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RESUMO

No presente trabalho foram extraidos, identificados e quantificados os
carboidratos de baixa massa molecular (CBMM) de 10 espécies de algas vermelhas
(Rhodophyta). Os CBMM foram extraidos com etanol (70%) a 70 °C por 3 horas e
analisados por RMN de 'H e *C, CLAE, CG-EM e ESI-MS. A quantificagdo foi
realizada por CLAE utilizando uma coluna de estireno divinilbenzeno na forma
hidrogenidnica (HPX 87-H), a qual foi capaz de separar os heterosideos
digeneasideo  [a-D-manopiranosil-(1—-2)-D-glicerato] e  floridosideo  [a-D-
galactopiranosil-(1—2)-glicerol]. De Acanthophora spicifera e Bostrychia binderii,
ambas pertencentes a ordem Ceramiales, foram extraidos e purificados
seqiiencialmente por cromatografia de Adsorg¢ao (carvao-Celite) e filtragao em Gel
(BioGel P-2) os heterosideos floridosideo e digeneasideo, respectivamente. As
estruturas quimicas foram confirmadas por RMN 1D e 2D, CLAE, ESI-MS e CG-EM.
Estes heterosideos foram utilizados como padrdes, desde que estes compostos néo
estao disponiveis comercialmente. Foram realizadas curvas de calibragao em CLAE
para cada um dos heterosideos utilizando detector de indice refratométrico (RID).
Os resultados das analises de RMN de °C e 'H, e CLAE demonstraram que as
espécies: Acanthophora spicifera; Chondrophycus flagellifera; C. translucida,
Laurencia arbuscula; L. clavata; L. filiformis; L. furcata; Polysiphonia sp.,
pertencentes a ordem Ceramiales, e Gracilaria cervicornis, ordem Gracilariales;
Tricleocarpa cylindrica, ordem Nemaliales, biossintetisam tanto floridosideo quanto
digeneasideo, sendo a primeira vez que foi descrita a presenga de ambos
heterosideos (floridosideo e digeneasideo) na mesma planta. Foram verificadas
diferencas nas concentragdes destes heterosideos, com grande variagao da relagao
floridosideo/digeneasideo, nao sendo possivel estabelecer relagdo entre a
concentragdo de ions (Na*. K* e Ca®") e a dos CBMM nas espécies estudadas.
Assim sendo, o heterosideo digeneasideo nao & um produto fotossintético exclusivo
de espécies de algas pertencentes a ordem Ceramiales, e portanto sua presenga ou
auséncia nao pode ser considerada como caracter quimiotaxonémico desta ordem.
Estes resultados demonstram a necessidade da utilizagdo de técnicas de alta
sensibilidade para a correta caracterizagdo dos CBMM sintetizados pelas algas
vermelhas, o que tem consequéncia direta na possivel utilizagdo destes carboidratos
como marcadores quimiotaxondmicos.
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1 INTRODUGAO

1.1 ALGAS: Aspectos gerais

Pertencentes ao reino vegetal, as algas compreendem um grupo muito
diverso de organismos fotossintetizadores e n&o vasculares, com estruturas
reprodutivas desprotegidas (Cryptogamia), produtoras de esporos e desprovidas de
sementes e flores (SOUTH; WHITTICK, 1987).

Por ndo apresentarem uma estrutura vegetal diferenciada em raiz, caule e
folhas, as algas sao classificadas como taléfitas, isto &, plantas ditas inferiores.
Podem ser procariéticas a eucarioticas, unicelulares a pluricelulares, apresentando-
se na forma de agregados, filamentos ou talos parenquimatosos. Mesmo estas
formas multicelulares mostram baixo nivel de diferenciacdo celular quando
comparadas com outros grupos de plantas, e apenas as espécies mais evoluidas
apresentam tecidos condutores elementares (VAN DEN HOEK et al., 1989).

Por outro lado, a variagdo morfologica &€ extremamente diversa, sendo que em
algumas espécies de algas pardas podemos encontrar organismos com dezenas de
metros. Esta variabilidade também se estende aos seus mecanismos de reprodugao,
onde estdo envolvidos processos vegetativos, sexuais e assexuais e em muitas
formas pode ocorrer alterndncia de geragbes. Tamanha é a variabilidade dos
processos reprodutivos das algas, que a reproducdo sexual na divisao Rhodophyta
pode ser considerada como a mais complexa do reino vegetal. Existem ainda,
muitas formas unicelulares que apresentam motilidade, podendo ser confundidas
com protozoarios (SOUTH; WHITTICK, 1987).

Do ponto de vista bioquimico e fisiolégico, as algas apresentam similaridade
em muitos aspectos comuns as plantas superiores. Todas possuem clorofila “A”
como principal pigmento fotossintético e possuem as mesmas vias bioquimicas
basicas. Outros tipos de clorofila apresentam uma distribuicdo mais limitada,
funcionando como pigmentos acessoérios, bem como os carotendides (B-caroteno e

fucoxantina), a ficocianina e a ficoeritrina. Também seus carboidratos de reserva e



proteinas biossintetizadas apresentam similaridade aos das plantas superiores
(SOUTH; WHITTICK, 1987).

As algas apresentam uma ampla distribuicdo geografica, ocorrendo em
praticamente todas as condi¢gdes ambientais da Terra, desde solos férteis até
desertos quentes e frios, e em todos os tipos de ambientes aquaticos. Nesses, sao
mais abundantes e representam as maiores fontes de compostos organicos,
desempenhando um papel central na base da cadeia alimentar e ainda servindo
como fonte de oxigénio, necessario para o metabolismo dos consumidores (LEE,
1989).

Algumas algas pertencentes as divisbes Rhodophyta e Phaeophyta
(vermelhas e pardas, respectivamente) podem ser utilizadas na industria como fonte
de alimento humano ou de extratos quimicos, que sdo amplamente utilizados na
manufatura de alimentos e muitos outros produtos. Também podem representar
organismos problema em sistemas de abastecimento de agua e em fontes sujeitas a
eutrofizacdo, além de algumas espécies oferecerem riscos de envenenamento,
como as Dinophyta, responsaveis pela maré-vermelha (SOUTH; WHITTICK, 1987).

O valor nutritivo das algas utilizadas na dieta humana esta relacionado
apenas aos carboidratos soliveis, uma vez que os carboidratos estruturais
(constituintes da parede celular) ndo sao digeridos pelo homem (SOUTH,;
WHITTICK, 1987). Por outro lado, representam excelentes fontes de vitaminas A, By,
B12, C, D e E, sendo que a concentragao de vitamina C é considerada equivalente a
dos frutos citricos, além de fornecerem todos os elementos tragos requeridos para a
nutricdo humana (SOUTH; WHITTICK, 1987).

1.2 CLASSIFICAGAO DAS ALGAS

Os pigmentos fotossintéticos sao utilizados como critérios primarios para a
classificagao das algas, seguido de uma série de outros fatores mais especificos
como morfologia, ciclo de vida, natureza quimica dos produtos de reserva e
composicdo da parede celular, além de estudos citolégicos como estrutura fina de

organelas como flagelo, nucleo e cloroplastos. Desta forma, sdo reconhecidas 6



divisGes, cujos nomes freqiientemente fazem referéncia a cor dos pigmentos nelas
incluidos. Duas delas s&o procariéticas e compreendem as divises das Cyanophyta
e Prochlorophyta, seguidas de quatro divisdes eucariéticas: Rhodophyta (algas
vermelhas), Phaeophyta (algas marrons ou pardas), Chlorophyta (algas verdes) e
Euglenophyta (RAVEN et al., 1996; SOUTH; WHITTICK, 1987; VAN DEN HOEK et
al., 1989).

1.2.1 A divisdo Rhodophyta

A divisao Rhodophyta representa um dos mais antigos grupos de algas
eucariodticas, apresentando apenas uma unica classe, Rhodophyceae, que se divide
em duas subclasses, Bangioideae e Florideae. Esta divisdo engloba mais de 6000
espécies, distribuidas em aproximadamente 600 géneros, sendo que destes, cerca
de 20 sao representantes de agua doce e 10 sao unicelulares. Os demais géneros
até agora conhecidos sao representados unicamente por organismos pluricelulares
de ambiente marinho (LEE, 1989; VAN DEN HOEK et al., 1989).

A grande maioria das algas marinha pertence a divisdo Rhodophyta, existindo
mais algas vermelhas do que todos os outros grupos de algas marinhas
combinados. Ainda assim, trata-se de uma divisdo pequena quando comparada as
plantas superiores, uma vez que Compositeae, uma familia de dicotiledéneas, tem
cerca de 900 géneros e 20.000 espécies (RAVEN et al., 1996; VAN DEN HOEK et
al., 1989).

O habitat dessas macroalgas também é muito diverso, podendo se
desenvolver fixadas a rochas, sobre substratos calcarios, paredes oceanicas ou
ainda sobre conchas de moluscos ou sobre outras algas (RAVEN et al., 1996; VAN
DEN HOEK et al., 1989). Sdo mais abundantes em regiées quentes, proximas a
linha do equador, onde apresentam tamanho reduzido. Podem se estender até
aguas mais frias, onde atingem maiores proporgdes, porém, existindo poucas
espécies em regides polares e sub-polares, onde as divisbes Phaeophyta e
Chlorophyta sdo mais abundantes (VAN DEN HOEK et al., 1989; LEE, 1989).



A coloragdo predominante (avermelhada) € devido a presenga do pigmento
acessorio fotossintético denominado ficoeritrina, o qual se acumula no interior dos
cloroplastos. Também podem se apresentar violeta, marrom ou azul, sendo estas
variagoes de coloragao atribuidas a outros pigmentos acessorios que também séo
encontrados nestas algas, como ficocianina e aloficocianina. Plantas que se
desenvolvem em regides mais superficiais sdo predominantemente azul-violeta, uma
vez que apresentam uma maior quantidade de ficocianina, enquanto que plantas de
regides mais profundas sdo vermelho-escuras por possuirem maior quantidade de
ficoeritrina (VAN DEN HOEK et al., 1989; SOUTH; WHITTICK, 1987). Em regides
com incidéncia direta de luz, as algas podem ainda apresentar coloragdo amarelo-
marrom ou até mesmo verde, pois a clorofila “A” e os carotendides (a-caroteno, B-
caroteno, luteina e zeaxantina) mascaram as ficobiliproteinas, que sdo pigmentos
acessorios associados a proteinas (ficocianina e aloficocianina). Quando morrem, as
algas vermelhas tendem a se tornar verdes, uma vez que, ao contrario da clorofila,
as ficobiliproteinas sao soluveis em agua e, portanto, sao perdidas (VAN DEN HOEK
et al., 1987).

Algumas ordens de Rhodophyta, como Cryptonemiales, Nemaliales e
Gigartinales, apresentam ainda calcificagcdo da parede celular, um processo
relacionado com as vias de fixacdo do carbono, onde ions carbonato (C032‘) se
combinam com ions calcio (Ca®") resultando no depésito de carbonato de calcio
(CaCO3) ao redor da célula ou no meio intracelular (SOUTH; WHITTICK, 1987).

1.3 CARBOIDRATOS DE ALGAS MARINHAS

1.3.1 Polissacarideos de reserva

As algas biossintetizam uma grande variedade de compostos citoplasmaticos
com fungdo de armazenagem, os quais podem apresentar alta ou baixa massa
molecular.

Os verdadeiros compostos de reserva biossintetizados pelas algas sao

polimeros de glucose, relativamente insolaveis. Em Chlorophyta encontra-se um



tipico amido, como o das plantas superiores, constituido de uma cadeia linear a-
(1>4) (amilose) e uma cadeia ramificada o-(1—>4) e a-(1—6) (amilopectina),
armazenados na forma de gréos dentro dos cloroplastos. Em Rhodophyta encontra-
se o chamado amido das florideas, uma glucana similar a amilopectina, armazenada
na forma de grdos citoplasmaticos, enquanto que em Phaeophyta encontra-se uma
poliglucana B-(1—3) denominada de laminarana, que pode apresentar unidades
terminais de manitol e algumas ramificagdes do tipo (1—6) (LEE, 1989; SOUTH;
WHITTICK, 1987).

1.3.2 Carboidratos de Baixa Massa Molecular (CBMM)

As macroalgas biossintetizam, além de polissacarideos de reserva,
carboidratos de baixa massa molecular (CBMM) (heterosideos, sacarose e polibis),
os quais em muitos casos podem representar os principais produtos fotossintéticos
desses organismos (KARSTEN et al., 1999).

Os principais heterosideos encontrados em macroalgas sdao compostos
formados a partir de galactose e glicerol [a-D-galactopiranosil-(1—2)-glicerol],
denominado de floridosideo, e seus isdbmeros de posi¢do [a-D-galactopiranosil-
(1—>1)-D-glicerol] e [a-D-galactopiranosil-(1—1)-L-glicerol], denominados de D-
isofloridosideo e L-isofloridosideo, respectivamente (KARSTEN et al.,1993) (FIGURA
1). Além desses heterosideos, ainda pode ser encontrado o heterosideo formado
por manose e acido glicérico [a-D-manopiranosil-(1—2)-D-glicerato], denominado de
digeneasideo (FIGURA 1) (BOUVENG, et al.,, 1955; KREMER; VOLG, 1975;
KARSTEN, 1999).

Os polidis sdao formados a partir de unidades monossacaridicas reduzidas,
constituindo dessa maneira polidlcoois de D-manose, D-glucose e D-galactose (D-
manitol, D-sorbitol e dulcitol, respectivamente) (FIGURA 2). Estes compostos sao

considerados como principais responsaveis pela manutengao das pressdes osmética



e de turgor, embora este mecanismo ainda nao esteja bem esclarecido (CROWE et
al., 1987).

As algas vermelhas (Divisdo Rhodophyta) biossintetizam floridosideo,
isofloridosideos, digeneasideo e polidis (sorbitol e dulcitol) enquanto que as algas
verdes (Divisdo Chlorophyta) e pardas (Divisao Phaeophyta) produzem
principalmente sacarose e manitol, respectivamente (KARSTEN et al., 1991).

Os CBMM possuem atividade osmorreguladora, funcionando como osmoélitos
ou solutos compativeis, tendo efeito estabilizante em enzimas, membranas e em
estruturas de macromoléculas sob condigées de hipersalinidade, mostrando-se
acumulados no citoplasma celular (KIRST, 1980b; KARSTEN et al., 1999).

FIGURA 1: ESTRUTURA QUIMICA DOS HETEROSIDEOS PRESENTES NAS
ALGAS VERMELHAS (DIVISAO RHODOPHYTA).
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FIGURA 2: ESTRUTURA QUIMICA APRESENTADA PELOS POLIALCOOIS
ENCONTRADOS EM DIFERENTES GRUPOS DE ALGAS VERMELHAS.
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Os primeiros relatos do heterosideo «-D-manopiranosil-(1—2)-D-glicerato
datam de 1939, e foram descritos por COLIN; AUGIER (1939). Estes autores
isolaram este glicosideo da alga vermelha Polysiphonia fastigiata e assumiram que a
ligacdo glicosidica se dava no carbono 2 do acido glicérico, embora nao tenham
oferecido nenhuma evidéncia experimental para tal estrutura. AUGIER (1954),
investigou um grande numero de algas vermelhas e encontrou esta mesma estrutura
em varias espécies estudadas.

A primeira evidéncia experimental da estrutura quimica deste composto foi
descrita por BOUVENG et al. (1955), a qual foi elucidada por técnicas de metilagéao.
O material analisado foi obtido da alga vermelha Ceramium rubrum e encontrava-se
na forma de sal de sbédio. O glicosideo foi entdo submetido a metilagdo com
metilsulfato e hidréxido de sédio. Posteriormente, o material metilado foi tratado com
diazometano para esterificagdo do grupamento carboxilico. O éster formado foi
entdo reduzido com hidreto de aluminio/litio. O produto reduzido foi submetido a
hidrélise e analisado por cromatografia em papel. Foram utilizados como padrées 1-

O-metil glicerol, 2-O-metil glicerol e 2,3,4,6-tetra-O-metil-D-manose. Os resultados



desta cromatografia mostraram duas manchas com valores de Rf (distancia
percorrida pela amostra) e coloragdo idéntica ao primeiro e terceiro padrdo. A
presenca do 1-O-metil glicerol e a auséncia de 2-O-metil glicerol foi a primeira
evidéncia de que a ligagao glicosidica deste composto se dava no carbono 2 do
acido glicérico. Novos passos reacionais foram realizados com o material reduzido,
obtendo-se como produtos de hidrélise 1,3-di-O-metil glicerol e 2,3,4,6-tetra-O-metil-
D-manose, confirmando entao a estrutura quimica proposta (BOUVENG et al., 1955).

WHYTE (1969) também relata a presenga de o-D-manopiranosil-(1—2)-D-
glicerato em Rhodomela larix, utilizando para sua identificacdo técnicas de
ressonancia magnética nuclear (RMN-'H) e espectrometria de massa (EM).

KREMER; VOLG (1975) estudando os produtos fotossintéticos de varias
espécies de Rhodophyta, pela técnica de incorporagao de *C (utilizando H™CO3)
através da fotossintese, detectaram a presenga do composto a-D-manopiranosil-
(1>2)-D-glicerato somente em espécies da ordem Ceramiales, passando a tratar tal
composto pelo nome usual digeneasideo, e sugerindo ainda seu uso na
classificagdo quimiotaxonémica das espécies pertencentes aquela ordem.

O heterosideo floridosideo foi isolado e descrito pela primeira vez em 1930
(COLIN; GUEGUEM, 1930) e, ap6s sua descoberta, tem sido relatado em varias
espécies de algas vermelhas. Este carboidrato € considerado como principal produto
fotossintético e de reserva de todas as ordens de Rhodophyta, exceto para ordem
Ceramiales, onde, em geral, os membros desta ordem sintetizam e acumulam o
heterosideo digeneasideo (KREMER; VOLG, 1975; KIRST, 1980a).

Devido a diferengas na distribuicido dos CBMM entre as espécies de algas
vermelhas, estes passaram a ser considerados Uteis como critério taxonémico e
filogenético, quando associado a outros caracteres, tais como: morfologia, genética,
ultraestrutura, desenvolvimento e ciclo de vida (KREMER; VOLG, 1975; KIRST,
1980a; KARSTEN et al., 1993; KARSTEN et al., 1999).

Em geral, para que um componente organico seja utii como marcador em
sistematica, € necessario que este seja especifico de um certo taxon ou grupo de
organismos e que seja suficientemente abundante para ser detectado e identificado
com seguranca (KARSTEN et al., 1991). Desta maneira, os carboidratos de baixa

massa molecular sintetizados durante a fotossintese por diferentes espécies de



algas tém sido considerados como promissores marcadores quimiotaxonémicos
(KIRST, 1980a).

Apesar destas consideragdes sobre os heterosideos floridosideo e
digeneasideo, tem-se demonstrado que alguns géneros da ordem Ceramiales
(Laurencia e géneros relacionados) produzem e acumulam floridosideo e nao
digeneasideo (BARROW et al., 1995). Outras excegdes bioquimicas sdo relatadas
em Bostrychioideae (Ceramiales, Rhodomelaceae), taxon caracterizado por
sintetizar os polialcoois sorbitol e dulcitol, componentes ndo muito comuns em algas
vermelhas do género Caloglossa (Ceramiales, Delesserriaceae), onde o principal
carboidrato de baixa massa molecular sintetizado é o manitol (KARSTEN et al.,1992;
KARSTEN et al., 1993; KARSTEN,1999). Esse alditol € considerado como marcador
quimiotaxonémico de algas pardas (KREMER, 1976).

O interesse no papel destes solutos organicos como marcadores
quimiotaxonémicos e na adaptagdao osmética de macroalgas pertencentes a diviséo
Rhodophyta, tem levado a utilizagdo de varias técnicas analiticas para
caracterizagdo e quantificagdo desses componentes (WHYTE, 1969; KARSTEN et
al., 1991; KARSTEN et al., 1994; KARSTEN et al., 1999).

Os CBMM tém sido estudados por métodos quimicos classicos (KREMER;
VOLG, 1975) e mais recentemente vém sendo estudados através de métodos
cromatograficos de alta resolugao, tais como cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), além
de técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN) de °C e 'H (KARSTEN et al.,
1991; KARSTEN et al., 1993; DUARTE et al., 1997; KARSTEN et al., 1999).

As técnicas de RMN permitem uma rapida elucidagdo da estrutura quimica
destes compostos, bem como a determinagado de suas percentagens relativas nas
algas (KARSTEN et al., 1993; KARSTEN et al., 1994). Ja as técnicas de CLAE e
CG-EM permitem quantificar facilmente estes componentes, apresentando cada uma
delas vantagens e desvantagens durante sua execugéo. As analises por GC-EM
consomem consideravel tempo devido aos processos de derivatizagéo das amostras
para torna-las volateis. Além disso, o uso de solventes e produtos quimicos de alto
poder carcinogénico, nas etapas de derivatizagdo, necessitam de um cuidado
especial no manuseio e descarte dos meios de reagdao (KARSTEN et al., 1991).



10

As andlises por CLAE permitem uma analise rapida e sensivel dos
carboidratos de baixa massa molecular, com a vantagem de niao necessitar de
derivatizagdo da amostra, além de utilizar como fase mével H,O destilada, que tem
um custo relativamente baixo quando comparado com outros solventes e nao
necessita de cuidados especiais no seu descarte (KARSTEN et al., 1991).

Uma cuidadosa revisdao bibliografica foi realizada sobre os estudos
relacionados com os CBMM publicados até o momento, visando compreender sua
importancia como produto fotossintético e como marcador quimiotaxonémico em
algas vermelhas pertencentes a divisdo Rhodophyta. Essa busca na literatura
revelou uma constante contradigao de resultados, principalmente no que diz respeito
a utilizagao do heterosideo digeneasideo como marcador quimiotaxondémico de
espécies pertencentes a ordem Ceramiales. Notou-se também uma grande variagao
nas técnicas analiticas utilizadas que nem sempre podem ser comparadas
diretamente.

KREMER; VOLG (1975); KREMER (1976) e KIRST (1980a), sugerem que o
heterosideo digeneasideo seja considerado como marcador quimiotaxonémico de
espécies de algas pertencentes a ordem Ceramiales. Estes autores utilizaram para
caracterizagao e quantificagdo desses heterosideos métodos quimicos e enzimaticos
classicos, baseados na hidrolise desses compostos e posterior dosagem do acido
glicérico liberado por oxidagdo a acido hidroxipirtvico pela enzima acido glicérico
desidrogenase e coenzima NAD".

COURT (1980), investigando as propriedades fotossintéticas de duas algas
pertencentes a ordem Ceramiales, acompanhou a incorporagéao de “C em varios
compostos fotossintéticos, incluindo floridosideo e isofloridosideos. Entretanto, néo
foi encontrada nenhuma evidéncia que indicasse a presenga do heterosideo
digeneasideo, tanto para os compostos marcados como para os compostos nao
marcados.

BARROW et al. (1995), utilizando técnicas de RMN-'3C e CG, analisaram os
CBMM de 27 espécies de algas vermelhas pertencentes a ordem Ceramiales
(Laurencia e géneros relacionados) e relataram a auséncia do heterosideo
digeneasideo em todas as espécies investigadas, encontrando apenas o
floridosideo.
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Deste modo, resultados contraditérios obtidos por diferentes grupos de
pesquisa mereceram ser reavaliados neste trabalho, utilizando-se a associagao de
técnicas analiticas de alta sensibilidade, para que se possa determinar se os
heterosideos (floridosideo e digeneasideo) apresentam ou n&o valor
quimiotaxondémico.

Deve-se ainda ressaltar que o presente trabalho & pioneiro em relagdo ao
estudo dos carboidratos de baixa massa molecular, realizado no Laboratério de
Quimica de Carboidratos de Macroalgas Marinhas do Departamento de Bioquimica
desta Universidade, uma vez que, os trabalhos realizados anteriormente eram
direcionados a caracterizagdo quimica de polissacarideo de algas marinhas,
relacionando-os com possiveis atividades biologicas, além de obtengao e purificagcao
de oligossacarideos a partir de polissacarideos previamente estudados. Dentre estes
trabalhos podemos citar: determinagao da estrutura quimica de galactanas isoladas
a partir das algas Cryptonemia crenulata (ZIBETTI, 2001), Porphyra columbina
(VIANA, 2001) e de Acanthophora spicifera (CAUDURO, 2000); determinagao da
estrutura quimica e atividade antiviral de galactanas sulfatadas, obtidas de
Bostrychia montagnei (TULIO, 1998) e de galactofucanas sulfatadas isoladas da
alga marrom Sargassum stenophyllum (MAJCZAK, 1999) e efeitos in vitro destes
altimos polissacarideos sobre células HelLa (STEVAN, 2001); e finalmente, a
obtengao e purificagdo de oligossacarideos piruvatados e sulfatados a partir de
galactanas de algas vermelhas (GONCALVES, 2001).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral o estudo dos carboidratos de baixa

massa molecular em algas vermelhas (Divisdo Rhodophyta).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Extrair e purificar os carboidratos de baixa massa molecular sintetizados pelas

algas vermelhas (Rhodophyta);

2- Padronizar os métodos quimicos, cromatograficos e espectroscopicos para a
quantificacdo e determinagdo da estrutura quimica dos carboidratos de baixa

massa molecular em algas vermelhas (Rhodophyta).
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Os exemplares de algas vermelhas (Rhodophyta) foram coletados ao longo
litoral brasileiro, abrangendo os estados de Santa Catarina e Pernambuco. Apds

serem retiradas do mar, as algas foram lavadas com agua corrente e secas a
sombra. Os exemplares foram classificados pela Prof®. Madalena Shirata (Depto. de
Botanica, PUC-PR, Curitiba-PR) e pela Dra. Mutue Toyota Fujii (Instituto de
Botanica, Sao Paulo-SP). Todas as espécies de algas analisadas e sua classificagao

estao relacionadas na TABELA 1.

TABELA 1: CLASSIFICACAO* DAS ALGAS QUE SAO OBJETOS DE ESTUDO

DESTE TRABALHO.
Ordem Familia Género Espécie
Ceramiales Rhodomelaceae  Acanthophora Acanthophora spicifera
Ceramiales Rhodomelaceae  Bostrychia Bostrychia binderii
Ceramiales Rhodomelaceae = Chondrophycus = Chondrophycus flagellifera
Ceramiales Rhodomelaceae = Chondrophycus = Chondrophycus translucida
Ceramiales Rhodomelaceae Laurencia Laurencia arbuscula
Ceramiales Rhodomelaceae Laurencia Laurencia clavata
Ceramiales Rhodomelaceae Laurencia Laurencia filiformis
Ceramiales Rhodomelaceae Laurencia Laurencia furcata
Ceramiales Rhodomelaceae  Polysiphonia Polysiphonia sp
Gracilariales Gracilariaceae Gracilaria Gracilaria cervicornis
Nemaliales Galaxauraceae Tricleocarpa Tricleocarpa cylindrica

*Madalena Shirata (Dpto. Botanica, PUC-PR), Curitiba-PR; Dra. Mutue Toyota Fujii (Instituto de
Botanica, Sdo Paulo).
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3.2 EXTRACAO DOS CARBOIDRATOS DE BAIXA MASSA MOLECULAR
3.2.1 Extragao etandlica qualitativa

A alga seca e moida (100-250 mg) foi submetida a extragdo com alcool etilico
(70% viv) (5 mL) sob agitagdo em banho na temperatura de 70 °C por 3 horas. O
extrato obtido foi centrifugado a 12.000 rpm por 15 min (KARSTEN et al.,1991),
obtendo-se o sobrenadante que contém os carboidratos de baixa massa molecular
(sobrenadante ). O sobrenadante | foi reduzido de volume em rotaevaporador a
temperatura de 50 °C e novamente ressolubilizado em etanol 75%, seguido de uma
segunda centrifugagdo, realizada nas mesmas condi¢ées descritas acima. Esta
segunda etapa de ressolubilizacdo e centrifugacdo foi realizada na tentativa de
eliminar ao maximo eventuais carboidratos de alta massa molecular que pudessem
estar presente no extrato etandlico, obtendo-se desta maneira o sobrenadante |I.
Este material foi novamente levado a seco em rotaevaporador, a temperatura de 50
°C, e solubilizado em D20 (99,8%), seguindo-se ciclos de congelamento, liofilizagao
e solubilizagdo em D20 (99,8%) (3 ciclos) para troca dos hidrogénios hidroxilicos das
moléculas presentes na solugdo por deutério. Apos estes processos de preparo e
pré-purificagdo da amostra, segui-se as analises de RMN-3C e RMN-'H. Estas

etapas estao descritas no ESQUEMA 1.
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ESQUEMA I: ESQUEMA DE EXTRACAO* E PREPARO DE AMOSTRA PARA

ANALISES DE RMN-"C E RMN-"H.

100-250 mg (alga seca e moida)

\

5 mL EtOH (70%) a 70 °C em vial por 3h

Centrifugagao
(12.000 rpm 15 min.)

K AY|

Residuo | Sobrenadante |

(descartado) »L

Reducéao de volume (seco)
(rotaevaporador 50 °C)

Ressolubilizagdo em ETOH 75%

Centrifugagio
(12.000 rpm 15 min.)
K AY|
Sobrenadante || Residuo Il
i« (descartado)

Reducao de volume (seco)
(rotaevaporador 50 °C)

Solubilizagao D20
(ciclos de liofilizagao)

J
RMN *Ce'H

* Extrac&io etandlica qualitativa (ETOH 70%).
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3.2.2 Extracao etandlica quantitativa

A alga seca e moida (10-15 mg exatamente) foi submetida a extragdo com
alcool etilico (70% v/v) (1,0 mL) sob agitagdo, em banho a temperatura de 70 °C por
3 horas. O extrato obtido foi centrifugado a 12.000 rpm por 15 min (sobrenadante |).
Este extrato etandlico, que contém os carboidratos de baixa massa molecular, foi
analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) (KARSTEN et al., 1991).

Para as analises por CG-EM, tomou-se em um vial 50,0 uL do sobrenadante |
(sobrenadante etandlico) e adicionou-se 10,0 uL de um padrao interno de mio-
inositol. Esta solugédo foi levada a seco em aparelho de Speed Vac e ao residuo foi
adicionado 150,0 uL de piridina e 50,0 uL de anidrido acético (mistura acetilante).
Este material foi mantido em estufa a 100 °C por 1h e posteriormente analisado
diretamente por CG-EM. Este processo de derivatizagdo da amostra foi realizado
para obtencdao de moléculas acetiladas de heterosideos e padrao interno, as quais
passam a ser volateis e passiveis de se analisar por cromatografia gasosa
(KARSTEN et al., 1991).

Da mesma forma que para as analises de CG-EM, as amostras de CLAE
também utilizaram 50,0 uL do sobrenadante etandlico (sobrenadante ) que foi
previamente levado a seco em Speed Vac. Os residuos das amostras obtidos em
Speed Vac foram solubilizados em 200,0 uL de HO mQ e analisados diretamente
por CLAE (volume de injegao: 20,0 ulL). Para estas analises nao foi necessaria a
adicao de padrao interno, uma vez que foi realizada uma curva de calibragdo para
cada heterosideo de interesse (padronizagao externa).

Os passos de extragdo e preparo da amostra para estas analises
quantitativas estao descritos no ESQUEMA II.
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ESQUEMA II: ESQUEMA DE EXTRACAO* E PREPARO DE AMOSTRA PARA
ANALISES POR CLAE E CG-EM.

10-15 mg (alga seca e moida)

1,0 mL EtOH (70%) a 70 °C em vial por 3h

Centrifugagao
(12.000 rpm 15 min.)

V4 AN
Sobrenadante | Residuo
(descartado)
CG-EM CLAE
50,0 pL sobrenadante | + N uL sobrenadante |
10,0 uL P.I. mio-inositol
Levado a seco (speed vac) Levado a seco (speed vac)

' '

150,0 plL de piridina +

50,0 uL anidrido acético 200,0 uL H.O0 mQ
(1 hora em vial a 100 °C)

' '

CG-EM CLAE

* Extracdo etandlica quantitativa.
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3.3 METODOS ANALITICOS

3.3.1 Deteccgéo de agucares totais

A deteccao de agucares totais foi realizada seguindo o método do fenol acido
sulftrico desenvolvido por DUBOIS et al. (1956). Esta técnica permite a detecgéo de
acucares na ordem de 10 a 100 pg e foi utilizada como método monitoramento da
eluicdao de carboidratos nos eluatos das cromatografias de Filtragdo em Gel e
Adsorgéo.

3.3.2 Deteccgéao de cloretos

A deteccao de cloretos foi realizada com uso de solugao de nitrato de prata a
7,5%, sendo feitas leituras turbidimétricas a 360 nm (adaptagdo — ASSUMPCAO;
MORITA, 1968; JACKSON; McCANDLESS, 1978). Esta técnica foi utilizada para

detecgdo de cloretos nas cromatografias de Filtragdo em Gel e Adsorgéo.

3.3.3 Quantificagdo de sédio e potassio em espectrofotdmetro de chama

A quantificacdo de sodio e potassio foi realizada em espectrofotometro de
chama da marca CELM, modelo FC-180. Utilizou-se para calibragdo a solugéo
padrdo para fotémetro de chama (CELM®) nas concentragbes de 140 mmol.L™? de
Na* e 5,0 mmol.L™" de K.

Tomou-se 50 pL do extrato etandlico (extragdo quantitativa, item 3.2.2) de
cada alga analisada, os quais foram levados a seco (Speed Vac) e ressolubilizados
em 5 mL de H,O mQ. Estas solugdes foram analisadas diretamente no aparelho e

suas absorbancias comparadas com as absorbancias dos padrées descritos acima.
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3.3.4 Dosagem de calcio livre

As dosagens de calcio livre nas espécies de algas estudadas foram
realizadas utilizando kit para dosagem de calcio CALciuM AS FS* (Diagnostic
Systems). Este método é baseado na formagado de um complexo de cor azul
formado por fons calcio (Ca®) e o indicador metalocrémico arsenazo lll, cuja
intensidade de cor é diretamente proporcional a concentragido de cations Ca**
presente na amostra e pode ser medida fotometricamente em comprimento de onda
de 630 a 670 nm. A possibilidade de interferéncia de ions magnésio no meio
reacional foi eliminada pela adigdo do acido 8-hidroxiquinolina-5-sulfénico. A
estequiometria de formacao de complexo do arsenazo Il com ions calcio é de 1:1
empH 7,5 (BAUER, 1981).

Os testes foram realizados através da adicdo de 10 ulL de amostra/padrao
(2,5 mmol.L‘1) a 1000 pul de reativo e suas absorbancias lidas contra o branco de
reativo a 670 nm. Os resultados s&o expressos em mmol.L™' de massa da alga seca

e moida (gramas).

3.4 ANALISES DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em
espectrometro da marca BRUKER, série Avance, modelo DRX 400, incorporado a
Transformada de Fourier. As amostras, solubilizadas em 0,5 mL de agua deuterada,
foram colocadas em tubos de 5 mm de diametro e analisadas a temperatura de 30
ou 40 °C
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3.4.1 Técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear monodimensionais
3.4.1.1 Ressonancia Magnética Nuclear de *C (RMN-"C)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de '°C foram obtidos na
frequéncia base de 100,16 MHz, em espectrometro da marca BRUKER, série
Avance, modelo DRX 400. Utilizou-se o intervalo de 0,1 segundo entre os pulsos
para as aquisi¢ées dos sinais, sendo feitas, em média, 5 K aquisigdes. As amostras
foram preparadas como descrito no item 2.2.1 e solubilizadas em 0,5 mL de D20
(99,8%). As analises foram realizadas em tubos de 5 mm de didmetro a uma
temperatura de 30 °C. Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm

utilizando-se a acetona como padréao interno (30,200 ppm).

3.4.1.2 Ressonancia Magnética Nuclear de *C DEPT (Distortionless Enhancement
by Polarization Transfer)

Existem diferentes tipos de experimentos de DEPT, os quais diferem quanto
ao angulo de transferéncia de polarizagdo (6; = 45, 90 ou 135) para observagao de
3C acoplado a hidrogénio ('H). Variando-se este angulo é possivel visualizar os
carbonos CH, CH e/ou CH3z como sinais negativos em relagdo a linha de base. E
importante mencionar que nos trés tipos de DEPT, os sinais dos carbonos
quaternarios (nao ligados diretamente ao H) ndo aparecem. Assim, os espectros de
RMN — *C DEPT foram obtidos em um 6, de 135°, onde CH e CHs ocorrem em fase
positiva em relagdo a linha de base, enquanto que CH2 aparece em fase negativa. A
frequiéncia utilizada foi de 100,61 MHz em janela espectral de 220 ppm e resolugéo
de 32 K.
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3.4.1.3 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-"H)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-'H)
foram obtidos em frequéncia de 400,13MHz em espectrometro BRUKER, série
Avance, modelo DRX 400. As amostras foram extraidas como especificado no item
2.2.1, e redissolvidas em 0,5 mL de D20 (99,8%). Essas solugbes foram submetidas
a ciclos de liofilizagao e ressolubilizagdo em D20 (99,8%) (3 vezes) para troca dos
hidrogénios hidroxilicos ligados as moléculas por deutério. As amostras foram entdo
colocadas em tubo de 5 mm de didmetro e analisadas a temperatura de 40 °C.
Foram realizados 16 scans para cada amostra analisada. Os deslocamentos
quimicos foram expressos em ppm utilizando a acetona como padréo interno (2,224

ppm).

3.4.2 Técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear bidimensionais
3.4.2.1 COSY (Correlation Spectroscopy)

Esta é uma técnica bidimensional homonuclear utilizada para correlagao dos
deslocamentos quimicos dos ntcleos de hidrogénios vicinais. Desta forma, o H-1 de
um monossacarideo apresenta acoplamento com o H-2 da mesma unidade, sendo
possivel observar esta interagdo na forma de um pico cruzado (cross peak) formado
a partir dos sinais de hidrogénios vicinais observados na diagonal do espectro. E
também possivel quantificar esta interagdo pela determinagdo da constante de
acoplamento (J) e ainda determinar o deslocamento quimico do H-2 a partir da
correlagdo H-1/H-2. A partir do sinal de H-2 pode ser determinado o H-3 e assim
sucessivamente ao longo do anel. Como cada unidade monossacaridica apresenta
um padrdao de constantes de acoplamento caracteristico, com estes resultados é

possivel determinar o tipo de agucar presente na estrutura.
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3.4.2.2 HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation Spectroscopy)

Esta técnica heteronuclear (1H/130) faz a correlacédo dos sinais referentes ao
nucleo de hidrogénio e o nucleo de carbono ao qual esta ligado aquele hidrogénio.
Desta forma permite determinar quais atomos de hidrogénio (1H) estao ligados a
quais atomos de carbono (*°C) a partir de sinais de "°C conhecidos ou de sinais de

'H ja determinados por COSY.

3.5 ANALISES CROMATOGRAFICAS
3.5.1 Analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia foram realizadas em
aparelho SHIMADZU equipado com detector por indice de refragdo (RID 10A) da
marca SHIMADZU, a uma temperatura de 40 °C. Foram utilizadas dois tipos de
colunas para a caracterizagdo e quantificagdo dos CBMM. Uma coluna para
monossacarideos (coluna REzEX RPM MONOSACCHARIDE 300 x 7,80 mm -
PHENOMENEX), a qual utiliza como fase movel H.O mQ (desgaseificada com gas
hélio) a temperatura de 80 °C. A segunda coluna utilizada foi uma coluna para
acidos organicos (coluna HPX-87H 300 x 7,80 mm (AMINEX® ION EXCLUSION-BIO
RAD), a qual utiliza como fase mével solugado de acido sulfurico 8 mM.L™" (H2SO4 8
mM.L™) em H0 mQ (desgaseificada com gas hélio). A concentragao de floridosideo
e de digeneasideo foi calculada pelo método de padronizagdo externa, estipulada
por curvas de calibragdo para cada um dos padrées (floridosideo e digeneasideo).
Para estas andlises, as amostras foram preparadas como descrito no item 3.2.2
(KARSTEN et al., 1991).
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3.5.2. Cromatografia de Adsorgao (carvao-Celite 1:1)

A cromatografia de adsorgdo (WHISTLER; DURSO, 1950) foi realizada
utilizando-se carvao-Celite em uma coluna de vidro (6,5 x 1,2 cm d.i.) equipada com
placa porosa, tendo um volume total de aproximadamente 24,5 mL. A montagem
deste sistema cromatografico foi realizada da seguinte forma: primeiramente, uma
camada fina de Celite foi adicionada e em seguida o volume da coluna preenchido
com uma mistura de carvao-Celite (1:1). A amostra foi eluida sob pressao
atmosférica utilizando-se inicialmente H,O mQ, sendo coletadas fragées de 10 mL. A
eluicdo prosseguiu até que o eluato apresentasse reagao negativa para cloretos pela
reagao com nitrato de prata (AgNO3) e negativa para agucares totais pelo método do
fenol acido sulfirico (DUBOIS, et al., 1956). A seguir, a amostra foi eluida em
gradiente descontinuo de etanol a 25, 50, 75 e 100%. De maneira similar a eluigdo

aquosa, os agucares totais foram monitorados pelo método de DUBOIS et al. (1956).

3.5.3 Cromatografia de Filtracdo em Gel

As cromatografias de filtragdo em gel foram realizadas em coluna de vidro (1
m x 1,5 cm d. i.) contendo BioGel P-2 (faixa de exclusdo: 1800-100 Daltons) com
volume morto (Vo) e volume total (Vi) de 54 mL e 176 mL, respectivamente. O V; foi
determinado pela eluigao de Blue dextran (componente com massa molecular acima
do limite de inclusdo do gel), acompanhado pela leitura do eluato aquoso em
espectrofometro (625 nm). O volume total da coluna foi medido através da adigéao de
agua na coluna até o nivel determinado a ser preenchido pelo gel.

Utilizou-se H20 mQ (pH 6,51) como eluente e a detecgdo dos agucares foi
feita pelo método de fenol acido sulftrico (DUBOIS et al., 1956). Também foram
realizadas cromatografias com variagdo do pH da fase mével (pH 2,51 e 4,50),

obtida mediante acidificagao com acido cloridrico 1 N até o pH desejado.
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3.5.4 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

As amostras analisadas foram submetidas a extragdo como especificado no
item 3.2.2 (ESQUEMA 1l). As andlises foram realizadas em cromatografo a gas
VARIAN, modelo 3.300, equipado com coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25
mm d.i.) modelo DB-23 da marca J. W e acoplado a espectrometro de massa da
marca FINNIGIAN MAT, modelo ITD 800. Foi utilizado hélio (He) como gas de arraste.
Os espectros de massa foram obtidos por impacto de elétrons a 70 me V,
repetidamente a cada 1/8 de segundo, na faixa de 90 a 550 m/z (razdo massa

carga).

3.6 ESPECTROMETRIA DE MASSA (ESI-MS - Eletrospray lonization — Mass
Spectroscopy)

As andlises de espectrometria de massa foram realizadas por ESI-MS
(Eletrospray lonization - Mass Spectroscopy), utilizando espectréometro
MICROMASS QUATTRO LC. Para determinagdo da massa molecular dos
heterosideos obtidos (floridosideo e digeneasideo), as amostras foram dissolvidas
em agua ultra pura (mQ), sendo introduzidas no aparelho por injegao direta em fluxo
de acetonitrila de 0,1 mL.min"'. As selecées dos ions foram feitas por um
quadrupolo, utilizando uma janela de massa de 10-1300 m/z. Foram utilizados
parametros para a obtencdo de ions no modo negativo (ions moleculares [M]" ou
[2M+Na]) para digeneasideo e modo positivo (ions moleculares [M+Na]") para

floridosideo.



25

3.7 TRATAMENTO DO DIGENEASIDEO COM RESINA CATIONICA (DOWEX 50-
X8)

Como no ambiente marinho ha uma abundancia de ions e uma vez que a
molécula de digeneasideo possui um grupamento carboxilico, existe a possibilidade
de que este composto possa estar ligado a diferentes cations apds os processos de
extracdo (Ca®*, K, Na", etc). Para obter o padrio de digeneasideo na forma de um
anico sal, a amostra foi tratada com uma resina catiénica na forma de sal de sédio. A
resina utilizada (DOWEX 50-X8) possui base de poliestireno, com grupo funcional
sulfonico. Foi montada uma coluna com tal resina e entdo tratada com NaOH 1M,
para garantir que seus grupos funcionais estivessem ligados ao sddio, seguido de
lavagem com H20O mQ até pH 6,51. A amostra foi entdo aplicada na coluna e eluida
com H20 mQ (0,2 mL.min'1). Apos este tratamento a amostra foi levada a seco e

seguiu-se novas analises.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para uma correta caracterizagdo quimica e quantificagio dos carboidratos de
baixa massa molecular (floridosideo e digeneasideo) nas espécies de algas

estudadas, o primeiro passo foi a obtengéo de padrdes destes compostos.

4.1 EXTRAGCAO, PURIFICACAO E DETERMINACAO DA ESTRUTURA QUIMICA
DE FLORIDOSIDEO OBTIDO DA ALGA Acanthophora spicifera

Como nédo existem padrées comerciais de a-D-galactopiranosil-(1—2)-D-
glicerol (floridosideo), fez-se necessaria a otimizagdo de uma técnica para obtengao
de um padrédo deste heterosideo. A fonte de matéria prima escolhida foi a alga
Acanthophora spicifera (M. Vahl) Borgisen, pertencente a ordem Ceramiales. Esta
alga foi escolhida devido a grande quantidade de material disponivel e pela
observagdo, durante analises de RMN-"°C do extrato etandlico desta alga, da
presenga de sinais referentes ao heterosideo floridosideo.

A alga A. spicifera (250 mg alga seca e moida) foi submetida a uma extragéao
etandlica qualitativa como descrito no item 3.2.1 (ESQUEMA I). Apés extragéo e
centrifugacédo, o sobrenadante etandlico foi levado a seco e solubilizado em D20
(99,8%) para analise de RMN -"°C. A analise do espectro de ressonancia magnética
nuclear desta amostra (FIGURA 3) apresentou 17 sinais principais entre a regido de
110 a 60 ppm.

Através da comparacgao dos deslocamentos quimicos dos sinais obtidos para
esta amostra, com os assinalamentos dos heterosideos (floridosideo e
digeneasideo) publicado por KARSTEN et al. (1999) (TABELA 2), foi possivel
caracterizar a presenca de ambos heterosideos no extrato etandlico da alga A.
spicifera. Todos os sinais principais do espectro de RMN-'3C foram assinalados
(TABELA 3), apresentando uma variagdo entre 09 e 1,0 ppm, para o0s

assinalamentos proposto por KARSTEN et al. (1999).
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TABELA 2: ASSINALAMENTOS NO ESPECTRO DE RMN -"C PARA
FLORIDOSIDEO E DIGENEASIDEO SEGUNDO KARSTEN et al. (1999).

Carbono Digeneasideo (ppm) Floridosideo (ppm)
C-1 99,4 98,9
C-2 70,9 69,3
C-3 71,2 70,2
C-4 67,6 70,1
C-5 73,8 71,9
C-6 63,9 62,3
C-1 177,7 61,9
C-2 78,8 79,6
C-3 61,8 61,3

Fonte: KARSTEN et al., 1999.

TABELA 3: ASSINALAMENTOS NO ESPECTRO DE RMN-C DO EXTRATO
ETANOLICO* DE Acanthophora spicifera.

Carbono Digeneasideo (ppm) Floridosideo (ppm)
C1 98,4 97,8
C-2 70,0 68,5
C-3 70,3 69,3
C-4 66,7 69,1
C-5 72,9 70,9
C-6 60,9 61,5
c-1 176,8 61,2
C-2 77,9 78,8
C-3 62,9 60,4

* Extracdo qualitativa; C-1 a C-3, sdo referentes ao acido glicérico do digeneasideo e glicerol do
floridosideo.
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FIGURA 3: ESPECTRO DE RMN-"*C OBTIDO DO EXTRATO ETANOLICO* DA
ALGA Acanthophora spicifera.

- 97,8

_ . 984

* Extragdo etandlica qualitativa; 98.4 ppm: referente ao C-1 do digeneasideo; 97.8: referente ao C-1
do floridosideo.

Os sinais de menor intensidade sao referentes ao heterosideo digeneasideo,
o qual apresenta o sinal do seu carbono anomérico em 98,4 ppm, enquanto que 0s
sinais de maior intensidade referem-se ao floridosideo, com sinal do carbono
anomérico em 97,8 ppm.

A alga A. spicifera (12,0 mg alga seca e moida) foi submetida a uma extragao
etandlica quantitativa como descrito no item 3.2.2 (ESQUEMA Il). Ap6s esta
extragdo, 50 ulL do sobrenadante etandlico foi levado a seco (speed vac) e
solubilizado em 200uL de H2O mQ e analisado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

Para essa analise foi utilizada uma coluna de estireno divinilbenzeno
sulfonada na forma de sal de chumbo. O cromatograma obtido (FIGURA 4) mostrou
a presenca de dois picos principais (1 e 2), com tempos de retengdo em 7,85 e 15,83

min, respectivamente.
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FIGURA 4: CROMATOGRAMA DA ANALISE POR CLAE DO EXTRATO
ETANOLICO* DA ALGA Acanthophora spicifera.

0 L A
0 20 Tempo de retengdo (min.) ©

- Coluna: REzEX RPM Monosaccharide

- Dimensd&es: 300 x 7.8 mm

- Pré-coluna: REZEX RPM Monosaccharide
- Fase Movel: H;,O0 mQ

- Temperatura da coluna: 80 °C

- Detector: RID/40 °C

- Fluxo: 0,55 mL.min"*

* Extragao quantitativa.

Apesar de apresentar apenas dois picos principais, 0 cromatograma obtido
mostrou que a coluna utilizada para esta andlise apresenta uma eficiéncia
cromatografica apenas para o componente com tempo de retengdao em 15,83 min
(PICO 2), uma vez que, o pico com tempo de retengao de 7,85 min (PICO 1) esta no
volume morto da coluna (Vo) e, portanto, componentes com tempo de retencdo em
7,85 min nado estdo interagindo com a coluna (componentes nao retidos). Diante
deste resultado, foi realizado o fracionamento e purificagdo do extrato etanélico da
alga A. spicifera para identificagdo e caracterizagdo do componente de interesse
(floridosideo).

WHISTLER; DURSO (1950), propuseram um método para separagdo e
purificagdo de mono- e oligossacarideos baseado na forga de adsorgéo destes
carboidratos em uma mistura de carvao ativo e Celite (1:1), seguido de eluicao
aquosa e eluicdo em gradiente descontinuo de etanol em varias concentragoes, sob
vacuo em funil de Buchner. No presente trabalho, a cromatografia foi realizada em
coluna de vidro, sem o auxilio de vacuo durante a eluigdo, como descrito em
materiais e métodos, item 3.5.2.
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O sobrenadante etandlico da extracdo qualitativa da alga A. spicifera foi
levado a seco e solubilizado em 1 mL de H,O mQ. A esta solugao foi adicionado 0,2
g de carvao-Celite (1:1) e a mistura aplicada na coluna de cromatografia de
adsorcdo em carvao-Celite. A amostra foi inicialmente eluida com H,O mQ e
coletada em fragdes de 10 mL até resposta negativa para cloretos e aglcares totais.
A seguir, a amostra foi eluida em gradiente descontinuo com etanol 25% (v/v) até ser
negativa para agucares totais (FIGURA 5). O eluato aquoso apresentou cloretos co-
eluindo com agucares. O perfil cromatografico acompanhado pela determinagao de
agucares totais apresentou-se na forma de um pico assimétrico.

Na tentativa de se identificar qual ou quais agucares estavam presentes no
eluato aquoso, os contetdos dos tubos 1-57 foram agrupados e levado a seco. Esta
amostra foi entao ressolubilizada em D20 (99,8%) e entdo analisada por ressonancia
magnética nuclear de C. A analise do espectro de RMN-"°C (FIGURA 6) mostrou,
na regiao de 110 a 60 ppm, a preseng¢a de 8 sinais principais e alguns sinais de
menor intensidade. Através da comparagdo com os assinalamentos de sinais
publicado por KARSTEN et al. (1999), foi possivel detectar a presenca do
heterosideo digeneasideo nesta amostra. Porém, a analise por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), mostrou um cromatograma com um pico em 7,85 min,
indicando, como ressaltado anteriormente (FIGURA 4), que estes componentes nao
interagem com a coluna, e que portanto, nada pode ser afirmado quanto a sua

pureza (cromatograma nao mostrado).
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FIGURA 5: PERFIL DE ELUICAO DA CROMATOGRAFIA DE ADSORGCAO EM
CARVAO-CELITE (1:1) DO EXTRATO ETANOLICO DE Acanthophora spicifera.
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Agucares totais Cloretos (AgNO3)

FIGURA 6: ESPECTRO DE RMN-">C* DO ELUATO AQUOSO OBTIDO DA ALGA
Acanthophora spicifera POR CROMATOGRAFIA DE ADSORGAO EM CARVAO-
CELITE (1:1).
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* 98,4 ppm: Sinal referente ao carbono anomérico (C-1) da molécula de digeneasideo.
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Quando seguiu-se a eluicdo da coluna de carvao-Celite com etanol 25%,
obteve-se um pico com perfil mais simétrico e livre da presenga de cloretos. O
conteido dos tubos referentes a esta eluigdao (tubos 59-75) foram agrupados e
levado a seco (fracdo PF), ressolubilizada em D.O (99,8%) e analisada por
ressonancia magnética nuclear de C. O espectro de RMN-"°C da fragao PF
mostrou a presenca de 9 sinais principais referentes ao heterosideo floridosideo
(FIGURA 7), enquanto que, a andlise de CLAE mostrou apenas um pico em 15,83
min (FIGURA 8).

FIGURA 7: ESPECTRO DE RMN-°C* DO ELUATO ETANOLICO (ETOH 25%)
OBTIDO DA ALGA Acanthophora spicifera APOS CROMATOGRAFIA DE
ADSORCAO EM CARVAO-CELITE (1:1).
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* 97,9 ppm: Sinal referente ao carbono anomérico (C-1) da molécula de floridosideo.
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FIGURA 8: ANALISE POR CLAE DO ELUATO ETANOLICO (ETOH 25%) OBTIDO
DA EXTRACAO QUALITATIVA DA ALGA Acanthophora spicifera POR
CROMATOGRAFIA DE ADSORCAO EM CARVAO-CELITE (1:1).
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24 Fracao PF
(Rt= 15.83 min.)
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Coletor de
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CLAE

0 —

0 10

Tempo de Retengao (min.)

- Coluna: REzEx RPM Monosaccharide

- Dimensodes: 300 x 7.8 mm

- Pré-coluna: REzex RPM Monosaccharide
- Fase Mével: H,OmQ

- Temperatura da coluna: 80 °C

- Detector: RID/40 °C

- Fluxo: 0,55 mL.min™*

A confirmacao de que a fracao PF correspondia ao heterosideo floridosideo
purificado, obtido da alga A. spicifera foi realizada por quatro técnicas: CLAE, RMN-
3C, ESI-MS e CG-EM.

Foram realizadas repetidas injegdes em aparelho de CLAE da fragcao PF
(cromatografia preparativa). Os cromatogramas dessas injegcbes mostraram um
Unico pico em 15,83 min, o qual foi coletado em coletor de fragbes adaptado ao
aparelho de CLAE (FIGURA 8). A fragcao coletada (PFc) foi levada a seco e
submetida a trés técnicas para comprovagao da estrutura quimica: 1) derivatizagao e
analise por CG-EM; 2) hidrolise acida e analise por CLAE, e 3) analise por ESI-MS.

No processo 1) parte da fragao PFc foi submetida a acetilagao com piridina e
anidrido acético como descrito no item 3.2.2 e analisada por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massa. O espectro de massa obtido do pico com



tempo de retengédo de 41,06 min (FIGURA 9) mostrou dois fragmentos de massa
principais com m/z de 159 e 331.

Estes fragmentos correspondem a uma fragmentagdo da molécula de
floridosideo acetilada como indicado na FIGURA 9.

FIGURA 9: ESPECTRO DE MASSA* OBTIDO POR CG-EM DA FRAGCAO PFc
ACETILADA DA ALGA A. spicifera.

IEGZ. 139
HZCOAc
o
AcO H CH, OAc
OAc l__ |
L 0—CH
31 |
OAc CH OAc
2
331 159
~ 199 %
Y |
"T[‘[,‘ [ B 1T 1 Tt F- 0T TT‘T?!TL?"]I‘!IF!
203 389 433 583 mz

* Fragmentagao do derivado acetilado da molécula de floridosideo.
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Para a caracterizagdo da fragdo PFc por CLAE, parte desta fragdo foi
submetida a hidrélise acida com acido trifluoracético (TFA) 1M, 100 °C durante 4 h.
A estratégia foi realizada com a intencdo de se obter, ap6s hidrélise, dois
componentes principais (galactose e glicerol), os quais seriam caracterizados por
CLAE, seguindo o esquema proposto abaixo:

CHZOH CH2 OH
O H o CH 20H
HO CH OH HO l
+
OH l_ I H'/H0 OH OH/ H
O— CH A > + H ci.OH
I CH_OH
OH
CH 2 OH OH 2
Floridosideo Galactose Glicerol

Para caracterizacao por CLAE de galactose e glicerol seguindo o esquema
proposto acima, seria necessario a utilizagao de uma coluna que resolvesse entre os
compostos glicerol e galactose e que permitisse diferenciar a galactose de outras
possiveis hexoses que poderiam estar presentes no meio de reagado. Foi entéo
utilizada a coluna REzeEx RPM-MONOSACCHARIDE, uma coluna especifica para
monossacarideos. Foram preparados varios padroes de hexoses, pentoses e
alditois, os quais foram injetados separadamente na coluna para determinagao de
seus respectivos tempos de retengcdo. Em seguida foi preparado uma mistura
desses padroes que foi analisada por CLAE para verificar a resolugdo desta coluna
para estes componentes (FIGURA 10). Desta forma, foi possivel determinar os
tempos de retengado referentes a galactose e glicerol, além dos outros padroes
injetados.
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FIGURA 10: CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE DE PADROES DE
MONOSSACARIDEOS (HEXOSES E PENTOSES) E ALDITOIS.
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- Coluna: Rezex RPM Monosaccharide

- Dimensdes: 300 x 7.8 mm

- Pré-coluna; Rezex RPM Monosaccharide
- Fase Movel: H,O mQ

-~ Temperatura da coluna: 80 °C

- Detector: RID/40 °C

- Fluxo: 0,55 mL..min™

Em seguida, foram realizadas injegcdes em CLAE da fracdo PFc e dos
produtos de hidrélise desta fragdo. Para a fragcdo PFc foi obtido um pico em 15,83
min, relativo ao floridosideo, enquanto que, para o hidrolisado desta fragdo, foram
obtidos dois picos principais, um referente a galactose (TR= 16,67 min) e outro ao
glicerol (TR=21,52 mim). A FIGURA 11 mostra uma sobreposicdo destes
cromatogramas. E possivel ainda verificar, no cromatograma da fragéo hidrolisada, a
presenca de um pequeno pico em 15,83 min, o qual corresponde a moléculas do
heterosideo floridosideo que nao foram hidrolisadas, mostrando que as condi¢des

de hidrélise a que foi submetida a amostra ndo propiciaram uma hidrélise completa
de toda a amostra.
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FIGURA 11: SOBREPOSICAO DOS CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR CLAE
DAS FRAGOES PFc E PFc HIDROLISADA.
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- Coluna: Rezex RPM Monosaccharide -
- Dimensdes: 300 x 7.8 mm — Fragéo PFe

- Pré-coluna: Rezex RPM Monosaccharide ___ Fracéo PFc hidrolisada
- Fase Movel: H,O mQ.

- Temperatura da coluna: 80 °C;

- Detector: RID/40 °C.

- Fluxo: 0,55 mL.min™",

A analise por ESI-MS da fragdo PF foi realizada como descrito no item 4.6,
em que foram utilizados parametros para a obtengéo de ions no modo positivo (ions
moleculares [M-(H)+Na]"). O espectro obtido mostrou a presenca de dois ions
principais com m/z de 277,11 e 531,19. O heterosideo floridosideo possui massa
molecular de 254,24 e, quando somado ao sédio, fornece o valor 277,23, o que
justifica no espectro o ion de 277,11 m/z. A presenca do ion de 531,19 é explicado
pela ionizagdo de duas moléculas de floridosideo mais o sédio [2(254,24)+22,99 =
531,47] (FIGURA 12).
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FIGURA 12: ESPECTRO DE ESI-MS* DA FRACAO PF.
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Assim sendo, os resultados apresentados acima demonstraram que a
'cromatografia de adsor¢do em carvao-Celite (1:1) mostrou-se eficiente para a
purificacdo do heterosideo floridosideo dos demais componentes da amostra, a
partir da extracao etandlica qualitativa da alga A. spicifera.

As andlises de ressonancia magnética nuclear de c, cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), espectrometria de massa (ESI-MS) e
também cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) confirmam que a fragao PF,
obtida de A. spicifera, corresponde ao heterosideo floridosideo purificado, o qual

sera na sequéncia deste trabalho utilizado como padrao.
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4.2 EXTRACAO, PURIFICACAO E DETERMINACAO DA ESTRUTURA QUIMICA
DE DIGENEASIDEO OBTIDO DA ALGA Bostrychia binderii

Da mesma forma que para o floridosideo, ndo existe comercialmente
disponivel a-D-manopiranosil-(1—2)-D-glicerato (digeneasideo). Para a obtencao
deste composto, foi utilizado como fonte de matéria prima a alga Bostrychia binderii
Harvey, pertencente a ordem Ceramiales. Esta alga foi escolhida devido a
disposicao de grande quantidade de material e por relatos na literatura da presenca
de digeneasideo em espécies pertencentes a este género (KREMER, 1976). A
espécie foi coletada no litoral catarinense, na praia de Bombinhas, no més de
dezembro de 1997.

A alga seca e moida (86g) foi suspensa em 700 mL de metanol 85% (MeOH
85%) e submetida a refluxo (60 °C) durante 1:30h por 4 vezes. Os extratos
metandlicos foram reunidos e centrifugados. O sobrenadante desta centrifugacéo,
contendo principalmente os carboidratos de baixa massa molecular, foi submetido a
reducao de volume (rotaevaporador) até secura, ressolubilizado em etanol 75% (v/v)
e novamente centrifugado para a eliminagdo dos carboidratos de alta massa
molecular, tidos como contaminantes. Novamente, o sobrenadante foi reduzido de
volume até a secura total e, seguindo os mesmos procedimentos descritos acima,
solubilizado em agua e liofilizado.

O material obtido apresentou-se na forma de um gel (mesmo apés o0 processo
de liofilizacao) e sua massa foi obtida por diferenga de pesagem, sendo de 3,1g. A
amostra liofilizada foi solubilizada em D20 na concentracdo de aproximadamente
100 mg.mL™", para analise em RMN-"C. O espectro desta andlise (FIGURA 13)
apresentou na regidao de 60 a 110 ppm varios sinais relativos a carboidratos,
destacando-se o sinal em 98,4 ppm, relativo ao C-1 do heterosideo digeneasideo.
Devido a heterogeneidade observada no espectro de RMN-"2C, esta foi submetida a

cromatografia de adsorsao em carvao-Celite (1:1).
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FIGURA 13: ESPECTRO DE RMN-°C* DO EXTRATO METANOLICO DA ALGA
Bostrycia binderii.

* 98,4 ppm: sinal referente ao carbono anomérico (C-1) da molécula de digeneasideo.

A amostra (aproximadamente 200 mg) foi eluida primeiramente com H>.0 mQ,
sendo os eluatos submetidos a andlises de detecgao de agucares totais (fenol acido
sulfurico) e de cloretos (reagao com nitrato de prata). Duas fragdes foram obtidas na
eluicdo aquosa, sendo que a primeira (BB-A1) apresentou reagdo positiva para
cloretos e agucares, enquanto que a segunda (BB-A2) apresentou reagao positiva
apenas para agucares. Estas duas fracées foram submetidas a analise por CLAE, na
intencdo de se verificar o grau de pureza e possiveis diferenga entre a composi¢ao
de carboidratos entre as mesmas.

As duas fragoes (BB-A1 e BB-A2) apresentaram o mesmo peffil
cromatografico por CLAE, porém com diferengas apenas nas concentragbes dos
componentes das amostras (cromatogramas nao mostrados). Desta maneira, estas
amostras foram reunidas e liofilizadas, passando a ser denominada fragdo BB-A12.
Esta fragéo foi entdo submetida a analises de RMN-">C (FIGURAS 14 e 15). Os
resultados destas analises mostraram 8 sinais principais nos espectros de RMN-"C,
referentes ao heterosideo digeneasideo. Além disso, o experimento de DEPT-135
(FIGURA 15), o qual promove a inversdo dos sinais referentes aos carbonos CHa,
mostrou a inversao dos sinais em 60,9 e 62,9 ppm, respectivamente referentes aos
carbonos C-6 da manose e C’-3 do acido glicérico, constituintes da molécula de

digeneasideo.
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FIGURA 14: ESPECTRO DE RMN-C* DA FRACAO BB-A12 OBTIDO POR
CROMATOGRAFIA DE ADSORCAO EM CARVAO-CELITE (1:1) DO EXTRATO
METANOLICO DA ALGA Bostrychia binderii.
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*98,4 ppm: sinal referente ao carbono anomérico (C-1) da molécula de digeneasideo; 62,9 e 60,9
ppm: sinais referentes aos carbonos C-6 e C-3, respectivamente.

FIGURA 15: ESPECTRO DE RMN-°C (DEPT-135%*) DO ELUATO AQUOSO
(FRACAO BB-A12) OBTIDO POR CROMATOGRAFIA DE ADSORCAO EM
CARVAO-CELITE (1:1) DO EXTRATO METANOLICO DA ALGA Bostrychia binderii.
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*62,9 e 60,9 ppm: inversao dos sinais referentes aos carbonos CHs,.
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Embora os espectros de RMN-'°C apresentassem principalmente os sinais
referentes ao digeneasideo, as analises por CLAE mostraram a presenca de outros
componentes na amostra, isto devido a diferenca de sensibilidade entre as duas
técnicas. Seguiu-se a eluicdo cromatografica da coluna de carvao-Celite com
concentragdes crescentes de etanol (25, 50, 75 e 100%) e as fragbes obtidas foram
reservadas para estudos posteriores.

Com a finalidade de purificar a fragao BB-A12 foi realizada uma cromatografia
de filtracdo em Gel (BioGel P-2). O perfil de eluicao esta apresentado na FIGURA
16. As fragbes coletadas entre 60 e 100 mL, correspondentes aos tubos 6, 8, 10, 12,
16 e 18 (ver FIGURA 16), foram analisadas por CLAE, e os resultados estdo
apresentados na FIGURA 17. Com base nesses resultados, onde o tubo 18
(FIGURA 171ll) apresenta além do componente com tempo de retengdo em 7,85
min, outro em 10,54 min, optou-se por reunir o conteudo dos tubos 6 a 9; 10a 17 e
18 a 19, constituindo trés fracdes denominadas de BBP2-a, BBP2-b e BBP2-c,
respectivamente.

FIGURA 16: PERFIL DE ELUICAO* DA CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO EM
BIOGEL-P2 DA FRAGAO BB-A12 OBTIDA DA ALGA B. binderii.
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FIGURA 17: ANALISE POR CLAE DAS SUBFRACOES CORRESPONDENTES AO
PICO PRINCIPAL ELUIDO EM BIOGEL P-2 DA FRACAO BB-A12 (1= TUBOS 6 E 8;
lI= TUBOS 10, 12 E 16; Ill= TUBO 18).
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- Coluna: HPX-87H (Aminex® lon Exclusion)
- Dimensoes: 300 x 7,8 mm

- Fase Movel: H,SO, 8 mM em H,O mQ

- Temperatura da Coluna: 65 °C

- Detector: RID /40 °C

- Fluxo: 0,6 mL.min™".



No intuito de provar que o material purificado (fracao BBP2-b) tratava-se
realmente do componente digeneasideo, esta amostra foi analisada por ESI-MS
(Eletrospray lonization — Mass Spectroscopy), RMN-"C e CLAE (ap6s hidrélise
total). A fracdo BBP2-b foi submetida a hidrolise com TFA 1M durante 4 h a 100 °C.
Apo6s este periodo, a amostra foi levada a seco em aparelho de Speed Vac,
ressolubilizada em H>O mQ e novamente analisada por CLAE. O cromatograma
obtido mostrou a presencga de dois picos principais referentes a manose e acido

glicérico, confirmando desta forma a estrutura do digeneasideo (FIGURA 18).

FIGURA 18: ANALISE POR CLAE DA FRAGAO BBP2-b E DE SEUS PRODUTOS
DE HIDROLISE .
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- Dimensdes: 300 x 7,8 mm BBP2-b hidrolisada

- Fase Mével: H,SO, 8 mM em H,O mQ
- Temperatura da Coluna: 65 °C

- Detector: RID /40 °C

- Fluxo: 0,6 mL.min™".

A anadlise por espectrometria de massa (ESI-EM) foi realizada no médulo
negativo, uma vez que trata-se de uma molécula carregada negativamente. Desta
maneira, o espectro de massa obtido apresentou dois ions moleculares principais:
266,96 (~267) e 557,08 (~557) m/z. A molécula de digeneasideo apresenta massa
molecular, na forma protonada, de 268,16 (~268). Desta forma, a perda de um
préton durante o processo de ionizagao justifica o fragmento de 266,96. Ja o

fragmento de 557,08 m/z poderia ser justificado pela complexacao de duas
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moléculas de digeneasideo desprotonadas, somadas a um ion sodio, os quais
somariam uma massa de 557 (FIGURA 19).

FIGURA 19: ESPECTRO DE MASSA DA FRAGCAO BBP2-B OBTIDO POR ESI-EM
DA ALGA B. binderii.
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A analise por RMN-"°C da fragdo BBP2-b mostrou um espectro com 8 sinais
principais referentes a molécula de digeneasideo, porém nao era possivel a
observagao do sinal referente ao carbono carboxilico desta molécula (176 ppm),
mesmo com a utilizagdo de pulsos mais longos. KARSTEM, et al. (1994),
investigando a presencga de digeneasideo na alga vermelha Colaglossa leprieurii
(Harvey) J. Agardh (Ceramiales), também era incapaz de observar tal sinal. Este
autor propdés que tragos de ions paramagnéticos pudessem estar presentes na
amostra e, portanto, o sinal do carbono carboxilico estaria sendo mascarado. Para
resolver tal problema, o autor fez a adicado do agente complexante EDTA, podendo
entao observar o sinal em 177,7 ppm.
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Como o objetivo era a obtengdo de uma amostra pura, a adigao de EDTA na
amostra ndo era bem vinda. Portanto, a fragao BBP2-b foi tratada com uma resina
catidnica na forma de sodio, visando a eliminagao de possiveis ions paramagnéticos
e garantindo a obtencdo de um padrao de digeneasideo na forma de sal de sédio,
facilitando sua cristalizacdo e pesagem. O resultado deste procedimento foi o
aparecimento de um sinal no espectro de RMN-"°C em 176,8 ppm, referente ao
carbono carboxilico da molécula de digeneasideo (FIGURA 20). Assim, esta fracao
passou a ser denominada BBP2-bNa.

FIGURA 20: ESPECTRO DE RMN-"C* DA FRACAO BBP2-b TRATADA COM
RESINA CATIONICA NA FORMA DE SODIO (BBP2-bNa).
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*C’-1= 176,8: sinal referente ao carbono carboxilico da molécula de digeneasideo.
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Uma vez que a fracdo BBP2-bNa encontrava-se na forma de um sal de sédio,
era necessario verificar seu comportamento nas analises por CLAE, comparando
seu tempo de retengao com o obtido antes do tratamento daquela fragao com resina
catibnica (fragcado BBP2-b). O resultado obtido (FIGURA 21) demonstra que o tempo
de retencdo € igual para as duas fragdes. A justificativa para tal fato resulta da
utilizacdo de H.SOs 8 mM.L"' como fase mével(pH 1,0), o que provoca o
deslocamento dos ions sédio e consequente eluicio da molécula na forma

protonada durante as analises por CLAE.

FIGURA 21: ANALISE POR CLAE* DAS FRAGOES BBP2-bNa E BBP2-b.
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- Coluna: HPX-87H (Aminex® lon Exclusion)

- Dimensoes: 300 x 7,8 mm

- Fase Movel: H, SO, 8 MM emHOM@ el BBP2-bNa
- Temperatura da Coluna: 65 °C BBP2-b

- Detector: RID /40 °C
- Fluxo: 0,6 mL.min™.

* Sobreposi¢ao dos cromatogramas.
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4.2.1 RMN bidimensionais da molécula de Digeneasideo

Para a confirmagdo dos assinalamentos referentes aos carbonos e
hidrogénios da molécula de digeneasideo, a amostra BBP2-bNa foi submetida a
experimentos de RMN mono ('H e **C) e bidimensionais (HMQC e COSY).

Para um melhor entendimento do processo de interpretacao das correlagdes
dos espectros bidimensionais, os carbonos da molécula de digeneasideo seréo
referidos como C-1, C-2, C-3, C-4, C-5 e C-6, para o anel «-D-manopiranosidico, e
C'-1, C-2 e C'-3, referentes ao glicerato ligado. Da mesma maneira, os hidrogénios
ligados aos carbonos do anel «-D-manopiranosidico serao referidos como H-1, H-2,
H-3, H-4, H-5, H-6 e H-6’, e H’-2, H'-3 e H'-3’, referentes aos hidrogénios ligados aos
carbonos do glicerato.

Através do experimento de HMQC (FIGURA 22), inicialmente foi possivel
determinar os deslocamentos quimicos dos hidrogénios ligados a C-1, C-6 e C’-3,
previamente assinalados através de RMN-"C e DEPT, através da correlagdo C-1/H-
1 (98,46/4,88); C-6/H-6 (60,95/3,89); C-6/H-6’ (60,95/3,77) e C'-3/H’-3 (62,99/3,83);
C-3/H’-3’ (62,99/3,76).

De posse desses assinalamentos, foi realizada a analise do espectro de
COSY (FIGURA 23), que possibilitou os assinalamentos dos hidrogénios H-2, H-3,
H-4, H-3, H-3, através das correlagdes vicinais H-1/H-2 (4,88/4,08); H-2/H-3
(4,08/3,93); H-3/H-4 (3,93/3,67); H-2/H’-3 (4,20/3,83) e H’-2/H’-3’ (4,20/3,76).

Com as informagdes obtidas no espectro de COSY, foi possivel retornar ao
espectro de HMQC e complementar os assinalamentos dos hidrogénios ligados a C-
2, C-3, C-4 e C-3, através das correlagbes C-2/H-2 (70,04/4,08); C-3/H-3
(70,32/3,93); C-4/H-4 (66,77/3,67); C-3/H’-3 (62,99/3,83) e C’-3/H-3’ (62,99/3,76).
Nao foi possivel determinar o assinalamento de H-5 através do experimento de
COSY, porém, por exclusdo, este hidrogénio foi assinalado no espectro de HMQC
através da correlagdo C-5/H-5 (72,90/3,74). Os assinalamentos dos carbonos e

hidrogénios referentes a molécula de digeneasideo estao na TABELA 4.
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FIGURA 22: ESPECTRO DE HMQC* DA FRACAO BBP2-bNa TRATADA COM
RESINA CATIONICA NA FORMA DE SODIO.
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do anel a-D-manopiranosidico, respectivamente; H-2, H-3 e H-3': hidrogénios ligados aos carbonos
C'-2 e C’-3 da por¢3o glicerato, respectivamente.



FIGURA 23: ESPECTRO DE COSY* DA FRACAO BBP2-bNa TRATADA
RESINA CATIONICA NA FORMA DE SODIO.
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*H-1, H-2, H-3 e H-4: hidrogénios ligados respectivamente aos carbonos 1, 2, 3 e 4 do anel «-D-
manopiranosidico; H'-2, H-3 e H'-3': hidrogénios ligados respectivamente aos carbonos C'-2 e C'-3 do

glicerato ligado.
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Quando comparados os assinalamentos de '°C realizados neste trabalho com
os publicados por KARSTEN et al. (1999) (TABELA 2, p. 27) encontrou-se
correlagdes entre a maioria dos sinais, considerando um deslocamento entre +0,9 e
1,0 ppm. Porém, foi possivel verificar a inversao dos assinalamentos entre o carbono
primario do agucar (C-6) e do glicerato (C’-3). Os assinalamentos propostos neste
trabalho foram confirmados através dos experimentos bidimensionais de HMQC e
COSY, discutidos anteriormente.

O assinalamento proposto para o carbono 6 da a-D-manopiranose esta de
acordo com o assinalamento de um padrdao de metil a-D-manopiranosidio
(considerando um deslocamento de +1,2 ppm) publicado por GORIN; MAZUREK
(1975).

TABELA 4: ASSINALAMENTO DE RMN-'°C E 'H* DO DIGENEASIDEO (FRACAO
BBP2-bNa).

Carbono correspondente 3C (ppm) H (ppm)
C-1 98,46 4,88
C-2 70,04 4,08
C-3 70,32 3,93
C-4 66,77 3,67
C-5 72,90 3,74
C-6 60,95 3,77 e 3,89
C’-1 176,86 -
C-2 77,95 420
C-3 62,99 3,76 e 3,83

*Ambos os carbonos C-6 e C'-3 apresentam 2 hidrogénios ligados, enquanto que o carbono C-1,
carbono carboxilico, ndo possui hidrogénio ligado.
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4.2.2 Perfil de eluicdo da fragdo BBP2-b em Cromatografia de Filtragdo em Gel
(BIOGEL P-2)

Considerando o limite de exclusdo proposto para cromatografia de filtracao
em gel (BioGel P-2, 1800 a 100 Daltons), e levando-se em conta a massa molecular
do digeneasideo (=291, como sal de sddio), era de se esperar a eluicdo deste
composto préximo ao volume total da coluna. Porém, seu perfil de eluicdo (FIGURA
16, p.42) foi préximo ao volume morto da coluna (Vo). Este comportamento anormal
poderia ser explicado pela formagdo de agregados entre moléculas de
digeneasideo, aumentando portanto a massa e o raio hidrodinamico da molécula,
modificando seu perfil de eluicdo em cromatografia de exclusao. Além disso, por
tratar-se de uma molécula carregada, ndo se pode descartar a possibilidade da
formacdo de complexos intermoleculares com cations presentes na amostra. Nas
analises por ESI-MS, o fragmento de 557,08 m/z foi justificado pela complexagao de
duas moléculas de digeneasideo desprotonadas, somadas a um ion sédio. Esta
hip6tese poderia ajudar na explicagdo do comportamento anormal desta molécula
durante a cromatografia de filtragdo em gel, a qual apresentou um perfil de eluicdo
nao compativel com sua massa molecular, quando eluida a pH 6,5.

Na tentativa de provar a hip6tese de formagdo de complexos entre as
moléculas de digeneasideo e cations, foi realizada uma nova cromatografia de
filtracdo em gel (BioGel P-2). Porém, o eluente (H:O mQ) foi tratado com acido
cloridrico 1 M até pH 2,5, com o objetivo de protonar a molécula de digeneasideo,
impedindo a formagdo de complexos com cations.

Para este experimento foram utilizados 12 mg da fragcao BBP-2b, a qual
apresentou um volume de eluicdo entre 60 a 80 mL em pH 6,51 (FIGURA 24A).
Quando submetida a nova cromatografia em pH 2,5, o volume de eluicdo desta
mesma amostra passou para 125 a 140 mL (FIGURA 24B). Este novo perfil de
eluicdo da amostra em pH 2,51 esta dentro do esperado para a faixa de exclusédo do
gel (1800-100 Daltons), sendo portanto compativel com a massa molecular do
digeneasideo. Este resultado indica que ha formacao de complexos entre as
moléculas de digeneasideo, provaveimente entre o grupo carboxilico do glicerato e

cations divalentes.
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Com base nos resultados apresentados acima, a fragdo BBP2-b obtida da
alga B. binderii foi considerada como constituida pelo heterosideo digeneasideo. A
obtencao desta amostra purificada foi ainda importante devido a sua utilizagao como
padrdo para identificacdo de digeneasideo em outras espécies de algas, bem como
para construgdo de uma curva de calibracdo (padronizagdo externa) para analises
por CLAE, possibilitando a quantificagcdo deste heterosideo em outras amostras

investigadas.



FIGURA 24: PERFIL DE ELUICAO EM CROMATOGRAFIA DE FILTRACAO EM
GEL (BIOGEL P-2) DA FRAGCAO BBP-2b UTILIZANDO ELUENTE (H.0) EM
DIFERENTES pH*.
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* Perfil de eluigdo da fragdo BBP-2b em BioGel P-2 utilizando como eluente H,0 pH 6,5;
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* Perfil de eluicdo da fragido BBP-2b em BioGel P-2 utilizando como eluente H,0 pH 2,5,

acidificada com HCI 1N; digeneasideo eluindo préximo ao Vt da coluna.
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4.3 PADRONIZAGAO DAS ANALISES POR CLAE

Durante o processo de purificacdo e caracterizagdo dos padroes de
floridosideo e digeneasideo foram utilizadas duas colunas para as analises por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), sendo: HPX-87H (AMINEX® lon
Exclusion) e REZEX RPM-Monosaccharide. Ambas possuem como fase estacionaria
o co-polimero de estireno divinilbenzeno sulfonado, porém a primeira possui como
cation trocador o hidrogénio (forma H*) e a segunda o chumbo (Pb"). Como um dos
propositos deste estudo € a quantificacdo de heterosideos via CLAE, as condigées
ideais de andlises seriam aquelas que permitissem tal objetivo em uma unica
analise, com eficiéncia cromatografica € uma boa resolugao entre os compostos de
interesse.

A eficiéncia de um sistema cromatografico convencional é determinada a
partir da somatéria das caracteristicas individuais dos fatores relacionados ao
empacotamento e composi¢gdo da fase estacionaria da coluna, onde cada termo
influencia na eficiéncia como fator isolado e, a somatoéria destes fatores define a
eficiéncia do sistema como um todo. Uma maneira de se expressar a eficiéncia
cromatografica de um sistema é através da equacao de van Deemter (H = A + B/u
+Cp). O fator A, esta relacionado com o “recheio” da coluna, onde as caracteristicas
fisico-quimicas do material utilizado define a resisténcia oferecida pelo sistema a
amostra/fase movel. Esta resisténcia esta relacionada ao tamanho da particula, sua
porosidade, composi¢ao quimica e também pelo grau de empacotamento da coluna.
O segundo fator (B/u) esta relacionado com a difusdo da amostra ao longo da
coluna, ou seja, o percentual de distribuicdo da amostra entre a fase estacionaria e a
fase movel (razdo de distribuicdo das massas). O dultimo fator relaciona a
transferéncia de massa através da coluna (difusdo axial) e esta intimamente
relacionado aos fatores anterior (A e B/u) (NEUE, 1997).

Durante a purificagao do floridosideo (item 4.1), foi possivel detectar via
RMN-C a presenca de ambos os heterosideos (digeneasideo e floridosideo) no
extrato etandlico da alga Acanthophora spicifera (FIGURA 3). Uma vez que os

padroes desses glicosideos foram obtidos, como descrito anteriormente, foi
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realizada uma analise comparativa entre a eficiéncia cromatografica para estes
compostos em relagdo as colunas citadas acima.

A alga A. spicifera (12,0 mg alga seca e moida) foi submetida a uma extracao
quantitativa como descrito no 3.2.2. Apos esta extragdo, 50 pulL do sobrenadante
etandlico foi levado a seco e solubilizado em 200 uL de H2O mQ e analisado por
CLAE utilizando as diferentes colunas.

Os resultados obtidos mostram que a coluna REZEX RPM-monosaccharide
(FIGURA 26A) apresentou interagdo com a fase estacionaria apenas para o
heterosideo floridosideo (TR= 15,83 min), permitindo que outros compostos

(incluindo digeneasideo) fossem eluidos no volume morto da coluna (componentes
nao retidos). Portanto, de acordo com a equacdo comentada acima, o fator Cp

(razao de distribuicdo das massas) € o termo com efeito negativo para o
componente digeneasideo nas analises utilizando esta coluna, uma vez que o tempo
em que as moléculas deste soluto permanecem na fase moével é igual ao tempo
gasto para as moléculas de fase mével percorrerem a coluna (Vo).

O cromatograma obtido para a coluna HPX-87H (FIGURA 26B) mostrou a
presenga de trés picos principais, com tempos de retengdo em 7,85, 9,53 e 10,78
min, onde os dois primeiros sdo compativeis com os tempos de retengao de padrées
auténticos de digeneasideo e floridosideo, respectivamente. Esta coluna apresentou
uma maior eficiéncia cromatografica quando comparada com a coluna Rezex RPM-
monosaccharide, uma vez que evidencia a presenca de pelo menos trés
componentes na amostra, sendo dois deles o floridosideo e digeneasideo.
Outrossim, todos os componentes da amostra possuem tempo de retengéao superior
ao Vo desta coluna (detectado pelo pico negativo, o qual se refere a agua),
evidenciando a interagdo com a fase estacionaria. Além disso, o cromatograma
obtido permitiu verificar uma significativa diferenca entre os tempos de retengéo dos
heterosideos digeneasideo (TR = 7,83 min) e floridosideo (TR = 9,563 min), o que
reflete na resolugdo entre os componentes de interesse. As condigdes de analises a
que foram submetidas as amostras para ambas as colunas (fase mével, temperatura
e fluxo) sdo aquelas recomendadas pelos fabricantes e estdo discriminadas no pé
das figuras de cada cromatograma.



57

Outro fator de grande importancia nas analises cromatograficas quantitativas
€ o sistema de deteccdo. Nas analises por CLAE, as propriedades fisicas ou fisico-
quimicas da amostra e fase moével sdao, muitas vezes, similares, acarretando em
dificuldades nos sistema de detecgao para este tipo de cromatografia. Na tentativa
de solucionar este problema, tem se desenvolvido sistemas de deteccdo que
permitam medidas diferenciadas das propriedades gerais da fase mével e amostra
ou ainda deteccgao apds a eliminagao da fase movel.

Uma série de detectores tém sido desenvolvidos para CLAE, baseados em
uma das solugdes citadas acima. Um detector ideal para CLAE seria aquele com as
seguintes caracteristicas: alta sensibilidade e baixo limite de deteccgdo; resposta
rapida a todos os solutos; resposta independente da fase mével; insensibilidade a
mudancas de temperatura, vazao e composicdo da fase movel; resposta que
aumente linearmente com a concentracao do soluto; nao destruicdo do soluto; e
informagodes qualitativas do pico desejado (COLLINS; BRAGA, 1987).

Atualmente, os detectores nao sao versateis, ou universais, nem apresentam
todas as opgoes desejadas. Contudo, existem detectores que oferecem ampla faixa
de aplicagdo e raramente o emprego da cromatografia liquida de alta eficiéncia é
comprometido pelo detector. Se os componentes da amostra sdo desiguais e
diferem totalmente em suas caracteristicas fisico-quimicas, pode ser necessaria a
utilizacdo de 2 ou mais detectores em série para assegurar que cada componente
de interesse seja medido adequadamente. Um detector pode ser seletivo ou
universal, segundo a sua capacidade de trabalhar com um so6 tipo de amostra
especifica ou com todos os tipos de amostra. Em geral, os detectores universais séo
os mais utilizados, principalmente nos laboratérios de pesquisa onde se trabalha
com diferentes tipos de amostra. Os seletivos, que podem ser mais sensiveis e
efetuam melhor analises de amostras complexas, tém grande interesse em
laboratérios que efetuam andlises de rotina (COLLINS; BRAGA, 1987).

A sensibilidade de um detector é considerada como a relagao entre o sinal
produzido e a quantidade de amostra que gera este sinal. Este € um termo relativo,
uma vez que o sinal obtido por um mesmo detector pode ser muito diferente para
diversas amostras. A linearidade € a faixa onde o sinal do detector & diretamente

proporcional a concentragdo do soluto, sendo de grande importancia em analises
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quantitativas. O limite minimo de detecgdo € a menor quantidade de substancia que
pode ser detectada, produzindo um sinal igual ao dobro do nivel do ruido do
instrumento, sendo o ruido a variagao no sinal do instrumento que nao é atribuido a
amostra e que pode ser produzido por falhas eletrénicas, temperatura, e variagdes
na composic¢ao (gradiente) e vazao da fase movel (COLLINS; BRAGA, 1987).

Devido as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos de interesse que
estao sendo avaliados neste trabalho, o detector utilizado nas analises foi o detector
de indice de refracao (RID) do tipo Fresnel. Este detector € o segundo mais usado
em CLAE. Sua detecgao estda baseada no acompanhamento continuo da diferenga
no indice de refragao entre a fase movel pura (cela de referéncia) e o eluente que
sai da coluna contendo os componentes da amostra (cela de detecg¢ao). Para os
solutos que nao absorvem no UV ou visivel e consequentemente nao sao
detectados pelos espectrofotdbmetros, a melhor escolha é o detector de indice de
refracdo. A resposta deste detector & universal e sua sensibilidade € moderada,
geralmente da ordem de microgramas (10° g). Este nivel de concentragdo
corresponde a uma diferenca de aproximadamente 107 unidades de indice de
refracdo. Esta deteccao esta baseada na lei de Fresnel, onde na interface entre o
prisma de vidro e algum liquido, a quantidade de luz transmitida e refletida é
proporcional ao angulo de incidéncia da luz e ao indice de refragcdo do liquido
(FIGURA 25) (COLLINS; BRAGA, 1987).

FIGURA 25: ESQUEMA DE UM DETECTOR REFRATOMETRICO DO TIPO
FRESNEL.
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Fonte: COLLINS; BRAGA, 1987.
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Tendo sido estabelecido os parametros das analises por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, foram realizadas curvas de calibragcao para quantificagcao dos

heterosideos floridosideo e digeneasideo via CLAE, a partir dos padroes obtidos.

FIGURA 26: ANALISE COMPARATIVA DA EFICIENCIA CROMATOGRAFICA
ENTRE AS COLUNAS REzeEx RPM-MONOSACCHARIDE E HPX-87H, PARA A
SEPARACAO DOS HETEROSIDEOS FLORIDOSIDEO E DIGENEASIDEO NO
EXTRATO ETANOLICO DA ALGA Acanthophora spicifera.
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43.1 Curvas de calibracao em CLAE para os heterosideos Floridosideo e
Digeneasideo

Foram pesados 5 mg do padrao de floridosideo obtido da alga A. spicifera,
solubilizado em H20 mQ em balao volumétrico de 5 mL, obtendo-se um padrao na
concentracdo de 1 mg.mL". A partir deste padrao (solugao estoque), foram
realizadas diluigdes as quais originaram padroes de floridosideo nas concentragdes
de 0,500, 0,250 e 0,125 mg.mL‘1. Foram realizadas inje¢cbes separadas destes
padrées de floridosideo em CLAE, utilizando a coluna HPX-87H e detector RID. A
partir dos cromatogramas obtidos, foi gerado um grafico area (pico do

cromatograma) versus a concentragao do padrao (FIGURA 27).

FIGURA 27: CURVA DE CALIBRAGAO* EM CLAE PARA FLORIDOSIDEO
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* Concentragdo de padrdes em mg.mL™"'; area em unidades de area (U.A.).
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Da mesma maneira que para o floridosideo, foram pesados 5 mg do padrao
de digeneasideo obtido a partir da alga B. binderii e solubilizadas em H0 mQ em
baldo volumétrico de 5 mL, obtendo-se um padrdo na concentragdo de 1 mg.mL™". A
partir deste padrdao (solugdo estoque), foram realizadas diluigdes, as quais
originaram padrées de digeneasideo nas concentragdes de 0,500, 0,250 e 0,125
mgmL™". Foram realizadas injegbes separadas destes padroes de digeneasideo em
CLAE, utilizando a coluna HPX-87H e detector RID. A partir dos cromatogramas
obtidos, foi gerado um grafico area (pico do cromatograma) versus concentragao do
padrao (FIGURA 28).

FIGURA 28: CURVA DE CALIBRAGAO* EM CLAE PARA DIGENEASIDEO
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* Concentragdo de padrées em mg.mL'; area em unidades de area (U.A.).



62

Os resultados obtidos para as curvas de calibragao tanto do floridosideo
quanto do digeneasideo mostraram-se linear para faixa de concentracao proposta
(0,125 a 1 mg.mL™), indicando uma resposta do detector diretamente proporcional a
concentragao da amostra.

Destaca-se também a diferenga no fator de resposta do detector para os
diferentes heterosideos. Concentragdes idénticas dos padrdes de floridosideo e
digeneasideo produzem respostas diferentes ao detector por indice refratométrico
(RID). O sinal gerado pelo detector por um padrao de floridosideo na concentragao
de 1 mg.mL™" corresponde a uma area de aproximadamente 8 x 10°> U.A (unidades
de area; FIGURA 27), enquanto que o sinal gerado por um padrao de digeneasideo
na mesma concentragdo corresponde a aproximadamente 3 x 10° U.A (FIGURA 28).
Essa diferenga no fator de resposta evidencia a importancia da realizagdo de uma
curva de calibragdo para cada um dos analitos de interesse em andlises
quantitativas, mesmo se tratando de moléculas com certa semelhanca estrutural.

Utilizando-se as curvas de calibracao, foi possivel realizar a quantificacao de
ambos heterosideos nas diferentes espécies de algas, permitindo a obtengéo de
resultados fidedignos nas anadlises quantitativas por cromatografia liquida de alta

eficiéncia.
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5 EXTRAGAO, IDENTIFICAGAO, CARACTERIZAGAO QUIMICA E
QUANTIFICAGAO DOS CBMM DE TRES GRUPOS DE ALGAS VERMELHAS
(Rhodophyta)

A divisao Rhodophyta representa um dos mais antigos grupos de algas
eucaribticas, apresentando apenas uma unica classe, Rhodophyceae, que se divide
em duas subclasses Bangioideae e Florideae. A subclasse Florideae é representada
por varias ordens, dentre os quais daremos destaque a algumas espécies
pertencentes as ordens Ceramiales, Gracilariales e Nemaliales.

Os estudos publicados sobre carboidratos de baixa massa molecular (CBMM)
de algas pertencentes a ordem Ceramiales tem levado a resultados conflitantes, no
que diz respeito a presenca ou auséncia desses heterosideos em algumas espécies.

KREMER; VOLG (1974) estudando os produtos fotossintéticos de varias
espécies de Rhodophyta pela técnica de incorporagdo de ™C (H™CO3) através da
fotossintese, encontrou a presenga de digeneasideo somente em espécies da
ordem Ceramiales, sugerindo o uso deste heterosideo na classificacdo
quimiotaxonémica de algas pertencentes a esta ordem.

KIRST (1980), estudando a influéncia da concentragdo de ions (CI, Na* e K*)
na biossintese dos CBMM em varias espécies de Rhodophyta, também detectou a
presenca do heterosideo digeneasideo apenas nas espécies pertencentes a ordem
Ceramiales, reforcando os dados publicados por KREMER; VOLG (1974).

KREMER; VOLG (1974), utilizaram para a deteccdo do digeneasideo a
cromatografia em camada delgada (CCD) visualizada por autoradiografia, enquanto
que KIRST (1980) evidenciou a presenca do digeneasideo através da hidrolise acida
deste heterosideo e posterior dosagem do acido glicérico liberado. A dosagem do
acido glicérico foi realizada por oxidagao a acido hidroxipiravico pela enzima acido
glicérico desidrogenase e coenzima NAD®, propondo uma técnica qualitativa e
quantitativa.

Apesar destas consideragdes sobre o heterosideo digeneasideo, tem-se
demonstrado que alguns géneros da ordem Ceramiales (Laurencia e géneros
relacionados) produzem e acumulam floridosideo e nao digeneasideo (BARROW et
al., 1995).



BARROW et al. (1995), realizaram um inventario de 22 espécies de
Laurencia e apenas o heterosideo floridosideo foi detectado. Os resultados
publicados por estes autores foram baseados em analises utilizando técnicas de
ressonancia magnética nuclear de '°C e cromatografia gasosa e atribuem os
resultados publicados por KREMER; VOLG (1974) e KIRST (1980) a utilizagao de
técnicas improprias para este tipo de analise. Além disso, concluem que se o
heterosideo digeneasideo estivesse presente nas espécies de algas por eles
estudadas, estaria em concentragdes entre 0,05 e 0,1% do floridosideo, propondo
uma revisao sobre a utilizagdo deste heterosideo como marcador quimiotaxonémico
da ordem Ceramiales.

Diante dos resultados publicados e, devido a importancia destes heterosideos
como produtos fotossintéticos, realizou-se uma investigagao qualitativa e quantitativa
destes compostos em algumas espécies de algas vermelhas (Rhodophyta).

Foram selecionadas para este trabalho 10 espécies de algas vermelhas,
sendo 8 delas pertencentes a ordem Ceramiales, 1 a ordem Gracilariales e a ultima
da ordem Nemaliales. Estas algas foram divididas em trés grupos com base na
proximidade da ordem e género aos quais pertencem:

- grupo A: complexo Laurencia (Chondrophycus; Laurencia),

- grupo B: géneros Acanthophora e Polysiphonia;

- grupo C: ordens Gracilariales e Nemaliales.

Para o grupo A, foram selecionadas dentro da ordem Ceramiales, quatro
espécies do género Laurencia (L. arbuscula Sonder; L. clavata Sonder; L. filiformis
(C. Agardh) Montagne; L. furcata Cordeiro-Marino & Fujii) e duas espécies do género
Chondrophycus (C. flagellifera J. Agardh e C. translucida Fujii & Cordeiro-Marino).
Dentre estas espécies, L. arbuscula, L. filiformis, L. furcata e C. flagellifera (antiga L.
flagellifera) sdo as mesmas espécies estudadas por BARROW et al. (1995), sendo,
inclusive, cedidas pela mesma pesquisadora (M. Fujii, Instituto de Botanica de Sao
Paulo). Ja os esquemas de extragdo foram os mesmos utilizados por KARSTEN et
al. (1991).

O grupo B foi também formado por espécies da ordem Ceramiales, sendo
elas Acanthophora spicifera (M. Vahl) Borisen e Polysiphonia sp Greville.

O grupo C é composto por duas espécies, a primeira pertencente a ordem
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Gracilariales (Gracilaria cervicornis (Turner) J. Agardh) e a segunda pertencente a
ordem Nemaliales (Tricleocarpa cylindrica (J. Ellis & Solander) Huisman &
Borowitzka).

As espécies de algas vermelhas foram submetidas a diferentes técnicas
analiticas, de carater qualitativo e quantitativo, para estudar os heterosideos
floridosideo e digeneasideo, além da quantificacdo dos principais cations presentes
em cada espécie (Na”; K" e Ca®").

As analises qualitativas foram realizadas baseadas em técnicas de RMN-"3C
e 'H, comparando a presenca ou auséncias de sinais referentes aos heterosideos
digeneasideo e floridosideo. Ja as analises quantitativas foram realizadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, comparando o tempo de retengdo dos
componentes presentes nas amostras com o tempo de retencdo de padrdes
auténticos, utilizando as curvas de calibragdo de cada heterosideo como referéncia

para a quantificagao.
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51 EXTRAGAO, IDENTIFICACAO, CARACTERIZACAO QUIMICA E
QUANTIFICACAO DOS CBMM EM ALGUMAS ESPECIES DO COMPLEXO
Laurencia (GRUPO A)

Dentre as 10 espécies de algas selecionadas para este trabalho, 6 delas
(grupo A) sao pertencentes ao complexo Laurencia. Este complexo engloba cerca
de 150 espécies de algas distribuidas entre os géneros Laurencia, Chondrophycus e
Osmundea (Rhodophyta, Ceramiales). Porém, somente espécies dos géneros
Laurencia e Chondrophycus foram estudadas neste trabalho de tese.

As algas L. arbuscula; L. furcata; C. flagellifera foram coletadas na praia
Pedra do Xargu-Cabo, enquanto que L. filiformis e C. translucida na praia de Boa
Viagem, ambas em Recife-PE. Ja L. clavata, foi coletada no litoral de Santa
Catarina, na praia de Bombinhas.

Para as analises de identificacdo e caracterizagdo quimica dos heterosideos
floridosideo e digeneasideo, essas espécies foram submetidas a extragido etandlica
qualitativa (item 3.2 ESQUEMA 1) segundo KASTEN et al. (1991). Foram realizadas
andlises de RMN-"C e 'H para todas as espécies em questao, avaliando a presenca
dos heterosideos floridosideo e digeneasideo, os quais foram evidenciados pelos

sinais referentes ao carbono e préton anomérico de cada componente.

5.1.1 Analises de RMN-C e RMN-'H das algas pertencentes ao complexo
Laurencia (GRUPO A).

Através das analises de RMN-"°C foi possivel detectar a presenga do
heterosideo floridosideo (C-1 97,8 ppm) em todas as espécies deste grupo. Através
desta técnica, a presencga do digeneasideo (C-1 98,4 ppm) foi detectada apenas nas
espécies L. furcata (FIGURA 29A) e C. flagellifera (FIGURA 30A). Os espectros de
RMN-°C das extragbes etandlicas de L. clavata (FIGURA 31A), L. filiformis
(FIGURA 32A) e C. translucida (FIGURA 33A) apresentaram sinais de baixa

intensidade, os quais podem ser confundidos com variagoes da linha de base.
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Portanto, para estas espécies as analises de RMN-"3C nao foram conclusivas
a respeito da presenga do heterosideo digeneasideo. A analise de RMN-"3C de L.
arbuscula (FIGURA 34A) também nao apresentou sinais, mesmo de baixa
intensidade, do heterosideo digeneasideo.

No entanto, quando submetidas a analises de RMN-'H, além da presenca do
heterosideo floridosideo em todas as espécies deste grupo (H-1 5,14 ppm), foi
confirmada a presenga de digeneasideo (H-1 4,88 ppm) em L. clavata (FIGURA
31B), L. filiformis (FIGURA 32B), L. furcata (FIGURA 29B), C. flagellifera (FIGURA
30B) e C. trasnslucida (FIGURA 33B). A analise do espectro de RMN-'H da alga L.
arbuscula (FIGURA 34B), que nao apresentava sinais referentes ao digeneasideo
via RMN-"C, mostrou-se indeterminado quanto a presencga deste composto.
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FIGURA 29: ESPECTROS DE RMN-"°C* (A) E "H* (B) DO EXTRATO ETANOLICO
DA ALGA L. furcata.
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* RMN-"C: 98,4 ppm: C-1 digeneasideo; 97,9 ppm: C-1 floridosideo.
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* 5,14 ppm: H-1 floridosideo; 4,88 ppm: H-1 digeneasideo.
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FIGURA 30: ESPECTROS DE RMN-"3C* (A) E 'H (B) DO EXTRATO ETANOLICO
DA ALGA C. flagellifera.
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* RMN-"H: 5,14 ppm: H-1 floridosideo; 4,88 ppm: H-1 digeneasideo.
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FIGURA 31: ESPECTROS DE RMN-"C* (A) E "H* (B) DO EXTRATO ETANOLICO
DA ALGA L. clavata.
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FIGURA 32: ESPECTROS DE RMN-'3C* (A) E 'H* (B) DO EXTRATO ETANOLICO
DA ALGA L. filiformis.
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* RMN-"H: 5,14 ppm: H-1 floridosideo; 4,88 ppm: H-1 digeneasideo.
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FIGURA 33: ESPECTROS DE RMN-"*C* (A) E TH* (B) DO EXTRATO ETANOLICO
DA ALGA C. frasnslucida.
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FIGURA 34: ESPECTROS DE RMN-"°C* (A) E 'H (B) DO EXTRATO ETANOLICO
DA ALGA L. arbuscula.
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5.1.2 Analises quantitativas dos CBMM das algas pertencentes ao complexo
Laurencia (GRUPO A)

A determinagdo quantitativa dos CBMM foi realizada por CLAE apds uma
extracdo etandlica (extragcdo quantitativa, item 3.3 ESQUEMA 2), seguindo a
estratégia proposta por KARSTEN et al. (1991). As analises por cromatografia
liquida de alta eficiéncia foram realizadas em triplicata (n= 3), sendo os heterosideos
floridosideo e digeneasideo identificados pelo tempo de retengdo mediante
comparagao com padrdes auténticos (digeneasideo: 7,84 min; floridosideo: 9,53
min) e quantificados através da curva de calibragdo estabelecida para cada
componente. Os resultados foram expressos como a média (n= 3) da concentragéo
obtida para cada heterosideo por quilo de alga seca e moida (mmoI.Kg'1).

O teor de floridosideo na alga L. arbuscula (13,8 mg alga seca e moida) foi de
115,49 mmol.Kg™. Nesta mesma analise, foi possivel detectar digeneasideo (1,83
mmoI.Kg'1) mesmo em baixas concentragées. Os rendimentos de floridosideo e
digeneasideo foram de 2,94 e 0,05%, respectivamente (FIGURA 35A). Vale ressaltar
que o digeneasideo nao foi detectado nesta espécie quando analisada por RMN-"°C
e por RMN-"H.

O cromatograma obtido por CLAE para alga L. clavata (14,0 mg alga seca e
moida) mostrou a presengca de ambos heterosideos, floridosideo e digeneasideo,
nas concentragées de 471,04 mmol.Kg"' (12,02 %) e 17,46 mmol.Kg™" (0,47 %),
respectivamente (FIGURA 35B).

A andlise por CLAE da alga L. filiformis (14,1 mg alga seca e moida) também
detectou a presenga dos heterosideos floridosideo e digeneasideo nas
concentragdes de 153,38 mmol.Kg”' (3,51 %) e 3,60 mmol.Kg' (0,10 %),
respectivamente (FIGURA 35C).

Para a alga L. furcata (14,4 mg alga seca e moida), foi detectado a presenca
de floridosideo na concentragdo de 523,61 mmoI.Kg'1 (13,59 %) e digeneasideo
22,47 mmol.Kg™ (0,61 %) (FIGURA 36A).

A alga C. flagellifera (14,5 mg alga seca e moida) apresentou floridosideo na
concentracdo de 305,97 mmol.Kg™' (7,80 %) e digeneasideo 21,69 mmol.Kg™ (0,71
%) (FIGURA 36B).
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A alga C. translucida (13,7 mg alga seca e moida) apresentou floridosideo na
concentragdo de 125,85 mmol.Kg™ (3,21 %) e digeneasideo 8,92 mmol.Kg™ (0,27
%) (FIGURA 36C). Os resultados obtidos por RMN-"°C, RMN-"H e CLAE para este
grupo de algas estao descritos na TABELA 5.

TABELA 5: RESULTADOS* DAS ANALISES POR RMN-"°C, RMN-'H E CLAE DAS
ALGAS PERTENCENTES AO COMPLEXO Laurencia (GRUPO A).

CLAE RMN
Alga Heterosideo = mmol.Kg"' (Rend.)? 3¢ H
(n=3) (%)

L. arbuscula  Floridosideo 115,49 (0,04) 2,94 + +
Digeneasideo 1,83 (0,001) 0,05 - ?

L. clavata Floridosideo 471,04 (0,02) 12,02 + +
Digeneasideo 17,46 (0,003) 0,47 ? +

L. filiformis Floridosideo 153,38 (0,01) 3,91 + +
Digeneasideo 3,60 (0,001) 0,10 ? +

L. furcata Floridosideo 523,61 (0,01) 13,59 + +
Digeneasideo 22,47 (0,002) 0,61 + +

C. flagellifera  Floridosideo 305,97 (0,01) 7,80 + +
Digeneasideo 21,69 (0,001) 0,71 + +

C. translucida Floridosideo 125,85 (0,01) 3,21 + +
Digeneasideo 8,92 (0,001) 0,27 ? +

* Presenca do componente: +; auséncia: -; ndo conclusivo: ?; os resultados entre parénteses

equivalem ao desvio padrdo; ? rendimento e concentragdo determinados por CLAE.
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CROMATOGRAMAS OBTIDO POR CLAE DA EXTRACAO

QUANTITATIVA DAS ALGAS L. arbuscula (A); L. clavata (B) e L. filiformis (C).
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FIGURA 36: CROMATOGRAMAS OBTIDO POR CLAE DA EXTRACAO
QUANTITATIVA DAS ALGAS Laurencia furcata (A); Chondrophycus translucida (B)
e C. flagellifera (C) .
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Como pdde ser observado pelos resultados na TABELA 5, em todas as algas
estudadas pertencentes ao GRUPO A, o floridosideo foi o principal heterosideo
encontrado, enquanto que o digeneasideo foi detectado em concentragées mais
baixas. Os resultados obtidos com L. arbuscula, L. filiformis, L. furcata e C.
flagellifera (antiga L. flagellifera) sao distintos dos obtidos por BARROW et al. (1995),
que utilizaram uma metodologia (RMN-"°C e CG) ndo adequada para detectar a
presenca de digeneasideo nas espécies de algas estudadas.

Durante as analises de RMN-"°C, foi possivel detectar a presenca dos
heterosideos floridosideo e digeneasideo apenas para as algas C. flagellifera e L.
furcata, obtendo-se para as outras espécies espectros que indicavam a presenga
apenas de floridosideo. Quando submetidas a analises de RMN-'H, foi possivel
confirmar, além do floridosideo, a presengca de digeneasideo nas espécies L.
clavata, L. filiformis e C. translucida, evidenciando portanto a diferenca na
sensibilidade das técnicas empregadas.

Embora a ressonancia nuclear magnética de hidrogénio seja mais sensivel
que a de carbono 13, foi a andlise de CLAE que permitiu detectar a presencga de
digeneasideo quando em baixas concentragées, como observado para L. arbuscula.

BARROW et al. (1995) utilizaram apenas RMN-'°C para suas analises
qualitativas e, portanto, podem nao ter encontrado o digeneasideo por problemas de
sensibilidade do método. Quanto as analises quantitativas, estes autores utilizaram
cromatografia gasosa (CG) através da andlise de derivados acetilados de
heterosideos (KARSTEN et al., 1991). Esta técnica permite uma andlise confiavel
para o floridosideo, porém, por apresentar um grupamento carboxilico, a molécula
de digeneasideo ndao é completamente acetilada durante o processo de
derivatizagdo, gerando um derivado acetilado que apresenta um grupo carboxilico
livre. Este tipo de molécula apresenta tempo de retengdo muito elevado em analises
por cromatografia gasosa, dificultando sua interpretagdo. Além disso, devido as
caracteristicas da fase estacionaria da coluna (polaridade), estas moléculas podem
ficar retidas na coluna (DB 5). Portanto, a cromatografia gasosa nao € uma técnica
adequada para detectar e quantificar o digeneasideo.

Durante a realizacdo das analises quantitativas por CLAE das algas
pertencentes ao GRUPO A, foi utilizada a coluna HPX-87H (BioRad®). Esta coluna é
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capaz de resolver entre os heterosideos floridosideo e digeneasideo, permitindo
uma rapida, sensivel e confiavel técnica para caracterizagcao e quantificacao destes
glicosideos.

Como demonstrado pelos resultados obtidos no presente trabalho, a
utilizagao de técnicas adequadas € fundamental para a correta determinagéo do(s)
tipo(s) de CBMM presentes em algas. Vale ressaltar que os resultados aqui
apresentados contrariam os dados publicados na literatura (KREMER; VOLG, 1975;
KREMER,1978; KIRST, 1980; BARROW et al., 1995) uma vez que foi comprovada
a presengca de ambos heterosideos, floridosideo e digeneasideo, sendo
biossintetizados juntos, em todas as espécies do grupo A (complexo Laurencia).
Ressalta-se que os dados de literatura relatam que as algas biossintetizam
floridosideo ou digeneasideo, sendo a primeira vez que é descrita a presenca de

ambos.
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5.1.3 Dosagem de calcio livre, sédio e potassio (GRUPO A)

KIRST (1980b), estudando a relacdo entre a composi¢cdao de ions sédio e
potassio citoplasmaticos em diferentes espécies de algas vermelhas, encontrou uma
grande variabilidade nas concentracdes entre as espécies estudadas, sendo o sédio
o principal ion. Através dessas analises, este autor conclui que a variagao destes
ions no interior do citoplasma nao sao devidos as condigées ambientais (salinidade),
e também nao conseguiu estabelecer uma relagcdo entre a concentragao desses
cations com a concentragées dos carboidratos de baixa massa molecular, uma vez
que algas pertencentes ao mesmo género [Grateloupia australis J. Agardh e G.
filicina (Lamour) C. Agardh; Rhodophyta: Cryptonemiales] e coletadas na mesma
regido, apresentavam grandes variagées na composi¢ao idnica e concentragao dos
CBMM.

No intuito de verificar se existe alguma relagao entre a concentragao de ions
(Ca*; Na" e K" e a concentracdo dos carboidratos de baixa massa molecular
(floridosideo e digeneasideo) presentes nas algas pertencentes ao complexo
Laurencia (grupo A), estas algas foram testadas quanto a concentragao destes ions.

As dosagens foram realizadas a partir do extrato etandlico (extragcéo
quantitativa, item 3.2.2), utilizando técnicas colorimétrica (Ca2+, item 3.3.4) e de
absorgao atdmica (Na* e K*, item 3.3.3).

Os resultados obtidos estao de acordo com os publicados por KIRST (1980),
onde para este grupo de algas nao foi possivel estabelecer uma relagao entre a
concentragao de ions (TABELA 6) e concentragcao dos carboidratos de baixa massa
molecular. Também foi detectado como ion principal o sédio, ndo havendo
inversao da relagao sodio/potassio em nenhuma das espécies estudadas.

As dosagens do ion calcio também nao permitram nenhuma concluséo
quanto a sua influéncia na concentracdo dos carboidratos de baixa massa
molecular, ndo podendo ser estabelecida nenhuma relagao entre estes compostos

para este grupo de algas.
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TABELA 6: CONCENTRAGCAO DE IONS NAS ALGAS PERTENCENTES AO

COMPLEXO Laurencia (GRUPO A).

ALGA Na* K* RAZAO Ca? Livre
mmol.g™ mmol.g™"' Na‘/K* mmol.g™
L. arbuscula
useu 676,08 55,07 12,27 tr
L. clavata
416428 468 57 888 tr
L. filiformis
354 60 46,80 757 3.71
L. furcata
u 809.72 170,83 473 tr
C. flagellifera
agetier 873,10 103,44 8 44 29 42
C. translicida
ransiici 65151 40 87 15,94 764

*tr: tragos de calcio livre (<0,01 mmol).
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52 EXTRACAO, IDENTIFICACAO, CARACTERIZACAO QUIMICA E
QUANTIFICACAO DOS CBMM EM Acanthophora spicifera E Polysiphonia sp.,
Rhodophyta, Ceramiales (GRUPO B)

A coleta da alga Acanthophora spicifera e Polysiphonia sp (GRUPQO B) foi
realizada no Municipio de Bombinhas-SC. Da mesma forma que para as espécies do
GRUPO A, essas espécies foram submetidas a extragdo etandlica qualitativa (item
3.2 ESQUEMA 1) para a identificacdo e caracterizagdo quimica dos heterosideos
floridosideo e digeneasideo, segundo KASTEN et al. (1991). Foram realizadas
analises de RMN-"°C e "H para as espécies em questio, avaliando a presenga dos
heterosideos pelos sinais referentes aos carbonos e hidrogénios anoméricos de
cada componente.

52.1 Analises de RMN-C e RMN-'H das algas Acanthophora spicifera e
Polysiphonia sp., Ceramiales (GRUPO B)

Através das andlises de RMN-"°C foi possivel detectar a presenca dos
heterosideos floridosideo (C-1 97,8 ppm) e digeneasideo (C-1 98,4 ppm) apenas na
alga A. spicifera (FIGURA 37A), enquanto que para a alga Polysiphonia sp, foi
detectado apenas digeneasideo (FIGURA 38A).

Quando submetidas a analises de RMN-'H, novamente foi possivel
determinar a presenga dos heterosideos floridosideo (H-1 5,14 ppm) e
digeneasideo (H-1 4,88 ppm) na alga A. spicifera (FIGURA 37B). Ja o espectro de
RMN-'H da alga Polysiphonia sp. apresentou, além do sinal referente ao
digeneasideo, também o sinal referente ao floridosideo (FIGURA 38B). Esses
resultados sugerem, portanto, a presenga destes componentes nas duas especies,
sendo o heterosideo floridosideo detectado apenas por RMN-'H na alga

Polysiphonia sp.
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FIGURA 37: ESPECTROS DE RMN-"C* (A) E DE 'H* (B) DO EXTRATO
ETANOLICO DA ALGA Acanthophora spicifera.
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* Extracdo qualitativa; H-1 floridosideo: 5,14 ppm; H-1 digeneasideo: 4,88ppm.



FIGURA 38: ESPECTROS DE RMN-C* (A) E DE 'H* (B) DO EXTRATO
ETANOLICO DA ALGA Polysiphonia sp.
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5.2.2 Andlise quantitativa dos CBMM das algas Acanthophora spicifera e
Polysiphonia sp., Ceramiales (GRUPO B)

Da mesma maneira que para as algas pertencentes ao GRUPO A, para as
analises quantitativas por CLAE, foi realizada uma extragdo etanélica quantitativa
(item 3.3 ESQUEMA 2) para as algas A. spicifera e Polysiphonia sp, seguindo a
estratégia proposta por KARSTEN et al. (1991) e a mesma metodologia descrita
para o GRUPO A.

Para alga A. spicifera (12,0 mg alga seca e moida) foi detectado o
heterosideo floridosideo na concentracdo de 461,01 mmol.Kg"' e digeneasideo
42,86 mmol.Kg" (FIGURA 39), apresentando um rendimento de 11,76 e 1,15%,
respectivamente.

Ja para a alga Polysiphonia sp. (12,1 mg alga seca e moida) foram
detectados os heterosideos floridosideo, na concentracao de 49,88 mmol.Kg", e
digeneasideo 168,67 mmoI.Kg'1 (FIGURA 40), com um rendimento de 1,27 e 4,52 %,
respectivamente. Este resultado confirmou a presenca do heterosideo floridosideo
nesta amostra, o qual nao havia sido detectado no espectro de RMN—13C, sendo
evidenciado apenas no espectro de RMN-"H.

Novamente foram detectados ambos os heterosideos, floridosideo e
digeneasideo, nessas duas espécies, ressaltando-se que na alga Polysiphonia sp.
detectou-se como heterosideo principal o digeneasideo, sendo a unica alga
pertencente a ordem Ceramiales estudada neste trabalho, que apresentou inversao

na relacao entre floridosideo e digeneasideo.



FIGURA 39:
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CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE DA EXTRAGAO

QUANTITATIVA DA ALGA A. spicifera.
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- Fluxo: 0,6 mL.min™.

FIGURA 40:
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- Fase Movel: H;SO4 8 mM em H,O mQ

- Temperatura da Coluna: 65 °C

- Detector: RID /40 °C

- Fluxo: 0,6 mL.min™".
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5.2.3 Dosagem de calcio livre, sédio e potassio (GRUPO B)

Assim como para as espécies pertencentes ao GRUPO A, as algas A.
spicifera e Polysiphonia sp também foram submetidas a dosagem de ions sodio,
potassio e calcio livre.

As dosagens foram realizadas a partir do extrato etandlico (extracao
quantitativa, item 3.2.2), utilizando técnicas colorimétrica (Ca**, item 3.3.4) e
absorgao atomica (Na* e K, item 3.3.3).

Também para as algas A. spicifera e Polysiphonia sp., os resultados obtidos
estdo de acordo com os publicados por KIRST (1980), onde nao foi possivel
estabelecer uma relacao entre a concentragao de ions (TABELA 7) e concentragao
dos carboidratos de baixa massa molecular. Novamente, o ion sédio foi detectado
como ion principal, ndo havendo inversao da relagao sédio/potassio em nenhuma
das duas espécies.

As dosagens do ion calcio também nao permitiram nenhuma conclusao
quanto a sua influéncia na concentragdo dos carboidratos de baixa massa
molecular, uma vez que nestas duas espécies foi detectado apenas tragos deste ion.

Os resultado estao descritos na TABELA 7.

TABELA 7: TABELA DE CONCENTRACAO DE iONS NAS ALGAS A. spicifera e
Polysiphonia sp.

ALGA Na* K* RAZAO Ca?* Livre
mmol.g™ mmol.g™ Na‘/K* mmol.g™
A. spicif
spiciiera 2216,66 1369,16 1,61 tr
Polysiphonia
ysip SP 1216 66 213 33 5,70 tr

* tr: tragos de calcio livre.
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5.3 EXTRAGAO, IDENTIFICACAO, CARACTERIZACAO QUIMICA E
QUANTIFICACAO DOS CBMM EM Gracilaria cervicornis Rhodophyta: Gracilariales
E Tricleocarpa cylindrica Rhodophyta: Nemaliales (GRUPO C)

Dentre as 10 espécies de algas analisadas neste trabalho, 8 delas (GRUPQOS
A e B) pertencem a ordem Ceramiales. Porém, as algas que compde o GRUPO C,
Gracilaria cervicornis e Tricleocarpa cylindrica sado pertencentes as ordens
Gracilariales e Nemaliales, respectivamente. Estas algas foram coletadas no
Municipio de Bombinhas-SC.

Da mesma forma que para as espécies estudadas anteriormente, (GRUPOS
A e B), as algas G. cervicornis e T. cylindrica foram submetidas a extragao etandlica
qualitativa (item 3.2 ESQUEMA 1) para as analises de identificagcao e caracterizagao
quimica dos heterosideos floridosideo e digeneasideo, segundo KARSTEN et al.
(1991). Foram realizadas analises de RMN-"°C e 'H para estas duas espécies,
avaliando-se a presencga dos heterosideos floridosideo e digeneasideo, os quais
foram evidenciados pelos sinais referentes ao carbono e préton anomérico de cada

componente.

5.3.1 Andlises de RMN-"°C e RMN-"H das algas Gracilaria cervicornis e Tricleocarpa
cylindrica (GRUPO C)

Através das analises de RMN-"°C foi possivel detectar apenas a presenga do
heterosideo floridosideo (C-1 97,8 ppm) em ambas as espécies, enquanto que, para
o digeneasideo (C-1 98,4 ppm), o espectro de RMN-"C da alga T. cylindrica
(FIGURA 41A) mostrou auséncia de sinais referentes a este composto e o da alga
G. cervicornis (FIGURA 42A) nao foi conclusivo, apresentando apenas alguns sinais
de baixa intensidade.

Quando submetidas a analises de RMN-'H, novamente foi possivel
determinar a presenca do heterosideo floridosideo (H-1 5,14 ppm) nas duas
espécies. O espectro de RMN-'H do extrato etanélico da alga T. cylindrica mostrou

auséncia de digeneasideo (FIGURA 41B), enquanto que para G. cervicornis apenas
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um pequeno sinal (H-1 4,88 ppm) sugerindo a presengca do heterosideo
digeneasideo (FIGURA 42B).

FIGURA 41: ESPECTROS DE RMN-°C* (A) E DE 'H* (B) DA EXTRACAO
ETANOLICA QUALITATIVA DA ALGA T. cylindrica.
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* Extracdo qualitativa; H-1 floridosideo: 5,14 ppm.
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FIGURA 42: ESPECTROS DE RMN-"°C* (A) E 1H* (B) DA EXTRACAO
ETANOLICA QUALITATIVA DA ALGA G. cervicornis.
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* Extragao qualitativa; H-1 floridosideo: 5,14 ppm; H-1 digeneasideo: 4,88 ppm.
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5.3.2 Anadlise quantitativa dos CBMM das algas Gracilaria cervicornis e Tricleocarpa
cylindrica (GRUPO C)

Da mesma maneira que para as algas analisadas anteriormente, foi realizada
uma extracdo etandlica quantitativa (item 3.3 ESQUEMA 2) para as algas G.
cervicornis e T. cylindrica, seguindo a estratégia proposta por KARSTEN et al.
(1991). Apés a extragdo seguiu-se as analises quantitativas via CLAE utilizando a
mesma metodologia descrita para o GRUPO A.

Para alga G. cervicornis (17,0 mg alga seca e moida) foi detectado o
heterosideo floridosideo na concentragdo de 246,73 mmol.Kg”' e digeneasideo,
2,10 mmoI.Kg'1 (FIGURA 43), apresentando um rendimento de 6,28 e 0,56%,
respectivamente.

Ja para a alga T. cylindrica (15,0 mg alga seca e moida) foram detectados os
heterosideos floridosideo, na concentragao de 108,56 mmoI.Kg'1, e digeneasideo,
0,69 mmoI.Kg'1 (FIGURA 44), com um rendimento de 2,77 e 0,02 %,
respectivamente.

Estes resultados confirmaram a presenca de pequenas concentragées de
digeneasideo em ambas as algas, o qual ndo havia sido claramente detectado nos
espectros de RMN-°C e RMN-"H.

KREMER; VOGL, 1795, estudando os carboidratos de baixa massa molecular
de varias algas da ordem Gracilariales, incluindo Gracilaria foliifera (Forsk.) Boerg;
G. verrugosa (Huds.) Papenf. e duas algas da ordem Nemaliales: Nemalion
helminthoides (Vell.) Batt; Trailliella intricata Batt., detectou, através da incorporagao
de "“C, apenas o heterosideo floridosideo para as espécies pertencentes a estas
ordens. Portanto, os resultados obtidos para as algas pertencentes as ordem
Gracilariales e Nemaliales, provam que a biossintese do heterosideo digeneasideo
nao é exclusividade das algas pertencentes a ordem Ceramiales, contradizendo os
dados da literatura.
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FIGURA 43: CROMATOGRAMA OBTIDO POR CALE DA EXTRAGCAO
QUANTITATIVA DA ALGA G. cervicornis.
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FIGURA 44: CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE DA EXTRAGAO
QUANTITATIVA DA ALGA T. cylindrica.
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5.3.3 Dosagem de calcio livre, sédio e potassio (GRUPO C)

Assim como para as espécies pertencentes ao GRUPO A, as algas G.
cervicornis e T. cylindrica também foram submetidas & dosagem de ions sédio,
potassio e calcio livre.

As dosagens foram realizadas a partir do extrato etandlico (extracao
quantitativa, item 3.2.2), utilizando técnicas colorimétrica (Caz", item 3.34) e
absorgao atémica (Na* e K7, item 3.3.3).

Novamente, os resultados obtidos para as algas G. cervicornis e T. cylindrica
estdo de acordo com os publicados por KIRST (1980), onde nao foi possivel
estabelecer uma relagdo entre a concentragdo de ions (TABELA 8) e concentragao
dos carboidratos de baixa massa molecular. Porém, para a alga G. cervicornis,
ocorreu uma inversao na concentragao do ion principal, quando comparado com as
demais algas estudadas neste trabalho, onde o ion potassio foi detectado como
principal. Resultados semelhantes foram obtidos por KIRST (1980) para algas
Gracilaria verrucosas (Hudson) Papenfuss e G. edulis (Gmel.) Silva, ambas
pertencentes a ordem Gracilariales.

As dosagens do ion calcio também nao permitiram nenhuma concluséo
quanto a sua influéncia na concentragdo dos carboidratos de baixa massa
molecular; porém, dentre as 10 espécies de algas estudadas neste trabalho, a que
apresentou a maior concentragao de calcio livre foi G. cervicornis.

Os resultado estao descritos na TABELA 8.



TABELA 8: CONCENTRACAO DE Na*, K" E Ca®" NAS ALGAS T. cylindrica E G.
cervicornis.

ALGA Na* K* RAZAO Ca* Livre

mmol.g”’ mmol.g™ Na*/K* mmol.g™

G. cervicornis
1723,52 3047,05 0,56 29,79

T. cylindri
yinerea 140001 1340,03 1,04 12,81




CONCLUSOES
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6 CONCLUSOES

1) As técnicas cromatograficas: cromatografia de adsorgao (carvao:Celite) e
filtragcdo em Gel (BioGel P-2) mostraram-se eficientes para a obtengdo de padrdes
(com alto grau de pureza) dos heterosideos floridosideo e digeneasideo;

2) Dentre as técnicas analiticas utilizadas (CLAE; RMN-1H e 13C; CG-EM), a
cromatografia liquida de alta eficiéncia mostrou-se como a mais adequada para a
identificagdo e quantificagdo conjunta dos heterosideos floridosideo e digeneasideo
em algas marinhas;

3) Em todas as espécies de algas estudadas foi detectada a presenga de
ambos os heterosideos (floridosideo e digeneasideo) por uma ou mais técnicas

analiticas;

4) Foram verificadas diferengas nas concentragdes dos heterosideos
floridosideo e  digeneasideo, com grande variagdo da relagdo
floridosideo/digeneasideo, ndo havendo relagdo entre a concentragéo de ions (Na".

K* e Ca®") e a dos CBMM entre as espécies estudadas;

5) O heterosideo digeneasideo ndo € um produto fotossintético exclusivo de
espécies de algas pertencentes a ordem Ceramiales e, portanto sua presenga ou

auséncia nao pode ser considerada como carater quimiotaxondémico desta ordem.
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