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RESUMO

Da alga parda Lami nar i a bras i1iens i s foram extraídos 
dois tipos de po1 issacarfdeos ácidos: heterofucanas sulfatadas e 
ácido algfnico. Manitol foi obtido como ünico carboidrato de 
baixo peso molecular.

0 alginato de L. bras i1i ens i s, (22,4%), copo 1ímero
binário e linear é formado de unidades de ácido yS -#-manurõn i co, 
(M) e (X -gu 1 orôn i co, (G) substituídos em 0-4. A relação molar
M/G de 1,16:1, obtida por espectroscopi a de r.m.n.-^3C foi 
confirmada por processos alternativos como metilaçáo e
cromatgrafia em fase gasosa.

0 isolamento, por hidrólise parcial do alginato, de 
blocos virtualmente homogêneos de ácidos manurônico e gulurônico 
indica que para o polímero uma estrutura em bloco.

O alginato contém blocos M (g.p.19-26) e G (g.p.16-20)
e regicSes híbridas contendo unidades M e G distribuídas ao longo
da molécula.

A L. bras i1i ens i s também sintetiza vários polissa-
carídeos sulfatados constituídos principalmente de fucose e 
adicional quantidade de glucose, xilose e ácido urônico. Os 
polímeros fracionados em coluna de DEAE-ce1u1ose eram formados 
dos mesmos monossacarídeos, mas em proporçóes variáveis, 
indicando que os po1 issacarídeos originais constituem uma família 
de polissacarídeos correlacionados, denominados de heterofucanas.

xv i i i



As unidades dec*-/-fucose, (63%) neste heteropolfmero
estão substituídas principalmente em 0 - 2 com grupo sulfato em 
C-4. 0 posicionamento do grupo sulfato foi confirmado pelo
isolamento de fucose 4-sulfato nos produtos de hidrólise parcial 
e por espectroscopia de I.V. (absorção em 845 cm’*) .

A estabilidade do grupo sulfato à ação de alcali e 
típico arranjo cis-vicinal desde que num arranjo íra/ys, tal grupo 
podia ser facilmente eliminado.

Uma fração contendo manose, (73%) e àcido urônico foi 
obtida após remoção da fucose, (por tratamento com àcido) de uma 
das frações de heterofucanas. Hidrólise desta fração carboxi- 
reduzida forneceu manose (78%) e glucose (8%) indicando que o 
componente ácido é ácido glucurônico. Esta fração foi submetida à 
degradação de Smith e a formação de eritritol (23,5%) e glicerol 
(26,3%) é compatível com substituição glicosidíca em 0-4 e 0-6.

Outra fração rica em galactose foi examinada utilizando 
o reagente de quiral (-)-2-octano 1 e a c.f.g. do derivado acetato 
do octil glicosídeo demonstrou que a galactose tem a forma L. 
Este isomêro não foi observado em heterofucanas de alga parda.

Em comum com as heterofucanas previamente investigadas 
a sequência de tais componentes foram apenas parcialmente 
e 1uc i dadas.

x  i X



I - 1NTR0DUCX0

1. GENERALIDADES

A« algae marinhas constituem a maior fonte de
polissacarídeos, de origem natural cuja quantidade excede àquela 
sintetizada pelas plantas terrestres e algas ducículas.

Embora a classificação das algas seja baseada na sua
morfologia, principalmente do sistema reprodutivo e na natureza 
dos pigmentos, o conhecimento da química de seus polissacarídeos 

poderá constituir um método auxiliar em estudos taxonômtcos. 
Combinando-se esses processos de investigação, é possível uma
melhor caracterização de divisões ou de gêneros da várias algas.

Todas espéclas de algas contêm clorofila "a", mas as 
Rhodophytas, contém em adição, um pigmento vermelho, 
b 1 1 íproteína, (f1coer1tr1 na), enquanto a cor marron das 
Phaeophytas é devida à uma combinação de dois pigmentos, 
fucoxantina e xantofila.

Entre os vários monossacarídeos que são comuns aos
pollssacarideos de plantas, alguns são confinados a
po1 1ssacarídeos de certas divisões de alga (tabela 1)



TABELA I - COMPONENTES CONSTITUINTES DOS POLISSACARÍDEOS DAS DI­
VISÕES PHAEOPHYTA, RHODQPHYTA E CHLOROPHYTA.

De acordo com os dados da tabela I, verlflca-se que a 
galactana, Co e £.-galp, (ester-sulfato) , 3,6-anidro ~D~ ou £-Galp 
e G-tf-meti1-Galp3, é característica de alga' vermelha 
(Rhodophyta) . Xcido algínico (^-^-man^A e c<-/_-guty>A), bem como 
fucana, (heteropo1 issacarfdeo sulfatado, contendo fucose), tem 
eido observados em alga parda (Phaeophyta). Os po11ssacarídeos 
formados de glucose, exceto celulose (comum em algas), ocorrem em 
certas divisòes de algas: laminarana em Phaeophyta: amido, em
Chlorophyta. Os po1issacarídeos de algas azuis (Cyanophytas) e de 
diatomáceas (Baci11 ariophytas), Já foram investigados do ponto de 
vista estrutural, mas em nümero reduzido e insuficiente para 
serem correlacionados com a taxonomia das algas.



Vários fatores influenciam a composição química ou 
acarretam variações na estrutura dos polissacarídeos de alga. 
Para muitas espécies de alga, tais variações são dependentes da: 
a) estação do ano (sazonal); b) meio ambiente (habitat); c) 
profundidade de imersão; d) fase de desenvolvimento celular; e) 
da espécie (inter-específica).

Nos países de clima frio, os pol1ssacarfdeos apresentam 
alterações quantitativas e estruturais. ±. conhecido que a 
quantidade de laminarana e de manitol aumenta nos meses de abril 
a setembro, enquanto a proporção de ácido algfnico e celulose
diminui neste período. Por outro lado, verifica-se um aumento
crescente destes ültimos polissacarídeos no decorrer dos meses de
outubro a abril. Nos países de clima frio a variação sazonal 
condiciona a coleta do ácido algínico o que provavelmente não 
deve ocorrer no Brasil.

Muitas dessas variações tem sido constatadas em algas
pardas (Phaeophyta), e devem ser portanto consideradas nas 
investigações estruturais dos pol1ssacarídeos isolados de tais 
algas. Os principais po1 issacarídeos isolados de algas pardas 
são: ácido algínico, fucanas e laminarana.

Em virtude da variação 1nter-específ1 ca dos alginatos e 
da complexidade estrutural das fucanas, serão incluídos na 
presente revisão alguns aspectos estruturais destes polímeros em 
diferentes gêneros de alga parda.
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2. FUCANAS : CONSIDERAÇÕES GERAIS.

KYLIN53, isolou de algas pardas, (Laminar i a diqitada, 
Fucus ves 1culosus, Ascophy11 um nodosum) po1issacarídeos cujo 
principal produto de hidrólise foi identificado como um derivado 
de fucose, (fen 1 1 -fucosazona) . Denominações como fucoidana e 
fucana foram adotadas.

Posteriormente PERC1VAL & ROSS3̂ , extraíram da alga 
parda H 1mantha11 a lorea, L. hyperborea, F. ves 1cu1osus e de F. 
spiral1s, um pol1ssacarídeo, (fucoldan), contendo alto teor de 
sulfato, (38%), e de fucose, (56,7%), além de galactose, (4%),
xilose, (1,5%), ácido urônico, (3%) e metais, (8%).

A maioria dos po1 1ssacarídeos posteriormente 
investigados e considerados como fucanas, apresentam composição 
química heterogênea, podendo mesmo serem consideradas como
heteropolíssacarídeos.

No presente trabalho o nome fucana será utilizado, por
tradição, para polissacarídeos sulfatados predominantemente 
formados de unidades de £-fucose, mas contendo quantidades
variáveis de outros açucares.

PERCIVAL3̂ , não considera desejável generalizar o nome 
fucoidana ou fucana para todos os po1 1ssacarídeos ricos em 
fucose.

KLOAREG et a 1 ,  consideram como estrutura ideal das 
fucanas aquelas que apresentem uma cadela principal formada de 
unidades de « -/.-fucose e substituídas em C-2 (ligação



gllcosídica): C-3 (cadeia lateral de fucose de tamanho variável)
e C-4 (sulfato semi-eeter). A maioria das fucanas investigadas 
afastam-se do modelo ideal. Fucana (fucoidana), é portanto um 
termo genérico utilizado para designar uma família de polímeros 
correlacionados, não homogêneos, cuja composição química varia 
com as espécies.

KLOAREG et a/.^2, classificam esta família de políssa- 
arídeos em dois grupos: A)homofucanas polímeros que se aproximam 
da estrutura ideal das fucanas. Estas moléculas não contém ácidos 
urôn1 cos ou proteína e existem em poucas espécies. B) 
heterofucanas do tipo xi1o-ga1acto-urôno-fucana. Estas últimas, 
são moléculas com menor teor de fucose e sulfato do que aquelas 
do grupo "A". Pode-se incluir neste grupo: a) Ascofliana, b) 
Sargassana, c) Pelveciana d) Fucana contendo ácido urônlco.

Em virtude da complexidade estrutural das fucanas, 
muitas vezes é difícil enquadrá-las na divisão proposta por 
KLOAREG et a/. Entretanto será adotado, tanto quanto possível tal 
c 1ass i f1 cação.

3. HETEROFUCANAS

3.1. ASCOFILANA

Os polissacarídeos sulfatados isolados de alga parda 
são complexos e de difícil caracterização. MEDECALF e LARSEN71'72 

reinvestigaram os po1 issacarídeos ácidos precipitados por 
cetavion, de Ascophy11ium nodosum e de Fucus ves 1cu1osus, por



6

precipitação fracionada com etanol, (em presença de cloreto de 
magnésio ou de cálcio). Os autores obtiveram várias frações de 
po1 íssacarídeos com apreciável grau de pureza quando testados por 
eletróforese, em pH 2 e 7.

Do A_;_ nodosum foram obtidas cinco frações, contendo os 
mesmos constituintes do polímero original, mas em proporções 
variáveis (sulfato, ácido urônico, fucose, xilose, manose, 
galactose, glucose e proteína). 0 mesmo ocorre com as três 
frações obtidas de F_;_ ves i cu 1 osus.

Como nenhuma fucana sulfatada pura, (fucana sulfatada 
ideal), foi Isolada, é razoável considerar os polímeros Isolados 
de tais algas como heteropolissacarídeos de uma família, que 
apresentam os mesmos constituintes, mas em proporções variáveis. 
Tal família tem sido comumente denominada de ascofilana ou tipo 
ascof 1 1 ana .54,57,58

Posteriormente, MEDCALF e LARSEN^ submeteram as frações 
1, 2, e 3, isoladas anteriormente da alga parda A_̂  nodosum, à
degradação ácida suave, (HC1, 0,02M por ih à 80°). A fração "2" 
parcialmente degradada forneceu, por precipitação fracionada com 
etanol, dois componentes diferenciados pelos teores de ácido 
urônico (24,1%) e fucosè (42%), respectivamente.

Estes dados demonstram que o complexo ascofilana é 
formado de segmentos enriquecidos de ácidos urônicos ou de 
fucose. Quando as frações "1" e "2” foram submetidas a tratamento 
alcalino, ( fí -eliminação), observou-se grande destruição das 
unidades de ácido urônico, com subsequente formação de ácidos 
urônicos insaturados, mas com recuperação quase total dos
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segmentos de fucose (94%), livres de ácido urônlco na fraçSo nâo 

dializável.

Estes dados sSo consistentes para uma cadela principal 
constituída de ácido urônlco com cadeias laterais formadas 
principalmente de fucose. A estrutura proposta para os polímeros, 
tipo ascofilana necessita ser confirmada por outro processo, 
(metilaçáo, consumo de periodato), principalmente no que concerne 
a tamanho e sequência das cadeias laterais.

Os ácidos urônlcos das fraçSee 1 e 2 foram 
identificados por eletroforese em papel e por cromatografia de 
resina trocadora de ions^ , como sendo; ácido manurônico 
(principal), ácido gulurônlco e ácido glucurônico.

A presença de ácido galacturônico, também foi sugerida 
para a fraçSo 3. Estes ácidos devem ser melhor caracterizados, 
por carboxí-reduçSo e subsequente análise por cromatografia 
gasosa e por espetrometria de massa, principalmente no que 
concerne ao ácido ga1acturônico, nSo observado em po1 issacarídeos 
de alga parda (Phaeophyta).

3.2. SARGASSANAS

0 heteropol1ssacarídeo sulfatado, isolado da alga 
parda, Sarqassum 1 lnlfollum, denominado de sargassana, por ABDEL- 
FATTAĤ '2.3, era constituído de ácido £>-gl ucurôn i co, tf-manose, 
tf-ga 1 actose, x i 1 osn e í-fucose, além de proteína e sulfato. Por 
hidrólise ácida parcial foram Isolados três o 1 1gossacarídeos com 
grau de polimerlzaçáo, (2-4), e de sulfataçáo (2 a 3),var1áveis.



Os dados de met1 1 ação são compatíveis com unidades de galactose 
terminais não redutora, sulfatados em C- 6 e dissu1fatadas em C-3 
e C-6 . Também um díssacarídeo ácido de £.-fucose (g.p.=2 e S03=), 
contendo sulfato em C-4, (2,3-dl-£7-meti /-f-fucose), e sulfato em 
C-2 ou C-4, de unidades terminais não redutoras e redutoras, 
respectlvãmente.

Os dados de metilação aliados aos de oxidação com 
perlodato e hidrólise ácida parcial sugerem para a sargassana uma 
cadeia principal formada de unidades de ác i do P -£>-gl ucurôn i co e 
P -£>-manose, (substituídas em C-4), a qual se ligam cadeias 
laterais de tamanhos variáveis dep -tf-ga1actose, ft -#-ga1actose 
6 -sulfato, Jò -£>-g a 1 actose 3, 6-d i ssu 1 f atada (todas substituídas em 
C-4), além de o<-£-fucose 4-sulfato, (substituída em C-2), e de 
xllose (substituída em C-3).

A pequena proporção de propano-1,2-dlol detectada no 

hidrolisado do polialcool é indicativo de fucose substituída em 
C-4 e livre de sulfato. 0 baixo consumo de periodato (0,58 
mol/mol de anidro açucar), é compatível com o grau de sulfatação, 
de ramificação e de unidades substituídas em C-3).

A presença de ácidos eritrônlcos e gllcéricos nos 
produtos de hidrólise ácida do polialcool, é indicativa de acido 
glucurônico substituído em C-4 e como terminal não redutor, 
respectivamente. Erítritol e treitol provêm de manose e galactose 
substituídos em C-4. Considerável percentagem de ácido urônico, 
manose, galactose, fucose e de xilose não foram suceptíveís à 
oxidação com periodato.
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Q tratamento alcalino da sargassana, (dessulfataçSo), 
n«ío acarreta mudança apreciável no teor de fucoee, o que é 
sugestivo de í.-fucose 4-sulfatada.

Por outro lado a diminuiçSo do teor de galactose é 
compatível com a formaçSo de 3,6 anidro-ga1actose, a qual foi 
comprovada pelo teste do resorclnol (YAPHE)^. o aparecimento 
deste anidro-açucar é Indicativo de galactose 6-sulfato no 
polímero, o que foi confirmado pelos dados de metllaçáo. (2,3,4- 
tr1-tf~met i1-Galp).

A sargassana dlferencia-se dos polímeros tipo 
ascoftlana por apresentarem unidades de galactose 6-sulfato e 
galactose 3,6-d1ssu1fatadas.

3.3. PELVECIANAS

Pelveclanas sSo pollssacarídeos isolados de alga parda 
e se diferenciam da ascofliana e sargassana, por serem 
desprovidas de ácido urônico e formadas quase que exclusivamente 
por fucose e galactose. SCHWEIGER^®^»^® isolou da alga parda 
Hacrocyst1s pyr1 fera, um heteropol1ssacarídeos cuja relaçSo 
fucoseí galactose de 18:1, permaneceu constante após diferentes 
processos de purificação, embora uma pequena percentagem de 
xilose (0,5 a 2,5%), fosse presente no polímero purificado. 0 
autor considera, como Improvável a existência de fucanas Ideais, 
(sulfatadas), em polissacarídeos de algas pardas.

As heterofucanas isoladas do gênero Pelvetla, sSo 
incluídos neste grupo. O polissacarídeo isolado por ANNO et afi-



da alga parda Pe1vet1 a wrIqht1 1 , livre de ácido algínico por 
tratamento com cloreto de cal cio, foi purificado por precipitação 
seletiva com cloreto de cet i 1 pi r idôn io. 0 polímero, [«Od-141 (c 
1 , água), apresenta um alto teor de fucose (51%), sulfato (36,8%) 
e cinza (26%), apresentando uma relação fucose: galactose de
10:1. 0 espectro de I.V. da fucana purificada mostra uma forte
absorção em 850 cm'*, indicativo de sulfato em posição axial em 
C-4 da fucose na conformação *04. A absorção de pequena 
intensidade observada em 820cm~* do espectro, I.V. sugere que o 
grupo sulfato também ocupe posição equatorial em carbono 
primário, provavelmente em C- 6 da galactose.

A fucana sulfatada isolada de Pe1vet i a cana 1i cu1ata^, 
embora conservando a característica do grupo, (Pelveclana), 
contém adicional quantidade de manose. 0 po1 1seacarídeo 
purificado por precipitação fraclonada com base quaternária, 
(livre de ácido urônico), era constituído de £.-fucose, 
£»-gal actose, tf-xilose e tf-manose na relação de 88:7:4:1 e 
continha alto teor de sulfato (dois grupos sulfato por três 
unidades monossacarídlcas).A preparação apresentava um espectro 
de I.V. característico de fucana: absorção em 2950cm~* (vibração 
de alongamento de C-H do CH3 da fucose), em 1250cm~*, (vibração de 
alongamento do S=0) , e 850cm'*, (forte) e 820cm'*, (ombro) 
correspondentes a grupos sul fatos em posiçSes axiais e 
equatoriais, respectivamente.

0 espectro de r.n.m.-*^C apresentou dois sinais na 
região de C-l (á 99,9 e & 95,5) com predominância do primeiro 
(oc-iigação) e um sinal em 6 16,6 correspondente ao CH3 da fucose, 
além de 5 sinais correspondentes ao carbono do ciclo.

10
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Nenhum modelo estrutural foi sugerido para as fucanas 
do gênero Pelvetia.

3.4. FUCANAS CONTENDO XCIDOS URÔN1C0S.

3.4.1 PadInanas

Um heteropolissacarídeo solüvel em água, C 3jj—79 <c,l 
água)3, de baixo teor de sulfato (6%) e apresentando grande 
atividade ant1coagu1 ante, foi Isolado da alga parda Padina 
tfetrastromát1ca*Q2 .

A homogeneidade do polímero, (purificado por base 

quaternária, cetavlon, e coluna de DEAE-celulose), foi comprovada 
por coluna de Sephadex G-100 e eletroforese em papel. A análise 
dos produtos de hidrólise ácida deste polímero (principal) 
mostrou uma composição química complexa, formado de (relação 
molar): ácido glucurônlco (13,4), fucose (6 ,6 ), ramlnose (13,4),
xilose (1,0), manose (7,6), galacotse (5,1) e glucose (14,4). Uma 
fração insoldvel em água também foi isolada desta alga, (0 ,1% de 
rendimento), e diferia da fração soldvel por conter em adição 
arab i nose.

0 heteropolissacarídeo principal não foi Investigado 
por processo de meti1 ação ou outros processos que permitissem o 
estabelecimento de sua estrutura.

A ocorrência simultânea de fucose e ramlnose não é uma 
característica comum aos po1 1ssacarídeos de algas pardas. 
Considerando apenas os pol i ssacar ídeos de algas, a -fucose é
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característica de Phaeophyta, ausente era Rhodophyta e substituída 
por £-raminose em Chlorophyta.

0 pol1ssacarídeo isolado de alga verde, U 1 va 1actuca, 
(Ulvaceae, Chlorophyta), segundo PERC1VAL d UOLD^, é formado de 
i.-ramlnose, £>-xílose, ácido glucurônico e sulfato <sem 1 -ester) . A 
composiçào química deste pol1ssacarídeo é semelhante àquela 
observada nos po1 1ssacarídeos de vários gêneros da família 

Ulvaceae.

Um estudo estrutural mais detalhado sobre 
hetepo1issacarídeo sulfatado da alga parda Padina pavon1 a foi 
realizado por HUSSEIN et De composição química complexa
(ácido £V-glucurônico, tf-gal actose, tf-glucose, £>-manosef 
£)-xilose), sua estrutura parcial foi estabelecida aliando os 
dadoe de oxidaçáo com perlodato com aqueles fornecidos pelo 
estudo dos fragmentos obtidos por hidrólise ácida parcial e auto- 
hidrólise. Deste modo foi evidenciado que a cadeia principal do 
polímero era constituída de unidades de ácido fi -£>-glucurôn i co, 
^-£>-manose e fi ~D~glucose, (todas substituídas em C-4), na qual 
ligavam-se cadelas laterais de tamanho variável, formadas 
de fi -£>-gal actose, fi -fl—ga 1 actose 3-sulfato, fi~ú~glucose (todas 
subs-t ltuídas em C-4), t* - £-f ucoee 4-sulfato e fi -tf-xi lose 
(substituída em C-3).

A anomer1c 1dade das unidades do polímero foi 
evidenciada pela rotação ótica dos o 1 igossacarídeos, necessitando 
portanto de uma melhor definlçSo por outros processos,(r.n.m. 
-13C> .



A pequena proporção de propano-1,2-diol no hldrolísado 
do polialcool é uma evidência que algumas unidades internas de 
fucose estão substituídas em C-2. 0 posicionamento do grupo 
sulfato em C-4 da [_-fucose, com substituição em C-2, baseado na 
resistência de tal unidade A oxidação com pertodato, precisa ser 
confirmada pela análise dos produtos de meti 1 ação do polímero 
meti1ado ou por espectroscopía de I.V. Por outro lado, a posição 
do grupo sulfato em C-3 da tf-gal actose é mais convincente, em 
virtude da formação de 3 , 6-an ldro-£>-ga 1 actose, por tratamento 
alcalino. A galactose sulfatada não sendo suceptível à oxidação 
com perlodato excluí o sulfato em C- 6 como participante da 
formação do anidro-ga1actose.

Como o heteropolímero ácido da P. pavon1 a é altamente 
complexo, sua estrutura deve ser investigada por processo de 
meti 1 ação, e outros processos sofisticados de análise (r.m.n.. 
13C> .

Em resumo a composição química dos polissacarídeos do 
gênero Padína são bastante semelhantes, embora po11ssacarídeos de 
P . tetrastromática*^ apresente, em adição, raminose, não 
observada no de P_;_ pavon 1 a. ̂

Os pol1ssacarídeos da alga parda Turbinar 1 a 
murrayana^ , (Fucp, Galp, Glcp, Manp , Xilp, Glcrf) devem ser 
incluídos neste grupo.
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4. ALGUNS ASPECTOS DA QUÍMICA DOS AÇUCARES SULFATADOS .

O lnterêsse na química de açúcares sulfatados reside no 
fato de serem bastante dlssiminados na natureza, na forma de 
seml-ester. Sua fórmula geral é ROSO3H onde ROH representa as 
unidades monossacaríd1cas do polímero. O grupo sulfato encontra-
se ligado a muitos pol1ssacarídeos de alga, embora também ocorra 
no reino animal (heparína). Para maiores esclarecimentos sobre a 
funçSo, o processo de sulfataçSo e a separaçSo dos derivados 
sulfatados consultar a revisSo de TURVEY^l,

4.1. INFRA-VERMELHO <I.V .>

ORR86 em 1954 Investigou os aspectos de infra-vermelho 
(I.V.) de vários po11ssacarídeos sulfatados e atribuiu a absorsáo 
em 1.240 cm- 1 à vlbraçSo de alongamento de llgaçSo S=0 e que a 
absorçSo na regiSo de 820 cm- 1 e 855 cm-*, (vibração de C-O-S), 
era dependente da configuração do grupo sulfato.

Deste modo era possível diferenciar o posicionamento do 
grupo sulfato equatorial e axial em po1 issacarídeos, pelas 
absorçóes em 820 cm~* e 855 cm"^, respectivamente.

Resultados semelhantes foram observados por LLOYD & 
DODGSQN^ os quais consideraram a absorção em 1.240 cm-  ̂ e 1.250 
cm-* de S=0, como característica de todos os estéres sulfatados 
(semi-ester) e que a vlbraçSo da 1igaç3o C-O-S, na regiSo de 820 
cm“* e 850 cm-* podia ser útil no estabelecimento do 
posicionamento dos grupos sulfatos em po1 issacarídeos.



Posteriormente LLOYD et al'^, , estudando mais
detalhadamente vários derivados de açúcares sulfatados, 
atribuíram às regiões de 1.030-1.050 cm"* e 770-810 cm"* do 
espectro de I.V. às ligações de C-0 e de 0-S do sistema C-0-S. 0 
posicionamento dos picos próximos à região de 800 cm-* é 
normalmente atribuído aos grupos sul fatos de carbonos primários 
ou secundários em cadelas abertas ou a grupos sulfatados em
carbonos secundários, em cadeias cíclicas. As hexoses 6- sulfato 
apresentam vibração na região de 820 cm"* enquanto as hldroxilas 
secundár1 as,quando sulfatadas - como ocorre com glucose 6- 
sulfato-apresentam vibrações deslocadas para 832 cm-1.

LLOYD & DODGSON^ estudando o espectro de I.V. de
vários polissacarídeos sulfatados sugeriram que a absorção na 
região de 850 cm"* fosse atribuída ao ester sulfato axial do
carbono C-4 como ocorre com 0—galactose em conformação .

ANN0 ef a} .4 , verificaram que a í_-fucana de Pel vet i a 
wr 1 qht 1 i , contendo unidades de ^.-fucose 4-suTfato, apresentou 
absorções no espectro de I.V. em 1.240 cm"* e 845 cm"*. Este
último valor de absorção deve ser atribuída ao grupo sulfato, em 
posição axial do carbono C-4 da L-fucose, mas em conformação *04. 

A absorção em 850 cm"* «4 usada para assinalar o grupo sulfato em 
posição axial do C-2 da £-raminose em po1issacarídeos sulfatados 
em conformação *C4 como previsto anteriormente por LLOYD et a/-^. 
Estes autores comprovaram que a absorção em 810 - 820 cm“* é 
característica do ester sulfato em posição equatorial 
(conformação *Ci) do carbono primário (C-6 ), enquanto a abs orção 
em 830 cm'* é atribuída a grupos sul fatos em posição equatorial 
(secundária). 0 espectro de I.V. da fucana sulfatada,
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Cheteropolissacarídeo, [oOp ~ 79 (água, c 1.0)3, isolada da alga 
parda Pad1 na tetraatromatt ca*^ sugeria a presença de grupo 
carboxílico, sulfato e fucose nesta molécula. VlbraçSes de 
alongamento foram assinaladas em 2.960 cm’* (pico de C-H do grupo 
met 1 1 da fucose) * em 1.650 cm“* (do grupo carboxílico); em 1.240 
cm"*, (S=0, do grupo sulfato). N3o foi assinalado nenhum pico na
reglSo 810-850 cm”*, devido ao baixo teor de sulfato, (~ 6%).

4.2 0XIDAÇX0 C0H PERI0DAT0.

Na oxidação com meta-per iodato de sódio (NalOij) de 
po11ssacarídeos sulfatados é assumido que o grupo sulfato nSo 
interfere na oxidação, nem o proceseo oxidativo parece causar 
qualquer mlgraçSo do grupo sulfato. Neste processo, ester sulfato 
comporta-se como simples grupo bloqueador, e o consumo de 
perlodato depende apenas de seu posicionamento, como ocorre em
f f  J f f



£>-gal actose 6-sulfato (I) consome 4 moles de 
perlodato e libera 4 moles de ácido fórmlco e 1 mol de 
glleoa Ide ido sulfato, (IV), por mol de hexose. A velocidade do 
processo oxidatlvo é dependente da hidrólise do ester formll. Por 
outro lado o derivado metil #-galactose 6-sulfato (V), consome 2 
moles de NaI04, com liberação de 1 mol de ácido fórmico por mol 
de hexose.

Em metll hexopiranosídeo ou em po11ssacarídeos contendo 
grupo sulfato em C-3 n?So há consumo de periodato.

Em muitos pol1ssacarídeos, como ocorrem com as fucanas 
ou ram Inanas, sulfatadas em que os esteres sul fatos estSo 
obrigatoriamente em carbonos secundários, os resultados da 
oxidação com perlodato sSo de difícil Interpretação, dando 
resultados ambíguos com relaçáo ao posicionamento do grupo 
sulfato e da 1 igaçáo glicosfdica.

Em fucana ideal, por exemplo, a ausência de consumo de 
periodato poderia indicar várias substituiç©es alternativas na 
molécula: a) substituiçáo gl1 cosídica ou 0-su1fataçáo no carbono
C-3; b) #-su1fataç^o em C-4 com substituiçáo em C-2 ou C-3; c)



substituição em C-2 com fif-dissu1fatação. Entretanto o pequeno 
consumo de periodato observado em fucanas, principalmente 
naquelas que se aproximam do tipo ideal, deve ser atribuído aos 
grupos terminais, (sulfatados ou não), ou a unidades mono- 
substitufdas (não sulfatadas) na molécula.

Por isso, o consumo de periodato não é o método ideal 
para a localização do ester sulfato em fucanas.

4.3- HIDRÓLISE ÀC1DA DE ESTER SULFATO EM CARBOIDRATO.

Os açúcares sulfatados (semi-ester) são passíveis de 
hidrólise ácida via ligação S-0, e quando isto ocorre a 
configuração do açúcar original é mantida. Em condições brandas 
de hidrólise ácida não há evidência de migração do grupo sulfato.

Segundo TURVEY122, o ester sulfato equatorial em 
ciclohexana é mais facilmente removido por hidrólise ácida do que 
aquele em posição axial, e que tal seletividade também se aplica 
aos açúcares sulfatados na forma piranosídica. Também há 
evidência na literatura de que o ester sulfato primário, em anel 
piranosídíco, é mais resistente à hidrólise ácida do que aqueles 
localizados em carbonos secundários. Realmente, REES*®3, 
investigando a velocidade de hidrólise ácida, (0,25M, ácido 
clorídrico, à 100°),de açúcar sulfatado, incluindo
polissacarídeos, diferenciou três tipos de ester sulfato: a) com 
tempo de meia vida maior do que 1,5 h (éster sulfato em carbono 
primário); b) com tempo de meia vida entre 1-1,5 h (grupo sulfato 
axial de carbono secundário, Galp 4-sulfato); c) com tempo de 
meia vida entre 0,l-0,4h (grupo sulfato equatorial em carbono 
secundárlo).



Os dados de REES*®3 confirmam aqueles obtidos para o 
c i clohexano.

4.4. DESSULFATAÇXO DOS ÉSTERES SULFATO POR ALCALI.

Segundo PERCIVAL & WQLD37, nas unidades de 
poltssacarídeos, o grupo sulfato é estável à alcali, exceto 
quando há grupo hidroxflico livre adjacente e frans ao grupo 
sulfato. Esta condição está preeente na xllose 2-sulfato do 
po11ssacarídeo de U Iva 1 aciuca^ ou na í_-ar ab i nose 3-sulfato de 
po). i ssacar ídeo de C 1 adophora rupestr 1 s Isolado por FISCHER & 
PERCIVAL23.

Nestes e em outros casos semelhantes o grupo sulfato é 
cata 1 iticamente removido por tratamento alcalino, com inverssáo 
de Ualden e formação de um epóxido. 0 anel de epóxido pode ser 
aberto por tratamento ácido ou alcalino em qualquer um de seus 
lados, com a formação do açucar original (dessu1fatado) e de um 
novo açucar.

A abertura do anel por metóxldo de sódio dá origem a 
dois derivados monometí1 icos; sendo que o ataque do grupo 
metoxíllco se faz do lado oposto do anel. Entretanto por 
impedimento estérico um dos derivados do açucar meti lado é 
formado em maior abundância. 0 mecanismo desta reação é complexo 
e deve ser consultado em livro especializado. (Ferrier)22.

Outra possibilidade de remoção do grupo sulfato é 
aquela em que o sulfato está localizado no carbono C- 6 ou C-3 com 
hidroxília livre em C- 6 ou C-3, como o sulfato da carragenana^ e



quando a remoção de tal grupo ocorre, há formação de 3 ,6-antdro 
galactose.

Tomando-se como modelo a meti 1 £>-ga lactose 6-sulfato 
a sequência de reação <A e B) demonstra que na formação do 
epóxldo (anel 3,6-anldro) houve Inversão conformac1 na 1 de

Na formação do epòxldo por tratamento alcalino da metll 
-f_-ga 1 actose 6-sulfato não ocorre nenhuma inversão conformac 1 ona 1



Estes dados foram interpretados conforme sequência de 
reação (D) como evidência do posicionamento de grupo sulfato em



Q derivado 2-/7-meti 1 -#-xi lose foi indicativo do 
posicionamento do grupo sulfato em C-2 de £>-xilose.
A ausência de 3-#-meti 1 -£v-xi 1 ose nos produtos de reaçSo exclui 
sulfato em C-3 da /?-xilose.

0 aparecimento de tf-lixose (traços) nos produtos de 
hidrólise do polímero (previamente tratado com alcali) é devido ã 
mlgraçSo do epóxido, que ocorre quando a tf-xilose 2-sulfato 
encontra-se nas unidades terminais nSo redutora do polímero (E).

4.5 - OUTROS MíTOOOS DE DESSULFÂTAÇAO DE GfeUPOS SULFATO.

Vários processos de remoçáo de grupo sulfato em met 1 1 
gllcosfdeos como acetólisls, metanóllsis, dessu1fataçáo redutiva 
(hidreto de lítlo e alumínio) ntío se aplicam a dessu 1 fataçSo de 
políssacarídeos por razSes óbvias (degradação).

USOV et ãl.^, aplicaram com sucesso dessu 1 fataç3o em 
galactana de Lainqi a pac1f 1 ca Yamada (na forma de sal de 
píridônio) em met il sulfóxido contendo 2% de piridína, (100° 
durante 9h). Nestas condiçQes foi'obtido um polímero com alto



rendimento, (90%), e baixo teor de grupo sulfato, (de 12,1% para 
1,4%), sem degradação apreciável.

Uma heparina /V-dessu 1 fatada (S04= 0,12%) foi obtida por 
NAGASAUA a / • ̂  , usando a dessu 1 f atação solvolítica.

Anteriormente 1N0UE A NAGASAWA50, haviam demonstrado 
que a heparina /y-dessul f atada parcialmente por tratamanto com 
meti 1 sulfóxido contendo 5% de água, 120°, tinha sua atividade 
anticoagu1 ante diminuída.

STQRTZ A CEREZO**2, verificaram a dessu 1 f atação 
solvolítica e metanolítica da carragenana solúvel de alga 
vermelha 1r 1daea undu1osa. Apesar do teor de dessu1fatação 

solvolítica, (17%), ser inferior ao da metanolítica, (37%), a
dessulfatação solvolítica acarreta, em contraste, uma pequena 
degradação do polímero.

4.6 - DESSULFATAÇXO ENZIMXTICA.

Várias enzimas foram Isoladas de moluscos com
capacidade de remover grupos sul fatos de carboidratos sulfatados. 
No Brasil os trabalhos pioneiros neste setor pertencem aos 
pesquisadores NADER A DIETRICH da Escola Paulista de Medicina em 
associação com a U.F.R.N. Estas enzimas, (genericamente 
denominadas de glicosu1fatase), embora inespecíf1cas na maioria 
dos casos, poderiam ser de grande auxílio na elucidação 
estrutural dos po1 íssacarídeos quando associados a outros



LLOYD & LLOYD^3, utilizaram uma glicosu1fatase para 
remover ester sulfato de fucana de alga parda Pate1 a vulqata. No 
polímero original a velocidade de hidrólise era lenta, mas
aumentava de modo acentuado em fucanas parcialmente degradadas 
por ácido.

A maioria das estruturas das fucanas sulfatadas até o
momento estabelecidas por métodos químicos, deverão ser
investigadas, num futuro próximo por métodos mais sofisticados de 
análise (r.a.n.~*3C) na molécula original (polímero altamente
purificado e homogêneo) e nos seus produtos de hidrólise parcial 
(Fab e espectrometria de massa).

5. ALGUNS ASPECTOS ESTRUTURAIS DE FUCANAS

As estruturas até então, propostas para as 
heterofucanas de algas pardas, foram baseadas em sua maior parte 
em dados de metilação e de hidrólise ácida parcial, com rara 
simultaneidade de tais estudos por ressonância nuclear magnética 
de 13C. As fucanas ácidas são moléculas complexas, constituídas 
de diferentes monômeros, e portanto de difícil permet1 lação. 
Algumas das estruturas propostas para estes polímeros foram 
baseadas apenas em dados de fragmentação ácida.

Em 1973, Ml AN & PERC1VAL74*75, propuseram, baseados em 
dados de metilação uma estrutura para as heterofucanas sulfatadas 
isoladas de alga parda H i mantha1 i a 1orea e Bi furcar1 a bi furcata; 
constituídas de fucose, xilose, ácido urônico, sulfato e traços

processos, (metilação).



de galactose. Tais fucanas foram separadas em coluna de DE- 
celulose, em frações ricas em ácido glucurônico, "a", daquelas 
com alto teor em sulfato, ”b". Os produtos de hidrólise do 
polímero meti lado, foram analisados por c.f.g. (acetato de 
alditol). Na fração "a", melhores resultados foram obtidos por 
remetilação do polímero carboxi-reduzido. Os dados de metilação 
demonstraram que os derivados meti lados eram comuns às duas 
espécies de algas investigadas, mas em proporções diferentes. 
Utilizando diferentes tipos de coluna, foram identificados os 
seguintes derivados /7-met i 1 ados : 2-/7-, 3-/7- , 3,4-di-/7~ e 2,3,4-
tr í-/7-met i 1-fuc i tol ; 2,3-di-/7- 2, 3 , 4-tr i -/7-met í 1 -x i 1 i tol ; 2,3-
di-/7- e 2 , 3 , 4-tr i-/7-met i 1-ác i do-gl ucurôn i co, . (2,3,6-tri -Q- e 
2 , 3,4 ,6-tetra-/7-met í 1 -gl uc i tol no polímero carboxi-reduzido) . 
Também foi observado a presença de-fucose não metilada.

Os dados de metilação não permitem uma estrutura 
definitiva, mas aliados às evidênclaas de consumo de periodato e 
de hidrólise parcial, sugerem para as heterofucanas de B. 
bl furcata e H_;_ 1 orea, uma cadeia principal constituída de
unidades de fucose, interligadas em C-2, (principal), e C-3, 
(ponto de ramificação), sendo o grupo sulfato posicionado em C-4. 
As unidades de xilose e ácido glucurônico estariam localizados, 
segundo tal modelo, na periferia da molécula como grupos 
terminais não redutoras ou como constituintes de cadelas laterais 
de tamanho variáveis. 0 isolamento de ácido glucurônico-(1->3)- 
fucose (por hidrólise parcial), é indicativo de substituição no
carbono C-3 das unidades da cadeia princ1pal, pe1 o ácido urônico.

A maior dificuldade nestes modelos é a localização dos
grupos sulfato. A estabilidade das fucanas de bi furcata e H_;_



lorea ao tratamento alcalino, bem como a absorção em 850 cm'* 
do espectro de I*V. s3o Indicativos de grupo sulfato axial e em 
posição cis à uma hldroxila vicinal, o que é provável somente 
para sulfataçSo no carbono C-4 da £-fucose, apresentando 
conformação ^ 4. Anteriormente C0CH1E & PERCIVAL^, Já haviam 
previeto uma estrutura semelhante em segmentos de fucoee, 
isolados de Fucus vesiculosus, os quais apresentavam uma cadeia 
principal constituída de fucose (substituída em C-2 e ramificada 
em C-3), A sulfataçáo em C-4 sò foi definitivamente estabelecida 
por ANNO et a l , quando isolaram a fucose 4-sulfato nos produtos 
de hidrólise do polímero sulfatado isolado de Pelvet1 a ur1qht1 1 . 
Isto foi confirmado em fucanas de outras algas pardas.

MEDCALF & LARSEN^, isolaram da alga parda Â . nodosum 
várias fraçSes po1issacarídicas: ascofilana, (xílofucoglucurana), 
uma fucoga1actana e dois componentes denominados de "complexos". 
Taís "complexos" consistiam de uma associação de proteína, 
ascofilana e fucana sulfatada.

Posteriormente, MEDCALF & LARSEN^, degradaram esses 
"complexos" (C-I e C—II>, por hidrólise ácida suave, (HC1 0,02 M 
à 80° por lh), cujos hidrolisados foram separados por 
precipltaç3o fracionada com etanol em duas fraçóes uma tipo 
fucana, (F-l), e outra tipo ascofilana, contendo proteína, (F-2).

Os estudos cinéticos de hidrólise ácida destes 
"complexos" demonstraram que a cadela principal era formada de 
fucana, a qual se ligavam várias cadeias laterais de ascofilana. 
Os "complexos", (C-l e C—11), diferem portanto um do outro no 
nümero de cadeias de ascofilanas associadas à cadeia principal de



fucana. Os segmentos da ascofliana, <F-2), ricos em ácidos 
urôn i cos foram degradados por ^-eliminação, (tratamento com 
base), com formação de ácido urônlco lnsaturado, (dlallsáveis), 
sem degradação aparente da porção de fucana a qual foi recuperada 
na forma de segmentos relativamente grandes, (não d 1 a 11 sávels), e 
livre de ácido urônlco. Estes dados sugerem que a cadeia 
principal da ascofilana é constituída de ácido urônico com 
cadeias laterais formadas principalmente de fucose. 0 principal 
ácido urônlco da ascofilana é ácido manurônlco.

Tal acomodação estrutural da ascof1 lana é distinta 
daquela proposta por H1AN & PERCIVAL7̂ »7̂ , para os heteropol ímeros 
sulfatados de IjL_ 1 orea e B_̂  b i furcata.

0 envolvimento de ácido urônlco na cadela principal de 
heteròfucanas sulfatadas parece ser comum aos polímeros de algas 
pardas. Uma glucuromanana foi demomnstrada como cadela principal 
de sargassana de 1 1 nofo 1 1 um .

Os dados de metilação, oxidação com periodato e 
tratamento alcalino dos fragmentos de hidrólise de sargassana, 
eram consistentes com uma cadeia principal, composta de ácido 
P~D~q \ucurônico, (12-13 unidades, substituída em C-4) e de fi> -Q- 
manose (3-4 unidades). As cadelas laterais eram formadas de: a)

A lactose, (2,5 unidades substituídas em C-4; sulfatadas em
C- 6 e d 1 seu 1 f atadas em C-4 e C-6 ; b) ft—q -y, i 1 ose (7 unidades, 
substituídas em C-3); c*-£-fucose, (7 unidades), substituída em 
C-2 e sulfatadas em C-4.

Uma tentativa de acomodar estes dados num modelo 
molecular não teve sucesso. Isto demonstra que, de um modo geral,



a estrutura fina das heterofucanas de alga parda ainda n3o foi 
completamente esclarecida.

Enquanto o po11ssacarídeo sulfato isolado da alga 
parda, flav1cans^4 apresenta uma estrutura que se aproxima de
uma "fucana ideal", (homofucana), o polímero de n i qrescens^
(apresenta uma estrutura complexa, heterofucana, formada de fucp, 
Galp, Manp, Xilp, GlcA e sulfato, altamente polidispersa 
apresentando um P.M ~500.000. A estrutura parcial deste polímero 
foi estabelecida por hidrólise parcial e muitos dos aspectos 
estruturais foram confirmados por r.m.n.-^c e de *H,
(Apênd í ce II).

Hidrólise do polissacarídeo, com ácido oxállco, (3h à
100s) forneceu olígossacarfdeos ácidos, (contendo todos os
componentes do polímero original) e um po1issacarídeo de P.M
~8 .0 0 0, Co<)i)-13 que era formado de ácido urônico e manose.
Hidrólise do polímero meti lado (na forma carboxi-reduzido)
forneceu 2 ,3,6-tr1-tf-meti1-glucito 1 e 3,4,6-tri-tf-meti1-manitol
(c.f.g.-e.m.). Uma mistura de glucuronomanana, com unidades
alternativas dos dois monossacarides foi suportada por r.m.n. 

te H. O polímero original de L̂ _ n i qrescens é formado de uma
glucuromanana com cadeias laterais complexas formadas de:
a)vari áveis proporções de galactose (até sete unidades), b) ácido 
glucurônico ligados a unidades d© fucose. Náo foi indicado na 
molécula, o posicionamento da xilose e dos grupos sulfatos. A 
presença de ácido urônico ligado a fucose também foi observada na 
ascofilana H. lorea.
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Âpeaar da maioria das fucanas de algas pardas 
(Phaeophyta), apresentarem composição química diferenciada, é 
possível com os dados disponíveis na literatura sugerir um modelo 
estrutural básico apenas para porção contendo unidades de fucose 
da heterofucana.

0 isolamento de /.-fucose 4-sulfato em hidrolisado de 
fucana de P_j_ wr i qht i i* e a caracterização de 3-tf-met i 1 — L-fucose, 
(3/5 do total), nos produtos de hidrólise da fucana metilada de 
B • b i fure ata e jorea^'^, são indicativos de uma cadeia
constituída de unidades /.-fucose, substituída em C-2 e 
apresentando grupo sulfato em C-4. Os dados de I.V., (absorção em 
1245 cm‘*, de S=Q, e em 845 cm-*), sugerem que o grupo sulfato
esteja ligado em C-4 axial de certas unidades de fucose, 
provavelmente na conformação (I).

Por outro lado, C0NCH1E & PERC1VAL17, detectaram 10% de 
grupo sulfato, (lábil à alcali), em fucana de F\_ vesiculosus o 
que é compátJvel com uma cadela substituída em C-4, com grupo 
sulfato em C-2 ou C-3, (II e III). Isto implicaria no 
posicionamento de hidroxilas trans- vicinais ou trans di-axiais, 
(II), numa conformação ^Cj.



Os estudos de met1 1ação demonstram uma percentagem,
(1/5), de fucose não metilada, a qual resultaria de unidades
dlssulfatada ou de ponto de ramificação em C-3 de unidades da
cadeia principal.

A percentagem, (1/5) de 2,3-di-tf-meti1-fucito 1 é

representativo de unidades substituídas em C-4. Nos produtos de 
acetólíse de fucana, CõTíS*® caracterizou, após desacet i 1 ação e 
redução, dois dissacarfdeos que confirmam os dados de metilação: 

-fucopi ranose-L-fuc i tol e 4 -fucopi ranos i 1 ~L-fuc i tol , 
e uma pequena quantidade de um d 1ssacar(deo substituído em C-3, o
qual poderia ser derivado de pontos de ramificação. A rotação
ótica, negativa, C«x]^-1152, de fucana, (F. veslculosus), sugere 
ligação gllcoeídlca do tipo alfa, na estrutura (IV).

S0®4
I3

— 2 >-Fuc^C 1 ->2 )-Fuc "(1 )-Fuc “(1 ->4 ) -Fuc*4 ( 1 -»2 ) -Fuc ~ (1 —
4 4 4 4
I I I  IS0=4 S0*4 S0=4 S0=4

Fuc ■ oc-^-fucopiranose

A maior dificuldade neste modelo é ajustar as
substituições de unidades, (não fucose), como xilose, ácido 
glucurônlco ou galactose como observadas em muitas fucanas.

Os métodos de extração e purificação de fucanas de
algas pardas, são variados, não tendo sido estabelecido nenhuma 
padronização, o que dificulta, uma comparação dos dados obtidos 
de fucanas Já investigadas.



A fucana extraída da alga parda cana 1 1 cu 1 ata foi
fracionada por KLOAREG et com base quaternária de acordo
com processo utilizado por ANNO et a l • ̂ , para a purificação da 
fucana de P̂ _ v>r-1 qhtl i . Utilizando tal proceeso estes autores 
obtiveram uma fucana sulfatada constituída de £.-fucose, 
tf-ga1actose, £>-xilos« e tf-manose, numa relação de 88:7:4:1, mas 
desprovida de ácido urônico.

Um hetero—pol1ssacarídeo, parcialmente eulfatado, com 
novos aspectos estruturais foi ivestigado por HUSSE1N et 
da alga parda P_;_ pavon 1 a. Este polímero sulfatado, enquadrado no 
tipo "b” da c1assíficaçKo de KLOAREG et a1 •  apresenta 
composição química complexa: fucose, glucose, galactose, manose, 
xilose e ácido glucurônico. Unidades de glucose n3o haviam sido 
assinaladas em heteropo1 íssacarídeos de alga parda, bem como 
grupos sulfatos em unidades de galactose, (C- 6 ou C-3). 0
tratamento alcalino das unidades de galactose sulfatadas levou a 
formaçSo de 3,6-anidro-tf-galactose, o que é comum em 
po1issacarídeos de Rhodophyta.̂

Os dados de oxldaçSo, hidrólise parcial e rotaçáo ótica 
sSo compátiveis com uma cadeia principal, no polímero de P. 
pavon i a , formada de unidades de ácido J& -/,>-gl ucurôn i co, jS ~0~ 
manose, ~D~Q1ucose, (todas substituídas em C-4) a qual se ligam 
cadelas laterale de tamanho variável constituídas de j5 ~ü~ 
galactose, (substitui da em C-4): galactose sulfatada:fi-Q-x ilose, 
(substituída em C-3), glucose, (substituída em C-4) e de ot 
fucose su1fatada,subst1 tu ida em C-2.



ACIDO ALGÍNICO

1. GENERALIDADES

Todas as algas pardas, (Phaeophytas) sintetizam 
quantidades varfávels de ácido algínlco, embora similar tipo de 
pol1ssacarídeo tenha sido isolado da bactéria.

LINKER & JONES61 relataram pela primeira vez que certas 
cepas de Pseudomonas aeruq 1nosa produziam um po1issacarídeo com 
composição similar àquela de alginato parcialmente acetilado. 
GORIN « SPENCER27 encontraram que Azotobacter vi ne1 and i i também 
produziam um po1 1ssacarídeo extracelular tendo a mesma composição 
e estrutura de um alginato parcialmente acetilado.

Acido algínlco foi Isolado pela primeira vez, de algas 
pardas, por STANFORD11̂ o qual requereu uma patente em 1881 para o 
processo de extração e uso do alginato. Apesar do fracasso 
inicial o alginato constitui na atualidade um produto de grande 
interesse industrial devido as suas propriedades gelificantes e 
v i scosantes . 7®

As algas pardas comumente utilizadas para a extração de 
alginato para fins industriais, são encontradas em regiões de 
águas frias ou temperadas.

Vários fatores influenciam o teor de alginato nestas 
algas, como sazonais, inter-específicos, meio ambiente (habitat), 
idade e estágio de desenvolvimento, (reprodutivo ou vegetativo).



0 estudo de diferentes partes da alga demonstra que o
alginato é sintetizado tanto nos folfolos como nos caulóides,
embora com pequena variação no teor deste po1 iurônideo.

Durante o período de crescimento da planta a
percentagem de alginato nos caulóides de L. d i q i tata (35 %) é
mais acentuado que nos folfolos, (25 - 44 %) . Tal fato também tem 
sido observado em L. hyperborea^ e em várias espécies de 
Sarqassum^ ■ No entanto em S. flui t-anŝ  tal relação é inversa, 
sendo de 23,4 % nos folfolos e 19,7 % nos caulóides.

Estas variações em geral tendem a diminuir quando a 
planta aproxima-se da maturidade, sendo que após o período de 
reprodução o teor de alginato decai acentuadamente.

A análise do alginato de L. diqitata por dicroismo 

circular^® demonstrou que há uma variação decrescente na relação 
molar H/G quando se examinou as diferentes partes da planta. Tal 
relação é de 1,08 nos folfolos e de 1:1 nos caulóides; 0,54:1 nos 
rizoides; 0,72:1 nos apressórios não fixados, (haptera) e de 
0,39:1 nos apressórios fixos.

Nas algas pardas*^ proteínas, alginato, celulose e 
heterofucanas sulfatadas são os principais componentes da parede 
celular dessas algas. As heterofucanas estão firmemente 
associadas com géis de alginato e com ce1u 1ose-fibri1 ar, o que 
torna difícil a separação destas macromo1écu1 as.

Por mecanismos de hidrólise enzimática, (ainda não 
esclarecidos), as heterofucanas dão origem a segmentos de 
homofucanas que são excretadas juntamente com alginato (gel) para
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os espaçõs 1 nterce1u 1 ares.

Na parede celular ou nos espaços ínterce1ularee, o 
alglnato teria funçáo trocadora de íons e de retençSo de água, de 
grande importância para a fisiologia da alga. Esta descrição***4 de 
parede celular de alga parda envolve dois tipos de fucanas, 
(hetero- e homofucanas), embora a maioria dos pesquisadores nunca 
tenham isolado homofucana ou fucana ideal, exceto aquela descrita 
por VILLAROEL & ZANLUNGO124 para Lessoni a f 1avicans.

Neste modelo de parede celular o alginato, sintetizado 
pelas algas pardas, assemelha-se a polieletrólitos aniônlcos 
capazes de trocar cátions com aqueles da água do mar. Há 
evidências de que esta troca iônlca é seletiva para o cálcio e em 
menor extenstSo para o sódio e o magnésio. Isto resulta na formçSo 
de complexos de cálcio insolüveís e de grande poder gelificante. 
Tal arranjo confere à alga grande flexibilidade e resistência a 
correntes marinhas, e a impetuosidade das grandes tormentas que 
frequentemente ocorrem no mar.

Este tipo de estrutura celular pode em parte explicar a 
sobrevivência de algas gigantes (Macrocyst1s pyr1fera), que 
alcançam 60 - 100 metros de comprimento e conseguem sobreviver em 
condições t3o adversas de seu habitat.

A seletividade a absorção de cálcio através da parede
celular de algas é demonstrada quando se compara a relaçáo 
cálcio/sódio da água do mar com aquela encontrada nas algas 
pardas. RAQ & PRASÂDA et investigaram a composição
inorgânica, (cinzas), da alga parda Pad1 na tetrastromat1 ca e
verificaram uma relaçSo de 232 p.p.m. de cálcio para 8 p.p.m. de
sód i o .



MORRIS ef demonstraram (in vitro) que as
cadelas de po1 imanuronato n3o estão especificamente relacionada 
com as associações intercadeias ou com 1 igação com cátions. 
SMIDSROD & HAUG111 verificaram que a seletividade do alginato nos 
processos de troca iônica, envolvendo íons estrôncio, quando 
comparada a íons magnésio ou cálcio, envolve apenas os blocos de 
ácido gulurônico. 0 estudo das propriedades de troca iônica do 
po 1 i ssacar ídeo desacetilado de Bei.jerinckia i nd i ca^  demonstraram 
não haver nehuma seletividade na reação de troca iônica, 
envolvendo íons magnésio, cálcio e estrôncio, enquanto uma 
seletividade para o cobre foi encontrada. 0 mecanismo primário de 
associação intercadeia do alginato é via dimerlzação das cadeias 
de poliguluronato numa conformação apropriada com quelação do 
cálcio ou com outros cátions d iva lentes em sítios específicos de 
1 lgação ao longo de cada cadeia77»7®. Este fato demonstra que o 
papel do cálcio nas cadelas de alginato não é simplesmente de 
formar sais, mas envolve também a formação de complexos de 
coordenação de importância para a conformação molecular.

2 . ESTRUTURA DO XC1D0 ALGÍNICO

A primeira estrutura proposta para o ácido algínico, 
baseada nos dados de metllação, era a de uma cadeia linear 
formada apenas de ácido manurônico. Nos produtos de metanólise do 
polímero metilado^ foi isolado o met i 1 ester do metil 2,3-di-/7- 
metl 1-£>-ácido manurônico (1 >, o qual por degradação oxidativa dá 
origem ao ácido 2 ,3-d1-tf-meti1eritrarico, (II).



O composto III, ( 2 , 3-d 1 -£7~met i 1 -0-manose obtido de I 
por redução e hidrólise também forma o mesmo produto II. Este 
dado juntamente com aquele de rotação ótica do polímero original 
C C oc. 3 1392] era mais uma evidência de que a molécula era
formada de ác i do^S -£>-manurÔn i co substituído em C-4^.

A presença de ácido t_gu1urônico como componente do 
ácido algínico só foi confirmada posteriormente quando H1RST et 
a! i s o l a r a m  o dissacarídeo A - Q - -tf-manosi 1 -gulose do 
polímero carbox1-reduzido. Isto foi confirmado por HIRST & 
REES4̂  quando caracterizaram 2,3-di-tf-meti1-manose e 1 ,6- 
anldro-2,3-di-tf-meti 1 - £ -gu1opiranose, (em equilíbrio com oc~L~ 
gulose), em alginato carboxi-reduzido.

A dificuldade inicial de lnclulr-se ácido gulurônlco 
como componente da cadeia de ácido algínico foi motivada pela
formação do composto (II), originar-se por degradação oxldativa 
de 2 , 3-d 1 -tf-manose e de 2, 3-d i -tf-met i 1 -gu 1 ose . Estes dados são 
compátlvels com uma estrutura heteropo1 1mér1 ca para o ácido



algfnlco, com cadelas lineares constituídas de proporções 
variáveis de ác i doyô -£>-manurôn i co, (M) e de oc~L ~gu 1 urôn i co, (G) .

Apesar da estrutura básica de ácido algfnlco ser 
conhecida, apreciáveis variações foram observadas na relação 
molar H/G e no arranjo molecular das unidades formadoras do 
polímero. Estas variações são espécie - especfficas, dependentes 
da estação do ano e do meio circunvizinho.

MINGHOU et a/.^, verificaram que a relação molar M/G 
em dez espécies de Sarqassum variou de 0,64 - 1,53 (Tabela II).

Tabela II - RELAÇXO M/G DE ACIDO ALGíNICO OBTIDO DE 
PHAEOPHYTAS E BACTÉRIAS

Referências minerot
a - 76i b - 118; c - 96; d - 30; e - 90; f - 81; g - 27; h - 35.



3. BIQSÍNTESE DE ACIDO ALGÍNICO

Estudos sobre alginato de Azotobacter vine 1 andi i ,55,61 
demonstraram que o polímero é parcialmente acetilado <5,2 grupos 
acetil/ácido hexurônico anidro) e que este po1 issacarídeo é 
inicialmente sintetizado como po 1 1 -£i-manurõn i co (relação M/G de 
1 1 :1 ) o qua). é subsequentemente convertido a guluronato pela 
enzima, epimerase C-5. Identificação da atividade de epimerase 
C-5 por MADEW1CK et a /.®7 «m tecido de alga parda de Pe 1 vet i a 
cana 1 1cu1 ata, sugere um mecanismo análogo para blossíntese do
alginato de algas.

A conversão parcial de pollmanuronato em pol1gu1uronato 
é dependente de cálcio. HAUG e LARSEN®^ demonstraram que a relação 
M/G de alginato de A. vlnelandli em culturas sem adição de cálcio 
era de 3,75:1 e que decrescia para 1,5:1 em presença de cálcio 
(3,4 mM). Alginato de A. vine1 andi i foi fracionado após hidrólise 
parcial, (HC1 0,3 M por 2 ò 1 0 0 2), em blocos M e blocos G. 
Alginato incubado com epimerase C-5 foi submetido ao mesmo 
processo de separação (hidrólise). A relação molar M/G foi de 
7,74 na ausência da enzima e de 0,33 após incubação enzlmátíca.

Tal fato demonstra claramente a interconvereão
enzimática destes blocos. Entretanto não está bem esclarecido 
papel desta enzima (epimerase C-5) em polímeros que só contenham
ácido gulurônico, como ocorre no po1 issacarídeo extracelular de
B . indica investigado por HAUG & LARSEN^.

HAUG & LARSEN®® reestudando a biossfntese do alginato 
de A. v i ne1 and i1 constataram que a produção do poliurônideo em



meio de cultura contendo glucose, é bastante aumentada pela 
adição de acetato e que a relação dos ácido urôn i cob é dependente 
da concentração de cálcio adicionada ao meio de cultura.

HAUG & LARSEN^ demonstraram que alginato, (polímero), 
de alga parda também é epimerizado enzimaticamente, (epimerase 
C-5), em presença de cálcio. Nestas condições, utilizando somente 
blocos de ácido po1 imanurõnico, verificaram que são formados 
blocos homopolimér1 cos de ácido gulurõnico e blocos contendo 
sequência alternada de ambos os ácidos, e que nenhuma 
transformação do bloco misto em homogu1urôn1co ocorria.

Embora a epimerlzaçâo do bloco M em bloco G ocorra, tal 
fato não evidência que este seja o ünico mecanismo de biossíntese 
de alginato em alga parda.

A biossíntese de alginato em alga parda é influenciada 
por fatores externos. A incorporação de no alginato de L. 
d i g 11 ata34 foi mais acentuada nos blocos M (separação após 
hidrólise parcial) em presença de luz, mas quando a reação se 

processa no escuro, a incorporação não foi tão intensa, havendo 
ainda incorporação em ambos os blocos. Em L. bras i1iens is não 
foi investigado a influência da luz na biossíntese do alginato. 
No entanto, vale ressaltar que o habitat destas algas é a grande 
profundidade, de 40 120 metros segundo OLIVEIRA FI LH0®2|83,84 f
onde somente raios luminosos de pequeno comprimento de onda são 
disponíveis para os processos fotossintéticos.

LARSEN & HAUG^ verificaram que a incubação de ácido 
polimanurônico em presença de água tritiada e de epimerase C-5, 
isolada de Azotobacter vine 1 and* 11 , conduziu a incorporação de



trltlo no polímero. A hidrólise ácida do alginato modificado pela 
enzima seguido de separação dos ácidos urônicos demonstrou a 
conversão enzimátlca do ácido í?-manurõn i co em í_-gulurônico e que 
92 % do trltlo estava presente no ácido (_-gu 1 urôn i co e apenas 8 % 
no ácido p-manurônico. Estes resultados sugerem que a primeira 
etapa na reação de epimerlzação ocorre com a remoção de um átomo
de hidrogênio de C-5 do ácido urônico. Este fato está em acordo 
com outras reações de epimerlzação em que a remoção do átomo de 
hidrogênio ocorre em carbono adjacente à grupos carboxílicos ou 
carbon í11 cos.

Não resta düvida que in vitro, a epimerase C-5 é capaz 
de converter blocos M em blocos G em presença de cálcio, mas 
seria surpreendente se este fosse um mecanismo eficiente de 
biossíntese de ácido algínico. t conhecido que a biossíntese do 
ácido manurônico em alga tem como precursor o £>~manitol (em 
presença de GTP e NAD).

QUILLET & LESTANG-BREMOND101 sugeriram um mecanismo 
alternativo para a biossíntese de alginato em algas pardas, a 
partir de tf-sorbitol. tf-CU-^CD sorbitol 6-fosfato injetado nas 
extremidades de espécimes de Sarqassum mut1cum Jovens e em fase 
de crescimento é transformado dentro de poucas horas em ácido 
t-gu1urônico radioativo. Após 24 horas apenas os blocos G e  os 
híbridos (MG), mas só nas unidades de ácido gulurônico, 
apresentavam-se marcados. Após 72 horas os blocos M permaneciam 
sem marcação, mas a unidade M dos blocos híbridos apresentavam 
radioatividade. Tal fato sugere que parte do ácido gulurônico 
recém sintetizado foi convertido em ácido manurônico radioativo, 
muito provavelmente pela ação da epimerase C-5 operando numa 
atividade enzimátlca reversível de ácido gulurônico para ácido



A relação dos blocos M e blocos G, (blocos M/G), o grau 
de po1 imerização e o arranjo molecular destes blocos caracterizam 
o tipo molecular do po1 iurônideo.



0 processo comumente utilizado na separação de tais 

blocos é aquele descrito por HAUG et a/.'*® utilizando hidrólise 
parcial do ácido algfníco seguido de precipitação fraclonada dos 
blocos M e blocos G em pH 2,85. Os blocos M eG são obtidos numa 
pureza de 80 - 90 X por esta técnica.

0 processo utilizado para a separação dos blocos M e G 
de L. brasl 1 iensls foi semelhante ao de HAUG et ,3/.®® mas 
modificado para a eliminação de impurezas, (sais), por dlállse 
("cutoff" 3500) e por purificação com base quaternária, 
(cetavlon).

A sequência dos ácidos urônicos em alginato tem sido 
estabelecida nos blocos homopo1iméricos H e  G, obtidos por 
hidrólise ácida parcial. Os métodos para a determinação dos 
ácidos urônícos nesses blocos, como carbazol e fenol-ácido 
sulfüríco superestimam o valor do ácido gulurônico, o que conduz 
a uma determinação da relação H/G menor do que a real.

A espectroscop1 a de r.m.n.-^H tem sido utilizada como 
um processo de maior eficiência no estabe 1ec1 mento'da relação H/G 
nos blocos homopo1 íméricos isolados dos hidrolisados de alginato.

PENHAN 5. SANDERSON®® estabeleceram a configuração do 
próton anomérlco do ácido^S-/?-manosídurônico, (H-l orientado 
axial mente, em , X 5,46). Por outro lado no espectro do ácido 
po 1 1 gu 1 urôn 1 co bem como no do ácido <X -gu 1 urôn i co o próton 
anomérlco ( X 4,96) ressoa num campo mais baixo, indicando que 
este próton tem uma orientação equatorial, (IC4 ). Para o sinal do 
H-5 nas unidades de ácido ec-^-gu1 osidurõnico foi atribuído um 
valor de 'X = 5,56. A relação dos blocos H/G foi obtida por



espectroscopia r.m.n.-*H pela intensidade dos sinais de H-l do 
ácido manosidurônico e de H-l do ácido gulosidurônico ou pela 
relação da intensidade dos sinais de H-l do ácido manosldurônlco 
e H-5 do ácido gulosidurônico. Por ambos os processos os 
resultados foram semelhantes, de acordo com PENMAN ô SANDERSON. A 
relação dos blocos M/G para o alginato de L. hyperborea foi de 
0,21:1 enquanto que para Macrocyst1s pyr1fera a relação foi 
2,29:1. Valores variáveis de 1,36 - 1,67:1 foram observados para 
o polímero de Ascophyllum nodosum.

As conformações para o ácido yô -tf-manosidurôníco e
-C4 para o ác i do -gu 1 os i durôn i co assinaladas pelos autores 
anteriormente citados, foram confirmadas por GRASDALEN et 
investigando o alginato de L. hyperborea e L. dlqltata por 
r.m.n.-^C. Os valores da relação dos blocos M/G obtidos para L. 
hyperborea e L. dlq 1tata foram de 0,57:1 e 1,60:1,
respect i vãmente.

B0Y0 ô TURVEY*® aplicaram a espectroscopia de
r.m.n.-^^C na identificação de oligossacarídeos lnsaturados, os 
quais foram obtidos por tratamento de ácido algínico com a enzima 
«<-£-gu 1 uronato li ase. Assim foi diferenciado o oligo A “gulpA- 
gulpA (S 94,3; 102,4 e 108,8 ) do A -manpA-gulpA (á 94,3; 101,2 e 
108,8). 0 valor de 6 108,8 foi atribuído ao grupo lnsaturado.

GRASDALEN et a/.^* demonstraram que o espectro de r.m.h.-^C de 
diversos alglnatoe contém multipletes que refletem a sequência
das unidades ácidas e que a sequencia da unidades monoméricas, 
-gu 1 uronato e />-manuronato, influenciam marcadamente o valor dos 

deslocamentos químicos^®.
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Devido ao interesse industria), dos alginatos e a grande 
variação no teor deste poliuronideo em diferentes espécies de 
alga parda, torna-se necessário um estudo deste po1 issacarídeo em 
algas de interesse industrial, como é o caso da Lam1nar1 a 
bras11lens1s descrita por JOLY & OLIVEIRA®^.

Como a estrutura fina do alglnato e de fucana em L. 
bras i1 1ens i s ainda não foi esclarecida, a finalidade do presente 
trabalho foi a de estudar os polissacarídeos ácidos de L. 
bras i1 i ens i s por métodos químicos e físicos.



II MATERIAL E MÉTODOS

1. METODOLOGIA GERAL

As rotações óticas foram obtidas em polarímetro Perkln- 
Elmer, modelo 141 à temperatura de 25a.

Açucar total, pelo método do feno1-ácido eulfürico 
(DUBOIS ,?t; a/.21), utilizando como padrões: /.-fucose, tf-galactose 
e ácido glucurônlco.

Ácidos urônicos, segundo método do carbazol utilizando 
como padrão solução de ácido g 1ucurôn1co. 12

Proteínas, com o reagente de Folln Clocalteau eegundo 
processo de LOWRY eí a /.®5, utilizando solução de soro albumina 
bovina cristalina como padrão.

Grupo sulfato foi determinado pelo método da gel atina- 
bárlo, após hidrólise do carboldrato com HC1, (IN por 5h à 1 0 0s),
segundo método descrito por DODGSON & PR ICE2®.

Carboldrato redutor foi determinado pelos métodos de 
SOMOGYI-NELSON112 e PARK & JONHSON89 para a determinação do peso 
molecular médio, (PMm), das frações de baixo peso molecular.

Determinação de i,6-an1dro-ga1actoee foi realizada pelo 
método do resorcinol segundo YAPHE12®, utilizando padrão de 1,6
an i dro-ga1actose.
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0 peso seco das amostras foi determinado em estufa à 
1 0 0s, até peso constante.

Para medida de pH foi utilizado potenc1Ômetro Mlcronal.

As centrlfugaçóes para o frac1onamento de
po11ssacarídeos foram realizadas em centrífuga Sorvai 1 super­
speed modelo SS- 1 e Beckmann J2-21.

As determ 1naçSes espectrofotométr1cas foram realizadas 
em espectrômetro Beckmann DU e Mlcronal B380.

Evaporação à preesSo reduzida foi realizada em 
evaporador Fisaton modelo 802, e em temperaturas ~40s.

1.1. TITULOMETRIA

As determ 1naçSes do consumo de met#-per 1odato de sódio 
foram realizadas de acordo com o processo descrito por NEUMULLER 
& VASSEUR80.

Acido fórmlco liberado na oxldaçSo com meta-per1odato 
de sódio foi determinado por tltulaçSo com hidróxido de sódio 
0,01 M em atmosfera de nitrogênio, usando fenolftaleína como 
í nd1cador.

1.2. ANALISE DE INFRAVERMELHO (I.V.)

A análise de l.V. foi realizada em aparelho Beckmann 
modelo Acculab 10, utilizando o pol1ssacarídeo (3-5 mg), após 
secagem em aparelho de Abderhalden contendo P2O5 à 6 0 2, na forma



de pastilha (KBr) ou polissacarídeo na forma de película.

1.3. MÉTODOS CROMATOGRÁFICOS E ELETROFORÉTICOS

A cromatografía em papel, (c.p.), foi realizada em 
papel Uhatmann ns 1 , com o seguinte sistemas de solventes;

a) benzeno-.f-butanol-piridina-água, (ls5:3:3); b) jf- 
butano1-ácido acético-água, (50:12:25); c) acetato de etila- 
piridína- ácido acético-água, (5:5:l:3)j d) acetona-etanol-alcool 
1sopropí1 ico-tampão borato Q,005M pH=1 0, (3:1 :2 :2 ).

Os açucares foram visualizados com: I - nitrato de
prata alcalino*?; 11 - cloridrato de p-anisidina^, seguido de
aquecimento à 105a. A migração cromatográf1 ca dos carboldratos 

foi relacionada à da £>-glucose (Rgic> ou à do ácido glucurônico 

f̂yjlc7*̂ *

A eletroforeee em papel dos produtos de hidrólise ácida 
parcial do alginato e da fucana de L. brasi11ens1s. foi realizada 
em cuba de imersão contendo tetracloreto de carbono como
refrigerante, com uma diferença de potencial de 1750 V 
correspondendo à passagem de corrente de ~15 mA, em papel 
Uhatmann ns 1, por 45 minutos.

Foi utilizado como tampão eletroflorétlco solução de:
III - ácido acético 0,lM-piridina à pH 6,5 e IV - tampão borato
0,01M pH 9,2 contendo 0,005 M de cloreto de cálcio3?.



1.4. CROMATOGRAF1A EH FASE GASOSA (c.f.g.)

As análises por c.f.g. foram realizadas em :
a - cromatógrafo Hewllet Packed, modelo 5890 com

detector de Ionização de chama (2 5 0 2) e lnjetor <220 - 2 5 0 2),
nitogênio como gás de arraste. Coluna , (I), capilar de sílica 
fundida, (30m X 0,25mm de d.i.), SP 2340, (0,20mm), em diferentes
temperaturas: 2302 (acetatos de alditóis); 2052 Cg1 1cosfodeos
acetilados); programação de temperatura , 150 - 2 0 0 2, 42/mín.
(acetatos de alditóis); 1902 (acetatos de alditóis parcialmente 
met1 1 ados).

Temperatura do lnjetor (2 2 0-2 5 0 2) e do detector (2 5 0 2). 

0 tempo de retenção (T) , foi relacionado ao glucitol hexa-£7- 
acetato ou ao 1 , 5-d i -tf-acet i 1 - 2 , 3, 4, 6-tetra-£?-met i 1 - ~0~

glucoplranosídeo. As percentagens foram obtidas por integração 
automát i ca.

b - cromatógrafo Hewllet Packed, modelo 5840 A com
detector de ionização de chama, hélio como gás de arraste (20 

ml/min) com um "split" de 100:1; coluna (11), (200 x 0,15 cm de 
d.i.), ECNSS-M à 3% p/p sobre gás Chrom Q, à temperatura de 1 7 0 2, 
(acetatos de alditóis parcialmente meti lados). As temperaturas do 
lnjetor e do detector foram de 1902 e 2 3 0 2, respectivamente. 
Coluna ”1", como descrito anteriormente no item "a".

c - Cromatógrafo Varlan, modelo 2440 com detector de 
ionização de chama, utilizando nitrogênio como gás de arraste. 
Foi utilizado a coluna "II” descrita no item "a”, e IV - Coluna
de 0V-225 à 3% <p/p> sobre gás Chrom Q, com fluxo de nitrogênio



de 40 ml/min e temperaturas do lnjetor e detector de 190-220s e 
220-2 4 0 2, respectivamente. Temperatura da coluna: 1 7 0 2, (acetatos 
de alditòis parcialmente meti lados), e 2 0 5 2, (acetatos de 
alditói s).

1.5. CR0MAT0GRAFIA EM FASE GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA 

DE MASSA (c.f.g. - e.m.)

As análises cromatográf1cas em fase gasosa acoplada à 
espectroscopia de massa foram reallzdas em aparelhos a - 
Finnlgan, modelo 4000, (Incos 300) e b - MAT CH 7A, (MAT 166), 
equipados com coluna capllar,(V), de sílica fündida (30m X 0,25mm 
de d.l.), respectivamente. 0s espectros foram obtidos por impacto 
de eletrons repetitivamente a cada 2s, desde 40 à 420 m/z em "a” 
ou 40 à 395 m/z em "b".

As amostras foram Injetadas na coluna "V" à 502, 
utilizando a técnica de "spllt" e entSo è temperatura foi 
programada à 402/mín até 2202 e mantida constante. Para a coluna 
"I" foi utilizada a programação de 1 2 0->2 0 0 2, 42/mln.

Hélio foi utilizado como gás de arraste com velocidade 
linear de 22cm/s. A coluna V, foi utilizada para a análise de 
acetatos de aldltóis e 1 , 6  an1d r o - ~ L -gu1ose, e a coluna 11 para 
os derivados acetliados parcialmente meti lados.



1.6. RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DE CARBONO-13 (r.m.n.
-13C>

Foram utilizados os seguintes tipos de aparelhos para a 
análise de r.m.n.-*3C, acoplados ao transformador de F0UR1ER: 
Espectrômetros BRUKER AM-360UB, AM-300UB e 25UB. As soluções 
contendo os polissacarídeos, (50-160mg) em D2O ou D2O contendo
NaOH 1%, foram colocados em tubos (200 - 10mm de d.l.), e 
examinadas à temperatura de 33 ou 25s. Os deslocamentos químicos 
foram expressos em (p.p.m.), relativos à ressonância do T.M.S. 
ou T.F.S., deteminados em experimento distinto.

1.7. METILAÇXO

As met1 1 ações dos po1issacarídeos ácidos, (fucana e 
ácido algínico), isolados de L. bras1 1 iens i s, foram meti1ados 
pelo método de HAUORTH48 e/ou HAKOMORI47.

2. POLI SSACAR ÍDEOS ÁCIDOS DE L_j_ bras 11 lensls: ÁCIDO ALGÍNICO 
E FUCANA.

2.1. Local de Coleta:

L . brasi1iens1s foi coletada no mês de abril de 1983, 
no litoral do Estado do Espírito Santo, Brasil. Uma parte da 
alga, recém coletada, foi congelada, (0-4°) e posteriormente 
conservadas à baixa temperatura (-15°), até sua utilização. A 
outra parte foi seca ao sol, moída (moinho de faca) e conservada



à pressão reduzida.

2.2. EXTRAÇXO DE P0L1SSACARÍDE0S DE BRAS1L1ENS1S.

2.2.1. Despigmentação e deiipidificação.

Alga seca (330g, 79% p.s.) foi extraída sucessivamente 
com uma mistura de: a> acetona-metano1-c1orofórmlo, (2 :1 :1 ;200m 1 >
e b) acetona-metanol-acetato de et 1 1 a-c1orofórmio, <2 :0 ,5:0,5
:1 ,200m1) (Soxhlet) por 24 horas. Após filtração, o resíduo 
de 1 1pidificado e livre da maioria dos sais e pigmentos foi 
denominado de resíduo R-I. Os solventes foram reunidos e 
evaporados à pressão reduzida e tratado com clorofórmio, o qual 
foi seco com sulfato de amónio anidro (=fração lipídica, F.L. 
=6,5g>.

2.2.2. EXTRAÇXO DE MANITOL

0 resíduo R-I obtido na etapa anterior, foi extraído 

com solução de metanol à 85%, (v/v), (1 litro,. 4X, 100°),sob
refluxo. Os filtrados metanóltcos foram reunidos, evaporados à 
pressão reduzida e tratados com etanol. 0 manitol, foi purificado 
em coluna trocadora de fons, (dowex 50 x 8 e amberlite IR-4B 
elulção com água), e despigmentado por passagem em coluna de 
carvão celite, (eluíção com água). 0 manitol foi obtido em estado 
cristalino, (20g), tendo um T igual ao de uma amostra padrão de 
manitol, (c.f.g., coluna IV), e p .f.= 1 6 6 2). 0 resíduo obtido 
após tratamento metanólico foi tratado com acetona anidra e seco



à temperatura ambiente. 0 pò cetôn1co obtido foi denominado de 
resíduo R-1I, (267,5g, 80,6% p.s.).

2.2.3. EXTRAÇXO DE POLISSACARÍDEOS SOLdVEIS EM XGUA.

0 resíduo R-II (267,5g) foi extraído com água (4 1, 4X 
ò 99° por 6 horas). Gs filtrados aquosos foram reunidos e 
evaporados à pressão reduzida até um volume de ~ 500 ml e tratado 
com etanol (3 volumes). Após centr1fugação, o precipitado foi 
tratado com acetona anidra (150ml, 3X) e seco à temperatura 
ambiente, correspondendo a fração de fucaha bruta (=F.B., 51,5g
78% p.s.). 0 resíduo obtido após extração aquosa contendo ácido
algínico foi denominado de R—III.

2.2.4. EXTRAÇXO DO ACIDO ALGÍNICO DE L.brasl1teneis POR 
TRATAMENTO COM ALCALI.

0 resíduo R-I1I, obtido após extração aquosa, foi 
tratado com solução de carbonato de sódio 0,25%, (6 litros), e
homogeneizado em liquidificador. A mistura permaneceu à 
temperatura ambiente por 35 h. Após filtração o resíduo obtido 
foi submetido por mais duas vezes a tratamento com carbonato de 
sódio (0,25%, 7 litros por 50h e 0,25%, 4 litros por 35 horas). 
0s filtrados alcalinos (R-Vl-A; R-Vl-B, e R-Vl-C, sequencialmente 
obtidos por tratamento alcalino) foram tratados com solução de 
CaCl2 0,5M sob agitação constante, (liquidificador). 0s 
respectivos alginatos de cálcio recuperados após filtração foram 
suspensos em água e tratados com solução de ácido clorídrico, (2 

litros), até pH=2, filtrados e os resíduos foram lavados com



solução de ácido clorídrico pH=2 ( 2 litros), até ficar livre de 
cálcio (teste com ácido oxálico). Após esta verificação o ácido 
algínico foi lavado com água destilada até pH 4 - 5, suspenso em 
água e tratado com solução de carbonato de sódio até pH=7. 0
alginato de sódio, obtido após centrifugação (lO.OOOg, 20min.), 
foi precipitado com etanol, (3v),centrifugado e o precipitado
desta centrifugação foi tratado com acetona (200ml, 3X), e seco a 
temperatura ambiente.Rendimento: R-VI-A=35g (82,4% p.s.); R-Vl- 
B=25g (80,8% p.s.); e R-VI-C=25g (81,8% p.s.).

2.3 - PUR1FICAÇX0 DA FUCANA BRUTA (F.B.) de braslIlensls 

2.3.1. DESPROTEIN1ZAÇXO DA FUCANA F.B.

A fucana (F.B.=51,5g, 10,9% proteína) foi suspensa em 
tampão, (ácido acético-acetato de amónio 0,2M, pH=8,5) e tratada 
com enzima proteolítlca (sigma tipo VI1); tolueno, (2ml), foi 
acrescentado como preservante. A mistura desproteinizante foi 
mantida à 28° por 8 dias com acréscimo de pequenas porções de 
enzima, (20mg), a cada 40 horas. A suspensão foi desprote1n 1zada, 
(5X), com uma mistura de c1orofórmio-á1cool isoamílico na pro­
porção de 17:50 para cada 250 ml de amostra; de acordo com o 
método de Sevag descrito por STAUB**4. Após precipitação com 
etanol, (3v), e centrifugação a fucana foi dialisada contra água 
destilada (5X, 1 litro), reprecipitada com etanol, e seca com
acetona (~ 17g; 2% de proteína).



2.3.2. PURIFICAÇXO DA FUCANA COH CLORETO DÉ CALCIO E 
CETAVLON.

A fucana após tratamento desproteinizante foi 
solubilizada em água, (1200ml), e tratado com cloreto de cálcio 
4M, (200ml), sob agitação magnética. Após centrifugação, o
alglnato de cálcio precipitado, foi tratado com solução de ácido 
clorídrico pH=2, (500ml, 2X, sob agitação magnética), filtrado e
lavado com água até pH ~ 4 - 5. 0 ácido algínico foi transformado
em alglnato de sódio por tratamento com solução de carbonato de
sódio até pH=7, (11,3g 82% p.s.). 0 sobrenadante obtido após
tratamento com cloreto de cálcio, foi tratado com brometo de
cet1 1trimeti1 amónia, (cetavlon, 5%, 200ml à pH=7), fornecendo 
desta maneira uma concentração de cloreto de cálcio 0,5N. 0
sistema foi mantido em repouso por 48h à 30°. 0 complexo fucana- 
cetavlon obtido por centrifugação foi dissolvido em uma solução 
de cloreto de cálcio, ( 3M, 400ml), centrifugado para remoção de 
pequena quantidade de material ipsolúvel e precipitado pela 
adição de etanol, (3v). Este processo foi repetido por mais duas 
vezes, sendo então a fucana dialisada com água destilada (5 X 0,4 
litros), e precipitada com etanol <3v). Após solubi1ização em 
água e centrifugação (lO.OOOg por 20 min.), o precipitado foi 
tratado com acetona e seco à temperatura ambiente ( = fucana
purificada, F.P.=5,14g: 96,5% p.s.).
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2.3.3. PURIFICAÇXO DA FUCANA F.P. POR CROMATOGRAFIA DE TROCA 
IÔNICA.

A fucana F.P.,(lg),foi submetida à cromatografia em 
coluna de DEAE-celulose, (65 X 3cm de d.í.), forma Cl“, 
utilizando o seguinte sistema de eiuição: a - lavagem com água
destilada: b - eiuição com solução de cloreto de potássio, 0,25M
(1,5 litros); 0,5M (3 litros); 0,75M (4 litros) e 1M, (2,0
litros). Cada etapa de eluição foi precedida até análise para 
carboidrato total negativa. As fraçães obtidas foram concentradas 
parcialmente (evaporação ò pressão reduzida), dlalisadas, 
precipitadas com etanol (3v), tratadas com acetona e secas à 
temperatura ambiente. As sub-fraçães obtidas: F-H2O, F-025,
F-050, F-075 e F-100; conforme tenham sido eluídas com solução de 
KC1, foram hidro1isadas, (T.F.A IN por 3h 100°), e analisadas 
por c.f.g. (coluna I), na forma de acetatos de aldltóis. 
Determinou-se carboidrato total, sulfato (S04=) , ácidos urônicos 
e proteína, nestas fraçães. A fração majoritária, (F-0,75, 71% de 
rendimento), foi escolhida para a realização de estudos 
estrutura 1s.

2.4. HIDRÓLISE XCIDA TOTAL DA FUCANA F-075

Para a determinação do tempo ótimo de hidrólise da 
fucana F-0,75 foi utilizado ácido trif1uoracético, em 
concentração, (0,25N, 0,50N, IN e 2N) e tempo, (0,5 - 24 horas), 
variáveis. Após hidrólise e ajuste do pH = 8 - 9 (carbonato de 
sódio), foi dosado açúcar total e açucar redutor. 0 

acompanhamento da hidrólise também foi realizado por c.f.g. e 
c.p., (solvente a; visualizador I).



2.5. CARBOXI-REDUÇXO DA FRAção F-075

A carbox1-redução da fucana F-075 foi realizada de 
acordo com o método de TAYLOR & CONRAD**3, realizando-se, no 
entanto, o controle do pH do melo de reação**8 pela utilização de 
soluções tampão como descrito a seguir:

Uma amostra (lOOmg) da fucana F-075 foi dissolvida em
tampão M.E.S., 0,2M, pH=4,75. Foram adicionadas pequenas porções 
de carbodíimida, E.D.C., na proporção de 1 milimol de 
carbodiimida: 50 microequiva1 entes de ácido (~ ISOmg de E.D.C.
acrescentada por um período de 1 hora). A solução permaneceu sob 
agitação magnética por 1 hora à temperatura ambiente. 0 meio de 
reação foi ajustado à pH=7 pela adição de tampão TES 0,2M, 
pH=7,0. Boridreto de sódio foi adicionado, (em pequenas porções), 
de modo a obter uma solução 2M, (~2g), sob agitação magnética
constante. A solução permaneceu por 2h à 50°, dialisada e
liofllizada, (80% de rendimento).

Uma amostra de fucana carbox1-reduz 1 da,(F-075-EDC), foi 
hldrolisada, (T.F.A. IN por 3h à 100°), e analisada por c.f.g., 
na forma de acetatos de aldltóie. Determinou-se o teor de
carboidrato total e sulfato nesta fração.



2.6. CONSUMO DE META-PERIODATO DE SÓDIO E XCIDO FÓRMICO 
LIBERADO DA FUCANA F-075.

2.6.1. OXIDAÇXO

Uma amostra, <73mg), da fração F-075 foi submetida à 
oxidação com meta-periodato de sódio 0,01M, (lOOml), na ausência 
de luz durante 96 horas, à temperatura de 0 - 2o. A reação foi 
acompanhada por experimento controle onde meti 1 -yô -£>-ga 1 acto- 
piranosfdeo foi submetido à oxidação nas mesmas condições 
descritas. Alíquotas de lml das soluções oxidantes foram 
retiradas em intervalos de tempo diferentes para a determinação 
do consumo de per 1 odato®®.

Após 96 horas de reação, o excesso de meta-per1odato 
foi eliminado pela adição de etileno glicol, <3ml). A solução 
contendo o po1 issacarídeo oxidado foi dialisada contra água 
corrente por 48 horas, liofilizada e o polissacarídeo, foi 
tratado com boridreto de sódio (48 horas). 0 excesso de boridreto
foi eliminado, (solução de ácido acético 2N), e a solução foi
dialisada e liofilizada, (81,5 % de rendimento).

2.6.2. DETERMINAÇXO DO CONSUMO DE NaI04

0 consumo de meta-periodato de sódio foi determinado
pela titulação de uma alíquota (lml), retirada da solução
oxidante após 150 horas de reação, utilizando solução padronizada 
de tlossulfato de sódio 0,005M, como tltulante e amido a 1% como



indicador. 0 consumo expresso em termos de mol de hexose anidra 
foi calculado através da seguinte expressão.

<B-A>. Vt da eolução oxidante . H' X PH
C = --------------------------------------------

alíquota titulada (ml) . amostra (mg) . 1000

onde:

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

alíquotas da solução oxidante que continha a amostra.
M' = molaridade da solução de tiossulfato de sódio padronizada. 
PM' = peso molecular médio dos açucares constituintes do 

polissacarídeo, calculado em função da composição química 
percentual.

C = consumo de meta-periodato de sódio por mol de açúcar 
an i dro.

Através dos dados de consumo de meta-periodato de sódio 
por mol de hexose anidra em função do tempo em que foram 
determinados, obteve-se uma curva de oxidação, onde o valor real 
do grau de oxidação do polímero fòi obtida por extrapolação da 
inclinação da curva ao tempo zero.

2.6.3. PR0DUÇX0 DE ACIDO FÓRMICO

0 ácido fórmlco liberado no processo oxldatlvo, foi 
determinado pela titulação de uma alíquota (2ml), com hidróxido 
de sódio 0,01N, sob atmosfera de nitrogênio de acordo com o 
processo descrito por BAKER & SOMERS^, utilizando-se a seguinte 
fórmula, para o cálculo do teor de ácido fórmico liberado por mol 
de hexose anidra:



(A-B) x Vt da solução oxidante x H '' x PH
p  -  -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

alíquota titulada (ml) x amostra (mg) x 1000

onde:

A = volume de hidróxido de sódio gasto para a titulação de
alíquotas da solução oxidante que continha a amostra, após 
término da reação.

B = volume de hidróxido de sódio gasto para a titulação de
alíquotas do branco.

M"' = molaridade da solução de hidróxido de sódio padronizada.
PH = aproximação do peso molecular médio das hexoses do

polissacarídeo, calculado em função da sua composição
química percentual.

P = produção de ácido fórmico por mol de açucar anidro.

2.6.4. DEGRADAÇKO DE SMITH DA FRAÇXO F-075.

Uma amostra dos polialcoois obtidos, (item 2.6.1.), 
foram submetidos à hidrólise com ácido tríf1uoracótíco (1M por 4h 
à ÍOO0) , reduzidos com boridreto de sódio e analisados por c.f.g. 
na forma de acetatos de alditois, (coluna I? temperatura 
programada de 150-230°, 15 minutos à temperatura inicial, 3° por
minuto).

2.7. CR0HAT0GRAFIA EM BI0-GEL DA FUCANA F-075.

Amostras de fucana F-075 foram submetidas à filtração 
em gel, utilizando peneiras moleculares de Bio-Gel, (Bio-Rad), 
com limites de exclusão de: a) P-100 (l,lmg, coluna de 1 X 6 8cm



de d.1 .: fluxo médio 7 ml/h) utilizando solução de NaCl 1M como 
eluente; b) P-200 (2,25mg; coluna 1 x 68cm de d.i.; fluxo médio 
de 6ml/h), utilizando solução de NaCl 1M como eluente e c) P-200,
(4,0mg; coluna de 1 X 70cm de d.i.; fluxo médio de 2,5ml/hora)
utilizando uréia 7M como eluente.

0 volume morto, (V0) , destas colunas cromatográficas 
foi determinado pela aplicação de azul de dextrana; e o volume 
interno, (Vj), com cloreto de cobalto, em experimentos paralelos.
A coluna "C" foi utilizada para a cromatografía de dextrana
(sigma), de PM 77.800 (3,2mg/0,2ml de uréia 7M).

2.8. DESSULFATAÇXO DA FUCANA F-075.

2.8.1. TRATAMENTO ALCALINO (NaOH/NaBH4).

0 tratamento alcalino foi realizado de acordo com o 
processo descrito por PESC1VAL & UOLD^. Fucana F-075, (60mg),
foi dissolvida em água (lOml), acrescentado borldreto de sódio 
(80mg) e mantida sob agitação magnética, à temperatura ambiente 
por 48 horas. Hidróxido de sódio (400mg) e mais uma porção de
boridreto de sódio (60mg), foram acrescentados, e a reação foi
mantida à 82° por 48 horas. Ao final deste período, boridreto de 
sódio, (60mg), foi novamente acrescentado e a reação prosseguiu 
por mais 10 horas. 0 excesso de boridreto de sódio foi destruído 
pela adição de ácido acético 2M (até pH ~ £>) , e a solução foi
dialisada contra água delonizada ( 4 x 1  litro). A fucana após
tratamento alcalino (F-OH) foi liofllizada (50,7mg, 84,5% de



rendimento). Foi determinado o conteúdo de sulfato, carboldrato 
total, proteína, ácido urônico e 3,6 anidro-ga1actose (utilizando 
padrão autêntico de 3,6 anidro-ga1actose). Uma amostra (4mg), foi 
hidrollsada (T.F.A. IN por 3 horas à 100°), e analisada por c.f. 
g. na forma de acetatos de aldltòis (coluna IV).

2.8.1.1. TRATAMENTO COM METÓXIDO DE SÓDIO.

A fucana F-OH ( 17,lmg), foi seca em aparelho de
Abderhalden, (contendo pentóxido de fósforo) à 65° sob pressão 
reduzida. A fucana, foi então tratada com metanol, (8ml), (isento 
de água por destilação apropriada); sob agitação magnética por 3 
dias. 0 sobrenadante foi removido com auxílio de seringa e 
acrescentado ao resíduo boridreto de sódio (3,4mg) e metóxido de 
sódio (4,2ml), sob refluxo por 24 horas. Após centrifugação o
material insolúvel foi lavado com metanol (3 X 10 ml), e seco.
Uma amostra (6mg), foi hidrollsada e analisada por c.f.g. na 
forma de acetatos de alditóis (coluna IV).

2.8.2. TRATAMENTO COM METANOL-HC1 DA FUCANA F-075.

Uma amostra (llOmg), da fucana F-075 foi tratada com
solução de metanol-HCl 0,1M ( por 50 horas), ò temperatura
ambiente, sob agitação magnética. Após centrifugação o material 
insolúvel foi lavado com metanol ( 5 X lOml) e dialisado contra 
água destilada e liofílizado (35,6g; 36% de rendimento).

Determinações analíticas de grupo sulfato carboldrato 
total e por c.f.g. (acetatos de alditóis, coluna IV), foram



ÂO c.

realizadas pelos processos convencionais anteriormente 
ass i na 1ados.

DeterminaçSo da viscosidade <21°, viscosímetro Cannon
Fenske) ( /U red) foi realizada com a fucana antes e após este
tratamento, pelo uso das seguintes fórmulas:

1 M
JU. red------- X   onde,

C JLl o

M = tempo de escoamento da amostra 
jUo = tempo de escoamento da água 
C = concentração da amostra, (g%).

Paralelamente uma amostra da F-075 foi tratada com
metanol-HC1, (0.075M por 48 hor^s), nas mesmas condiçóes
descritas anteriormente.

2.8.3. TRATAMENTO SOLVOLÍTICOS.

2.8.3;1. PREPARO DO SAL DE PIR1DÔNI0.117-123

Uma amostra (200mg/20ml de água), da fucana F-075 foi 
tratada com boridreto de sódio, ( 1 2 horas à temperatura 
ambiente). Após acidificação do meio, (ácido acético até pH ~6) , 
foi adicionado um excesso de resina dowex 50 x 8 , forma H+, com a 
finalidade de transformar os grupos sulfato na forma ácida 
(S04=) . Após filtração e diálise, o volume foi completado para

i70ml pelo acréscimo de água e adicionado piridina (16ml; ~ 20%). 
A reação Der*i9"''"-



temperatura ambiente. Após dlálise e 1iof1 1lzação, <192mg; 95% de 
rendimento) foi realizado tratamento com D.M.S.O.

2.8.3.2. TRATAMENTO COM D.M.S.O.

A fucana (sal de piridônio) foi tratada com DMSO na 
proporção de 200mg de políssacarídeo: 2Sml de D.M.S.O.: 0,5ml de 
plrídína segundo processo descrito por USOV a / . ̂ 3 g processo 

foi realizado à temperatura, (80° e 100°) e tempo, (2,4,6,10 
horas), variáveis. Após tempo de solvólise adequado, diálise e 
1iofi1ização, o rendimento variou em torno de 80-90%. Estes 
tratamentos não conduziam à uma dessu1fatação do polímero, mesmo 
quando foram realizadas modificações do meio de reação (adição de 
metanol ou água), de acordo com os métodods descritos por INOVE & 
NAGASAOA®® e NAGASAWA et õí/.7̂ * Análise por c.f.g., (acetato de 
aldltól) e determinação do teor de grupo sulfato, foram Iguais 
aos do polímero original.

2.9. DETERMINAÇXO DA C0NFIGURAÇX0 ABSOLUTA DA FUC0SE NA
FUCANA F-075.

A determinação da configuração absoluta da fucose 
presente na fucana F-075 foi realizada de acordo com o método 
descrito por LE0NTEIN et

Uma amostra da fucana F-075 (3mg), foi hldrolíeada 
(T.F.A. IN por 3 horas à 100°). Após remoção do ácido por 
sucessivas co-destllações com água, os produtos de hidrólise



foram transferidos para uma ampola de vldrò e adicionado (-) 
2-octanol, (0,5ml) e duas gotas de ácido trifluoracético, como
catalizador. A ampola foi fechada (bico de Bunsen) e aquecida à 
130° em banho de óleo por 15 horas, sob agitação magnética. A 
solução foi concentrada a pressão reduzida e os glicosídeos 
resultantes foram acetilados (pir1 dina-anidrido acético, 1 : 1 v/v) 
à temperatura ambiente por 70 horas, seguido de aquecimento à 
100° por 5 minutos. 0 excesso de reagentes foi removido por co- 
destílação com etanol (5 x lOml).

Fucose, (Sigma), £> e L (4mg) foram derivatizadas com 
(_)_2-octanol, (lml), como descrito anteriormente para a fucana 
F-075.

As análises de c.f.g., na forma de oct1 1-glicosídeoe 
acetilados foram realizadas à temperatura de 190°, (coluna I), e 
o tempo de retenção relacionado ao 1 ,5-d1-fif-aceti1-2 ,3 ,4 ,6-tetra- 
tf-meti1-#-glucitol.

2.10. CARACTERIZAÇX0 D0 ACIDO GLUCURÔNICO NA FUCANA F-075.

Com a finalidade de identificar se o aumento percentual 
de glucose, na fucana após carboxi-redução, era originado de 
unidades de ácido glucurônlco ou ácido gulurônlco foi realizado o 
seguinte experimento:

A)Fucana F-075 e F-075-EDC, foram separadamemte 
hldrolísadas (5mg), com TFA.Í1N por 3h ô 100°). 0 áçído foi
removido por sucessivas co-desti1açóes com àgua, à pressão



reduzida. Os produtos de hidrólise foram diretamente acetilados 
(pirídina-anidrído acético, 1 : 1 v/v) por 40 horas à temperatura 
amb1 ente.

0 excesso ,de reagentes foi removido por sucessivas co- 
destilaçóes com tolueno (5 x 5 ml).

B) Para 1e 1amente foram conduzidos experimentos com: 1 ) 
f-gulose tratada com T.F.Â. (1M por 3 h à 1002), e aceti lada : 2) 
/„-gulose tratada com T.F.A. (1M por 8h à 1 0 0s) reduzida, (NaBH^ , 
e aceti ladaj 3) fucose tratada com NaBH4 e aceti lada» 4) £.-fucose 
acet i1ada.

Qs tempos de retenção, (T) , foram referidos a l,5-dl~cf- 
acet1 l-2 ,3,4,6-tetra-tf-meti1 glucitol, (c.f.g., coluna I).

2.11. MET1LAÇX0 DA FUCANA

A meti 1 ação da fucana foi realizada por dois métodos
d i st i ntos:

1. MÉTODO DE HAKOMORI47; Fucana F-075 foi solubilizada 
em água e as extremidades redutoras reduzidas com um excesso de 
boridreto de sódio. Após acidificação do meio,(pH 4 - 5 ) ,  díálise 
e líofilização a fucana foi seca em aparelho de Abderhalden (por 
4h à 65s). A fucana F-075 (86,2 mg), com as pontas protegidas por 
redução; foi solubilizada em D.M.S.O., (8 ml) e mantida à 60s,
até completa solubí1ização, (2h), do po1íssacarfdeo. Após 
esfriamento da solução, foi adicionado metil sulfiníl anion, 
(0,25 m l =  0,95 x 10-3 equivalentes) e a reação proseguiu por 7



horas sob agitação magnética à temperatura ambiente. Iodeto de 
meti 1 , (0 , 1 ml), foi adicionado aos poucos de modo que a
temperatura não fosse superior à 252, e a reação foi mantida por 
mais 12 h, quando foi novamente adicionada outra porção (0,05 ml) 
da base. Após agitação (12h) o po1issacarídeo dialísado, foi 
submetido à extração com clorofórmio, (3 X 10 ml, sob agitação 
magnética). Análise por I.V. demonstrou a ausência de absorção na 
região de grupos hidróxi1 icos.

A metilação da fucana carboxl-reduzida foi conduzida de 
maneira semelhante à discutida anteriormente.

2. MÉTODO DE HAWORTH48: As fucanas F-075 (33,3 mg) e
F-075-EDC (30 mg), previamente tratadas com boridreto de sódio,
foram solubi1izadas em água (lml). A esta solução foi 
acrescentado sulfato de dimetila (1,3 ml) e HaOH à 40%, (2,6 ml),
gota a gota, durante um período de 3 horas, sob agitação 
magnética e a temperatura de 2 0 2. Após 20 horas de reação, o meio 
foi neutralizado e o po1issacarídeo dialisado e liofilizado. Este 
processo foi repetido por mais 4 vezes. Fucana F-075 (15 mg), e 
F-075-EDC (17 mg), correspondendo à um rendimento de ~73%.

2.11.1. HIDRÓLISE DA FUCANA METILADA

G processo de hidrólise da fucana metilada (F-075, 
F-075-EDC), foi conduzida de acordo com GARREG & LINDBERG^.

À 0 , 6 mg do po1 1ssacarídeo meti lado foi acrescentado 
ácido sulfúrico à 72%, (66 ml), à temperatura de 0-5 2 . A
suspensão foi mantida sob agitação magnética constante até



so1ubt11zaçSo (1 hora). A concentração da solução foi ajustada à 
8% (0,53 ml de água), e a hidrólise prosseguiu por 4h à 1 0 0 2.
Após esfriamento e extração com clorofórmio, a fase aquosa foi 
neutralizada com carbonato de bário, (até pH=7). 0 sulfato de 
bário resultante foi tratado com etanol (4 X 10 ml), sob agitação 
magnética, para recuperação de mono-, dimetil ou açucar livre.

0 extrato clorofórmio, (lavado com água 3 X 10 ml), foi 
evaporado à temperatura ambiente, reduzido com NaBH4, (pH 8-9). 
Após neutralização, tratamento com resina (dowex 50 X 8 , forma 
H+), o material filtrado e llofllizado foi co-destilado com 
metanol, (3 X 5ml), e acetilado.

Análise por c.f.g. foi conduzida à 170s, (coluna 11) e 
1 9 0 2, (coluna I).

2.12. HIDRÓLISE ACIDA PARCIAL DA FUCANA

A hidrólise ácida parcial da fucana, foi realizada 
segundo o método descrito por ANN0 ef- A fração F.P.,
(l,29g), foi solublllzada em solução de ácido sulfúrlco 0,05 M, 

( 1 00 ml), e neutralizada (Ba(0H)2 até pH=6 ). Após centrifugação 
foi adicionado etanol (3v), com a finalidade de precipitar a 
fucana parcialmente degradada (=FD). A F.D. foi tratada com dowex 
50 X 8 (forma H+) , filtrada e neutralizada com solução de 
hidróxido de potássio até pH=7, FD- 1 (~250 mg). 0 sobrenadante 
etanólico foi concentrado à pressão reduzida, solubl1 izado em 
água destilada, (5ml), e perco lado através de uma coluna contendo 
dowex 50 X 8 (2 X 30 cm), para remoção do bário. 0 eluato foi



neutralizado com uma solução de hidróxido de potássio até pH=7.
Esta fração foi aplicada à uma coluna, (1 X 30 cm), contendo
dowex 1 X 8 (200-400 mesh, forma formiato). Elulção foi
realizada com: a) água destilada (1,5 litros), afim de separar os 
componentes neutros (F.N., 330 mg), e a seguir com b) solução de 
ácido fórmico a 20% (v/v; 2 litros), para a obtenção da fração 

ácida. 0 ácido fórmico foi co-destllado com água, à pressão 
reduzida, (4 0 2) e a fração obtida 1íof1 1izaada, (=FA, 350 mg).

Uma amostra da fucana F-075, (0,33 g), foi submetida à
hidrólise ácida parcial como descrito para a fucana F.P.,
obtendo-se a fração degradada FD-2.

2.12.1. CARBOXl REDUÇX0 DA FRAÇX0 FD.

Devido ò presença de ácidos urônicos na fucana FD-J,
uma amostra, (~123 mg), foi carbox 1 -reduz IdallS em meio 
tamponado^k, utilizando-se derivado de carbodiimida, (E.D.C. 
,300mg)e NaBH4,(2g), de maneira semelhante à descrita no item
2.5. 0 processo de carboxi-redução foi repetido por mais uma vez, 
(FD-2XEDC, HOmg, 86% de rendimento).

Uma amostra desta fração foi hldrollzada, ( T.F.A., 1M 
por 5h à 1 0 0 2), e analizada por c.f.g., na forma de acetatos de 
aldltóís (coluna 1 ).
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2.12.2. PURIFICAÇXO DA FRAçXO FD-2XEDC E FD-2, EH COLUNA DE 
BIO-GEL.

A fraçáo FD-2xEDC, ( 1 1 0 mg), foi submetida à 
frac1onamento em coluna de Blo-Gel P-30, (1 , 8  x 65 cm de d.l.),
utilizando cloreto de sódio como eluente, (fluxo médio de 10 

ml/h). As alíquotas, (2,5 ml), foram analizadas para carboidrato 
total. 0 volume V0 e Vj foram determinados como descrito no item
2.7. A fraçSo majoritária, (FD-l-EDC; 50 mg) e a minoritária, 
heterogênea, (FD-II-EDC; 27 mg), foram h 1drol1sadas, (T.F.A., IN
por 5 h à 1 0 0 2) e analisadas por c.f.g. (acetato de aldltol, 
coluna I).

A fraçSo FD-2 foi fracionada de maneira semelhante, 
obtendo-se duas fraçóes: FD-A, (majoritária, 32 mg) e FD-B,
(heterogênea, 16,5 mg).

A fraçSo FD-Â (32 mg) foi carboxi-reduz 1 da, (2x), como
descrito no item 2.12.1, (FD-A-2xEDC, 31 mg), e analisada por 
c.f.g. (alditol acetato, coluna I).

2.12.3. HET1LAÇX0 DA FRAÇX0 FD-I-EDC E FD-A-2xEDC

Amostras da FD-I-EDC e FA-2xA-EDC, (10 mg), previamente 
tratadas com NaBH4, foram solubi1izadas em DMS0, (1 ml), e 
metiladas pelo método de HAKOMORI^ como descrito para a fucana 
F-075, item 2.11. 0 processo de metllaçSo foi repetido por mais 
uma vez, e correspondentes po1 issacarídeos met1 1 ados foram 
hídrolísados pelo método descrito por GARREG & LINDBERG^ (item 
2.11.1). Análise por c.f.g. foi realizada à 1 7 0 2, (coluna IV) e
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1902, (coluna II) na forma de acetatos de alditóls parcialmente 
met1 1ado.

2.12.4. DEGRADAÇXO DE SMITH DA FRAÇXO FD-A-2xEDC

Uma amostra dos polialcoois da fração FD-A-2xEDC, (150h

de oxidação com perlodato de sódio 0,025 M) foi hldrollsada, 
(T.F.A. IN por 5h à 1 0 0 2) e analisada por c.f.g .,(aldito 1 
acetato, coluna I e II à 1902 e 1702 respectivamente.

2.12.5. PURIFICAÇX0 DA FRAÇXO FA EM COLUNA DE CELULOSE

A fração FA, (350 mg), obtida por hidrólise ácida
parcial da fucana (item 2 .1 2) apresentava dois componentes por
c.p. (solvente ”b"; revelador I; II; Rgic 0,82 e 0,55) e por
eletroforese (tampão IV, revelador I, II). Esta fração foi
purificada em coluna de celulose, (50 x 2,1 cm de d.i.), 
utilizando como eluente solução de acetona-água na proporção de: 
9:1, 8:1, 6:1, 4:1, 2:1, 1:1, (600 - 800 ml de cada eluente), e
finalmente com água, (100 ml). As respectivas fraçSes foram 
concentradas, (pressão reduzida, 4 0 2) e submetidas à c.p. e 
eletroforese, (condiçSes iguais à anterior). 0 componente com Rgic 
0,82 foi obtido puro na fração eluida com acetona-água 8:1, (FA- 
1 ), na qual foi determinado teor de grupo sulfato, carboídrato
total e redutor. Análise por c.f.g. (aldito! acetato, coluna I),
revelou a presença de fucose como ünico componente.

Análise de I.V. foi realizada na forma de pastilha,
(KBr). As fraçSes eluidas com acetona-água, 6 : 1 e 4:1



apresentavam os dois componentes anteriormente relatados em igual 
proporção, (e1etroforese e c.p.) e não foram submetidos a nova 
pur i f 1 cação.

2.12.6. MET1LAÇX0 E OXIDAÇXO COM META-PER1ODATO DA FRAÇXO 
FA-I

A oxidação com meta-periodato de sódio da fração FA-I, 
foi realizada como descrita para a fucana F-075 no item 2.6.1.

À fração FA-I, constituída de fucose 4-sulfato, foi 
metilada pelo método de HAKOMORI47.

Uma amostra, (7,25 mg), desta fração foi dissolvida em 
DMSO, ( 1 ml), sob atmosfera de nitrogênio, em tubo de vidro 
fechado com rolha de borracha. A esta solução foi acrescentado 
solução de metí1su1finí1carbânio, (57 jul) , sob agitação
magnética. Após 7 horas de reação, foi acrescentado iodeto de 
meti la, (13 fx\) , mantendo-se a temperatura abaixo de 20s. Após 
3h, uma segunda porção (13 JáA ) de base foi adicionada, e a reação 
proseguiu por mais 12 horas sob agitação magnética. A esta 
solução foi acrescentado H2SO4 0,5M, (1 ml) e mantida à 1002 por
2 horas. Nestas condiçSes foram removidos: a) grupos sulfato, 
tornando o monossacarídeo meti lado suceptível, (solüvel), à 
extração com clorofórmio; b) grupo metil glicosídíco.

A fase clorofórmlca foi lavada com água (5 x 10 ml), e 
evaporada à temperatura ambiente. O produto meti1ado foi reduzido 
com NaBH4, (pH 8-9), e acetilado, (c.f.g.; coluna 1 e coluna II).



2.13. CARBOXI-REDUÇXO DO XC1DO ALGÍNICO DE L. brasl1iensls.

O ácido algínico de brasl1 Iensls, foi carboxí-
reduzido por dois processos distintos, para a obtenção do
correspondente polímero na forma neutra.

A - Tratamento com derivado de carbod1 1m 1da/NaBH4; (TAYLOR ê 
CONRAD) . 119

A carboxl-redução do ácido algínico de bras 1 11ensi s 

foi realizada segundo processo de TAYLOR & CONRAD**9, sendo o meio 
de reação tamponado como sugerido por STONE & ANDERSON*^.

Alglnato de sòdio, (1 g), foi solubllizado em 200 ml de 
tampão M.E.S., 0,2 M; pH=4,75. Derivado de carbodiimida, (E.D.C.;
3 g), foi adicionado em pequenas porções, (~0,2 g), por um
período de 1 hora. A reação permaneceu por mais 1 hora, sob
agitação magnética à temperatura de 302. Para a realização da
redução do ester formado, na etapa anterior o pH do meio foi
previamente ajustado à 7, pela adição de tampão T.E.S. 2M.
Pequenas porções de NaBH4 foram adicionadas, de cada vez, sob
agitação magnética, de modo a obter uma solução 2M. A solução
permaneceu por 2h à 5 0 2. 0 excesso de boridreto foi destruído 
pela adição de ácido acético (até pH 6-6,5, è 05) e a solução 
resultante foi dialisada. Este processo foi repetido por mais uma 
vez, para a obtenção da correspondente gulomanana neutra, (0,9 g, 
90% de rendimento). A determinação da relação molar de ácido fi-ft- 
manurônlco e «*-£.-gu 1 urôn i co, (relação M/G), foi obtida por: a)
análise por c.f.g (acetato de alditol, coluna IV, onde: M/G =



manitol hexa-tf-acetato / gulitol hexa-tf-acetato+1 , 6 anidro ̂  
tr i -tf-acet. i 1 -gu 3 ose; b) análise de r.m.n.-^^C., (item 1 .6 , 
apare 1ho "A").

B - Tratamento com óxido de propileno/NaBH4

Xcido algínlco, (2 g), foi suspenso em água, (316 ml) e 
adicionado óxido de propileno, (28,4 ml), sob agitação magnética, 
em sistema fechado, à temperatura ambiente, de acôrdo com o 
processo descrito por DEUEL1̂. A reação de esterificação do ácido 
algínico prosegiui até o pH do meio atingir a neutralidade, 
(pHinicial= 5,5; após 186 horas de reação, pH 7).

0 ester de a 1g 1nato-propileno foi precipitado pela 
adição de acetona, centrifugado e o precipitado obtido foi 
solubilizado em água e liofilizado, (rendimento, 2 g).

A etapa de redução do ester foi realizada segundo 
ASP1NALL & CAÍJAS—RQDR IGUES^ e para tal fim uti 1 izou-se a seguinte 
proporção: lg de ester, 0,32g NaBH4 e 0,41g de glicerol. A adição 
do glicerol tem a função de manter o pH~8 , e minimizar a 
destruição do ester formado durante a etapa de redução. A adição 
de NaBH4 foi realizada à Os, sendo a reação mantida nesta 
temperatura por mais 1 2h. 0 excesso de boridreto foi destruído 
pela acidificação do meio, (pH 6 ), e o po1issacarfdeo recuperado, 
(1,73 g, 86,5 % de rendimento), foi dialisado e liofilizado.

0 processo de ester1f 1 cação e redução foi realizado por 
mais duas vezes. As fraçóes obtidas foram denominadas de: A-1-0P, 
A-2-0P e A-3-0P, conforme tenham sido obtidas após o primeiro,
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segundo, (1 , 2  g, 60 % de rendimento) e terceiro (1 , 0 g, 50 % de 
rendimento), tratamentos com óxido de propileno/ NaBH^

0 acompanhamento destes sucessivos tratamentos do ácido 
algínico foi realizado pelas determinações de: a) relação molar 
de M/G por c.f.g. (alditol. acetato, coluna I); b) poder 
rotatório; c) viscosidade reduzida, como descrito no item 2.82.

A percentagem de ácido urônlco no polímero carboxl- 
reduzido (processo "A" e "B") foi determinado por: dosagem de
ácido urônlco, (carbazol), e titulação reversa, (item 2.13.1)

2.13.1. DETERMINAÇXO DO EQUIVALENTE-GRAMA DO ACIDO ALGÍNICO 
DE L_z_ brasi 1 iensis.

Para a determ1nação, do equivalente grama do ácido 
algínico de L. brasi1 iens1s, este foi primeiramente tratado com 
uma solução de HC1, (0,2 M por 15b), sob agitação magnética à
temperatura ambiente. Após díállse, (àgua deionlzada) e 
lioftlização o po1íssacarídeo foi seco, (105° por 4h).

0 equiva1ente-grama foi determinado por titulação 
reversa em atmosfera de nitrogênio: o polissacarídeo, (19,43 mg), 
foi solubllízado em solução de NaOH 0,01 M padronizada, 9,20 ml), 
e titulado com solução de HC1 0,01 M padronizada, utilizand.o 
fenolftaleína como indicador. 0 equivalente de neutralização foi 
calculado, segundo a seguinte expressão:

P x 1000
Eq = ----------  onde,

(V - V ')x M



P = gramas da amostra, expresso em peso seco.
M = molaridade da solução de ácido clorídrico padronizada.
V = volume da solução de ácido clorídrico gasto na titulação 

da solução polissacarídica
V'- volume da solução de ácido clorídrico gasto na titulação 

do branco.
Eq = equivalente-graraa

2.13.2. HIDRÓLISE DO XCIDO ALGíNICO

O ácido algínlco, <100 mg, expressos em termos de 
carboidrato total, tomando-se como referência ácido glucurônico), 
foi hidrolisado com T.F.Â.. Utilizou-se diferentes concentrações 
dei ácido, (0,25; 0,50; 1,0; 2,0 H), por diferentes intervalos de 
tempo, (2, 4, 6 , 8 , 20, 27,5 h), à 100°, em ampola de vidro
f echada.

Nestas condições, o melhor rendimento de hidrólise foi 
com T.F.A. 0,5 M por 20h, obtendo-se na fração solüvél, (obtidas 
por centrifugação), apenas 25% do açúcar total, contendo ácido 
urônico, <18 %) e açucar redutor (17,1 %).

Um melhor rendimento de hidrólise foi obtido por uma 
modificação do processo anterior, usando uma maior concentração 
de ácido (72 % à 2 - 4o, por 18h) , seguido de diluição do ácido 
para 0,25 M (por 20h á 100°). Com esta modificação obteve-se 40% 
de hidrólise, expresso em termos de açucar total.



2.13.3. METILAÇXO DA FRAÇXO A-EDC

A fração de alginato, A-EDC, carboxí-reduzlda por 
tratamento com carbod1 imida/NaBfy , foi metilada sequência 1 mente 
pelo método de HAUORTH48 e HAKOMORI47.

A - Método d.e BAWORTH48; A fração, A-EDC, (103,5 mg), foi 
suspensa em água, (3 ml) e tratada com um excesso de boridreto de 
sódio, (por 12 h à temperatura ambiente). Â esta solução foi
acrescentado NaOH a 30%, (6 ml) e sulfato de dimetíla, (3 ml), os
quais foram acrescentados gota a gota por um período de 5 h . A 
meti 1 ação proseguíu como descrito no item 2.11. Após repetição 
deste processo (98 mg), a solubl1ização do poltssacarfdeo em DMSO 
foi satisfatória.

B - Método de HAKOMORI47; 0 po1issacarfdeo parcialmente 
meti lado foi solubilízado em DMSO, (2 ml) e adicionado metil 
sufini! anion, (IN, 0,85 ml). A metilação proseguiu como descrito 
para a fucana de F-075, item 2.11, (rendimento de 90 mg).

0 polissacarfdeo foi hldrollsado pelo processo descrito 

por GARREG & LINDBERG24, detalhada no item 2.11.1. Análise por
c.f.g., foi realizada na forma de acetatos de alditóis 
parcialmente meti lados, (coluna 1 e 1 1 ).

2.13.4. SEPARAÇXO DO ACIDO MANURÔNICO E GULURÔN1 CO POR
COMPLEXAÇXO COM BRUCINA

Foi realizada uma tentativa de separação de ácido t<~L~ 
gulurônlco e ̂ -f-manurônico do ácido algínico de L. bras i1i ens i s,



utilizando bruclna segundo o método descrito por SIDDIQUI^.

Ácido algínico foi hidrollsado com ácido sulfuríco à 
72 %, (.100 ml, por 17 h à 5o). A concentração do ácido foi
ajustada à 1M (6h à 100°). 0 hidrolisado foi neutralizado,
(BaC03> , filtrado e concentrado à secura ( pressão reduzida à
40°), 0s sais de bário foram dissolvidos em água, (40 ml) e
tratados com resina catiõnica, (dowex 50 x 8 , forma H+) e ao 
filtrado foi adicionado brucina, (5g, 100° por 20 min). Após 
esfriamento a solução foi tratada com clorofórmio, (3 x 50 ml) 
para remoção do excesso de brucina. A fase aquosa foi 
parcialmente concentrada, ( 1 0 ml) e adicionado um excesso de 
acetona, (250 ml). 0 precipitado obtido por centrifugação, (£- 
guluronato de brucina) foi lavado sucessivamente com água- 
acetona, (1:4), acetona, e seco à temperatura ambiente. No 
sobrenadante, após repouso, (1 2h à 0o), foi recuperado o 
manuronato de brucina, o qual, foi tratado com acetona-água, como 
descrito anteriormente.

Após remoção da brucina, (dowex 50 x 8 , forma H+) e
1 iof i l ízação, o ácido -gu 1 urõn i co (70 mg) e ácido p> -£>-
manurônico, (270 mg), foram cromatografados (solvente d, 
visualizador 1). A presença de componentes com RgjcA de 1,28; 0,92 
e de 1,28; 0,64; 0,47 nas correspondentes frações de manurônico e 
gulurônico, respectivamente, demonstra a não seletividade do 
fracionamento, quando aplicado ao ácido algínico de L. 
bras i1 i ene 1s.

A relação M/G, (por peso), foi de 4:1; valor 
superestimado em virtude da degradação do ácido gulurônico.



durante o processo h 1dro1ítico.33

2.13.5. HIDRÓLISE ACIDA PARCIAL DO ACIDO ALGÍNICO DE L. 
brasi1 lensls

A hidrólise ácida parcial do ácido algfnico de L. 
bras i1i ens i s foi realizada segundo processo de HAUG ef a 1 . •
AlgInato de sódio purificado por tratamento com cetavlon <1,96 g 
em p.s.), foi solubilizado em água (30 ml), e a esta solução foi 
acrescentado ácido oxálico 2 M, (30 ml). A suspensão foi mantida 
por 20 h em banho mar ia sob atmosfera de nitrogênio. Após 
esfriamento a soluçáo foi centrifugada, (16.000 g por 25 min.), e 
o precipitado recuperado após centrífugaçSo foi suspenso em água, 
(2x) e centrifugado. 0 precipitado obtido após este tratamento 
foi suspenso em água, (30 ml) e neutralizado até pH=7, (NaOH IN). 
Esta soluçSo foi novamente submetida à hidrólise, nas mesmas 
condiçóes anteriores.

0s sobrenadantes ácidos obtidos, após centrifugaçSo 
foram reunidos e denominados de fração S-l, a qual após 
neutralização & pH=7 e tratamento com resina catíônica (dowex 
50x8, forma H+), forneceu 0,84g (=FH).

0 resíduo obtido, após hidrólise com ácido oxálico, (1M 
por 20h à 100°, por 2 vezes), foi denominado de fraçáo 
resistente, (FR). Esta fraçáo foi lavada com água, neutralizada, 
(NaOH 0,1M até pH=7) e dialisada, (NaCl 0,1M).

A fraçáo resistente à hidrólise, F.R., (0,79 g), foi
fraclonada à pH 2,85 pelo acréscimo de HC1 0,01M. Uma fraçáo
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solúvel, (S-2), correspondendo a "blocos" de ácido, -Q- 
manurôntco, e outra Insolúvel, (R-2 , "blocos" de ácido «<-/.- 
gulurônlco) foram obtidas apòs centr1fugaçáo, (20 . 0 0 0 g por 20

min.). Estas sub-frações foram dlalísadas, ("cutoff” 3500) 
fornecendo 0,15 e 0,45 g respectivamente. Após tratamento 
subsequente das frações S-2 e R-2 com cetavlon (pH=7) foram 
obtidas as respectivas frações FS (0,12 g) e FI (0,34 g).

2.13.6. REDUÇX0 DOS GRUPOS CARB0XÍLIC0S DAS FRAÇ0ES FS E FI, 
OBTIDAS POR HIDRÓLISE ACIDA PARCIAL DO ACIDO 
ALGfNICO DE L. brasi1lensls.

Para facilitar a determlnaçSo da composiçSo química dos 
"blocos” de ácido fí -^-manurônico e ©c~L-gu1urônico foi realizada 
a carboxl-reduçSo destas frações por dois métodos distintos:

A - Carboxi-reduçSo com carbod1 1mida/NaBH4^^>^^

A FS, (294 mg) e a FI, (267 mg), foram, separadamente

solubi 1 izadas em tampáo M..E.S. (0,2 M, pH 4,75) e adicionado
C.M.C., na proporçáo de 2 mil imoles de C.P.C.: 50 moles de ácido 
urõnico. A etapa de ester i f i caçáo e reduç«ío do ester formado foi 
realizada como descrito para a carboxi-reduçáo do ácido algínico, 
i tem 2.13.

0e correspondentes fragmentos neutros, assim obtidos, 
("blocos" dey3-#-manose, (FS-CMC) 65% de rendimento e "blocos" de 
C* —í.-gu] ose, (Fl-CMC) 60% de rendimento), foram hidrolisados (T. 

F.A., !N por 0h A 100°), e analisados por c.f.g., (acetato de 
alditóls, coluna I).



As fraçòes FS (300 mg) e FI, (300 mg) foram previamente 
tratadas com solução de ácido ciorídríco à pH=2, e dialisadas 
(até pH 5). Estas frações foram esterificadas com óxido de 
propileno, (FI 4ml/44m! de água e FS, 5ml/55ml de água). 0 
processo de este-ríficação e redução foi conduzido como descrito 
no item 2.13. As frações FS-CMC, FI-CMC (carboxí reduzidas como 
no item A) e as frações FS-OP, FI-OP (item B), foram 
h i dro!. i sadas, (TFA IN por 8h à 100°), e analisadas por c.f.g., 
(alditoi acetato, coluna I), para a determinação de sua 
composição química, bem como para determinar o grau de pureza.

0 grau de carboxi-redução destas frações foi 
determinado por titulação reversa (item 2.13.1) e dosagem de 
ácido urônico, (carbazol).^

2.13.7. FRACI0NAMENT0 DA FRAÇX0 F-H, EM COLUHA DE CELULOSE

A fração F-H, (hidrolisáve1), obtida por hidrólise 
ácida parcial do ácido algfnico de bras1 1 1ens i s, foi
previamente neutralizada com CaCÜ3 (até pH=7), filtrada e o 
resíduo, (oxalato de cálcio), desprezado. Esta fração, foi 
aplicada à uma coluna (2,5 x 50), contendo resina trocadora 

de anions, (dowex 1 x 8 , forma acetato). A eluição foi 
promovida com: a) água (3 litros), eluato isento de carboidratos 
© b) solução de ácido acético-ácido fórmlco, pH ~1,5, (2 litros).
Esta fração era composta de uma mistura de ácidos urônicos e foi 
fraclonada em coluna de celulose.

B - Carboxi-redução com óxido de propileno/NaBH^»^



x 60 cm de d.i.), contendo celulose. A montagem, preparação e
aplicação da amostra foi realizada de acôrdo com GARDELL2̂ , 
UHISTLER & BEMILLER*^.  ̂eluição foi realizada com: a) acetona, 
(350 ml); b) soluções de acetona-água, (v/v) nas proporções de
8 :1 , 6 :1 , 4:1, 2:1, 1 : 1 e finalmente com água, (~1 litro de cada
eluente).

As frações eluidas com acetona-água na proporção de 2:1 
e 4:1 apresentavam quatro, (RgjcA= 0,51; 0,78; 0,95; 1,05) e dois: 
(R<jlcA= 0,51; 0,78) componentes respectivamente, quando submetidas 
à eletroforese em tampão contendo cálcio“̂ (tampão IV, revelador
I) .

Eletroforese, (tampão 131 e visualizador I e II) e c.p. 
(solvente c, d; visualizador I, II) demonstraram, apenas, a 
presença de tres componentes nas fração eluída com acetona:água 
2:1 e um componente na fracão eluida com acetona:água 4:1.

2.13.8. TRATAMENTO ACIDO DA f-GUL0SE

A) ('.-gulose, (sigma, 3,5 mg) foi solubi 1 izada em água (0,7 
ml) e tratada com T.F.A. (2N, 0,7 ml. por 8h à 100°). 0 excesso de 
ácido foi destruído por sucessivas co-desti1 ações com água, 
(pressão reduzida à 40°). A gulose residual e seu correspondente 
anidro-açucar (1 , 6  anidro- jô -L-gulose) foram tratados com NaBH4 

(3h à temperatura ambiente). 0 excesso de borídreto foi destruido 
(ácido acético até pH 5), e após dessa 1ificação (dowex 50 x 8 , 
forma H+) o filtrado foi liofilizado. 0 ácido bórico foi 
removido, (co-destilação com metanol, 4 x 5 ml), e os açucares

A fração F-H, (0,30 g), foi aplicada em coluna (3



foram acetliados, (plrldlna: anldrldo acético 1s1> por 48h à
temperatura ambiente, seguido de aquecimento à 80° por 5 min. 0 

excesso de reagentes foi removido por co-desti1açSo com tolueno 
(5 x 5 ml). Análise por c.f.g. (coluna I, à 205°) revelou a 

presença de três componentes com T de s 2,1 (1,6 anidro-^ô~i.-tri-
tf-aceti 1 -gu 1 ose) : 6 , 8 8 (gu 1 i t-o 1-hexa-tf-acet ato) e 7,32 (guloso
hexa-tf- acetato) relativos ao 1,5 d i -tf-acet i 1 -2 , 3 , 4 , 6-tetra-tf- 
met1 1-gluc i to 1 .

B) f-gulose, (2 mg/0,4ml de água), foi tratada com T.F.A.
(IN, 3h à 100°). Após remoçSo do ácido, os açucares foram 
acetilados nas condições descritas em "A". Análise por c.f.g. 
(coluna I, à 205°) revelou a presença de dois componentes com T 
de 2 , 1 0 (1 , 6 aniáro-p -f-tri-tf-aceti1 gulose) e 7,32 (gulose 
hexa-tf-acetato).



III - RESULTADOS E DISCUSSCES

Ae algas pardas do gênero Laminaria são características 
de águas frias e temperadas do hemisfério Norte.

Em 1967, JOLY ô OLIVEIRA^* descreveram duas espécies de 
Laminaria, L_̂  bras 1 1 1 ens i s e L^ abyss 1 i s as quais foram coletadas 
em zonas tipicamente tropical da costa nordeste do Brasil. Essas 
espécies, segundo OLIVEIRA & QUEGE®® crescem sobre algas 
calcáreas (Me 1obesioideae) a uma profundidade de 40-120 metros.

Embora os bancos de crescimento^ destas algas não 
estejam completamente delimitados, os levantamentos até o 
presente demonstram que estas Laminarias se distribuem em uma 
faixa ampla e aparentemente contínua, de largura variável e que 
se estende do norte do Estado do Espirito Santo (região de Cabo 
Frio) até o sul do Estado da Bahia (região de Abrolhos).

Nos países de clima frio, foi observado uma grande 
variação sazonal no teor de ácido algínico. De acordo com 
PERCIVAL & McDOWELL96 o teor de manitol e laminarana em 
Laminar i ales (L_̂  hyperborea , L. d lq i tata , L . sacchar i na) aumenta 
nos meses de abril a setembro, enquanto que o teor de ácido 
algfnico e celulose decresce neste período e aumenta de outubro a 
abr i1 .

No presente trabalho não foi incluído nenhuma 
investigação sazonal de L^ brasi1 iensis por dificuldade de coleta 
e de disponibilidade financeiras. Entretanto, em estudo não 
incluido no presente trabalho, foi verificado que para o



Sarqassum cymosum, coletado no Paraná (Região de Calobá - 
Brasil), a variação sazonal no teor de ácido algínico não foi tão 
acentuado (28 a 32 % durante doze meses de coleta).

A brasi11ens1s utilizada no presente trabalho foi
cedida pela Bióloga Juliane Leite, sendo a coleta realizada no 
mês de abril de 1983, a uma profundidade de ~20 metros, no 
litoral do Estado do Espírito Santo, Brasil.

Utilizando-se processo apropriado de extração dois 
po 1 issacai'fdeos ácidos de L^ brasi 1 iensis foram isolados: ácido
algínico e heterofucanas sulfatadas.

A glucana, laminarana, comumente encontrada em outras 
algas pardas, não foi investigada no presente estudo.

A alga seca e moída, (253 g em p.s.) foi previamente 
submetida a tratamento com solventes orgânicos (Esquema A), com a 
finalidade de remover lipídeos, (6,5 g) e pigmentos.

Para a extração do ácido algínico foram utilizados dois 
processos básicos, um visando apenas a extração deste 
poliurônideo e outro utilizado para a extração sequencial dos 
po1issacarfdeos desta alga parda. A extração do ácido algínico 
foi realizado com solução diluída de carbonato de sódio, (0,25%, 
3 vezes a temperatura ambiente). Em concentrações mais elevadas 
de carbonato de sódio (> 2%) observou-se um decréscimo do teor de 
alginato de 22,4 para 18,2 %.

A purificação final do ácido algínico envolve etapas de 
complexação com sal de cálcio e liberação do ácido algínico por 
tratamento com ácido clorídrico.
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S = Sobrenadante 
R = Resíduo



0 rendimento de ácido algínico de brasiIiens i s foi
de 2 2 , 4 % (em p.s. relativo ao pó cetônico) quando utilizado o
processo de extração anteriormente descrito. Este valor situa-se 
na faixa dos obtidos em diferentes espécies de algas pardas.

Em sargassanas^ há variação de 4,5 a 34 , 6 %, 14% em
D i ct1opter i s p1aq1oqramma.̂

Em Laminareas, o teor de ácido algínico varia de 17-22%
em L̂ _ sacchar ina 25-44 % em L_j_ diq itata. Já em Fucales (F.
spira1 is, F. serratus, F. ves 1cu1osus. F. ceranoides) este valor 
situa-se na faixa de 17-29%. Valores semelhantes 22-25% e de 
22-30% foram também assinalados por REVIERS et al.^ para
Pe1vet i a cana 11cu1 ata e Ascoph i11 um nodossum, respectivamente.

0 processo de extração sequencial é utilizado quando se 
pretende obter além do ácido algínico, outros po1 issacarídeos e 
compostos de baixo peso molecular.

As etapas do segundo processo de extração de 
po 1 i ssacar ídeos de L_̂  bras 1 1 1 ens t s, visam a obtenção sequenciada 
de ácido algínico e de heterofucanas sulfatadas. (Esquema A)

0 resíduo de 11pldif1cado (R-I), foi tratado com metanol 
a 85%, obtendo-se uma fração rica em manitol, como único 
carboidrato de baixo peso molecular.

Após purificação apropriada, o manitol foi obtido em 
estado cristalino (7,6 % em p.s. relativo ao pó cetônico), com
p.f. de 166 e com T (c.f.g. coluna IV) igual ao do manitol 
padrão.



Do tratamento aquoso do pó cetônico, (214,2 em p.s.), 
foi obtido uma heterofucana bruta, (F.B., 18,7 % em p.s. relativo 
ao pó cetônico), impurificada com ácido algfnico.

O ácido algfnico (na forma de sal se sódio), foi 
extraído do resíduo aquoso, (R-III) utilizando-se solução de 
carbonato de sódio (3x 0,25% à temperatura ambiente). Q
rendimento de 24,8 % (em p.s. relativo ao pó cetônico) é
semelhante ao obtido no primeiro processo (2 2 , 4 %).

A dificuldade de obtenção de ácido algfnico livre de
fucai»a foi ressaltada por M1AN & PERCIVAL/'* quando submeteram pó 
de alga a sucessivos tratamentos com cloreto de cálcio, ácido 
clorídrico pH=2, oxalato de amónio e tratamento com clorito. 
Todos extratos continham fucana, exceto aquele obtido por 
tratamento com ácido clorídrico.

Para contornar tal dificuldade recomenda-se a 
precipitação fracionada do alginato impuro com sal de cálcio. Por 
tratamento subsequente com ácido clorídrico diluído, ácido
algfnico, livre de cálcio é obtido com apreciável grau de pureza.

De acordo com SCHUEI GER10&, a precipitação de alginato 
com fons cálcio ocorre através de um complexo (I), envolvendo 
dois grupos carboxílícos de uma mesma cadeia polimérica com duas 
hldroxilas vicinais de outra cadeia. Após acet i 1 ação*®k,H0 , o
ácido algfnico não forma tal complexo.
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Estudos mais detalhados sobre coordenação de ácido 
a 1 gin i co de L_̂  br as 1 1 1 ens i s com outros metais divalentes, estão 
sendo realizados®®.

0 equ1va1ente-grama do ácido algínico de L. 
brasi1 iensis foi determinado por titulação reversa do excesso de 
hidróxido de sódio com ácido clorídrico, após secagem do 
po1issacarídeo à 1052 por 4 horas. 0 valor de 216 encontrado, 
(expresso em termos de ácido algínico, peso seco), ó compátivel 
com uma unidade de uronosil associada à moléculas de água.

Embora, o valor teórico para cada unidade de urosoníl 

seja de 176, a presença de água fortemente associada eleva este 
valor para uma faixa mais alta, mesmo em alginato seco à 1052 até 
peso constante.

PERCIVAL & McDOWELL®® também encontraram um valor de 
216 em alginato seco a 1052 por 4 h. Para o ácido algínico de L. 
hyperborea, Fucus ves i cu1osus e Azotobacter v i ne 1 and i i o 
equivalente-grama foi de 2 2 0, 200 e 230, respectivamente.



Segundo McNEELY £ PETTIT^, a remoção da água de
hidratação destes po1 iurônideos, utilizando condições drásticas 
de secagem, ocasiona degradação do polímero, podendo fornecer 
valor de equivalente-grama que falsamente se aproxima do teórico.

As etapas envolvidas na purificação da fucana bruta, 
(FB), de bras iIiens i s estão no Esquema B.

A fração FB, (40,2 g em p.s., 10% de proteína), após 
desproteín1zação, (enzimas proteolíticas e processo de SEVAG^) ,
foi tratada com cloretoo de cálcio para eliminação do ácido
algfnico contaminante (9,3 % de alginato de sódio em p.s.
relativo ao pó cetônico).

As fucanas de algas pardas estão associadas com 
proteínas (proteogl i canas) . A sargassana (S^ 1 i n i foi i um*1̂ ^) ,
mesmo purificada continha ainda 3,3 % de proteina. . Por
hidrólise ácida parcial, HUSSEIN et a l o b t e v e  frações de 
po1 íssacarfdeos degradados contendo variáveis proporções de 
proteína, sendo que uma destas apresentava 67,3 % de proteína 
ligada à carboídrato (26,9 %).

Os complexos de polissacarídeos isolados de Ascophy11 um 
nodosun/ 2 f continham proteína associada a carboidratos na 
proporção de 1 , 6  a 6 , 8 %.

Fucanas livre de proteína são de difícil obtenção, 
mesmo utilizando-se tratamento com enzimas proteo1 íticas, como 
ocorre com a fucana de L. bras1 1 iensi s.



ESQUEMA B



A fucana com baixo teor proteico, (2%) e livre de ácido 
algínico, foi purificada por precipitação fracionada com base 
quaternária, (cetavlon) em pH=7, de modo semelhante ao utilizado 
por ANNO et al.® para a purificação da fucana de Pe 1 vet i a
wri qht i i.

A descomp1 exação da fucana-cetav1on foi realizada com 
cloreto de cálcio (0,5 M) e a fucana purificada, (FP), foi 
recuperada após tratamento com etanol, (3 V), com rendimento de
2,3 % em p.s. relativo ao pó cetônico.

Para o estabelecimento do teor real de fucana em alga 
parda, devem ser levados em consideração vários fatores como, 
variação sazonal, estocagem da alga, profundidade de coleta e 
principalmente os processos de extração e purificação.

PERCIVAL91-92, demonstrou que é difícil a extração
completa da fucana, mesmo utilizando diferentes processos de 
extração.

A fucana de Pe 1 vet i a canal i cu 1 ata®2, cristalizou com 
três moléculas de água por unidade monomórica, o que demonstra a 
grande habilidade de retenção de água, destes polímeros.

LESTANG ô QU1LLET®® , tem demonstrado que a proporção
de íons magnésio associados a fucana de cana 1 icu 1 ata é muito
maior que a de íons sódio, embora água do mar contenha uma 
relação inversa. Deste que íons magnésio são altamente hidratados 
é sugerido que esta afinidade por magnésio protege a alga contra 
desldratação.

91



0 teor de fucana sulfatada varia consideravelmente nas 
espécies de algas pardas investigadas. Teores de 2 % (Turbinari a 
murrayana^ e Pad i na tetrastromat i ca^ )̂ a 18 - 24% (Pe 1 vet i a
cana 1 i cu 1 ata*Q4) t pem como valores intermediários de 5% (Pad i na 
pavon 1 a^) a 17 - 18 % (Hymantha 1 i a 1 ore a e B i furcar i a
b i furcata^'^) tem sido assinalados para fucanas sulfatadas
Isoladas de algas pardas.

PERCIVAL & McDOWELL^, associam tais variações como 
mecanismos de proteção a desidratação. As algas que crescem 
próximos à praia e estão mais expostas à atmosfera são portanto 
as mais suceptíveis à desidratação e são as que apresentam 
maiores teores de fucana, (Pelvet1 a cana 1 icu1 ata).

Deste modo o teor de 2,3 % encontrado para a fucana de 
L. brasi1 iensis é típico de uma alga que tem seu habitat a grande 
profundidade (20 -120 metros). Este valor é bem próximo daquele 
encontrado para outra Lamínaríacea, Lesson1 a n iqrescens^ (2,6%), 
a qual vive permanentemente submergida.

A fucana, (FP) , de L_̂  brasi 1 lensl s parcialmente
purificada é constituída de fucose (42,7 %), xilose (1,7 %),
manose (2,4 %), galactose (26 %) e glucose (27 %), Tabela IV
Xcido urônico (14 %) e sulfato (23 %) também estão presente nesta 
fucana, Tabela III. Estes dados estão em acordo com aqueles de 
outras algas pardas.

Embora a glucose tenha sido detectada em várias 
fucanas, inclusive na de brasi1 iensis, o envolvimento deste 
monossacarídeo como constituinte da molécula de fucana deve ser 
tomado com precaução.



TABELA III - COMPOSIÇÃO QUÍMICA DE FUCANAS DE L. brasiI lene is
FRACIONADAS POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IÔNICA.

a- FP, fucana purificada por ceiavlon.
b- Frações polissacarídicas, obtidas da fucana FP, em coluna de DEAE-celulose 

(Cl-). Eluiçõo com água, (F-H2O) e solução de cloreto de potássio de 
molaridade crescente (0 a 1M, em etapas)= F-0,25i F-0,50j F-0,75 e F-1,00. 

c- Dosado pelo processo gelatina-bário, segundo D0DGS0N S PRICÊ ®, expresso 
como SÜ4=.

d- Método do fenol-ácido sulfürico, DUB01S et ãl-2i, resultado expresso em 
fucose.

e- Dosado pelo método de B1TTER & MUIR^. 
f- Determinado pelo método de LOURY <?£
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TABELA IV - ANALISE (c.f.g.)® DOS PRODUTOS DE HIDRÓLISE DAS
FUCANAS FRACIONADAS EH COLUNA DE DEAE-CELULOSE (Cl- )

a- c.f.g. dos acetatos de alditóis, (coluna capilar SP 2340 à 2302 ). 
b- Fucana purificada por tratamento com cetavlon, aplicada à coluna de DEAE- 

celulose.
c- FraçSes obtidas por fracionamento da fucana F.P. em coluna de DEAE-celulose 

(Cl").



PERCIVAL et al.^f sugerem que a maioria das fucanas 
contendo glucose possam ser fucanas impuriftcadas com laminarana. 
A glucose como componente da molécula de fucana deve ser
confirmada pelo isolamento de hetero-olígossacarídeos (produtos 
de hidrólise parcial), de polímeros altamente purificados.

HUSSEIN et al.^ isolaram um novo heteropo1issacarídeo 
sulfatado de Pad i na pavon1 a que continha entre outros
componentes ,,5-D-gl ucose ejB-D-ga 1 actose substituídas em C-4.

Nos olÍgossacarídeos obtidos por hidrólise ácida
parcial, as extremidades não redutoras eram constituídas de 
glucose e ou galactose.

O caracter altamente polldisperso das fucanas envolve 
uma dificuldade adicional no estudo destes polímeros. Portanto é 
de fundamental importância nas investigações de polímeros tão
complexos como as fucanas, o estabelecimento de padronização dos 
métodos de extração, purificação e de processos analíticos, afim 
de uma melhor correlação dos dados obtidos em fucanas isoladas de 
diferentes espécies de algas.

Numa tentativa de purificação ou de dissociação das 
prováveis frações po1 idispersas do polímero, a fucana FP foi 
submetida à cromatografia de troca iônica em coluna de DEAE- 
celulose, (Cl—). 0 fracionamento foi realizado utilizando como
eluente, água e solução de cloreto de potássio de mo1 aridade 
crescente (0,25; 0,50; 0,75; 1,00 M). Figura 1.



LULOSE ( C D ,  ELUIÇXO POR ETAPAS.

FIGURA 1 - CROMATOGRAFIA DE TROCA IÔHICA DA FRAÇXO DE FUCANA F.P. EM DEAE-CE­

- Uma amostra (ig) da fucana FP foi cromatografada em coluna (3pOx65 cm de
d.i.), de DEAE-celulose utilizando o seguinte esquema de eluiçSo: 
a - água; b - eluíção por etapas com KCI, de concentração crescente - 0,25 M, 
(F-025), 0,50, H (F-050), 0,75 M = (F-075), 1,00 H (F-100). As fraçSes polís- 
sacarídlcas foram analisadas para carboldrato total̂ l, teor de grupos sulfa-
tô O, ácidos urônlcòs^ e proteínaŝ S.



FIGURA 2 - ANALISE POR c.f.g.» DOS PRODUTOS DE HIDRÓLISE ACIDA DA FUCANA

F-075b.

a - Coluna capilar SP 2340 à 2302, na Forma de acetato de aldltol. 
b - Fucana F-075, obtida por fracionamento em coluna de DEAE-celulose, hidro- 

lisada com T.F.A. (IN por 3h à 1002).

I - Fucltol penta-tf-acetato
II - Xilitol penta-tf-acetato
III - Manitol hexa-f?-acetato
IV - Galactitol hexa-£?-acetato
V - Glucítol hexa-tf-acetato



Este fraclonamento conduziu a obtenção de cinco 
subfrações com rendimento de 5,8 % (F-H20), 0,2 % (F-025), 10,3 % 
(F-050), 71,1 % (F-075); 1,4 % (F-100), respectivamente.

0 perfil da eluição destas frações é compatível com um 
aumento do teor de grupos sulfato, de 1,5 a 23,4 %, e
concom1tantemente com o de fucose, de 10,7 à 67 %. (Tabela 111 e 
IV) .

As diferentes frações pol1ssacaríd1cae após hidrólise 
apresentavam a mesma composição em monossacarídeos neutros 
(fucose, xilose, manose, galactose e glucose), mas em proporção
variável, (Tabela IV). Por este processo de purificação não foi 
possível dissociar proteína de polissacarídeo<

Portanto, o fraclonamento em coluna de DEAE-celulose 
permitiu a obtenção de uma família de heterofucanas isoladas de
L . bras i1 iens i s e por conter ácido urônico podem ser enquadrada 
na classificação de KLOAREG et al.^, como heterofucana contendo 
ácido urônico.

Com excessão da fração F-025, as outras frações 
continham predominantemente fucose, podendo esta família de 
heterofucanas ser diferenciada em quatro grupos: a) ricas em
xilose (F-025); b) ricas em manose (F-050); c) ricas em glucose 
(F-075); d) ricas em galactose (F-100).

A fração majoritária, (F-075; 72% de açucar total em 

termos de fucose), foi selecionada para o estudo estrutural como 
modelo para a família de heterofucanas sulfatadas de L. 
bras i1i ens i s, Figura 2, Tabela IV.



A fração F-075 contendo 16,8 % de ácido urôníco, foi 
carbox1-reduzida, (F-075-EDC), utilizando-se o processo descrito 
por TAYLOR & CONRAD*^, que envolve uma esterif1 cação prévia do 
grupo carboxlla do polímero (carbodiímida), seguido de redução
(boridreto de sódio).

A análise por c.f.g. (Tabela V ), dos produtos de 
hidrólise do polímero carboxi-reduzido, (acetato de alditol), 
revelou um aumento de manitol, (2,7 — > 11,5 %) e de glucitol 
(14,2 — > 27,0 %), proveniente da carboxi-redução do ácido
manurôníco e ácido glucurônico ou ácido gulurônico,
respect í vãmente.

A presença de ácido manurôníco e de ácido gulurônico 
poderia sugerir uma contaminação com ácido algínico. A ausência 
de 1 ,6-anidro- jò -tr i -Q~ acet i 1 -gu 1 ose ou de gulose penta-tf- 
acetato entre os produtos de hidrólise da fucana carboxi-reduzida 
quando analisado por c.f.g., exclui o ácido gulurônico como 
componente da fucana ou a presença de ácido algínico
contaminante, Figura 3, Tabela VI. Deste modo o aumento de 
glucitol observado neste processo redutlvo, origina-se do ácido 
glucurôn í co.

A homogeneidade da fucana F-075 foi testada frente as 
colunas de Blo-Gel P-100 e P-200, utilizando como eluente solução 
de cloreto de sódio 1M.

Em ambas colunas a fucana sulfatada foi eluída como um 
ünlco pico simétrico, e com volume de elulçâo igual ao do azul de 
dextrana, sendo considerada como excluída de ambas as colunas. 
Este fato poderia ser explicado por um elevado peso molecular da 
fucana ou por uma tendência em formar agregados.
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TABELA V - ANALISE POR c.f.g.» DOS PRODUTOS DE HIDRÓLISE DA
FUCANA F-075 E DA FUCANA F-075 CARBOXI-REDUZI D A .

a- c.f.g., em coluna capilar SP2340 à 2302, de acetatos de alditóís. 
b- Tempo de retenção relativo ao do glucitol hexa-tf-acetato, 
c- Fração elulda da coluna de DEAE-celulose, com KC1 0,75M.
d- Fração F-075 carboxí-reduzida, de acordo com o método de TAYL0R & 
C0NRAD119.
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FUCANAS F-075 E F-075-EDC.

FIGURA 3 - ANALISE POR c.f.g.» DOS PRODUTOS DE HIDRÓLISE , (GLICOSIDEOS), DAS

I e II - fucose tetra-tf-acetato
III - 1,6 anidro -{_-tri-tf-aceti 1 gulose 
IV - gulitol hexa-#-acetato 
V - gulose hexa-£/-acetato 
VI - manose hexa-tf-acetato

galactose hexa-tf-acetato 
glucose hexa-tf-acetato

c.f.g. em coluna capilar SP 2340 à 2052.
F-075-EDC, fucana carboxi-reduzida, tratada como em "A”.
Gulose tratada com T.F.A. (IN por 3h à 1002) e acetilada.
Gulose tratada com T.F.A. (IN por 8h à 1002), reduzida com NaBH<j e aceti­
lada.
Fucose tetra-/;»-acetato, acetilada (piridina: anidrido acético).
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TABELA VI - ANALISE DOS PRODUTOS DE HIDRÓLISE DAS FUCANAS F-075 E
F-075-EDC, (c.f.g.)8

a- c.f.g. dos acetatos de aldltóis (coluna capilar SP 2340 à 2052) 
b- Tempo de retenção relativo ò 1,5-di-tf-acetí1 2,3,4,6-tetra-tf-meti 1 

glucitol.
c- /.-fucose, (Sigma, U.S.A.), acetilada (piridina: anidrido acético 1:1). 
d- Obtida por tratamento ácido da /.-gulose (T.F.A. IN por 8h à 1002); redução 

da gulose residual, com boridreto de sódio seguido de acetilação. 
e- Obtida por tratamento ácido da /.-gulose (TFA IN por 3h à 1002) e acetilada 

(plridlnaianidrldo acético 1 :1). 
f- Produtos de hidrólise da fucana F-075 (TFA IN por 3h à 1002), acetilados 

(piridina:anidrido 1 :1). 
g- Produtos de hidrólise ácida da fucana F-075, carboxi reduzida**̂ , 

hidrollsada e acetilada como em "f".



1.03

Com a finalidade de comprovar tal agregação a fucana 
foi cromatografada em uma coluna de Bio-Gel P-200 utilizando 
uréia 7 M como eluente, (Figura 4). Neste processo o volume de 
eluição da fucana F-075, (Ve = 14,8 ml), foi maior do que o do 
azul de dextrana, (Vo = 7 ml).

A inclusão da fucana F-075 neste gel, poderia ser 
explicado pela ocorrência de desagregação do polímero, devido ao 
rompimento pela uréia de ligações não cova lentes dos agregados.

Segundo BRUNNGRABER « BROWN15, o polímero desagregado 
apresenta forma e peso molecular distintos em relação ao complexo
agregado, o que explicaria a exclusão (Ve de 17 e 16,8 ml
respectivamente) da fucana em Bio-Gel P-100 ou P-200, quando se 
utiliza cloreto de sodio como eluente.

Nas mesmas condições anteriores de eluição (uréia 7 M) 
uma dextrana padrão (sigma) de peso molecular 78.200 foi eluída 
num volume semelhante (14,8 ml) ao da heterofucana F-075. Deste 
modo, a fucana de bras i1 i ens i s, apresenta um peso molecular em
torno de 78.000.

ü peso molecular de fucanas foi pouco investigado.

0 'NEILL®5, obteve um peso molecular de 130.000 + 20.000,
(osmometria) para a fucana de Fucus ves i culosus enquanto que o 
valor obtido por BERNARD I S SPRINGER11, foi de 78.000, 
(ultracentrifugação). Estes dados são inconsistentes e devem ser 
melhor investigados.
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FIGURA 4 - CROHATOGRAMAS DA FUCAHA F-075 EH COLUHAS DE GíIS.

A - Blo-Gel P-200 (1x71 cm de d.l.)
Eluente: SoluçSo aquosa de NaCl 1 H 
Frações de l ml
Volume de elulção do azul de dextrana (Vo): 7ml 
Volume de elulçõo do cloreto de cobalto (Vl):60 ml

B - Blo-Gel P-200 (1x70 cm de d.l.)
Eluente: Solução de uréia 7 M 
Frações de 1 ml
Volume de elulçSo do azul de dextrana: 7ml

Apds elulçSo da fucana F-075, foi analisado o perfil de eluiçKo de dextrana de 
PM= 78.200.



da fucose, liberada por hidrólise total do polímero, com < — > —2— 
octanol seguido de acetilação do correspondente octíl- 
fucosídeo59, (Tabela VII, Figura 5).

A análise cromatográfica demonstrou a presença de 
quatro componentes com T, (relativo ao 1,5-di-tf-aceti1-2,3,4,6- 
tetra-£/-met. i 1 -g 1 uc i tol ) , de 1,34 (médio); 1,44 (grande); 1,92 
(pequeno) e 2,5 (médio).

Der í vat 1 zação de í_-fucose (sigma), mostrou os mesmos 
componentes, e praticamente nas mesmas proporçóes, enquanto que a 
D-fucose, (sigma) apresentou componentes com tempo de retenção 
distintos (T = 1,3 (médio); 1,54 (grande) e 2,08 (médio)).

Estes dados, Juntamente, com o valor da rotação ótica 
da fucana F-075, C 3̂  -77 (c, 0,55 em água) indicam que as 
porçóes da molécula contendo fucose da heterofucana são 
constituídas somente do (_ -enant i ômero, Tabela VIII.

Embora seja assumido que as algas pardas sintetizam 
/.-fucose, esta averiguação tem sido realizada quase que 
exclusivamente pela determinação do valor da rotação ótica do 
polímero, que varia em média de -75 a -140, nas diferentes 
heterofucanas investigadas.

Recentemente fucanas isoladas de A_̂  nodosum, H. 
pyr1 fera, B . bifurcata, P. pavon1 a e F\_ canaliculata tiveram a 
configuração absoluta da fucose determinada pela derivatização 
com (R)-2-butanol ou (R,S)-2-butano1̂  .

' .05

A configuração absoluta da unidades de fucose na
heterofucana de br as i 1 i ens i s foi investigada por derivatização



TABELA VII - ANALISE POR c.f.g. 8 DE OCTIL GLICOSÍDEOS

a - c.F.g. em coluna capilar SP 2340 à 2052.
b - Tempo de retenção relativo à 1,5-di-tf-aceti1-2,3,4,6-tetra-tf-meti1- 

glucltol.
c - Fucana F-07 hldrolisada (T.F.A. IN por 3h à 1002), dertvatlzada com <-)-2- 

octano!, (1302 por 15h), e acetliada de acordo com o método descrito por
LE0NTEIN et al.59.

d,e " L-fucose e tf-fucose, (Sigma U.S.A), derivatizadas com (-)-2-octanol nas 
condições descritas em "c".

f - Percentagem das áreas dos picos calculadas por integração automática.

CHAVE - G - grande; M - médio; P - pequeno.



LISE DA FUCANA F-075

FIGURA 5 - ANALISE POR c.f.g.» DE (-)-2-OCTlL GL1COSÍDE0S, OBTIDOS APÓS HIDRÓ­

a - c.f.g. em coluna capilar SP 2340 à 2052.
A - Fucana F-075 hidrolisada (TFA IN por 3h à 1002), glicosilada com (-)-2-oc-

tanol, e acetilada, segundo LEOTEIN et a 1.̂ 9 
B - PadrSo de /.-fucose, glicosilada como em "A”.
C - PadrSo de £>-fucose, glicosilada como em "A”.
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TABELA VIII - ROTAÇXO ÓTICA DE FUCANAS E DE SEUS PRODUTOS DE
HIDRÓLISE ACIDA PARCIAL.

a- RotaçSo ótica, determinada em soluçSes aquosas, à 25s.
b- Concentração dos pollssacarfdeos expressos em g%.
c- As siglas estão expressas na tabela ns X e XI1 e Figura 1.
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A grande variação do valor de rotação ótica das 
heterofucanas tem sido atribuída a vários fatores como grau de 
purificação da amostra, proporção de cadeias de ~í.-fucose e 
anomerlcidade dos demais açucares constituintes da molécula. Para 
sargassana^>2.3f contendo baixo teor de o< -f-fucose (2,5%), o 
valor negativo da rotação ótica (- 78,5) é atribuída a -£>- 
anomerlcldade dos demais componentes. Por outro lado, valores 
elevados de rotação ótica negativa é geralmente encontrado em 
polímeros com alto teor de unidades de cx. -f_-f ucop i ranos i 1 . A 
fucogal actana de Pe 1 vet. i a wr i qht i i ̂ , (51 % de fucose) apresenta
um valor de rotação ótica de - 1 4 1 2 . 0 mesmo valor é encontrado 
para a fucana de H i mmantha1i a 1orea^, (56,7% de fucose).

Por outro lado MI AN & P E R CI VAl7^>^ , fracionaram em 
coluna de DEAE-ce 1 u 1 ose, a fucana de H_;_ lorea em frações que 
apresentavam rotação ótica de -87 (2,5 M de fucose); -58 (10 M de 
fucose) e de -1322 (14 M de fucose), respectivamente. Isto indica 
que não se deve correlacionar o valor de rotação ótica com o teor 
de «x ~i -fucose, sem levar em copsideração a percentagem e 
anomerecidade dos demais componentes da molécula. Estes fatos 
explicam a rotação ótica de -77,2 da heterofucana de L. 
bras 1 1i ens1s, (63,1 % de fucose).

Para a determinação da composição dos açucares neutros, 
a hidrólise da fucana F-075, (T.F.A. IN por 1 0 0 2), foi
acompanhada pela determinação de açucar total e açucar redutor, 
Figura 5 . Após 3 horas de hidrólise, obteve-se um rendimento de 
81% de açucar redutor (relativo ao açucar total). Após 3 h, 
observou-se por c.f.g. e por c.p. um decréscimo progressivo e 
acentuado no teor da fucose, até completa degradação do 
polímero, (20 h de hidrólise).
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FIGURA 6 - DETERHINAÇXO DO TEMPO ÓTIMO DE HIDRÓLISE* DA FUCANA F-075.

$  Açücar Redutor 

0 Açúcar total

a. Fucana F-075 Foi hidrollsada com TFA IN por diferentes intervalos de tempo 
(0,5 — > 20h), à 1002. o acompanhamento foi realizado pela análise de car-
boidrato total (DUBOIS)̂ O e açucar redutor (S0M0GY1 & NELSON)^^



Grupos sulfato (semi-ester) tem sido observado em
diversos polissacarfdeos de Phaeophyta, embora não seja
específico desta divisão. Galactanas sulfatadas ocorrem na 
maioria das Rodophytas, (ágar, carragenanas, porfinanas), e 
raramente em Phaeophytas.

A heterofucana F-075 de bras i11ens1s, (72,5X de
açucar total), apresenta um teor de 23 % de semi-ester de
sulfato, (Tabela III). A relação molar fucose (c.f.g.): sulfato^ 
de 1,63 é superestimada por não levar em consideração a
percentagem de ácido urônico. No polímero carboxi-reduzido esta 
relação é de 1,3. Deste modo, na heterofucana de bras iIi ens i s 
de cada quatro unidades de fucose, três são sulfatadas.

Tentativas de dessu1fatação desta molécula não tiveram 
nenhum sucesso. Nenhuma dessu1fatação ocorre por tratamento do 
polímero com ácido clorídrico-metanol 0,075 M, como atestado pela 
recuperação total do polímero ' sulfatado, (relação fucose: 
sulfato, 1,63) e testes de viscosidade. Entretanto, o aumento da 
concentração de ácido (0 , 1 M), levou a uma completa degradação do 
po1 ímero.

A grande labi 1 idade à ácido diluído, característica de 
polímero contendo deoxy-açucar, seria em parte compensada, pelo 
posicionamento de um grupo elétron-atraente, como grupo sulfato 
em C-2 da fucose. Isto tornaria os eletrons não 1igantes do 
oxigênio da ligação glicosfdica menos disponíveis ao ataque por 
H+ , conferindo a esta ligação grande resistência a ação de ácido. 
Estes fatos, sugerem uma indicação de que o grupo sulfato não se 
encontra em carbono C-2 das unidades de fucose.

Á, A ]
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0 posicionamento do grupo sulfato no carbono C-4 da
/.-fucose foi confirmado pelo isolamento de /.-fucose 4-sulfato em 
produtos de hidrólise da fucana, (fucose: sulfato, 1:1: IV,
vibração de alongamento em 845 cm-*, típica de grupo sulfato em 
posição axial; açucar total: redutor 1 :1 ; oxidação com periodato: 
consumo de ~ 2 moles de ácido fórmico por mol de açucar, Esquema 
C, Tabela IX, Figura 7.

O composto com forte fluorescência sob U.V, apresentava
o mesmo comportamento cromatográfico, (Rglc 0,82) e
eletroforético, que o da fucose 4-sulfato Isolada por ANNO et 
a/.^ da fucana de Pe I vet- i a wr i qht i i , Figura 8 e 9.

Um dado adicional do posicionamento do grupo sulfato no
carbono C-4, foi obtido pela análise de meti1 ação do glicosídeo 
meti lado de fucose 4-sulfato. Após hidrólise o composto era 
compatível, (c.f.g. - acetato de aldítol), com 2 ,3-d1-tf-meti1-
fucitol. Também foi isolado, por hidrólise parcial, uma 
fucobiose sulfatada, com forte fluorescência sob U.V. Embora não 
tenha sido completamente caracterizada, este componente 
apresentava comportamento cromatográfíco (Rglc de 0,55), 
semelhante ao obtido por ANNO et a/.4 para 2-Q— ot ~L~ 
fucoplranosl l-/_-fucose, sulfatada em C-4, da unidade não 
redutora, Figura 8 e 9.

Outras tentativas de dessu1fatação por outros 

processos, como o tratamento da fucana em presenCa DMS0- 
p í r i d i na^'^5,123 ̂ (processo sol vol ít i co) , não se mostrou eficiente, 
quando aplicado a este polímero.



ESQUEMA C

a. Segundo ANN0 &(;
b. Eluida com acetona-H20 8:1
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TABELA IX - COMPOSIÇXO QUÍMICA DOS PRODUTOS DE HIDRÓLISE ACIDA
PARCIAL DA FUCANA (F.P.)8

a- Hidrólise ácida parcial da fraçSo F.P., segundo processo de Anno ,=>{• a/-*, 
sendo a FD-1 obtida do hldrolísado ácido por precipitaçSo com etanol (75%)j 
FN e FA, (fraçSes solüveis em etanol), e separadas em coluna de Dowex 1X8 
(formiato), eluidas com água e ácido fórmico, respectivamente.
A F.A. foi repurificada em coluna de celulose (eluição acetona:água, 8:1) e 
recebeu o nome de FA-I. 

b- Segundo método de DOGDSON S PRICÊ O. 
c- Método de fenol-ácído sulfdrlco (DUBQIS, 
d- Método do carbazol segundo B1TTER & MUIR12, 
e- Método de SOMOGY & NELSON H*.



FIGURA 7 - ANALISE POR ESPECTROSCOPIA DE INFRA VERHELHO.

Â - Fucana F-075, analisada na Forma sólida (pastilha de KBr).



ACIDA PARCIAL DA FUCANA F.P.

FIGURA 8 - ANALISE POR c.p. DESCENDENTE DA FRAÇXO FA, OBTIDA POR HIDRÓLISE

Fase móvel: B, Visuallzador: II, Tempo de corrida: 120 horas

1 - FraçSo FA hidrólise total (TFA IN, 3h, 1002)
2 - Padrões: a - ácido glucurônico, b - glucose, c - fucose
3 - FraçSo FA (RgicA = 0,82 e 0,55)
4 - FraçSo FA-I (RgicA = 0,82)



DRÓLISE ACIDA PARCIAL DA FUCANA F.P.

FIGURA 9 - ELETROFORESE DE ALTA VOLTAGEM (1700 V ~15 mA> DOS PRODUTOS DE HI­

- Tampão eletroforéttco: ácido acético 0,1 M-Piridina, pH 6,5, visuallzador 
"a"

1. Fração FA-I
2. Fração FA
3. Fração FA hidrolisada (T.F.A. IN por 3h à 100e)
3'. Fração FA-I, como em 3.
4. Padrões: a - ácido glucurônlco

b - H-aceti1-glucosamína



Tratamento alcalino^ não alterou a relação fucose: 
sulfato, (c.f.g.), nem levou a formação de 3,6-anidro-hexose, o 
que exclui a presença de sulfato em C-3 ou C-6 , nas demais 
hexoses constituintes do polímero.

Nesta molécula, o posicionamento axial do grupo 
sulfato, (I.V. 845 cm’*) em C-4 e sua resistência a dessu1fatação 
por tratamento alcalino são indicativos de um grupo sulfato e de 
um grupo hidroxila ocupando posição cis-vícinal. 0 posicionamento 
trans-v1cina 1 deste grupo conferiria grande labi 1 idade a alcali 
com a subsequente eliminação do grupo sulfato e formação de 
epóxidos correspondentes. (Apêndice I)

Os fatores de instabilidade conformaciona 1 da £.-fucose 
4-sul. fato quando testados em modelos moleculares admitem para 

esta molécula uma conformação *04, (I) com um grupo sulfato axial
C-4. Nenhuma absorção na região de 820 cm'* do espectro de I.V.
foi observado na fucana de bras i1 iens i s, quando então
participaria o grupo sulfato em posição equatorial

1 i  B
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A 1 lgaçSo <*■ -£-Fucosil na heteroFucana de L. 
bras iIiens1s Foi comprovada por espectroscopia de r.n.m.-^C. 
Apesar da multiplicidade de picos na reglSo C-l o valor de 6 
99,9 Foi atribuído ao C-l de unidades de o< -£-Fucosi 1 , e aquele 
de 6 16,3 ao CH3 da fucose.

0 espectro d.e n.m.r. nSo Foi realizado nesta Fucana. 
Entretanto, KLOAREG et al.^, atribuiu o valor de T 5,30 (r.n.m. 
lH> ao hidrogênio ^-anomerico, (equatorial), da Fucose em Fucana 
de cana 1i cu1ata. Este valor é inferior àquele, ( /T 5,43),
obtido por VILLAROEL e ZANLUNGO para a Fucana de Lesson i a 
F 1av icans.

Estes dados evidenciam que as unidades de Fucos11 estSo 
numa conFormaçSo predominante ^ 4, como previstas em modelos 
mo!. ecu 1. ares .

Em virtude da Fucana de bras 1 1i ens i s, constituir-se
de uma Família de polissacarídeos correlacionados é de difícil 
interpretação os resultados obtidos no polímero original. Para 
contornar essa dlFículdade, vários esquemas de Fracíonamento do 
polímero original Foram utilizados numa tentativa de esclarecer a 
estrutura dos componentes dessa Família.

A fraçSo FP, puriFicada por cetavlon Foi parcialmente 
degradada (Esquema C), o polímero resultante, FD-1 (Tabela X), 
era constituído principalmente de galactose (64,6 %), contendo os 
mesmos monossacarídeos do polímero original. Quando a FraçSo 
FD-1 Foi submetida a um processo de carboxí-reduçSo, observou-se 
um aumento no teor de manose e de glucose, (FD-2xEDC), Tabela X, 
Figura 10, Esquema D. Embora tal Fato pudesse sugerir uma 
contaminaçSo da Fucana com ácido algínico, em experimentos 
posteriores a FraçSo FD-2xEDC quando submetida a hidrólise e
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diretamente acetllada, (c.f.g.), n2o apresentou o composto 1 ,6- 
an í dro- A - l -gulose, (equilíbrio com gulose). Tal fato exclui a 
presença d© ácido gulurônico ou contaminação por ácido algínico.

Por fracionamento em Bio-Gel P-30 foi comprovado que a 
fração FD-2xEDC, era constituida de polímeros correlatos, um rico 
em manose, (FD-l-EDC, majoritário, C tx 3 +14) outro rico em
galactose, (FD-11-EDC, t e < +8 ,1 ), Tabela VII1 e X, Figura 1 1 .

Deste modo a fração FD-1, [ ©< ] +5,0 (c, 0,04 água), é
constituida principalmente de galactose, e de ácidos glucurônico, 
(Figura 16), e manurônico, (42,7 % dosado pelo carbazol), Tabela 
VI11 e X.

Os glicosídeos de alcool secundário de quiral, (-)-2- 
octano! da FD- 1 eram compatíveis com a f-fucos© e L_ga1 actos©, 
Tabela XI). A presença deste último enantiômero ainda não havia 
sido evidenciado em fucanas de Phaeophytas. Para estudar-se o 
envolvimento dos ácidos urônicos na fucana de bras i1 i ens i s uma 
fração mais purificada, F-075 (fracionamento em DEAE-celulose), 
foi submetida ao mesmo tratamento degradativo de FP. A fração 
degradada FD-2, l <x ] +11,44 (c, 0,63 água), rica em manose e
glucose, (Tabela XII), também forneceu por coluna de Bio-Gel P30, 
Figura 12, duas subfraçSes (FD-A e FD-B). Glucose não foi 
detectada na subfração majoritária (FD-A, 64% de rendimento), 
rica em manose. Esta fração apresenta um alto grau de 
po1 imerização (Tabela XIII) (g.p.= 61) em relação a FD-B (g.p = 
31: 33 % de rendimento, rica em xilose), Tabela XII. A presença
de ácido glucurônico na fração FD-A foi comprovada pelo 
aparecimento de glucose entre os produtos de hidrólise do 
correspondente polímero carbox1-reduzido, (FD-A-2xEDC), Tabela 
XII.
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TABELA X - ANALISE DOS PRODUTOS DE HIDRÓLISE DA FRAÇSO DEGRADADA FD-1, POR
c.F.g.8

a - Análise por c.f.g. dos acetatos de alditóls, (SP 2340 à 220s). 
b - Tempo de retençSo relativo ao glucitol hexa-0-acetato, 
c - Purificada por Cetavlon. 
d - Fraç3o degradada de FP.
e - Carboxi-reduçSo de FD-1 , (ester de carbodilmida / NaBH,})
f,g - Sub-fraç5es de FD-2xEDC, obtidas por fracionamento em Bio-Gel P-30.



PARCIAL DA FUCANA F.P.

FIGURA 10 - ANALISE POR c.f.g.8 DA FRAÇKO FD-1, OBTIDA POR HIDRÓLISE ACIDA

a - c.f.g. em coluna capilar SP 2340 à 230í, na Forma de acetatòs de alditóis.
A - FraçSo FD-1 obtida por hidrólise ácida parcial (H2SO4 0,05 N por lh à

ÍOO2) da fucana F.P.
B - FraçSo FD-lxEDC, obtida após a primeira carboxi-reduçSo da FD-1.
C - FraçSo FD-2xEDC, obtida após a segunda carboxi-reduçSo da FD-1.
D - Fração FD-I-EDC, obtida por fraclonamento da fração FD-2xEDC em coluna de

Bio-Gel P-30, (Col. 205 s).
E - FraçSo FD-ll-EDC, obtida por fraclonamento da fraçSo FD-2xEDC em coluna de 

Bto-Gel P-30.
1 - Fucltol, II - Xilitol, 111 - Manitol, IV - Galactitol, V - Glucítol



ESQUEMA D

CARBOX1-REDUÇXO E PURIFjCAÇXO DA FRAÇXO FD, OBTIDA APÓS HIDRÓLISE 
ÁCIDA PARCIAL DA FUCANA DE L. brasiliensís
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CIAL DA FUCANA F.P.

FIGURA 11 - CROHATOGRAHA DA FUCANA FD-2xEDC, OBTIDA POR HIDRÓLISE ACIDA PAR­

- Cromatograf1 a preparativa.
Blo-Gel P-30 (1,8X6 cm de d.l.).
Eluente: soluçSo aquosa de NaCl 1M.
FraçSes de 2,6 ml.
Volume de elulç3o do azul de dextrana (Vo): 40 ml. 
Volume de elulçSo do cloreto de cobalto (V1): 165 ml.



TABELA X! - ANALISE POR c.f,g.a DE OCT1L-GLICOSÍDEOS DA FRAÇXO FD-1

a - c.f.g. em coluna capilar SP 2340 (1902, 20 min. — > 2052, 3°/min) 
b - FraçSo obtida por hidrólise ácida parcial (H2SO4 0,05 H, lh, 1002), da 

fucana FP; derivatizada com (-)-2-octanol (1302 por 15h) e acetilada, de 
acordo com método descrito por LE0NTE1N et al.^ 

c - Q- © (t-ga!actos©, derivatizadas com (-)-2-octanol, nas condições 
descritas em ”b".

d - Tempo de retençSo relativo ao 1,5-di-0-acetil-2,3,4,6-tetra-0~meti1 
glucitol.

CHAVE - Percentagem das áreas dos picos: G - grande; M - médio; P - pequeno.



A pões 1b 1 11dade da heterofucana de br as 1 11ens1s ser

uma associação não covalente de uma homofucana com outros 
heteropo1 fmeros fica afastada em virtude dos vários 
heterofragmentos isolados dos produtos de hidrólise da fucana 
serem constituídos dos mesmos componentes do polímero original, 
embora em proporçóes variáveis. Deste modo a caracterização 
destes polímeros degradados é fundamental para o esclarecimento 
da estrutura do po1issacarídeo original. Vale ressaltar que tais 
polímeros degradados formam de 17 - 18% (Esquema C) da fucana 
original, sendo portanto bastante representativos da porção 
heteropo1 imórica da molécula.

Os dados das tabelas X e XI1 demostram que com exceesão 
da fração FD-A (ausência de glucose e baixa proporção de 
ranminose), todos os polímeros degradados continham os mesmos 
componentes da fração original (FP).

A fração FP é altamente heterogênea constituída de 
polímeros correlacionados conforme foi demonstrado pelo 
frac 1 oriamento em coluna de DEAE-ce 1 u 1 ose, (F-025j F-050; F-075,
F-100). Este fato é corrobado pela diferenciação que se observa 
nos polímeros degradados FD-l-EDC, (rico em manose) e FD-I1-EDC, 
(rico em galactose).

A fração F-075 não foi dissociada em Bio-Gel P-100 e 
P-200 ou em Bio-Gel P-200 em presença de uréia, Figura 4. Devido 
ao caracter homogêneo de F-075 é provável que os polímeros 
degradados, FD-A e FD-B, embora distintos, sejam na realidade 
segmentos provenientes de uma dníca molécula.

1.2 A



TABELA XII - ANALISE DOS PRODUTOS DE HIDRÓLISE DA FRAÇXO DEGRADADA FD-2, POR
e.f.g.a

a - Análise por c.f.g. dos acetatos de alditòis, (SP 2340 à 220£). 
b - Tempo de retenção relativo ao glucitol hexa-O-acetato.
c - Fucana purificada por Cetavlon e fracionamento em DEAE-celulose, <C1 —).
d - Fração degradada de F-075.
e,f - Sub-fraçSes de FD-2, obtidas por fracionamento em Blo-Gel P30.
g - Carboxi-redução de FD-A, segundo processo de TAYLOR â CONRAD*^.



FUCANA F-075.
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FIGURA 12 - CROHATOGRAHA DA FUCANA FD-2, OBTIDA POR HIDRÓLISE ACIDA PARCIAL DA

- Cromatografia preparativa.
Bio-Gel P-30 (1x65 cm de d.l.).
Eluente: soluçSo aquosa de NaCl 1H.
FraçSes de 2,5 ml.
Volume de elulçSo do azul de dextrana (VQ): 40 ml. 
Volume de eluiçSo do cloreto de cobaltó (Vj): 165 ml.



TABELA XIII - DETERMINAÇXO DO PESO MOLECULAR Mé DIO DAS FRAções
FD*.

a- FD, frações parcialmente degradadas, obtidas por hidrólise ácida parcial da 
fucana, segundo ANNO et al-*

FD-1, proveniente da fucana FP, (cetavlon).
FD-I-EDC e FD-11-EDC, frações, carboxi-reduzidas obtidas por 
fracionamento da FD-1 em coluna de Bio-Gel P-30.
FD-2, proveniente da fucana F-075 (DEAE-celulose).
FD-A e FD-B, obtidas da FD-2 por fracionamento em coluna de Bio-Gel 
P-30.

b- Determinado pelo método de PARK & JOHNSON®® usando a fórmula:

peso de amostra (mg) X 160
PH = .......— --------------

mg de açucar redutor

Fator 160 = peso molecular médio do anidro açucar, (c.f.g.); exceto para FD-B 
(F=146).



MIAN & PERCIVAL/^ utilizaram seis processos 
sequenc i ados d.e extração de fucanas de alga parda, (H_;_ lorea, B. 
bi furcata e pavon i a) e isolaram fucanas que se d i f er,enc i avam 
no teor de fucose, ácido urônico e sulfato. Tal fato demonstra 
que a depender do processo de extração são obtidas fucanas com 
composição diferenciada e ainda que,fa utilização de um ünico 
processo de extração não é suficiente para obtenção quantitativa 
destes polímeros. Além destes fatos, foi verificado que o 
processo de purificação da fucana de L_̂  bras 1 1 i ens i s por base 
quaternária em presenCa de cálcio, como sugerido por ANNO et al.^ 
não permitiu a recuperação completa do polímero. Parte do 
polímero (50%) foi recuperado no sobrenadante o qual 
surpreendentemente apresentava composição distinta da fucana 
precipitada por cetavlon. Deste modo, e por acaso obteve-se um 
fracionamento da fucana em polímeros, ricos em manose e ricos em 
galactose. 0 teor de fucose era semelhante nas duas fraçSes.

Os dados atuais não permitem o estabelecimento de um 
modelo estrutural para a fucana de brasi1iens i s. Entretanto os
dados de meti 1 ação e de oxidação com periodato da fucana (F-075 e 
F-075-EDC), permitiram uma determinação estrutural parcial da 
porção de heterofucana correspondente às unidades de fucose.

A ausência de absorção na região de grupos hldroxílicos 
no espectro de I.V. da fucana metilada (HAUQRTH^® ou HAKOMORI^^) 
é compátivel com um polímero completamente meti lado.

Foi constatado (c.f.g.: aldítol acetato), que o
derivado 3-0-meti1-fucito 1 aparece em alta percentagem, (65%) e 
em menor proporção 2,3-di-Q-meti1-fucito1, (17 %). Também foi

'.30
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Aliando os fatos de que os grupos sulfato, na 
het^rofucana de brast1 iensts são estáveis a alcali, 3-0-metíl 
fucitol é indicativo de unidades internas substituídas em C-2, 
com grupo sulfato em C-4.

Realmente, os dados de I.V., (absorção em 845 cm-*,
Figura 7), e o isolamento de fucose 4-eulfato (nos produtos de 
hidrólise parcial , Esquema C) bem como a alta percentagem de 
grupos sulfato, (axial; em conformação *0 4) nesta molécula, são 
concordantes com a presença de grupos sulfato em C-4 e 
substituição em C-2.

0 derivado 2 ,3-d1-O-met1 1 -fuc1tol é indicativo de 
grupos terminais não redutores sulfatado em C-4 e/ou de unidades 
internas com substituição glicosfdica em C-4, o que está em 
acordo - em ambos os casos - com o consumo de periodato observado 
na fucana F-075, (Figura 13,14 , Tabela XIV). Esta molécula 
também apresenta uma pequena percentagem, (1 ,8%) de grupos 
terminais não redutores, não sulfatados (2 ,3,4-trí-O-meti1 

fuc i to 1 ).

Unidades internas com ligação 1— >4 não podem ser 
excluídas nesta molécula em virtude da constatação do derivado 
3,4-di-O-meti1-fucitol, (1,8%).

observado a presença de 3,4-dí-Q- e 2,3,4-tri-O-met11-fucíto 1
(1,8 % de cada).



FIGURA 13 - CURVA DE 0X1DAÇX0 COM HETA-PERIODATO DE SÓDIO DA FUCANA F-075



COH NETA-PERIODATO DE SÓDIO.

FIGURA 14 - ANALISE* DOS PRODUTOS DE HIDRÓLISE ACIDA DA FUCANA F-075 OXIDADA

a - Análise por c.f.g., na forma de acetatos de alditóis (SP 2340 temperatura 
150->2002; 3 graus/min)



TABELA XIV - ANALISE POR c.f.g-8 DOS PRODUTOS DE HIDRÓLISE ACIDA
DA FUCANA F-075 OXIDADA COM META-PERIODATO DE SòDIO

a- c.f.g. dos acetatos de alditóis, em coluna capilar SP2340 à temperatura de 
150 — > 2002, 3 graus/minuto, 

b- Tempos de retenção relativos ao do glucítol hexa-tf-acetato.



0 exame da fase aquosa do hldrollsado permitiu, após 
tratamento apropriado, o isolamento de Fucitol livre. Excluindo a 
possibilidade de metilação Incompleta, o Fucitol pode ser 
proveniente de unidades internas di-sulFatada em C-3 e C-4 ou de 
unidades internas sulFatadas em C-4 e ramificadas em C-3 por 
unidades de Fucose sulFatadas em C-4 ou ainda ser proveniente de 
pontos de ramiFícação.

Portanto, os dados de met11 ação Fornecem uma indicação 
de cadeia principal Formada de unidades de Fucose com 
substituição majoritária em C-2, com grupos sul Fato em C-4. Há 
também a indicação de ramiFicação em C-3 numa relação de ~1:4 
relativo as unidades substituídas em C-2.

A rotação ótica da Fucana F-075 e de -77,2, (Tabela 
VIII) e o isolamento' de Fucobiosil (substituído em C-2 e 
sulFatado em C-4) indicam ligação glicosídica do tipo alFa 1— >2. 
Este dado é suportado por espectrometria de carbono-13 da Fucana 
F-075 ( é 99,9 na região de C-l).

Esta estrutura é compátivel com os dados de oxidação 
com periodato da Fucana, em que, observou-se uma recuperação 
quase total das unidades de Fucose no polímero oxidado (Tabela 
XIV) .

A pequena percentagem, (Degradação tipo Smlth), de 
treito). , (0 , 7 %) e eritritol (1 , 2  %) , deve originar-se da porção
heteropolimérica, (outras unidades monossacarídicas excluindo-se 
a Fucose).
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Qe ciados de metilação de porção heteropolimérica da 
fucana, (formada por manose, galactose, glucose, xi lose e ácidos 
urônícos) não foram muito esclarecedores em virtude da 
complexidade da molécula.

Entretanto, no polímero degradado (FD-A-2xEDC), rico em 
manose (78 %: Tabela XII), foi demonstrado por metilação que tais 
unidades formam uma cadeia linear substituída em C-4, (2,3,6-tri-
O-meti1-manito 1). A oxidação com periodato, levando à formação de 
eritritol está de acordo com os dados de metilação. Na fração FD- 
A-ZxEDC a fucose, galactose, glucose (este último monossacarídeo 
proveniente da carboxi-redução do ácido glucurônico), não foram 
suceptíveis à oxidação com periodato. Deste modo o glicerol 
gerrado no processo oxidativo deve resultar de manose 
(substituída em C-6 ) e em menor proporção da xilose (substituída 
em C-4 ou C-2). A glucose resultante da carboxi-redução do ácido 
urônico, não sendo oxidada sugere substituição, pelo menos, em 
C-3 do ácido glucurônico.

Vale ressaltar que o segmento de manose no polímero 
original, (F-075, Tabela XV) não foi suceptfvel à oxidação com 
periodato, como ocorre no polímero degradado. Tal fato sugere que 
o segmento de manose apresenta substituição por cadeias de fucose 
no polímero original. Esta suposição esta baseada no fato de que 
durante o processo degradativo da fucana (hidrólise parcial) 
quase toda fucose foi removida, (na fração FN, 85 % de fucose 
livre, e na fração FA). Tabela IX e XV, e Esquema C .



TABELA XV - ANALISE COMPARATIVA DA FUCANA (F-075) E DA FRAÇXO DEGRADADA 
(FD-2xEDC) APÓS OXIDAÇXO COH NETA-PERIÓDATO DE SÓDIO

a - Fucana purificada em coluna de DEAE-celulose 
b - Após oxidação com meta-periodato de sódio.
c - Obtida de F-075 após hidrólise parcial, fracionamento em coluna de Bio-Gel 

P-30 e carboxi-redução, (TAYLOR & CONRAD119).



FIGURA 15 - ANALISE POR c.p. ASCENDENTE DA FRÃÇXO FD-1, OBTIDA POR HIDRÓLISE 
ACIDA PARCIAL DA FUCANA F.P.

138

Fase móvel: C, Vi suaiizador: I e 11, Tempo de corrida: 40 horas

1 - Fração FD-1 hídrolisada, (TFA IN, 3h, 1002).
2 - Fração FD-1 hídrolisada, (TFA 0,5N, 20h, 1002).
3 - Padrões: a - ácido galacturônico, b - ácido glucurônico, c - galactose, d

- fucose
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Estes dados não permitem o estabelecimento de uma 
estrutura definitiva para este polímero, mas sugerem que são 
formados principalmente por uma cadeia de manose com provável 
alternância de lígaçóes 1— >4 e 1— >6 e apresentando no polímero 
original cadeias laterais de xilose e fucose. Estudos mais 
detalhados necessitam ser realizados neste polímero degradado 
afim de esclarecer o posicionamento das unidades de ácido 
glucurônico nesta molécula. Os resultados obtidos para a fração 
FD-I-EDC (metilação) são muito semelhantes aos da fração FD- 
A-2xEDC.

Embora a estrutura básica da porção homopo1imérica 
(relativo as unidades de fucose) seja comum à maioria das 
fucanas, a parte heteropo1 imér1 ca desta molécula apresenta grande 
diversidade estrutural, com arranjo molecular diferenciado em 
quase todas as fucanas isoladas de Phaephytas.

Embora existam duas espécies de Laminarias no Brasil, 
(L. br as i 1 i ens i s (Joly & Oliveira) e L_̂  abyssa 1 i s (Joly & 
Oliveira)), no presente trabalho foi investigada a estrutura do 
alginato de L_;_ br as i 1 i ens i s , coletada no litoral do Estado do 
Espirito Santo (Brasil) na profundidade de ~2Q metros no mês de 
abr i1 de 1983.

0 alginato extraído em meio alcalino (Esquema A), foi 
obtido na forma de ácido algínico por tratamento com ácido 
clorídrico, sendo este o esquema comumente utilizado para a 
extração de ácido algínico, (rendimento de 24,8% em peso seco 
relativo ao pó cetônico, Esquema A e B).



Para os estudos estruturais o poliurônideo foi
repurificado por complexação com base quaternária, (cetavlon) e 

descomp1 exação com solução de cloreto de sódio, (rendimento de
~18%). 0 alginato obtido, livre de grupo sulfato e de proteína
apresentava rotação ótica específica de -104,2 (c, 0,28 água) e 
um equivalente grama de 216, Tabela XXII.

Embora a hidrólise ácida seja um processo comumente
empregado para a determinação da composição do ácido algínico, 
não é entretanto um método apropriado para estabelecer a 

proporção das unidades formadoras deste polímero, em virtude do 
baixo rendimento em ácido urônico livre. 0 melhor rendimento em 
ácidos urônicos do alginato de L̂ _ br as i 1 i ens i s foi de 40%, o qual 
não está corrigido pelo fator de correção introduzido por Haug et 
al.^, de 0 ,6 6 , para compensar a preferêncial degradação do ácido 
gu1urôn i co.

A presença do ácido manurônico e gulurônico foi 

indicada por e 1etroforese^ do hidrolisado obtido por tratamento 
com T.F.A. 72% (por 18 h, 2-4 2) seguido de diluição do ácido para 
0,5 M (por 20h à 1 0 0 2). Entretanto nestas condições apenas 40% do 
total de ácido urônico foi obtido como indicado pelo método de 
carbazol^ e do fenol ácido sulfúrico^. Tal fato observa-se 
devido a alta resistência a hidrólise das ligações 
glicosidurônicas, aliado ao fato de que o ácido gulurônico é 

degradado à uma velocidade muito maior que o ácido manurônico^ . 
Tal fato explica o valor superestimado para a relação M/G do 
ácido algínico de L_. br as i 1 i ens i s quando utilizado o processo de 
comp1exaçãocom sais de brucina dos produtos de hidrólise ácida, 
de acordo com processo descrito por*SIDDIQUI

1.40
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FIGURA 16 - CURVA DE HIDRÓLISE3 DO ACIDO ALGÍNICO DE brasiliensis COM ACI­

a - Determinada à 1002, acompanhamento da hidrólise pelo aparecimento de açu-
M2car redutor, (SOMOGYI-NELSON) .



Um método alternativo para a determinação da relação de 
ácido yô -D-manurôn i co e -L-gu 1 urõn i co, (relação M/G), foi a 
carboxi-redução do ácido algínico utilizando-se dois processos 
di st i ntos.

A redução dos grupos carboxílicos do ácido algínico por 
esterificação com derivado de carbodiimida*^ seguido de redução 
do carboxí-ester com boridreto de sódio, forneceu um rendimento 
de 80% e carbox1-redução de 8 6% (titulação). O outro processo de 
carboxi-redução, envolveu a esterificação prévia com óxido de 
propileno e redução como no processo anterior, (rendimento de 85% 
e carboxi-redução de 75%, titulação). Figura 17 e 18, Tabela XVI 
e XVI I .

Tentativas em aumentar a percentagem de carboxi-redução 
por tratamentos subsequentes não foram alcançados. Por tratamento 
com óxido de propileno observou-se uma alteração na relação M/G. 
este fato não está bem esclarecido e deverá ser estudado 
posteriormente, Figura 18, Tabela XVI11.

A análise por cromatografia em fase gasosa (acetato de 
alditol) da gulomanana forneceu três componentes que foram 
identificados como 1,6-anidro-yS -L-gu1ose (14 %), manitol (55 %) 
e glucitol (31 %), Figura 17 e 20-A, Tabela XVI.



FIGURA 17 - ANALISE POR c.f.g.3 DO ACIDO ALGíNICO APÓS CARBOXI-REDUÇXO, POR

TRATAMENTO COM DERIVADO DE CARBODIIMIDA / NaBH4b

í. 43

a - c.f.g. dos acetatos de alditóis em coluna OV 225 à 205s.
b - Esterificação com carbodiimida, (EDC), seguido de redução do ester com 

NaBH4, segundo TAYLOR & CONRAD119.

I - 1,6-anidro p  -̂ -tri-tf-aceti 1-gulose
I I  - manitol hexa-tf-acetato
I I I  - glucitol hexa-/;/-acetato



TABELA XVI - ANALISE POR c.f.g.3 Dü Al.(iINATO CARBOX1-REDUZIDO POR TRATAMENTO
COM DERIVADO DE CARBODIIHIDA E NaBH4

a - c.f.g. em coluna OV 225 à 2052. 
b - Segundo processo de TAYLOR e CQNRAD^.
c - Tempo de retenção relativo ao galactitoHhexa-£7-*aeetato. 
d - Percentagem de cada componenteja relação H/G foi de 1,2:1.



FIGURA 19 - ANALISE POR c.f.g.a DO ACIDO ALGÍNICO DE U  frrasi1iensia. CARBOX1-

REDUZIDO, POR TRATAMENTO COM ÓXIDO DE PROPILENO/ NaBH4b

a - c.f.g. em coluna capilar SP 2340 à 2302.
b - Carboxi-redução segundo DEUEL^ e ASPINALL & CARAS-RODRIGUEŜ .
A,B,C - Acido algínico após o primeiro, segundo e terceiro tratamento como em 

”b”, respect i vãmente.

I - 1 ,6-anidro fi -£-tri-tf-aceti1-gulose
II - manitol hexa-tf-acetato
III - glucitol hexa-tf-acetato



TABELA XVII - ANALISE POR c.f.g.® DO ALGINATO CARBOXI-REDUZIDO POR TRATAMENTO
COM ÓXIDO DE PROPILENÓ / NaBH^

a - c.f.g. dos acetatos d© alditóis, em coluna capilar SP 2340 à 230s. 
b - Tratamento do ácido algfnico com o agente esterificante óxido de 

propileno, segundo DEUEL^, e redução do correspondente ester com NaBH4 

segundo ASPINALL & CAWAS-RODRIGUES7. 
c - Tempo de retenção relativo ao glucitol-hexa-tf-acetato.
d - Correspondem ao ácido algfnico de L^ brasi1iensis após o primeiro 

(A-1-0P), segundo (A-2-0P) e terceiro (A-3-0P), tratamento como em "a".



TABELA XVI11 - CARB0X1-REDUÇX03 DO ACIDO ALGÍNICO DE brasiliensis

14?'

a. Carboxi-redução do ácido algínico por sucessivos tratamentos com óxido de 
propileno/NaBH4 segundo DEUEL19 e ASPINALL & CABAS-R0DR1GUES7.

b. Fraçóes de: A = alginato de brasi1iensis submetido ao primeiro (A-1-0P), 
segundo (A-2-0P) e terceiro (A-3-0P) tratamento como em "a".

c. Relação das áreas de manitol/glucitol + 1,6 anidro-y3 -if_-gulose, por c.f.g. 
(alditol acetato).

d. Rendimento em relação ao ácido algínico ”A".
e. Viscosidade reduzida à 25s.
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Gulose(I) em condiçSes ácida*^ entra em equilíbrio com 
seu correspondente anidro-açucar (II).

FIGURA 19 - EQUíLIBRIO ACIDO DA GULOSE.

A presença de 1,6 - anidro-gu1ose nos produtos de 
hidrólise da gulomanana foi confirmada por espectroscopia de 
massa (Figura 20-A e 20-B) utilizando-se padrão de 1,6— anidro 
talose deuterada (Figura 20-C). Fragmentos, m/e da amostra: 243, 
229, 228, 186, 168, 139, 127, 126, 97; Figura 21.



1.4?

Estes dados estão de acordo com os de HEYS &
SCHARMANN42.

A determinação da relação M/G da gulomanana pelos dois 
processo de carboxi-redução são concordantes, sendo de 1,22:1 
pelo processo via esterificação com EDC e de 1:1 pela 
esterificação com óxido de propileno, (Figura 1 e 10, Tabela XVI 
e XVII). Tal relação é inexp1icave 1memnte diferente de 0,5:1 

obtida para o alginato de L̂. bras i 1 i ens i s por NISH1DA et al.®*. 
Esta relação não deve ser considerada como real, em virtude de 
ter sido obtida por processo h i dro 1 ít i co22.

0 valor da relação M/G do ácido algfnico de L. 
bras i1iens i s determinada no presente trabalho situa-se 
intermediariamente entre os valores obtidos para o ácido algfnico 
de L. hyperborea (0,21:1) e L. diqitata (3,66:1). Tabela II.

VariaçSes sazonais acentuadas no teor de ácido algfnico 
tem sido observadas em algas de águgs frias. Trabalhos core latos, 
realizados em alginato de Sarqassum cymosum (coletada no litoral 
do Paraná, Caiobá, durante 12 meses) não demonstraram variaçSes 
apreciáveis no teor deste poliurônideo (28,6 - 31,9 % em peso 
seco relativo ao pó cetônico). Tal estudo não foi realizado em L. 
bras i1i ens i s.



ESPECTROSCOPIÄ DE HASSA DO DERIVADO 1,6-anidro yÖ-D-gulose 

OBTIDO APÓS HIDRÓLISE DO ACIDO ALGÍNICO CARBOXI-REDUZIDO.

FIGURA 20-A - CROMATOQRAHA DOS PRODUTOS DE HIDRÓLISE (T.F.A. 1 N A IOO2 POR 8 

h) - ALDITOL ACETATO.



FIGURA 
20-B 

- 
ESPECTRO 

DE 
MASSA 

DO 
DERIVADO 

1,6-anidro-gulose.



FIGURA 
20-C 

- 
ESPECTRO 

DE 
MASSA 

DO 
DERIVADO 

1,6-anidro-talose 
deuterada.
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- ALGUNS DOS FRAGMENTOS DO 1,6-anidro-jB-L-guloee, OBTIDOS POR ÈS- 
PECTROSCOPIA DE MASSA

a .  B a s e a d o  em m e c a n i s m o  p r o p o s t o  p a r a  1 r 6 - a n i d r o - D ~ i d o s e  p o r  H E Y N S  & 

S C H A R M A N N 4 2 .

b .  I m p a c t o  d e  e l é t r o n s .



0 espectro de r.m.n.-^C do alginato de sódio de L. 
brasi1iens i s, (Figura 22) contém "mu 11 1pletes" na região do 
carbono anomérico. Segundo GRASDALEN et al.̂ 9 esses "mu 11ip1etes" 
refletem a sequência das unidades (M e G) e são sensíveis a 
natureza da unidade vizinha M ou G, baseado na constante de 

acoplamento C^CH(1)3 do bloco de manuronato (90% de pureza) de 
Ascophy11 um nodosum. Os sinais dos dois "dupletes" foram 
atribuídos a sequência, (de campo baixo para campo alto), MG, GG, 
MM e GM . Como polímero de L_. bras i 1 i ens i s não foi parcialmente 
degradado, não foram assinalados os sinais na região de campo 
mais a 1 to.

A gulomanana obtida pela carboxi-redução (via E.D.C.) 
do ácido algfnico de L_. bras i li ens i s, forneceu por r.m.n.-^C um 
sinal na região de C-l correspondente as unidades de 
manopiranosi1 a <$ 100,42 e outro das unidades de gu1opiranosi1 a 
á 101,35. Estes sinais foram assinalados pela determinação da 
constante de acoplamento, sendo o valor de 158 Hz correspondente 
à ligação ft -g1icosfdica, e o de 174 Hz à ligação o<-g1icosídica, 
(Figura 23).

Para o isolamento dos blocos M e G, o alginato de L. 
bras i1i ens i s foi submetido a dois tratamentos sucessivos com 
ácido oxálico 1M por 20h à 1 0 0 2, de acordo com o método de Haug 
et al.®®. Nestas condiçóes foram obtidas duas fraçóes: uma fração 
hidro1isáve1, (FH) e outra fração resistente à hidrólise (R-l). A 
fração R-l foi previamente dialisada, e em pH 2,85 forneceu as 
subfrações solüvel, (S-2) e insolúvel, (R-2) os quais originaram, 
(após diálise e tratamento com cetavlon), os blocos M, (FS) e os

1 54



FIGURA 22 - ESPECTROS DE r.m.n.-13C DO ACIDO ALGÍNICO DE brasi1iensifl. OB­
TIDO A 360 HHz EN RELAÇXO AO NÚCLEO DE *H, NA TEMPERATURA DE 332, 
EH D20.



FIGURA 23 - ESPECTROS DE r.m.n.-13C DO ACIDO ALGíNICO CARBOXI-REDUZIDO, DE L.
brasiliensis. OBTIDO A 360 MHz EN RELAÇXO AO NUCLEO DE *H, NA TEH- 
PERATURA DE 332, EH D20.



blocos G, (FI). Esquema E. Os rendimentos destas fraçSes estão na 
Tabela XIX.

0 bloco M, ?[c<]q-80) com um rendimento inferior (6 %)
ao do bloco G <17 %•, [<x]p-ll4) apresentou entretanto um grau de
polimerização de 26, superior do bloco G, Cg.p. 16) Tabela XX e 
XXI. Estes valores de g.p. obtidos pelo método do ferriciamento 
(Park e Johnson)®® aproxima-se daquele obtido por r.m.n.-^C.

Análise de r.m.n.-^®C destas fraçóes indicou que 
nenhuma impureza que não carboidrato estava presente, e que 
consistiam respectivamente de blocos M, e blocos G .

0 espectro de r.m.n.-*®C do bloco G não mostrou sinais
provenientes de unidades de ácido manopiranosidurônico, no qual a
relação sinal/ruído do espectro foi de 80, indicando que menos de 

2% desta unidade estava presente. As áreas relativas dos sinais 
de C-l a £ 101,76 (unidades ligadas glicosidicamente) e 94,49
(C-l do terminal redutor) indicou um g.p. de ~20. Sinais em é 
65,98; 68,13; 70,01; 81,03; 176,33 também foram assinalados
conforme Tabela XXI11 e Figura 24.

0s sinais no espectro de r.m.n.-*®C do bloco M foram 
diferentes daqueles assinalados no espectro d bloco G puro. Por 
exemplo, os sinais de C-l do bloco M foram assinalados a Á 101,02 
(correspondendo as unidades ligadas g1icosidicamentes) e 94,81 
(unidade redutora) juntamente com outro a 102,03 (8 % do total de 
C-l), correspondendo a unidades de gu1opiranosidurônico numa re­
lação de 20 : 205 : 11. Este bloco também fornece um sinal de

157



1 SR

a .  R e f e r ê n c i a  N s  3 8 .

S = S o b r e n a d a n t e  
R = R e s í d u o
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TABELA XIX - HIDRÓLISE ACIDA PARCIAL DO ALGINATO DE L. brasil iene is

a .  p e s o  s e c o  à 1002,  a t é  p e s o  c o n s t a n t e .

b .  á c i d o  a l g í n i c o  p u r i f i c a d o  p o r  b a s e  q u a t e r n á r i a ,  p H = 7  ( c e t a v l o n )

c .  P e r c e n t a g e m  o b t i d a  em o u t r a  p r e p a r a ç ã o .



160

T A B E L A  X X  -  C O H P O S I Ç S f O  Q U Í M I C A  E  P E S O  M O L E C U L A R  M É D I O  D O S  P R O D U T O S  D E  

H I D R d L I S E  A C I D A  P A R C I A L 3 , C A R B O X I - R E D U Z I D O S  D O  A L G I N A T O  D E  L ^  

b r a s i 1i e n s i s

a .  O b t i d o s  p o r  t r a t a m e n t o  d o  á c i d o  a l g í n i c o  com á c i d o  o x á l i c o ,  ( 1 M  p o r  2 0  h ,

2 X ,  à 1 0 0 o . ) ,  d e  a c o r d o  com o  m é t o d o  d e  H A U G  a / . ® ®

b .  F r a ç ã o  i n s o l v í v e l  ( F . I . )  e  f r a ç ã o  s o l ü v e l  ( F S )  em p H =  2 , 8 5 ;  c a r b o x i

r e d u z i d o s ,  s e g u n d o  p r o c e s s o  d e  T A Y L O R  S C O N R A D * * ® .

c .  D e t e r m i n a ç ã o  r e a l i z a d a  p e l o  m é t o d o  d o  f e n o l - á c i d o  s u l f ú r i c o  ( D U B O I S ) . ^

d .  D e t e r m i n a d o  p e l o  m é t o d o  d e  c a r b a z o l , s e g u n d o  B I T T E R  8 M U I R . * 2

e .  P e s o  m o l e c u l a r ,  d e t e r m i n a d o  p e l o  m é t o d o  d e  P A R K  8 J O H N S O N , ® ®  u s a n d o  a 

f ó r m u l a  : PMm= P e s o  d a  a m o s t r a  (mo> X  1 7 3

Mg d e  a ç u c a r  r e d u t o r  ,

F a t o r  1 7 3 =  p e s o  m o l e c u l a r  d e  á c i d o  u r ô n i c o  a n i d r o .



161

TABELA XXI - ROTAÇXO ÓTICA DOS PRODUTOS DE HIDRÓLISE ACIDA PARCIAL3 DO ACIDO
ALGíNICO DE L.brasi1iensis

a .  O b t i d o s  p o r  t r a t a m e n t o  d o  á c i d o  a l g f n i c o  d e  L . b r a s i 1 i e f t s i s  com á c i d o  

o x á l i c o  ( 1K ,  2 X ,  2 0 h  à 1 0 0 o . )  s e g u n d o  H A U G  eú  a /.38

b .  F r a ç ã o  i n s o l ú v e l  ( F I )  e  f r a ç ã o  s o l ú v e l  ( F S )  em p H  2 , 8 5 ,  c a r b o x i - r e d u z i d o s  

( F S - O P  e F I - O P )  p o r  t r a t a m e n t o  com ó x i d o  d e  p r o p i l e n o / N a B H 4  s e g u n d o  D E U E L*8 
e  A S P 1 N A L L  5 C A B A S  -  R O D R I G U E S 7 .

c .  D e t e r m i n a ç õ e s  r e a l i z a d a s  à 2 5 ° .

d .  C o n c e n t r a ç ã o  d o s  p o l i s s a c a r f d e o s  e x p r e s s a  em g% e m:  

d '  = á g u a

d "  = s o l u ç ã o  d e  N a C l  0 , 1  M.



TABELA XXII - ROTAÇXO ÓTICA DO ALGINATO ANTES E APÓS CARBOXI-REDUÇXO3 COM 
ÓXIDO DE PR0PILEN0/NaBH4
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a .  E s t e r i f i c a ç ã o  com ó x i d o  d e  p r o p i l e n o ,  s e g u n d o  D E U E L ^ ,  s e g u i d o  d e  r e d u ç ã o  

d o  e s t e r  com N a B H 4 ,  d e  a c o r d o  com A S P I N Â L L  ô  C A H A S - R O D R I G U E S ^ .

b .  F r a ç õ e s  d e :  A =  a l g i n a t o  d e  s ó d i o  d e  L . b r a s i I i e n s i s , e  d e  s e u s  p r o d u t o s  a p ó s  

o  p r i m e i r o  ( A - l - Ü P ) ;  s e g u n d o  ( A - 2 - 0 P )  e  t e r c e i r o  ( A - 3 - 0 P ) ,  t r a t a m e n t o  como 

em " a " .

c .  R o t a ç ã o  ó t i c a  d e t e r m i n a d a  à 2 5 ° .

d .  C o n c e n t r a ç ã o  d o s  p o l i s s a c a r f d e o s  e x p r e s s a  em g% em:  

d "  = á g u a

d "  = s o l u ç ã o  d e  N a O H  0 , 1  M.
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T A B E L A  X X I I I - S I N A I S »  E  S U A S  A T R I B U I Ç Õ E S  O B S E R V A D A S  N O S  E S P E C T R O S  D E  r . m . n . - 13C 

DO A C I D O  A L G í N I C O  D E  L ^  b r a s i 1 i e n s i s  E  D E  S E U S  P R O D U T O S  D E  

H I D R Ó L I S E  A C I D A  P Â R C ! A L b , < F S  0 F I > .

a -  S i n a i s  com d e s l o c a m e n t o s  q u í m i c o s  e x p r e s s o s  em ( p . p . m . )  r e l a t i v o s  à 

r e s s o n â n c i a  d o  t e t r a m e t i 1 s i  1 a n o  ( T . M . S . )  

b -  H i d r ó l i s e  á c i d a  p a r c i a l  s e g u n d o  H A U G

c -  F r a ç ã o  F S =  " B l o c o s "  d e  á c i d o  ^ ~ # ~ m a n u r õ n i c o ,  o b t i d o  como em " b " .  

d -  F r a ç á o  F ! =  " B l o c o s "  d e  á c i d o  ^ - / . - g u l u r ô n i c o ,  o b t i d o  como era " b " .



FIGURA 24 - ESPECTROS DE r.m.n.- 13C DOS BLOCOS DE ACIDO cx -L-GULURÔNICO DE L.
brasiliensis, OBTIDO A 300 HHz EH RELAÇXO AO NtfCLEO DE 1H, NA TEM­
PERATURA DE 252, EM DZ0.
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i 81,12 correspondente a substituição era C-4 das unidades de cx - 
L-GulpA.

A comparação das áreas dos sinais das unidades 4-0- 
substituidas com aquele do terminal redutor, forneceu um g.p. de 
-19.

Outros sinais ( é 70,92; 72,36; 76,85; 78,91;176,16)
também foram obtidos conforme dados da Tabela XXIII e Figura 25.

0 grau de pureza destes blocos também foi determinado 
após c.f.g. dos correspondentes blocos M e  G após carboxi- 
redução. 0 bloco M carboxi-reduzido via C.M.C. (FS-CMC) 
demonstrou a presença de 95 % de manitol, (2 % de 1,6— anidro 
gulose e 3 % de glucitol), Figura 26, Tabela XXIV. Pelo mesmo 
processo anterior de carboxi-redução, o bloco G, (FI-CMC), Figura 
27, Tabela XXIV), continha 59 % de glucitol e 36,5 % de 1,6
anidro gulose, (4 % de manitol), o que demonstra um grau de
pureza de 96%. Resultados semelhantes foram obtidos por carboxi- 
redução destes blocos usando óxido de propileno, Tabela XXIV. 
Estes dados estão em concordância com aqueles obtidos por 
r . m . n . -^C .

Ha porção da molécula de alginato suceptfvel a
hidrólise parcial, Esquema E, (Fração hidro1isáve1, FH, 43% de
rendimento) apresentou três componentes (solvente "d",
visualizador I e II) com RglcA de 1,1; 0,93 e 0,74. Após
purificações apropriadas o componente com RglcA de 1,1 f'oi
identificado como uma mistura de ácido manurônico e ácido

13gulurônico (por análise de r.m.n.- C e eletroforese em presença 
de fons cálcio^).
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FIGURA 25- ESPECTROS DE r.m.n.-13C DOS BLOCOS DE ACIDO -D-HANURÔNICO DE L- 
brasi1iengla. OBTIDO A 300 MHz EH RELAÇJtO AO NUCLEO DE H, NA TEM­

PERATURA DE 252, EM D2O.
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TABELAXXIV-ANALISE (c.f.g.)a DOS PRODUTOS DE HIDRÓLISE ACIDA PARCIAL^ DO ACIDO
ALGíNICO DE L. brasi1iensis.

c -  T e m p o  d e  r e t e n ç ã o  r e l a t i v o  a o  g l u c i t o l  h e x a - t f - a c e t a t o

d -  F r a ç ã o  s o l ú v e l ,  ( F S )  e  f r a ç ã o  i n s o l ú v e l ,  ( F I ) ,  o b t i d a s  co mo  em " b ” ,
• ♦

c a r b o x i - r e d u z i d a s  com d e r i v a d o  d e  c a r b o d i i m i d a  ( C . M . C . > /  N3B H4 ,  ( F S - C M C  e

Fi-cmc)

e -  O b t i d a s  como em " b ” , s e n d o  a c a r b o x i - r e d u ç ã o  r e a l i z a d a  p o r  t r a t a m e n t o  com

ó x i d o  d e  p r o p i l e n o  /  N a B H4 d e  a c o r d o  com D E U E L ^  e  A S P 1 N A L L  & C A f í A S -

R O D R I G U E S ?

T R A Ç O S  -  c o r r e s p o n d e m  a ~ 2 - 5  %



FIGURA 26 - ANALISE POR c.f.g.3 DA FRAÇXO FS-CMCb.

1 6 8

a -  c . f . g .  em c o l u n a  c a p i l a r  S P 2 3 4 0  à 2 3 0 2 .

b -  F r a ç ã o  s o l ü v e l ,  ( b l o c o s  d e  á c i d o  m a n u r ò n i c o ) ,  o b t i d a  p o r  h i d r ó l i s e  á c i d a

p a r c i a l  d o  á c i d o  a l g í n i c o  d e  L .  b r a s i 1 i e n s i s . ( H A U G  c-rí a / . ® ® ) .  c a r b o x i -

r e d u z i d a  com d e r i v a d o  d e  c a r b o d i i m i d a  ( C . P . C . )  e  N a B H4, s e g u n d o  T A Y L O R  S 
119

C O N R A D  .

1 -  m a n i t o l  h e x a - t f - a c e t a t o
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FIGURA 27 - ANALISE POR c.f.g.3 DA FRAÇXO Fl-CMCb.

a -  c . f . g .  em c o l u n a  c a p i l a r  S P  2 3 4 0  à 2302.

b -  F r a ç ã o  i n s o l ú v e l ,  ( b l o c o s  d e  á c i d o  g u l u r ô n i c o ) ,  o b t i d a  p o r  h i d r ó l i s e  á c i d a

p a r c i a l  d o  á c i d o  a l g f n i c o  d e  L .  b r a s i 1 i e n s i s . ( H A U G  c a r b o x i -

r e d u z i d a  com d e r i v a d o  d e  c a r b o d i i m i d a  ( C .  . C . )  e  N a B H , } ,  s e g u n d o  T A Y L O R  & 
119CONRAD-  .

I -  1 , 6  a n i d r o  jò - / f . - t r i - t f - a c e t i  1 - g u l o s e

I I  -  g l u c i t o l  h e x a - t f - a c e t a t o



NISHIDA et al.^ utilizando uma condição hidrolftica 
muito menos drástica <HC1 0,3 M por 2h à 1 0 0 2) isolaram blocos G 
(37 %) e M (33 %) e uma fração mista MG (30 %) de algínato de L .
bras i1i ens1s.

Alginato d© L_. diqitata submetido à hidrólise parcial 
(ácido oxálico 1M 20 h, 10 0 2) originou uma fração resistente à 
hidrólise com g.p. 20-30 e tratamento à pH 2,85 conduziu à
obtenção de uma fração solúvel com 80-90% de unidades de ácido/

manurônico e uma insolúvel com 80-90% de unidades de ácido
30gulurônico38. Uma acurada determinação dos componentes de tais 

blocos baseado no tamanho do respectivo sinal na região de H-l 
(r.m.n.-^H) demonstrou que o bloco M tinha €J5% d© pureza © o 
bloco G 90%.

No presente trabalho o isolamento de blocos M e G de
alginato de L_. br as i 1 i ens i s com graus de pureza maiores do que os
previamente relatados, demonstra que houve preferencial hidrólise
na região GM, 0 modelo estatístico,de PAINTER et al 1®® propõe
que tais blocos poderiam originar-se de hidrólise por acaso
(randômica), ao longo da cadeia de ácido algfnico. Uma explicação
alternativa para a obtenção dos blocos M e G do alginato por
processos hidro1fticos, foi fornecida por HAUG et al.®®. Estes,
sugerem que as frações hidroso1úveís e resistentes do alginato
possam ter diferentes graus, de crista 1inidade. Entretanto

68MANGRICH et al. examinando alginato de L_. bras i 1 i ens i s por 
difração de RX, não observaram evidência de crista1inidade neste 
polímero. Mas uma tendência de organização "tipo lamelar" (nos 
blocos M e G) foi observada por difração de RX após complexação 
destes blocos com íons, (Cû + ou Vo^+) . 0s derivados com cálcio

i7<3



n ã o  f o r n e c e r a m  t a l  o r g a n i z a ç ã o .

P o r t a n t o ,  o  m e c a n i s m o  d e  o b t a n ç ã o  d o s  b l o c o s  M e  G, p o r  

p r o c e s s o s  h i d r o 1 f t i c o s , a i n d a  n ã o  e s t á  c o m p l e t a m e n t e  e s c l a r e c i d o .

0 a l g i n a t o  d e  L . b r a s  i 1 i e n s  i s  é  um c o p o l í m e r o  b i n á r i o  

l i n e a r  c o n s i s t i n d o  d e  u n i d a d e s  d e  á c i d o  /S - ^ - m a n u r õ n i c o  e  <* 

g u l u r ô n i c o ,  ambos s u b s t i t u í d o s  em 0 - 4 .  Uma r e l a ç ã o  d e  1 , 1 6 : 1  f o i  

d e t e r m i n a d a  p o r  r . m . n - ^ C  do d e r i v a d o  g u l o m a n a n a ,  e  c o n f i r m a d a  

p e l a  a n á l i s e  d e  c . f . g .  d o s  p r o d u t o s  d e  h i d r ó l i s e  d e  t a l  p o l í m e r o ,  

(M/G d e  1 , 2 : 1 )

Os d a d o s  d e  m e t i l a ç ã o  d o  p o l í m e r o  c a r b o x i - r e d u z i d o  v i a  

EDC f o r a m  c o n c o r d a n t e s  com o s  a n t e r i o r e s  o n d e  a r e l a ç ã o  M/G, 

(2 , 3 , 6- t r  i-£7~met  i 1 m a n i t o l /  2 , 3 , 6 , - t r  i - t f - m e t  i 1 g l u c i t o l ) ,  f o i  d e  

1 : 1 .

Ao l o n g o  d a  c a d e i a  d o  a l g i n a t o  d e  L . b r a s  i 1 i e n s  i s  e s t ã o  

d i s t r i b u í d o s  b l o c o s  M ( 9 % ) ,  G (26%)  e  r e g i õ e s  h í b r i d a s  

c o n s t i t u í d a s  d e  u n i d a d e s  M e  G ( 6 5 % ) .

171



172

APÊNDICE I

FORMAÇXO DO ANEL E P ó X 1 DO, POR TRATAMENTO ALCALINO,  DE 

CARBO J. Dí?ATQ22,97

Os e p ó x i d o  d e  a ç u c a r e s  b 3 o  o b t i d o s  p o r  r e a ç ã o  d e  

d e s l o c a m e n t o  n u c l e o f í l i c o  i n t r a m o  1e c u 1 a r  e  e n v o l v e  a p a r t i c i p a ç ã o  

d e  g r u p o s  h i d r o x f l i c o s  v i c i n a i s  d o s  q u a i s ,  um d e s t e s  é  

s u b s t i t u í d o  p o r  um g r u p o  h i d r o x i s u 1 f o n a t o . 0 a n e l  a n i d r o  d e  t r ê s  

membros é  m a i s  f a c i l m e n t e  f o r m a d o  q u a n d o  o s  á t o m o s  d o s  o x i g ê n i o s  

da  h i d r o x i l a ,  e  a q u e l e  d.o g r u p o  q u e  " s a i  f á c i l ”  ( " l e a v i n g  

g r o u p " ) ,  podem a d o t a r  o r i e n t a ç S e s  n a s  q u a i s  e l e s  s á o  c o p l a n a r e s  e  

èrans■

P e l a  a n á l i s e  c o n f o r m a c i o n a  1 d e  a n é i s  p i r a n o s f d i c o s  

d e m o n s t r a - s e  q u e  t a l  c o n d i ç á o  n e c e s s i t a  q u e  o s  g r u p o s *  v i c i n a i s  

e s t e j a m  no  p o s i c i o n a m e n t o  t r a n s - d i a x i a  1 .  U s a n d o - s e  m o d e l o s  

m o l e c u l a r e s  d e  d e r i v a d o s  h i d r o x i - s u 1 f o n a t o s  q u e  a p r e s e n t e m  

h i d r o x i ) .  a s  l i v r e s  v i c i n a i s  é  p o s s í v e l  c o n s t r u i r  v á r i o s  m o d e l o s  e  

p r e v e r  a q u e l e s  q u e  f o r ma m o u  n á o  a n e l  a n i d r o  d e  t r ê s  me mbr o s  p o r  

t r a t a m e n t o  a l c a l i n o .  Em m u i t o s  c a s o s  é  n e c e s s á r i o  uma mud a nç a  

c o n f o r m a c i o n a l d o  a n e l  p i r a n o s í d i c o  q u e  o r i g i n a  um e s t a d o  d e  

t r a n s i ç á o  n e c e s s á r i o  p a r a  a f o r m a ç á o  d o  a n e l .  Ü d e r i v a d o  1 , 6  

a n i d r o - 2- O - m e t a n o s u 1 f o n i 1 jS - D - g a l a c t o p i r a n o s e  ( I )  q u e  p o s s u a  um 

a r r a n j o  í r a n s ~ d i a x i a  1 d o s  g r u p o s  em C - 2  e  C - 3 ,  p r o n t a m e n t e  

f o r m a r á  1 , 6 : 2 , 3 - d i a n i d r i d o - ^ f i  - D - t a  1o p i r a n o s e  ( 1 1 ) ,  p o r  t r a t a m e n t o  

com b a s e .
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P o r  o u t r o  l a d o  o d e r i v a d o  1 , 6  -  a n i d r o - 2 - t f - t o l u e n o  

P - s u  1 f  on i 1 -^3 -fj- a 1 t r o p  i r a n o s ©  ( I I I )  n ã o  f o r m a  e p d x i d o ,  em v i r t u d e  

d o  p o s i c i o n a m e m n t o  trans~ d i e q u a t o r i a  1 d o s  g r u p o s  h i d r o x í l i c o s  e  

e s t e r  s u l f o n a t o s  n ã o  p e r m i t i r ,  p o r  m u d a n ç a  c o n f o r m a c i o n a  1 a 

f o r m a ç ã o  d e  um e s t a d o  d e  t r a n s i ç ã o  a p r o p r i a d o .

Ts . tolueno-p-sulfonil



A c o m p r o v a ç ã o  q u e  o  e s t a d o  d e  t r a n s i ç ã o  a p r o p r i a d o  é  

d e c i s i v o  p a r a  a f o r m a ç ã o  d e  e p ó x i d o  (OH l i v r e  e  v i c i n a l )  é 

d e m o n s t r a d o  com o d e r i v a d o  m e t i 1 4 , 6 - t f - b e n z i 1 i d e n o - 2 - t f - t o 1u e n o - p -  

s u  1 f o n  i I - ex - £ > - g ! u c u c o p i  r a n o s  i d e o  na  c o n f o r m a ç ã o  ( I V ) .
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Embor a  o s  g r u p o s  h i d r o x f l i c o s  e  e s t e r e s  s u l f o n a t o s  

e s t e j a m  em C - 2  e  C - 3  num p o s i c i o n a m e n t o  f r a n s - d i e q u a t o r i a  1 ,  t a l  

d e r i v a d o ,  ( I V ) ,  f o r m a  p o r  t r a t a m e n t o  com a l c a l i ,  e p ó x i d o  2 , 3 -  

a n i d r o - m a n o s i d i o  ( V ) .  E n t r e  a s  d i v e r s a s  m u d a n ç a s  c o n f o r m a c i o n a i s  

p e r m i t i d a s ,  uma c o i n c i d e  com a q u e l a  d o  e s t a d o  d e  t r a n s i ç ã o  ( t i p o  

^S.5 ) na  q u a l  o  s u b s t .  i t u  i e n t e s  em C - 2  e  C - 3  a d o t a m  c o n f o r m a ç õ e s  

t r a n s - d i a x i a i s  f a v o r á v e i s  a f o r m a ç ã o  d o  a n e l .  M u i t o s  

p o 1 i s s a c a r í d e o s  s u l f a t a d o s  i s o l a d o s  d e  a l g a  ( P h a e o p h y t a  ou



R o d o p h y t a )  a p r e s e n t a m  o g r u p o  á c i d o  ( e s t e r )  em p o s i ç ã o  f a v o r á v e l  

(em c a r b o n o s  s e c u n d á r i o s )  à f o r m a ç ã o  d e  e p ó x i d o  d e  t r ê s  me mbr o s .  

N e s t e  c a s o  a a b e r t u r a  d o  a n e l ,  p o r  n u c l e ó f i l o ,  d a  o r i g e m  a 

d e r i v a d o  q u e  p e r m i t e  o e s t a b e l e c i m e n t o  d a  p o s i ç ã o  d o  g r u p o  

s u l f a t o ,  como o c o r r e  com o m e t i 1 x i 1o p i r a n o s í d e o  2 - s u l f a t o ,  j á  

d e s c r i t o  a n t e r i o r m e n t e . ( i t e m  4 . 4 . )



Embora  o a t a q u e  n u c  ).e o f  í 1 i c o  p o s s a  o c o r r e r  em q u a l q u e r  

d o s  c a r b o n o s  q u e  p a r t i c i p a m  d o  a n e l ,  n o r m a l m e n t e  o c o r r e  a 

p r e d o m i n â n c i a  d e  um d o s  d e r i v a d o s  d e  a c o r d o  com a e s t a b i l i d a d e  

c o n f o r m a c i o n a  1 d o  d e r i v a d o .  0 d e r i v a d o  V I 1 é f o r m a d o  em m a i s  

a b u n d â n c i a  d o  q u e  o V I I I .
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APÊNDICE II

i 77

LESSONANAS

Foram o b s e r v a d a s  v a r i a ç õ e s  a c e n t u a d a s  em f u c a n a s  

i s o l a d a s  d e  e s p é c i e s  d o  mesmo g ê n e r o .  A f u c a n a  d e  L e s s o n 1 a 

f 1 a v  i c a n s ' ^  e r a  c o n s t i t u í d a  s o m e n t e  d e  L - f u c o s e ,  [ r e s s o n â n c i a  

n u c l e a r  m a g n é t i c a  d e  p r o t o n s  nçl,20  (CH3 d a  f u c o s e ) ;  X  4 , 9 7  

( h i d r o a ê n i o s  d o  c i c l o )  e  X 5 , 4 3  ( h i g r o g ê n i o  a n o m é r i c o ) ) ,  e  

p o d e r i a  s e r  c l a s s i f i c a d a  como f u c a n a  " i d e a l " ,  s e g u n d o  KLOAREG 

et a / - 52 . E n t r e t a n t o  a f u c a n a  s u l f a t a d a  d e  L e s s o n  i a n i q r e s c e n s ^  

a p r e s e n t a v a  uma c o m p o s i ç ã o  q u í m i c a  c o m p l e x a  f o r m a d a  d e  f u c o s e ,  

g a l a c t o s e ,  m a n o s e ,  x i l o s e  numa r e l a ç ã o  m o l a r  d e  6 : 1 : 2 , 9 : 3 , 5  a l é m  

d e  uma a l t a  p e r c e n t a g e m  d e  á c i d o  u r ô n i c o ,  ( 2 6 % ) ,  s u l f a t o ,  (9%) e  

p r o t e í n a  ( 1 1 , 4 % ) .  T a l  f u c a n a  p o d e r i a  s e r  c l a s s i f i c a d a  como 

h e t e r o f u c a n a  c o n t e n d o  á c i d o  u r ô n i c o  na  c l a s s i f i c a ç ã o  J á  c i t a d a ,  

d e  KLOAREG.

P o r  h i d r ó l i s e  á c i d a  p a r c i a l  a m o l é c u l a  f o i  f r a g m e n t a d a  

em o 1 l g o s s a c a r f d e o s  n e u t r o s ,  c o n s t i t u í d o s  s o m e n t e  d e  g a l a c t o s e ;  

o l i g o s s a c a r f d e o s  á c i d o s ,  e  um p o l í m e r o  d e g r a d a d o  q u e  c o n t i n h a  

t o d o s  o s  m o n o s s a c a r í d e o s  d o  p o 1 i s s a c a r í d e o  o r i g i n a l .  Os 

o l i g o s s a c a r í d e o s  n e u t r o s  d e  g a l a c t o s e ,  a p r e s e n t a v a m  s u b s t i t u i ç ã o  

em C - 2 ,  C - 3 ,  C - 6  e  uma u n i d a d e  t e r m i n a l  n ã o - r e d u t o r a . E s t e s

o l i g o s s a c a r í d e o s  p o r  n ã o  c o n t e r e m  s u l f a t o  d i f e r e n c i a  e s t a  f u c a n a  

d a q u e l a  d e n o m i n a d a  S a r g a s s a n a .  E n t r e  o s  v á r i o s  o l i g o s s a c a r í d e o s  

á c i d o s  o b t i d o s  p o r  h i d r ó l i s e  p a r c i a l  d a  f u c a n a ,  d o i s  e r a m 

c o n s i t u f d o s  d e  á c i d o  g l u c u r ô n i c o  e  f u c o s e .  0 a l t o  t e o r  d e  á c i d o  

u r ô n i c o  ( 2 6 , 4 %  em p e s o  ou 4 3 , 3 %  em t e r m o s  d e  a ç u c a r  t o t a l )



d i f e r e n c i a  e s t e  p o l í m e r o  d a q u e l e s  c l a s s i f i c a d o s  como P e l v e c i a n a s .

0 po  1 i s s  a c  a r  í d e o  d e g r a d a d o ,  [o<3q-13,  com p e s o  m o l e c u l a r  

e s t i m a d o  - 8. 000  e r a  c o n s t i t u í d o  d e  á c i d o  g l u c u r O n i c o  e  m a n o s e .

A c a r b o x i - r e d u ç ã o  d o  á c i d o  g l u c u r ô n i c o  s e g u i d o  d e  m e t i l a ç ã o  d e u  

a p ó s  c . f . g . -  e . m . ,  ( a c e t a t o  d e  a l d i t o l ) ,  d o i s  c o m p o n e n t e s

( 1 ,  4 , 5 - t . r  i -  ' jz-acet.  i 1 - 2  , 3 , 6 - t r  i - t f - m e t  i 1 ~g 1 u c  i t o l  e  1 , 2 , 5 - t r  i - t f -  

a c e t  i 1 - 2 , 4 ,  6 - t r  i - t f - m e t  i 1 -man i t o  í ) i nd i c a t  i v o s  d e  s u b s t  i t u  i ç ã o  em 

C - 4  e  C - 2  d a s  u n i d a d e s  d e  á c i d o  g l u c u r ô n i c o  e  d e  m a n o s e ,  

r e s p e c t i v a m e n t e .  Â e s t r u t u r a  d e  uma g l u c u r o n o m a n a n a  com u n i d a d e s  

a l t e r n a t i v a s  d e  d o i s  m o n o s s a c a r í d e o s  é  s u p o r t a d a  p e l o s  d a d o s  d e  

e  r . m . n . - - 3C.  0 e s p e c t r o  d e  r . m . n . - ^ H  a p r e s e n t a  um p i c o  em T  

5 , 3 9  ( J  5 H z ) ,  d o  H - l  e q u a t o r i a l ,  d a  <x ~£>-Manp ,* b)  um d u p l e t  em 

T 4 , 4 7  ( J  7 , 8  Hz) d o  H l , 2 a x i a l  d o  á c i d o  j ô - t f - G l o ;  c )  um p i c o  em T  

4 , 1 5  (J ~ 3 H z ) , c o r r e s p o n d e n d o  a H-3 d a  Manp ; d)  um q u a t e t o  em 

, 3 9  ( J  8 e  9 HZ ) ,  i n d i c a t i v o s  d e  p r o t o n  a x i a l  a c o p l a d o  a d o i s  

p r o t o n s  a x i a i s  v i c i n a i s  ( H- 3  d o  G l c p A  ou H~4 d a  Ma n ^ .

Os d a d o s  d e  r , m . n . - 13C d o  p o l í m e r o  d e g r a d a d o  a p ó s  

h i d r ó l i s e  p a r c i a l  e s t ã o  r e u n i d o s  na  t a b e l a  a s e g u i r :

A p r e s e n ç a  d e  uma c a d e i a  p r i n c i p a l  c o n s t i t u í d a  d e  á c i d o  

í;>-g 1 u c u r ô n  i c o  e  . p - ma n o s e ,  s e m e l h a n t e  a d e s c r i r a  p e l o  a u t o r  J á  

f o r a  a n t e r i o r m e n t e  o b s e r v a d a  em S a r g a s s a n a  p o r  ABDEL-FATTAH* . 

A e s t a s  c a d e i a s  l i g a m - s e  c a d e i a s  l a t e r a i s  d e  g a l a c t o s e ,  ( a t é  7 

u n i d a d e s )  e  c a d e i a s  f o r m a d a s  d e  á c i d o  g l u c u r ô n i c o  e  f u c o s e .  A 

m a i o r i a  d a s  u n i d a d e s  d e  f u c o s e  e  x i l o s e  e s t ã o  s i t u a d a s  na 

p e r i f e r i a  d a  m o l é c u l a .
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a -  R e f e r ê n c i a s  n ú m e r o  8 , 1 0 ,  2 6 .
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B I B L I O G R A F l A

0 1 . ABDEL-FATTAH,  A . F . ;  HUSSEIN,  M . : MAGDEL-DIN; SALEM, H.M.

S t u d i e s  o f  t h e  p u r i f i c a t i o n  and so me  p r o p e r t i e s  o f

s a r g a s s a n ,  a s u l p h a t e d  h e t e r o p o l y s a c c h a r i d e  f r o m  S a r q ass um 

!. i n i f  o I iurn. C q r b o h y d r  . R e s  . , 3 3 : 9 - 1 7 ,  1 9 7 4 .

0 2 .  ABDEL-FATTAH,  A . F . ;  HUSSEIN,  M. ; MAGDEL-DIN; SALEM, H.M.

Some s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  o f  s a r g a s s a n ,  a s u l p h a t e d

h e t e r o p o l y s a c c h a r i d e  f r o m  S a r q a s s u m 1 i n i f  o I i  urn. C a r b o h y d r . 

R e s . , 3 3 : 1 9 - 2 4 ,  1 9 7 4 .

0 3 .  ABDEL-FATTAH,  A . F . ;  HUSSEIN,  M. ;  MAGDEL-DIN; SALEM, H.M.

C o n s t i t u t i o n  o f  s a r g a s s a n ,  a s u l p h a t e d

h e t e r o p o l y s a c c h a r i d e  f r o m  S a r q a s s u n  1 i n i f o 1 i urn. C a r b o h y d r . 

R e s . . 3 3 : 2 0 9 - 2 1 5 ,  1 9 7 4 .

0 4 .  A N N 0 , K . ; SENO, N . ;  0TA, M.  I s o l a t i o n  o f  L - f u c o s e  4 - s u l f a t e

f r o m  f u c o i d a n  C a r b o h y d r . R e s . , ^ _ 3 : 1 6 7 - 1 6 9 ,  1 9 7 0 .

0 5 .  ANNO, K . ;  TERAMATA, H . ;  HAYASHI,  Y . ;  SENO, N. I s o l a t i o n  and

p u r i f i c a t i o n  o f  f u c o i d i n  f r o m  b r o w n  s e a w e e d  P e I  v e t  i a 

wr i q h t  i i . Aqr i c . B i o l .  C h e m . , 3 0 : 4 9 5 - 4 9 9 ,  1 9 6 6 .

0 6 .  APONTE DE 0TA0LA,  N . E . ;  D f A Z - P I  FERRER; GRAHAM, H. D.  S e a s o n a l

v a r i a t i o n  and a n a t o m i c a l  d i s t r i b u t i o n  o f  a l g i n i c  a c i d  i n

S a r g a s s u m  S p p . f o u n d  a l o n g  t h e  c o a s t s  o f  P u e r t o  R i c o .  J .

Aqr l c .  U n i v .  P . R . . 6 7 :  4 6 4 - 4 7 5 ,  1 9 8 3 .



0 7 .  ASP I NALL,  G . O .  «3, CAiJ AS- RODRIGUEZ, A.  S i s a l  P e c t i c  A c i d .

C h e m. S o c . . 4 0 2 0 - 4 0 2 7 ,  1 9 5 8 .

08.  BAKER & UALKER, T . E .  13 C. N . M. R . s p e c t r o s c o p y  o f  i s o t o p i c a l l y

e n r i c h e d  c a r b o h y d r a t e s .  M e t h o d s  C a r b o h y d r . C h e m.

8 : 1 5 1 - 1 7 1 ,  1 9 8 0 .

0 9 .  BAKER, S . A .  <5. SOMERS, P . J .  A s p e c t r o p h o t o m e t r  i c  m e t h o d  f o r

t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  f o r m i c  a c i d  on t h e  p e r i o d a t e  

o x i d a t i o n  o f  c a r b o h y d r a t e s .  C a r b o h y d r . R e s . , 3 : 2 2 0 - 2 3 1 ,

1 9 5 5 .

1 0.  BARRETO -  BERGTER, E.  & G0R1N P . A . J .  D e t e r m i n a t i o n  o f
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SUMMARY
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On extraction, the brown seaweed Lam inar i a brasiIiensis 
furnished two types of acidic polysaccharides, namely sulfated 
heterofucans and alginic acid. Its only carbohydrate of low 
molecular weight was mannitol.

The alginate (22,4 % yield) is a linear binary
copolymer consisting of units of ft -£>-mannopyranose (uronic 
acid) (M) and c< -gu 1 opyranose (uronic acid) (G) , both 
substituted at 0-4. An M/G ratio of 1.16 was determined by l^C-n. 
m.r. spectroscopy of a derived gulomannanan and was confirmed by 
g.l.c.-m.s. of derived monosaccharide fragments and by 
piethylation analysis incorporating g.l.c.

The isolation of virtually homogeneous oligosaccharides 
containing mannuronic and guluronic acid respectively, following 
partial hydrolysis of alginate, shows that it contains block-like 
structures. Blocks M and G have d.p.'s of 19-26 and 16-20
respectively and are interspersed with hybrid regions containing 
both M and G units. Block M contains 8% of G and block G less 
than 2% of M, their homogeneity being greater than blocks
isolated in studies on alginates of other species. L.
bras i1i ens i s also synthesises various sulfated polysaccharides 
containing principally fucose, along with mannose, galactose, 
glucose, xylose, and uronic acid. Polysaccharides isolated via 
DKAK-cellulose column chromatography contained the same 
monosaccharides, albeit in variable proportions, showed that the
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original polysaccharide consists of a family of related sulfated 
components, named heterofucans.

The units of c< -/.-fucopyranose (63%) in one of isolated 
fractions are glycosylated at 0-2 and contain sulfate esters at 
C~4. The location of the sulfate groups was confirmed by
isolation of fucose 4-sulfate on partial hydrolisys and by I.R.
spectroscopy (absortion at 845 cm"1). The stability of the
sulfate group to the action of alkali is typical of a c/s~vicinal 

arrangement. Only a trsns arrangement would be readily
e1i m i nated.

A mannose, (73,5 %) and uronic acid containing fraction
was obtained on removal of fucose with acid from one of the
fractions of the heterofucans. Hydrolysis of the carboxy-reduced 
fraction gave mannose, (78 %) and glucose, (8 %) indicating that 
the acidic component is glucuronic acid. This fraction was
subjected to Smith degradation and the formation of erytritol
(23,5 %) and glicerol, (26,3 %) is consistent with (1 -> 4) and
(1 -> 6) 1inkages.



201

PÜBLICACOES

1. DUARTE, M.E.R.; GORIN, P.A.J; DUARTE, J.N. Homogeneous
guluroníc and mannuronic acid blocks in the alginate of 
brown seaweed Lam i nar i a bras i1iens i s. "in press".

2. DUARTE, J.H.; DUARTE, G.R.; FONTANA, J.D.; JAC0M1N1, M.;
LOPES, L . C . V . ; FE IJó, M.A.L. ; GORIN, P.A.J. ; DUARTE, 
M.E.R. The polysaccharide from brown seaweed Laminari a 
brasi1iensis. Arq . Biol. Tecnol. 27 (2):151, 1984.

3. DUARTE, M.E.R.; DUARTE, J.H.; GORIN, P.A.J. Carbon-13
n.m.r.-mwthod fqr determination of the
mannuronic/guluronic acid ratio in alginic acids. Arq. 
Biol. Tecnol.. 28 (1): 84, 1985.

4. DUARTE, M.E.R.; DUARTE, G.R. ; RAMOS, L.P.; DUARTE, J.H.;
GORIN, P.A.J. Evidence for the presence of "BLOCK­
TYPE” structures in the alginic acid of Lam i nar i a 
bras i1iens is: Isolation of <1 -> 4)-linked gulopyranan
fo11owing part i a 1 hydro1ysi s and réduct•̂ n. Arq . Biol ■ 
Tecnol., 29 (1): 84, 1986

5. DUARTE, M.E.R»; GORIN, P.A.J.; DUARTE, G.R.; DUARTE, J.H.
O-Sulfated polysaccharides isolated from the brown 
alga Lam i nar i a bras i1i ens i s. Arq . Biol. Tecnol., 30(1): 
108, 1987.



6. DUARTE, M.E.R.; GORIN, P.A.J.; DUARTE, G.R.; FONTANA,
J.D.; DUARTE, J.H. Sulphated Fucan isolated Fron brown 
seaweed. Laminaria bras iIi ens i s. Arq. B io1. Tecno1., 31 
(í):35, 1988.

7. DUARTE, M.E.R.; GORIN, P.A.J.; DUARTE, J.H. An Acidic
heteropolysaccharide isolated From the brown seaweed 
Lam i nar i a bras i 1 i ens i s . PAABS VI Congress, S«So Paulo, 
L-16, 1990.

2®2


