores dos médulos: elastico (G’) e do viscoso (G”)
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foram inferiores no sistema preparado na presenca de sal (FIGURA 43). O que foi

confirmado pelos valores de Tan 9, valores inferiores foram obtidos para a mistura

sem aquecimento e sem sal indicando a formacado de um gel mais forte nesse

sistema (FIGURA 44).

FIGURA 43. MODULO ELASTICO (G’), MODULO VISCOSO (G”) EM FUNCAO DA
FREQUENCIA PARA MISTURA 1-CAR (5 g.L') BYS (20 gL') SEM PRE-
AQUECIMENTO (A) SEM SAL (KCI 120 mM) (B) COM SAL (KCI 120 mM) SENSOR
pp35/Ti, DEFORMACAO DE 1%, A 25 °C.
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FIGURA 44. GRAFICO DE Tan § EM FUNCAO DA FREQUENCIA PARA (A) MISTURA
1-CAR (5 g/L) — YS (20 g/L), (A) SEM SAL, (B) COM SAL (KCI 120mM).
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Aparentemente o sal diminuiu a forca do gel, porém quando foi avaliada a
influéncia da temperatura, o sal permitiu maior estabilidade no que diz respeito a
diminuicdo da histerese, que foi significativamente diminuida no sistema com sal,
uma vez que a diferenca nos médulos elastico e viscoso (G e G,
respectivamente) foi semelhante apds o resfriamento (FIGURA 45).

FIGURA 45. MODULO ELASTICO (G’), MODULO VISCOSO (G”) EM FUNGCAO DA
TEMPERATURA PARA 1-CAR (5 g.L") — YS (20 g.L') SEM PRE-AQUECIMENTO (A)
SEM SAL (KCl 120 mM) (B) COM SAL (KCl 120 mM) SENSOR pp35/Ti,
DEFORMAGCAO DE 1%, A 25 °C.
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A intensa reducdo na histerese térmica para a mistura preparada com sal,
possivelmente ocorre porque a presenca de 120 mM de KCI permitiu a transicéo
conformacional fita para hélice, originando estruturas estaveis durante o
resfriamento formando uma rede (FIGURA 45). A presenca de sal permite a
transicao conformacional e faz com que haja predominio do comportamento da 1-
CAR no sistema.

A presenca de sal na mistura pré-aquecida, apesar de proporcionar uma
reducdo na histerese, diminuiu a forca do gel, observada pelo comportamento
reoldgico demonstrado na Figura 46B.
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FIGURA 46. MODULO ELASTICO (G’), MODULO VISCOSO (G”) EM FUNGCAO DA
FREQUENCIA PARA 1-CAR (5 g.L") — YS (20 g.L') COM PRE-AQUECIMENTO (A) SEM
SAL (KCI 120 mM) (B) COM SAL (KCI 120 mM) SENSOR pp35/Ti, DEFORMACAO DE
1%, A 25 °C.
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Quando foi avaliada a influéncia da temperatura no sistema formado,
considerando que a diminuicdo da temperatura e a adi¢cdo de sal sdo condicdes
para geleificacdo da carragenana, a adi¢cdo do sal permitiu a completa auséncia de
histerese, no resfriamento, demonstrando a importancia do sal (condi¢do
geleificante) que permite a transicao (fita-hélices) da 1-CAR e a formagédo de uma
rede estavel formada pelas hélices do amido e da carragenana (FIGURA 47).
Nessas condi¢cdes um sistema termoestavel sem nenhuma histerese foi formado,

pois ndo houve agregacédo das hélices do amido apds sua formacao.
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FIGURA 47. MODULO ELASTICO (G’), MODULO VISCOSO (G”) EM FUNGCAO DA
TEMPERATURA PARA A MISTURA 1-CAR (5 g.L') - YS (20 g.L') COM PRE-
AQUECIMENTO (A) SEM SAL, (B) COM SAL (KCl 120 mM) SENSOR pp35/Ti,
DEFORMAGAO DE 1%, A 25 °C.
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Correlacionando a estrutura quimica fina da 1-CAR obtida da alga M.
gelidium com as propriedades reolégicas observadas € importante considerar a
presenca de unidades precursoras nu-carragenana neste polimero. O hidrocoléide
iota-carragenana utilizado industrialmente extraido da alga vermelha Eucheuma
denticulatum pode conter quantidades de nu-carragenana variando de 0-23 mol%.
A nu-carragenana € o precursor biolégico da iota-carragenana e a capacidade de
formacao de hélice da iota-carragenana tende a diminuir proporcionalmente com o
aumento da quantidade de unidades nu-carragenana (VAN DE VELDE et al.,
2001).

Para avaliar o efeito da presenca deste precursor nas propriedades
reoldgicas de iota-carragenana extraida de E. denticulatum (VAN DE VELDE et
al., 2002b) preparou amostras com variaveis quantidades de nu-carragenana, por
tratamento alcalino durante diferentes tempos.

Em contraste a formagdo de hélices, as propriedades reoldgicas da iota-
carragenana sdo efetivamente melhoradas pela presenga de pequenas
quantidades de nu-carragenana. VAN DE VELDE et al (2002b) obtiveram um valor
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maximo de G’ com as amostras de iota-carragenana que apresentaram até 3% de
unidades nu-carragenana.

Considerando que a estrutura quimica fina da 1-CAR de M. gelidium é
constituida por iota/nu-carragenana (84,0 e 8,0%, respectivamente) quando se
avalia a transicdo conformacional de fita para hélice da iota-carragenana em
fungdo da regularidade da sua cadeia, a pequena quantidade de nu-carragenana,
presente sem a necessidade de ciclizacdo por tratamento alcalino, possivelmente,
influenciou positivamente nas propriedades reoldgicas.

Foi demonstrado que a capacidade da iota-carragenana de formar uma
estrutura ordenada (rede), contendo pequena quantidade de nu-carragenana, é
significativamente maior do que de amostras de iota-carragenana puras obtidas
por tratamento alcalino (VAN DE VELDE et al., 2002b).

Esse fenbmeno pode ser explicado em termos do balanco entre o conteudo
de unidades com capacidade de formagdo de hélice (iota-carragenana) e o
numero de ligagdes cruzadas entre as cadeias. Levando em consideragéo o fato
que unidades de nu-carragenana introduzem na molécula “kinks”, pontos de
juncdo na conformacgdo da cadeia permitindo o contato com cadeias vizinhas.
Aumentando a quantidade de nu-carragenana ha aumento no numero de ligacdes
cruzadas na rede, resultando em um aumento na forga do gel.

As caracteristicas estruturais naturalmente encontradas na iota-caragenana
de M. gelidium lhe conferem importantes caracteristicas para formacéo de gel,
tanto em sistema isolado, como em associagao com diferentes tipos de amido,
que apresentam baixo custo e ampla utilizacdo. As associacées entre
macromoléculas sado importantes, pois normalmente determinam a textura e as
propriedades dos géis formados conferindo-lhes propriedades funcionais mais
atraentes, como por exemplo, a auséncia de histerese.
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4.1.4. ATIVIDADE ANTIVIRAL DAS GALACTANAS SULFATADAS

O amplo espectro de atividades biolégicas que o0s polissacarideos
sulfatados apresentam como acdo anticoagulante (CARLUCCI et al, 1997,
FARIAS et al., 2000), antiviral (DUARTE et al., 2001, 2004; TALARICO et al.,
2004, 2005; DAMONTE et al., 1996; CACERES et al., 2000), antitumoral
(FERNANDEZ et al., 1989; ZHOU et al., 2004) entre outras, motivou a avaliacdo
da atividade antiviral dos polissacarideos biossintetizados pelas algas
Gymnogongrus griffithsiae e Meristiella gelidium.

O aparecimento de cepas virais resistentes apos tratamento prolongado em
pacientes imunocomprometidos s&o as principais razdes para se continuar a
busca de novos agentes antiherpéticos e avaliar a capacidade que os
polissacarideos sulfatados de algas marinhas apresentam como compostos

promissores na terapia antiviral.

4.1.5. ATIVIDADE ANTIHERPETICA E ANTIDENGUE DAS GALACTANAS DE
G. griffithsiae

Estudos prévios demonstraram que a alga Gymnogongrus griffithsiae
(Phylophoraceae) sintetiza majoritariamente carragenana kappa/iota/nu- e
agaranas metiladas (FARIA 2002). Com a finalidade de avaliar a atividade
antiherpética e antidengue desses polissacarideos e compara-la com a atividade
desempenhada pelos polissacarideos de Meristiella gelidium, a alga G. griffithsiae
foi submetida ao esquema de extracao e purificacao para obtengéo da fragdo G3d,
conforme descrito na Figura 48. A fragdo G3d foi submetida a andlise de metilagao
e demonstrou propor¢éo 5:1:1 de iota/nu/kappa -. As demais fra¢cdes analisadas
foram obtidas previamente por Faria (2002).
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FIGURA 48. FLUXOGRAMA (A) EXTRAGAO; (B) FRACIONAMENTO COM KCI
E (C) PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA DAS

GALACTANAS DE G. griffithisiae.
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Fracdo G3

Soltveis em KCI

Precipitada com KCI

Fracdo G3S Fragbes: G3a (0,0 — 0,1M)
G3b (0,2 - 0,3M)
G3c (0,75 - 1,0M)
G3d (1,0 -1,2M)

(€)

Fracdo G3S
Fragbes: G3S-1; G3S-2; G3S-3; G3S-4; G3S-5; G3S-6, G3S-7
Eluentes: agua NaCl 0,25;

0,5; 0,75;

1,0;

2,0,

4,0M
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As anadlises de atividade antiviral que serdo mostradas a seguir foram
realizadas pelo grupo de Virologia da Universidade de Buenos Aires, sob
orientagdo da Dr®. Elsa B. Damonte. A andlise dos resultados foi feita em
colaboracdo com o0 nosso Laboratério de Algas Marinhas e publicados por
TALARICO et al. (2004, 2005) onde a metodologia encontra-se descrita. Serdo
discutidos inicialmente os resultados obtidos contra o virus herpes simplex.

As fragbes de G. griffithsiae foram avaliadas quanto a sua citotoxicidade. O
ensaio de viabilidade celular foi realizado através do método do MTT, onde as
culturas de células Vero foram expostas a diferentes concentracdes de cada
fracao, para se determinar a concentragao citotéxica 50% (CCsg concentracdo que
reduz em 50% o numero de placas em células Vero) (Tabela 20). Nenhum efeito
citotdxico as células Vero foi observado, mesmo em concentragdes de 1000 pg/Ml.
Deste modo o valor de CCsq foi > 1000 pg/mL.

Inicialmente foi realizada a avaliagdo antiherpética das fracoes
polissacaridicas, através de um screening antiviral, pelo ensaio de reducédo de
placas virais (HSV-1 estirpe F) em células Vero. Os resultados sdo demonstrados
na Tabela 20, representados na forma de 1Csy.

O extrato bruto G3 e a fragdo G3d correspondente a iota/kappa/nu-
carragenana (70/14/16 %, respectivamente) obtida a partir do extrato G3 por
precipitacdo fracionada com KCI apresentaram acgdo antiviral mais efetiva e
maiores indices de seletividade inclusive em relacao aos compostos de referéncia
(heparina e dextran sulfato) (TABELA 20).
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TABELA 20. ATIVIDADE ANTI-HSV-1 E ENSAIO CITOTOXICO DE GALACTANAS
ISOLADAS DE G. griffithsiae ®.

CCso ° ICs0 © SI¢ VCs® Sulfato'
Fracdes
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) NaSOs (%)

G3 >1000 1,1 >909 8,5 33,1
G3d >1000 1,0 >1000 >20 29,4
G3S >1000 4,3 >233 >20 9,1
G3S-1 >1000 4.1 >244 n.d. 7,0
G3S-2 >1000 >200 Inativo n.d. 4,2
G3S-3 >1000 100 >10 n.d. 12,1
G3S-4 >1000 2,4 >417 n.d. 10,5
G3S-5 >1000 5,6 >179 n.d. 21,0
G3S-6 >1000 2,2 >455 >20 35,0
G3S-7 >1000 >200 Inativo n.d. 20,6
Heparina >1000 3,0 >333 >20 Nd
DS8000 >1000 2,8 >357 n.d Nd

4Tabela de TALARICO et al. (2004).

® Concentragao citotdxica, ou concentracdo necessaria para reduzir em 50% a viabilidade celular
de células Vero apés 48 horas de incubacao com cada fragao.

¢ Concentragéo inibitéria, ou concentracdo que reduz em 50% o niimero de placas virais em células
Vero.

4Indice de seletividade ou (CCsy/ICxp).

¢ Concentragao virucida, ou concentragdo necessaria para inativar os virus em 50%, apos 1 h e 30
min de incubacdo com as fragbes

Dados obtidos de 3 ensaio em duplicata.

"Expresso como NaSO,

nd ndo determinado
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Os extratos mais ativos contra o HSV-1 foram as fracées G3, G3d, G3S-4 e
G3S-6 com valores de ICso 1,1; 1,0; 2,4; 2,2 ug/mL. O aumento da atividade
antiviral de polimeros sulfatados esta correlacionado, entre outros fatores, com o
grau de sulfatacdo dessas moléculas. Esta correlacdo esta de acordo com os
dados de FARIA (2002) e pdde-se observar que essas galactanas mais ativas
estdo entre as fracdes que apresentam maior teor de grupos sulfatado (TABELA
20).

Porém outros fatores estruturais, como o grau de polimerizacao e a posicao
de grupos sulfato na estrutura polissacaridica, também podem estar
correlacionados com a atividade antiviral.

Sao cinco glicoproteinas virais (gB, gC, gD, gH e gL) que medeiam a
interacdo e entrada do virus na célula hospedeira. O passo inicial € a uniao de gC
(HEROLD et al., 1991) e também de gB (HEROLD et al., 1994), com a superficie
celular de glicosaminoglicanas, particularmente com o heparan sulfato (SHIEH et
al.,, 1992). Uma vez que o mecanismo de unido e entrada do virus na célula é
bastante conhecido, FREYZI et al. (1997), demonstraram que a minima sequéncia
na interagéo do heparan sulfato (HS) da célula hospedeira com a glicoproteina gC
do HSV-1 é a sequéncia [—4)-B-L-('C4)-IdoA2-OSO; -(1—4)-a-D-(*C+)-GIcNR6'-
OSOs3 -(1—] com no minimo 10-12 unidades repetitivas (FIGURA 49A).

DUARTE et al. (2004), de maneira comparativa, determinaram que as
agaranas de Acanthophora spicifera, constituidas por unidades de pB-
galactopiranose 2-sulfato ligadas a a-galactose 6-sulfato [—3)-B-L-(*C+)-Galp2-
0S0O; —(1—4)-a-L-('C4)-Galp6’-0SO;3 -(1—] (FIGURA 49B), apresentam uma
conformagédo de unidades sulfatadas similar a minima seqUéncia do heparan
sulfato, e estas unidades podem ser responsaveis pela formacdo do complexo
polissacarideo-gC e assim pela atividade antiherpética destas galactanas.

Da mesma forma as galactanas de C. crenulata, apresentaram a diade B-D-
galactose 2-sulfato ligada a a-L/D-galactose 6-sulfato, o que, por analogia, poderia
justificar a atividade antihérpetica desempenhada pelas mesmas (ZIBETTI et al.,
2005).
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Entre os estudos que tém demonstrado a correlacdo da atividade antiviral,
ndao somente com o grau de sulfatacdo, mas também com o posicionamento dos
grupos sulfato nas galactanas, CARLUCCI et al., (1997) observaram que as
carragenanas de Gigartina skottsbergii, submetidas a tratamento alcalino,
apresentaram uma atividade antiherpética menor que os polimeros originais. De
modo similar a agarana de Acanthophora spicifera também apresentou menor
atividade antiherpética da galactana tratada com alcali (ICso > 5 pug/mL) que a
respectiva fragdo original (ICsp > 1,4 p g/mL) (DUARTE et al.,, 2004). Estes
resultados demonstram a importancia do posicionamento dos grupos sulfato em
C-6 das unidades a-galactose no desempenho da atividade antiviral.

De maneira distinta, a agarana metilada obtida da alga Georgiella confluens
nao apresentou nenhuma atividade antiviral (KOLENDER et al.,, 2002). Esta
galactana possui baixo conteudo de 3,6-anidrogalactose e ramificagao por unidade
de xilose ligada no C-4 de B-D-galactose, baixo teor de grupos sulfato (12,8%), os
quais estdo principalmente (~8 — 9%) ligados na posicao C-3 de a-L-galactose,
com menores quantidades de sulfatacao no C-4 de B-D-galactose (~3 — 4%).

A interacdo entre as galactanas sulfatadas e a glicoproteina externa do
virus pode levar a inativagédo viral e/ou bloquear a ligagcao do virus ao receptor da
célula hospedeira durante a adsorgdo viral. Para elucidar estas duas
possibilidades foi realizado o ensaio de atividade virucida contra o virus HSV-1.
Com excecao da galactana G3 as demais fracdes avaliadas foram incapazes de
inativar o virus HSV-1 até a concentracao de 20 ug/mL. A fracdo G3 demonstrou
fraco efeito virucida com concentracdo VCsy (8,5 pug/mL) excedendo muito a
correspondente concentracdo antiviral 1Cso 1,1 ug/mL (TABELA 20). A lambda-
carragenana de G. skottsbergii, além da atividade antiviral, é a Unica relatada que
apresenta atividade virucida (CARLUCCI et al., 1997).
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FIGURA 49. (A) ESTRUTURA DA MINIMA SEQUENCIA DE LIGAGAO DO HEPARAN
SULFATO. (B) MiNIMA ESTRUTURA DE LIGAGAO DA AGARANA DE A. spicifera®
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2 Figura de DUARTE et al. (2004).

As fragbes G3, G3S, G3d e G3S-6 foram avaliadas através do ensaio de
reducao de numero de placas virais em células Vero, frente a diferentes cepas de
HSV, inclusive a uma cepa resistente a aciclovir (B-2006), bem como cepas de
HSV-2 (G e MS), sendo determinado a ICsy destes polimeros.

De acordo com os valores observados na Tabela 21, todas as fracoes
polissacaridicas de G. griffithsiae foram efetivas contra todos os diferentes tipos de
herpes virus ensaiados. Especificamente todos os compostos foram eficientes
inibidores contra cepas B-2006, uma cepa resistente ao aciclovir. Quando
avaliada a atividade antiviral contra HSV-2 cepa MS, os valores obtidos
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demonstraram que esta cepa foi significativamente mais susceptivel a acao

inibitéria das galactanas (ICsp de 0,1 — 0,4 pg/mL).

TABELA 21. ATIVIDADE ANTI-HSV-1 E HSV-2 DE GALACTANAS ISOLADAS DE G.
griffithsiae ®.

Fracéo ICs0° (ng/mL)
HSV-1 HSV-1 HSV-1 HSV-2 HSV-2
B 2006 1C3-syn 13-8 1C3-syn 14-1 G MS
G3 0,7 3,1 2,7 1,2 0,1
G3S 2,8 3,4 41 3,3 0,4
G3d 0,4 0,3 3,4 1,0 0,1
G3S-6 0,8 2,3 16,7 3,2 0,1
Heparin 1,6 1,1 12,3 1,8 0,6
DS8000 2,1 0,9 15 2,5 0,6

® Tabela de TALARICO et al. (2004).
® Concentragao inibitoria, ou concentragdo que reduz em 50% o numero de placas em células
Vero.

Como estas galactanas ndo apresentaram ou apresentaram baixa atividade
virucida (fragdo G3, TABELA 21), para confirmar o efeito inibitério na etapa de
adsorcao viral foi realizado um ensaio de redugcdo de placas, adicionando as
galactanas em diferentes etapas da replicacdo viral. Quando a galactana foi
omitida na etapa de adsorcdo viral e foi adicionada somente apdés a adsorcgéo,
nenhuma reducdo significativa foi observada no ndmero de placas, mesmo em
altas concentragbes. Por outro lado, quando as galactanas estavam presentes
somente na etapa de adsorcao viral, ocorreu uma redugéo de placas significativa e
eficaz, bem como na presenca das galactanas durante e apds adsorcéo viral.
Estes dados indicam que a adsorcdo viral é o principal alvo antiviral destes
polissacarideos (TABELA 22).
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TABELA 22. INFLUENCIA DOS DIFERENTES PERIODOS DE TRATAMENTO NA
ATIVIDADE DAS GALACTANAS DE G. griffithsiae CONTRA HSV-1 2.

Fragao ICs0° (ng/mL)
Durante adsorgao viral ~ Apds adsorgao viral Durante e apds adsorgéo viral
G3 0,6 >10 0,7
G3S 2,8 >10 1,9
G3d 1,0 >10 1,1
G3S-6 2,0 >10 0,7

4Tabela de TALARICO et al. (2004).

®Concentrag&o inibitéria, ou concentracdo que reduz em 50% o nimero de placas em células Vero. As
células Vero foram infectadas com 50 PFU (unidades formadoras de placas) de HSV-1 na auséncia ou
presenga dos compostos. Apés 1 hora de adsorgio viral a 4°C, os compostos e 0s virus nio
adsorvidos foram removidos. As células foram entdo cobertas com meio de manutencdo contendo
0,7% de metilcelulose com ou sem os compostos, e entdo foram incubados por 2 dias a 37 °C. Cada
valor representa a média dos ensaios em duplicata.

As diferencas observadas na concentragdo (ug/mL) necesséria para
atividade antiherpética das galactanas de G. griffithsiae corroboram para a ja
reportada correlagdo do aumento da atividade antiviral com o aumento do grau de
sulfatacao dos polimeros. As galactanas G3, G3d e G3S-6 apresentaram elevados
teores de grupos sulfato (33,1, 29,4 e 35,0%, respectivamente) e alta atividade
antiviral. A galactana G3S apresentou 9,1% de sulfato e baixa atividade antiviral
(TABELA 22).

Como ja reportado por FARIA (2002) o extrato bruto G3, a galactana
precipitada com KCI G3d e a galactana soluvel em KCI 2M posteriormente
purificada por cromatografia de troca i6nica (FIGURA 47) apresentam algumas
semelhangas estruturais. Aproximadamente 50,0% do extrato bruto G3 é
composto pela galactana G3d, nessa galactana iota/kappa/nu- homogénea com

massa molar de 845.000 g/mol as unidades A estdo 4-O-sulfatadas (B-D-galactose
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4-sulfato) e as unidades B na forma do derivado 3,6-anidro-a-D-galactose, estao
70% 2-O-sulfatadas e 13,0% nao substituidas e as unidades de galactose 17,0%
sdo sulfatadas no C-2 e C-6 (a-D-galactose 2,6-sulfato). A galactana G3S-6
possivelmente devido a sua massa molar apresentou menor atividade antiviral
guando comparada com a galactana G3d.

Assim como as carragenanas de G. griffithsiae outras carragenanas tém
apresentado potente atividade antiviral, como as kappa/iota de G. skottsbergii,
(ICs0 entre 1,6 - 4,1 ug/mL, CARLUCCI et al., 1997), as kappa/iota de G. torulosus
(ICso entre 2,1 — 0,6 ug/mL) (ESTEVEZ, 2003) e as iota/alpha de Stenogramme
interrupta (Phyllophoraceae) (ICso entre 1,9 — 9,3 ug/mL) (CACERES et al., 2000).

Outro ponto que merece destaque € que essas galactanas foram efetivas
contra todas as cepas testadas, inclusive contra as variantes sinciciais de HSV-1,
isolados apds varias passagens nas células Vero da cepa F de HSV-1 na
presenca da carragenana antiviral 1C3 (mu/nu-carragenana) (CARLUCCI et al.,
2002) e a cepa resistente a aciclovir (B-2006).

A galactana sulfatada G3d de G. griffithsiae foi selecionada para a
avaliacdo da atividade antiviral contra quatro sorotipos do virus da dengue
(TALARICO et al., 2005).

Inicialmente foi realizado um screening para verificar contra qual sorotipo
viral a galactana apresentaria mais atividade (TABELA 23). Heparina e DS8000
(dextran sulfato), dois polissacarideos comerciais conhecidos pelas suas
propriedades antivirais contra varios virus envelopados, foram utilizados como

controles positivos.
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TABELA 23. ESPECTRO DE ATIVIDADE ANTI-DENGUE DA GALACTANA G3d EM
CELULAS VERO®.

Composto ICso (ug/mL)°

DENV-1 HW DENV-2 NGC DENV-3 H87 DENV-4-8124
G3d >50 0,9+04 13,9+0,3 >50
Heparina >50 1,9+£0,2 10,8+ 2,5 >50
DS8000 >50 0,9+0,1 18,3+1,2 31,2+24

®Tabela de TALARICO et al. (2005).
® Concentragao inibitdria 50%: concentragdo necessaria para reduzir o nimero de placas virais em

células Vero em 50%. Cada valor representa a média dos ensaios em duplicata + o desvio padréo.

Foi possivel observar que a atividade antiviral dos polissacarideos
sulfatados foi dependente do sorotipo viral. A galactana G3d inibiu a multiplicagcao
em células Vero do virus DENV-2 com valor de ICsy por volta de 0,9 pg/mL ,
enquanto que para heparina o valor necessario foi maior (1,9 ug/mL). Nenhuma
citotoxidade foi observada para nenhum dos compostos (CCsy >1000), e o indice
de seletividade (Sl) foi >1000 (TALARICO et al.,, 2005). Baseado nestes
resultados, a galactana G3d pode ser considerada efetiva e seletiva contra o virus
DENV-2.

Quando foi avaliada a atividade contra o virus DENV-3, o valor de ICs
contra este sorotipo foi aproximadamente 15 vezes maior do que o valor obtido
contra o virus DENV-2, porém o indice de seletividade obtido contra DENV-3 foi
>70, indicando também seletiva inibicdo deste sorotipo. Contra DENV-1 e DENV-4
a galactana G3d nao apresentou atividade.

A variacdo na susceptibilidade dos sorotipos do virus da dengue a
galactana G3d pode ser devido a diferengas no crescimento destes sorotipos nas
células Vero. Para avaliar esta possibilidade o crescimento dos quatro sorotipos
do virus em células Vero foi analisado durante 72 h apés a infecgao (72 h pi.).
Todos o0s sorotipos replicaram com similar eficiéncia nas células Vero, néo
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podendo ser atribuido o crescimento diferencial a diferenca na susceptibilidade a
galactana (TALARICO et al., 2005).

Ja é conhecido que o virus da dengue pode infectar diferentes tipos de
células e este tropismo celular parece estar diretamente relacionado a patogénese
viral (McBRIDE e BIELEFELDT-OHMANN, 2000). Desse modo o efeito inibitdrio
da galactana G3d foi avaliado utilizando duas linhagens de células humanas, PH
(fibroblastos) e HepG2 (hepatoma) e em uma linhagem de célula do mosquito
C6/36 HT (TABELA 24). Os virus utilizados neste ensaio foram os mais
susceptiveis, os sorotipos 2 e 3.

TABELA 24. ATIVIDADE ANTI-DENGUE DA GALACTANA G3d EM CELULAS VERO,
HEPG2, PH E C6/36 HT®.

Composto ICs0 (ug/mL)°
Vero HepG2 PH C6/36 HT

DENV-2

G3d 1,0+ 0,1 1,8+0,3 0,31 £ 0,01 >50
Heparina 1,6 £0,6 6,0+04 2,1+0,1 >50
DS8000 1,8+0,2 3,6 0,2 2,4+0,2 >50
DENV-3

G3d 52+0,1 10,4+1,2 9,5+0,7 >50
Heparina 9,7+1,2 6,2+0,3 3,2+0,5 >50
DS8000 41+0,5 13,9+1,2 6,3+£0,5 >50

4Tabela de TALARICO et al. (2005).
® Concentragao inibitoria 50%, ou concentragio necessaria para inibir o rendimento viral em 50%
até 48 h pds infecgéo (pi). Cada valor representa a média dos ensaios em duplicata = o desvio

padréo.
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A galactana G3d foi um efetivo inibidor do DENV-2 e DENV-3 em células
humanas HepG2 e PH. No ensaio com as células HepG2 o efeito antiviral foi
semelhante ao observado em células Vero. Nenhuma toxicidade foi detectada em
ambas as linhagens de células humanas apés a exposicdo a galactana até
concentragdo de 1000 ug/mL. O valor de Sl determinado para G3d nas células
humanas contra DENV-2 e DENV-3 foi entre >555 e 6250. Estes dados indicaram
que a galactana G3d de G. griffithsiae apresentou inibi¢do seletiva para ambos os
sorotipos em células humanas, apresentando maior efetividade contra o sorotipo
2, do mesmo modo como descrito para células Vero. Em contraste, nenhum efeito
foi observado na multiplicidade de ambos os sorotipos nas células do mosquito
C6/36 HT, até a concentragédo de 50 ug/mL (TABELA 24).

O modo de acdo desta galactana foi avaliado utilizando células Vero e
DENV-2. Para localizar o alvo da atividade antiviral durante o ciclo de
multiplicacdo do virus, foi determinada a influéncia do tempo de adicdo do
polissacarideo na formacdo de placas em células Vero. O polissacarideo foi
adicionado simultaneamente com o virus ou em intervalos de 1 h apés a
exposigdo das células ao virus. Maior efeito inibitério foi observado quando o
polissacarideo foi adicionado as células junto com o virus (tempo zero) (95,0% de
inibicdo). Quando adicionado imediatamente apds a adsor¢éo (1 h pi), a galactana
também inibiu efetivamente, reduzindo aproximadamente 75,0% as placas virais.
Porém nenhum efeito foi observado em tempos superiores.

Estes resultados sugerem que a etapa de adsorgéo viral € o principal alvo
da galactana contra DENV-2 em células Vero, e a etapa do ciclo viral ocorrendo
imediatamente apés a adsorgdo, durante a primeira hora de infecgao;
provavelmente a internalizacao viral também parece ser afetada.

Para certificar a acdo antiviral nos primeiros estagios do ciclo de
multiplicacdo viral do DENV-2, posteriormente foi avaliada a cinética de adsorgéo
do virus na presenga da galactana.

Os resultados obtidos confirmaram que a galactana G3d inibiu a adsorcéo

do virus, uma vez que a quantidade de virus ligados as células foi intensivamente
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diminuida nas células tratadas com G3d em comparacdo com as células
infectadas nao tratadas (controle) (25 UFP e 100 UFP em 30 minutos de
adsorgao, respectivamente) (TALARICO et al., 2005). Quando analisada a acao
inibitéria da galactana na etapa subsequente do ciclo viral pds-adsorgéo, péde-se
observar que a determinacdo do numero de placas formadas apds a inativagao do
virus extracelular, mas nao do virus internalizado, foi significativamente reduzida
na presenga da galactana, aproximadamente 50 UFP contra 150 UFP em 60
minutos pés-adsorgcao (TALARICO et al., 2005).

Estes resultados demonstraram que a galactana iota/kappa/nu- de G.
griffithsiae possui efetiva e seletiva atividade contra os virus da dengue sorotipos 2
e 3. E importante ressaltar que devido ao comportamento diferencial desta
galactana na internalizagdo do virus na célula, este composto pode ser uma
ferramenta util na elucidacdo do mecanismo de ligacdo e internalizacdo dos
sorotipos da dengue em células de vertebrados e invertebrados.

Foi importante avaliar a resposta contra diferentes sorotipos, uma vez que
0s quatro sorotipos analisados co-circulam em regides epidémicas e ja € bem
estabelecido que a reinfeccdo com diferentes sorotipos representa uma
significativa ameaca para a saude humana devido ao desenvolvimento de formas
severas da doenca hemorragica da dengue e sindrome de choque da dengue. E
interessante ressaltar este ponto, pois esta seletividade também pode ser
observada com outras substancias antivirais.

4.1.6. ATIVIDADE ANTIHERPETICA E ANTIDENGUE DAS GALACTANAS DE
M. gelidium E COMPARACAO COM AS GALACTANAS DE G. griffithsiae.

Os extratos brutos M1 (extracdo a 25 °C), M3 (extracao a 100 °C) e a
carragenana iota/kappa- homogénea (M3a), Mw: 956.700 g/mol, obtidos da alga
M. gelidium foram selecionados para avaliagao da sua atividade antiviral contra os
virus HSV-2 e DENV-2. Heparina e dextran sulfato (DS 8000) foram utilizados

como polissacarideos antivirais de referéncia.
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Nenhuma toxicidade foi observada com qualquer dos polissacarideos
avaliados até a concentracao de 1000 pg/mL (TABELA 25).

TABELA 25. ATIVIDADE ANTIVIRAL CONTRA VIiRUS HERPES SIMPLEX E ViRUS DA
DENGUE DAS FRACOES DE M. gelidium.

Fracdo CCs @ (ug/mL) ICs0 ° (ug/mL)

HSV-2 (MS)  DENV-2 (NGC)

M1 > 1000 0,06 £ 0,01 0,79 £0,04

M3 > 1000 0,05 £0,02 0,14 + 0,01

M3a > 1000 0,04 + 0,01 0,21 £ 0,04
Heparin > 1000 0,6 +0,1° 1,9 +0,2°
DS 8000 > 1000 0,6 +0,1° 0,9 +0,1°

& Concentragdo citotoxica 50%: concentragdo do composto necessaria para reduzir viabilidade das
células Vero em 50% apds 48 h de incubagéo.

® Concentragdo inibitéria 50%: concentracdo do composto necessaria para reduzir o nimero de
placas virais nas células Vero em 50%.

Estes compostos apresentaram elevada atividade antiherpética com ICs, de
0,04 — 0,06 ug/mL. A efetividade dos extratos brutos de M. gelidium foi superior ao
correspondentes extratos de G. griffithsiae (TABELA 20). O valor de ICsy do
extrato bruto G3 (1,1 ug/mL) foi duas vezes maior que os valores obtidos para M1
e M3. No entanto, quando consideramos as galactanas obtidas apds precipitacéo
com KCI, as carragenanas G3d e M3a das duas algas apresentaram o mesmo
nivel de atividade (TABELA 25 e 20). O indice de seletividade (SI) foi muito maior
(25000) para M3a, do que para G3d (Sl = >1000).
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A atividade antiviral das galactanas de M. gelidium contra o virus da
dengue, sorotipo 2 (DENV-2) foi menor do que a detectada contra o virus herpes
simplex (HSV-2) (TABELA 25). Estas galactanas apresentam valores de ICs entre
0,14 — 0,16 pg/mL. Os extratos brutos e a fragdo homogénea de M. gelidium foram
inibidores mais efetivos do DENV-2 do que os polissacarideos de G. griffithsiae
(TABELA 23).

Os resultados demonstraram que a carragenana M3a da alga M. gelidium
foi, entre os polissacaridos sulfatados obtidos de algas vermelhas, o mais potente,
considerando o seu efeito inibitério contra o herpes virus (HSV-2) (DAMONTE et
al., 2004).

As carragenanas G3d (Mw = 845.000 g/mol) e M3a (Mw: 956.700 g/mol)
constituidas por iota’kappa/nu- 70/14/16 % e 84/4/6 %, respectivamente,
apresentam sulfatacdo no C-4 das unidades [B-D-galactopiranose é responsavel
pela atividade antiviral das carragenanas do tipo kappa- (CARLUCCI et al., 1997,
1999; DAMONTE et al., 2004). Nas carragenanas do tipo iota- a presenca de
grupos carregados no C-2 das unidades 3,6-anidrogalactose podem contribuir
para atividade antiviral.

Como ambas galactanas apresentam similar massa molar, estrutura
quimica e grau de sulfatagdo (G3d = 29,4% e M3a = 29,0%), fatores
conformacionais decorrentes da distribuicdo das diades de iota’kappa- e nu-
carragenana ao longo destes polimeros podem ser responsaveis pela atividade
diferencial destas carragenanas. A maior percentagem de iota- e menor
percentagem de kappa- e nu-carragenana podem conferir a galactana M3a
conformagéo mais efetiva para interagdo com a glicoproteina gC, responsavel pela
inibicdo da adsorgéo viral.

Em resumo, as carragenanas de G. griffithsiae e M. gelidium sao potentes
inibidores da adsorcdo do virus da herpes simplex a célula hospedeira,
apresentam alto indice de seletividade e por estas razdes sdo promissores
agentes profilaticos para uso topico contra infeccées genitais pelo HSV-2.
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5.0. CONCLUSOES

1- A partir da alga vermelha Meristiella gelidium (Solieriaceae, Gigartinales)
mediante extragcdo aquosa a 25°C e a 100°C e tratamento com KCI, foram obtidas
as carragenanas Mia, M2b e M3a com massa molar média (Mw) 425.600 ;
950.800 e 956.700 g/mol, respectivamente.

Anélises espectroscépicas (RMN de '°C e FT-IR) e as analises de metilacio
confirmaram que estas carragenanas sdo constituidas: 84% das diades em M1a e
M3a sdo de iota-carragenana e diades de kappa- e nu-carragenana, estdo
presentes em baixa percentagem 4 % e 6-8%, respectivamente.

Além das carragenanas a alga M. gelidium sintetiza agaranas sollUveis em
KCI 2M que foram purificadas mediante cromatografia DEAE-Sephacel originando
as agaranas M3S-3 e M3S-4.

A agarana M3S-3 (Mw = 187.000 g/mol) apresenta ~40% das unidades A 2-
O-sulfatadas enquanto as unidades B sdo ~87% substituidas em C-3 por grupos
sulfato, as quais estdo em parte substituidas em C-2 por unidades simples de
xilose (~30%) ou grupos sulfato (~18%).

Caracteristicas estruturais semelhantes, em relacdo ao padrédo de
sulfatacao foram determinadas para agarana M3S-4 (Mw = 61.430 g/mol). Nesta,
~60% das unidades A estédo representadas por -D-galactose 2-sulfato e, ~ 75%
das unidades B por a-L-galactose 3-sulfato. De modo diferente, unidades simples
de xilose glicosilam o C-6 de parte das unidades A. Ressalta-se que estas
caracteristicas estruturais (B-D-galactose 2-sulfato ligada a a-L-galactose 3-sulfato)

s&o descritas pela primeira vez.

2- O extrato bruto M1 obtido da alga M. gelidium, constituido majoritariamente por
iota-carragenana (1,0%; 120mM de KCI) forma gel, com temperatura de transicdo
acima de 45 °C e sem histerese.

As misturas iota-carragenana (5 g/L) e amidos (20 g/L), quando os
biopolimeros foram autoclavados juntos sem pré-aquecimento e sem sal, solugbes

viscoelasticas foram obtidas com os amidos de milho comum, amido de milho rico
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em amilose e amido de milho rico em amilopectina. De modo distinto com o amido
de cara um gel foi formado.

Nos sistemas iota-carragenana e amido de milho comum, amido de milho
rico em amilose e amido de milho rico em amilopectina, efeito sinérgico mais
intenso ocorreu em fungdo da temperatura, entre 45 — 85°C, nesta faixa a
diferenca entre os médulos foi maior.

A iota-carragenana evitou a histerese térmica na mistura com o amido de
milho rico em amilose Com o amido de milho comum n&o ocorreu alteragdo do
comportamento e com o amido de cara a histerese nao foi evitada na pasta
formada.

O processo de autoclavacédo dos polissacarideos juntos (amido de cara e
iota-carragenana) € importante, pois permite maior solubilizacdo do amido
originando um gel e ndo solucao viscoelastica.

O pré-aquecimento dos biopolimeros influéncia aumentando a forga do gel,
possivelmente ocasionado pela maior solubilidade do amido originando um gel
mais forte, porém com intensa histerese térmica.

Ja a presenca de sal (KCI 120 mM) no sitema estabiliza a hélice da
carragenana e a rede formada entre os biopolimeros € melhor, forma-se uma rede
mais estavel e um gel sem histerese térmica.

Nos sistemas avaliados destacam-se as pastas formadas entre a iota-
carragenana e amido de milho rico em amilose e amido de Cara que apresentam
propriedades reoldgicas mais interessantes para fins industriais (auséncia de
histerese e aumento da forga do gel, respectivamente).

3- Atividade antiviral contra o virus da herpes simplex e virus da dengue foi
avaliada utilizando as carragenanas e/ou agaranas de Meristiella gelidium e
Gymnogongrus griffithsiae.

Diversas fracbes obtidas de G. griffithsiae apresentaram atividade
antiherpética frente a diferentes cepas de HSV-1 e HSV-2 e sdo desprovidas de

citotoxicidade contra células Vero (CCsp >1000 ug/mL). O extrato bruto G3 e a
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carragenana G3d (iota/kappa/nu-carragenana 70/14/16%, respectivamente)
apresentaram potente atividade antiherpética (ICso ~1 pug/mL). Estes compostos
atuam inibindo a etapa de adsorgéo do virus a células hospedeira.

As carragenanas M1, M3 e M3a isoladas de M. gelidium apresentam
potente atividade contra HSV-2 (ICso 0,04 — 0,06 ug/mL) e sado desprovidas de
atividade citotoxica (CCsp > 1000 pg/mL).

A carragenana M3a de M. gelidium apresentou maior atividade contra HSV-
2 e DENV-2 (frente a células Vero) que a carragenana G3d de G. griffithsiae.
Ambas galactanas apresentam similar grau de sulfatagao, massa molar e estrutura
quimica. Fatores conformacionais decorrentes da proporcéo e distribuicdo das
diades de iota’kappa- e nu-carragenana ao longo destes polimeros podem ser
responsaveis pela atividade diferencial destas carragenanas.

A carragenana M3a isolada de M. gelidium é o composto que apresenta
maior indice de seletividade relatado na literatura (IS 25000) sendo, portanto um
composto promissor na profilaxia contra o herpes genital HSV-2.
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